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H+    Wasserstoffionen / Protonen 
H2O2    Wasserstoffperoxid 
HER2    Humaner Epidemialer Wachstumsfaktor Rezeptor 2 
HKII    Hexokinase, Isoform II 
IC50     mittlere inhibitorische Konzentration/ Dosis 
IF     Immunfluoreszenz  
IFN-γ    Interferon-gamma 
IHC     Immunhistochemie  
IK KO    Knockout des IK-Kanals, MMTV-PyMTtg/+ x IK-/- 
IK    Calciumabhängiger Kaliumkanal mit mittlerer Leitfähigkeit 
IL    Interleukin 
IMM    Innere Mitochondrien Membran 
IMS    engl. Intermembrane space, Intermembranraum des Mitochondriums 
IP3     Inositoltriphosphat  
IP3R     Inositoltriphosphat-Rezeptor  
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KATP-Kanal    ATP-abhängige Kaliumkanal  
kb     Kilobasen  
KCl     Kaliumchlorid  
kDa    Kilodalton 
Kir-Kanal    Einwärts gleichrichtende Kaliumkanal, engl. Inward rectifier  
KO     engl. Knockout  
l     Liter  
L1    Entspricht dem globalen Gen des IK- oder BK-KO, L1/+ = -/+ 
LC3    engl. Microtubule-associated protein 1A/1B-light chain 3 
LC3B    engl. Microtubule-associated proteins 1A/1B light chain 3B 
LDH A / B Laktatdehydrogenase A / B 
LKB1    Leberkinase B1 
loxP     engl. Locus of X-over P1  
M     Molar  
MCT     Monocarboxylat-Transporter  
MEK    engl. mitogen-activated protein kinase 
MET    Mesenchymale-epitheliale-Transition 
Mg2+     Magnesium-Ion  
min     Minute 
mitoBK    Mitochondrieller BK-Kanal 
mitoIK    Mitochondrieller IK-Kanal 
ml    Milliliter 
mm     Millimeter 
mM    Millimolar 
mm2     Quadratmillimeter  
mm3     Kubikmillimeter  
MMTV    Maus-Mammatumorvirus, engl. mouse mammary tumor virus 
Mo25    Maus Protein 25 
mPTP     mitochondriale Permeabilitäts-Transitionspore  
mRNA     Boten-RNA, engl. Messenger RNA  
mTOR    engl. Mammalian Target of Rapamycin 
mTORC1 / C2   engl. Mammalian Target of Rapamycin C1 / C2 
mTORC1A   mTORC1-Aktivitäts Antwort der FRET-Sensors mTORCAR 
mV     Millivolt  
Na+    Natriumionen 
Na+-/K+-ATPase    Natrium-/Kalium-ATPase (Natrium-Kalium-Pumpe)  
NAD+     Nicotinamidadenindinukleotid, oxidierte Form  
NADH     Nicotinamidadenindinukleotid, reduzierte Form  
NaOH     Natriumhydroxid  
NDS     Normaleselserum, engl. Normal donkey serum 
NEB    New England Biolabs GmbH 
ng     Nanogramm 
nl     Nanoliter  
nm     Nanometer  
nM    Nanomolar 
N-Terminus    Amino-Terminus  
O2     Sauerstoff  
OCR engl. Oxygen consumption rate, Sauerstoffverbrauch 
OP     Operation  
OS    Gesamtüberleben, engl. Overall survival 
OxPhos Oxidative Phosphorylierung 
p    Phosphoryliert (in Bezug auf Western Blot Antikörper) 
p62    Ubiquitin-Binde Protein p62/ Sequestosom 1 
PCB    Polychlorierte Biphenyle 
PCR     Polymerasekettenreaktion, engl. Polymerase chain reaction 
PDH    Pyruvat-Dehydrogenase 
PE    Phosphatidylethanolamin, Konjugat der LC3B II 
PEP    Phosphoenolpyruvat 
PET    Polyethylenterephthalat 
PFA     Paraformaldehyd  
PGD / P engl. Pore gating domain, Porenregion 
pH    Potential des Wasserstoffs 
Pi     Anorganisches Phosphat  
PI3K     Phosphoinositid-3-Kinase  
PKA     Proteinkinase A  
PKC     Proteinkinase C  
pS     Picosiemens  
PVDF     Polyvinylidendifluorid  
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p-Wert    Überschreitungswahrscheinlichkeit, Signifikanzwert 
PyMT    Polyomavirus middle T antigen 
Q    Ubichinon 
qRT-PCR    Quantitative Echtzeit-PCR, engl. Real-time quantitative PCR 
R     Rückwärtsprimer, engl. Reverse primer  
RAF    engl. Rapidly accelerated fibrosarcoma  
RAS     engl. Rat sarcoma  
RCK     engl. Regulator of conductance of K+  
RHEB    engl. Ras homolog enriched in brain, mTOR Aktivator 
RNA     Ribonukleinsäure  
RNase     Ribonuklease  
ROS     Reaktive Sauerstoffspezies  
rpm     Umdrehungen pro Minute, engl. Revolutions per minute  
RT     Raumtemperatur  
RTK    Rezeptor-Thyrosinkinasen 
s     Sekunde  
s/sec    Sekunde 
S1     Schutzstufe 1  
SDS     Natriumdodecylsulfat, engl. Sodium dodecyl sulfate  
SDS-PAGE  SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese, engl. SDS polyacryl-amide gel electro-

phoresis  
SEM     Standardfehler, engl. Standard error of the mean  
Ser    Serin 
SGLT Natrium/Glukose-Cotransporter, engl. Sodium/glucose cotransporter 
SK-Kanal    engl. Small conductance calcium-activated potassium channel  
SPF     Spezifiziert Pathogen-frei  
STRAD     engl. STE20-related kinase adaptor 
T    Zeitpunkt 
TBE     Tris-Borat-EDTA Abkürzungsverzeichnis  
TEMED     Tetramethylethylendiamin  
TFS    Tumorfreies Überleben 
tg    Transgen 
TGFβ1     engl. Transforming growth factor-β1  
Thr    Threonin 
TM     bzw. TMD Transmembrandomäne  
TME    engl. tumor microenviroment (Direkte Umgebung des Tumors) 
TNBC engl. tripple negative breast tumors, Tripple negative Brusttumor 
TNF-α    Tumornekrosefaktor-alpha  
TNM     engl. Tumor-Node-Metastasis, Tumor-Knoten-Metastasen  
TRAM-34   Triarylmethane-34, IK-Inhibitor 
TSC 1/2    Tuberöse Sklerose Proteine 1/2 
tw.     Teilweise  
U     Umdrehungen  
UICC    franz. Union for international cancer, Tumor-Grading 
ULK 1/2    engl. Unc-51 like autophagy activating kinase 1/2 
UV     Ultraviolettstrahlung  
V     Volt  
v. a.     Vor allem  
V-ATPase    engl. vacuolar-type H+-ATPase 
VE-Wasser    Voll entsalztes Wasser  
VSD engl. Voltage sensor domain, Spannungssensitiver Abschnitt 
WB     Western Blot  
WHO     Weltgesundheitsorganisation; engl. World Health Organization  
WT Wildtyp, MMTV-PyMTtg/+ x IK+/+ 
YFP    engl. Yellow fluorescent protein, Gelb fluoreszierendes Protein 
z. B.     Zum Beispiel  
z. T.     Zum Teil 
ΔΨ     Transmembranpotential  
ΔΨmito     Mitochondrielles Membranpotenzial  
μl     Mikroliter  
μM     Mikromolar 
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1 Einleitung 

1.1 Entstehung und Charakteristika von Tumoren 

Im Allgemeinen versteht man unter einem Tumor eine entweder benigne oder maligne Neo-

plasie von körpereigenem Gewebe, welche durch Fehldifferenzierung zu einem uneinge-

schränkten Wachstum und einer Funktionsmodulation führt (National Cancer Institute). Wäh-

rend benigne Tumore lokal begrenzt und verdrängend wachsen, kommt es bei malignen Tu-

moren zur lokalen Ausbreitung (Invasion) und/oder zur Absiedelung von Metastasen des Ur-

sprungstumors in anderen Körperregionen. Aufgrund des erhöhten mutagenen Risikos und 

der damit einhergehenden schlechteren Prognose werden maligne Tumore als „Krebs“ betitelt 

(National Cancer Institute, GM, 2000a). Im weiteren Verlauf dieser Arbeit ist mit dem Terminus 

Tumor, stets eine maligne Veränderung gemeint. Während es diverse Hypothesen zur Entste-

hung von Tumoren gibt, beschreibt eine Theorie eine Fehldifferenzierung als Ursache, welche 

durch Mutationen spezifischer Gene hervorgerufen wird. Hierbei können bspw. Basenpaare 

deletiert, integriert oder amplifiziert werden, sowie ganze Chromosomenabschnitte verändert 

werden (Translokation) (Suzanne Clancy, 2008). Die daraus resultierende Funktionsverände-

rung des aus dem Gen translatierten Proteins sorgt einerseits für eine neue oder überschie-

ßende Funktionsfähigkeit (gain of function) oder für eine Verminderung der Proteinfunktion 

(loss of function) (Jung et al., 2015, Gerasimavicius et al., 2021). Alternativ kann durch Translo-

kationen die fälschliche Zusammenführung von Genen oder Genabschnitten auch zu krebser-

zeugenden Fusions- oder Hybridproteinen führen (Nambiar et al., 2008). Aufgrund der neu 

gewonnen Wirkungen auf die Teilungsfähigkeit (Proliferation), das Überlebens und die Motili-

tät, verschaffen sich Tumorzellen einen Vorteil gegenüber den gesunden, nicht differenzierten 

Körperzellen, was schnell zu einer Verdrängung dieser führt (Raumforderung) (Edlich et al., 

2005, Harbeck et al., 2019, Nathanson et al., 2001). Je nach zeitlichen- und räumlichem Auf-

treten des Tumors wird dieser als nicht solider Tumor (ALL, CML, Lymphom), oder solides 

Blastom (während des menschlichen Entwicklungsstadiums), Sarkom (überwiegend Stütz- 

und Bindegewebe) oder Karzinom (überwiegend Drüsen- oder Epithelgewebe) unterteilt 

(Chejfec et al., 1990, Cohen et al., 1991, National Cancer Institute). Zu Letzterem zählt auch 

das Mammakarzinom, welches eine maligne Fehldifferenzierung der Brustdrüsen beschreibt 

(Polyak and Kalluri, 2010).  

Zusammengefasst werden die funktionalen Änderungen einer Krebszelle in den für alle Tumo-

ren gültigen Hallmarks of cancer (Kennzeichen für Krebs) (Hanahan and Weinberg, 2011). Im 

Detail beschreiben diese (I) das Umgehen des kontrollierten Zelltodes (Apoptose), (II) ein un-

begrenzt aktives Wachstums- und (III) Teilungspotenzial, (IV) Insensitivität gegenüber Tumor-

suppressoren, (V) die Fähigkeit zur Angiogenese, sowie (VI) der Metastasierung (Hanahan 

and Weinberg, 2011). Ergänzt wurden diese ursprünglichen sechs „Kennzeichen“ in den letz-

ten Jahren durch die Umgehung der Immunantwort, die Induktion einer pro-tumorösen Inflam-

mation, die Genominstabilität und Mutationen, sowie die Umstellung des Zellmetabolismus 

(Hanahan and Weinberg, 2011). Im neusten Report aus dem Jahre 2022 nahmen Hanahan et 

al. außerdem die phänotypische Plastizität (siehe 1.1.1, epithelial-mesenchymaler Übergang 

(EMT)), die nicht-mutagene epigenetische Umwandlung des Genoms, das polymorphe Mikro-

biom und die Fähigkeit der Seneszenz mit in die Hallmarks of cancer auf (Hanahan, 2022). 
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1.1.1 Proliferation und Metastasierung 

Der fundamentalste Unterschied einer Krebszelle zum umliegenden Gewebe ist die Fähigkeit 

des unbegrenzten und schnellen Wachstums (Feitelson et al., 2015, GM, 2000b). Gesteuert 

wird die Proliferation über verschiedene Signalwege, Wachstumsaktivatoren und -Suppresso-

ren, sowie letztendlich über die Induktion des Zellzyklus. Genetische Veränderungen dieser 

Kaskaden führen somit zum pro-proliferativen Phänotyp einer Krebszelle. Durch die Mutation 

von Proto-Onkogenen zu Onkogenen kommt es zur Umgehung von Wachstumssignalen (gain 

of function) (Sarkar et al., 2013, Weinberg, 1996). Ebenso führen Mutationen von Tumorsup-

pressoren (loss of function) zu einem unkontrollierten und nicht limitierten Wachstum der Zel-

len (Sarkar et al., 2013). Beispielsweise zeigen Mutationen des Tumorsuppressorgens p53 in 

vielen Krebsentitäten einen erheblichen Einfluss auf die Proliferation (López-Sáez et al., 1998, 

Allred et al., 1993, Marei et al., 2021). Ähnlich der Cyclin-abhängigen Kinasen (cyclin depen-

dent kinase, CDK), welche maßgeblich am Zellzyklus und damit der Mitose involviert sind, 

konnte auch p53 als Modulator der G1/M Phase identifiziert werden (López-Sáez et al., 1998, 

Duronio and Xiong, 2013). Vermittler ist dabei p21, was auch Zielprotein der pro-proliferativen 

RAS/RAF/MEK/ERK-Signalkaskade ist (Duronio and Xiong, 2013, Chang et al., 2003, 

McCubrey et al., 2007). Auch andere Signalwege wie PI3K/AKT (Fresno Vara et al., 2004, 

Liang and Slingerland, 2003) oder der Calciumionen (Ca2+) abhängige PKA/cAMP/CREB Sig-

nalweg (Zhang et al., 2020, Chuang et al., 2020) können den Zellzyklus beeinflussen. So 

konnte in Pankreaskarzinomzellen gezeigt werden, dass eine Blockade des PI3K/AKT und 

MAPK/ERK Signalweges zu einem Zellzyklusarrest und vermehrter Apoptose führt (Roy et al., 

2010). Dieses Beispiel impliziert, dass Veränderungen in Signalwegen oder Mutationen be-

stimmter Gene meist nicht nur ein einziges Hallmark of cancer beeinflussen, sondern sich 

multifaktoriell äußern. So ist bekannt, dass PI3K/AKT neben proliferativen und apoptotischen 

Eigenschaften auch Resistenzen gegen Zytostatika fördert (Fresno Vara et al., 2004), oder 

das Metastasierungsrisiko erhöht (Qiao et al., 2008, Ye et al., 2012). 

Die Metastasierung ist bedingt durch das Absondern von einzelnen Zellen oder Zellagglome-

raten, deren Transport über das lymphatische- oder Blutbahnsystem verläuft, sowie der In-

tegration dieser Zellen in entfernte Gewebe. Die Initiation der Metastasierung ist durch vermin-

derten Nähr- oder Sauerstofftransport, sowie über Zellintrinsische- oder onkogene Aktivität 

geregelt (García-Jiménez and Goding, 2019). Kommt es durch das schnelle Wachstum der 

Tumore zu einer Unterversorgung mit Nährstoffen, oder im späteren Verlauf Sauerstoff (O2), 

besitzen Tumore verschiedene Möglichkeiten zur Kompensation (I–IV). (I) Zunächst können 

die Zellen in einen energiesparenden Zellzyklus-Arrest (G1-Arrest, G0-Phase, dormant phase) 

übergehen, in dem die Replikation vollständig unterbunden wird (García-Jiménez and Goding, 

2019, Butturini et al., 2019, Liu et al., 2010b). Nachteile ergeben sich daraus bei der Therapie, 

da viele Zytostatika nur proliferative Zellen adressieren können (Butturini et al., 2019). Die 

Gefahr von Rezidiven wird damit vergrößert. Der durch PERK/eIF2 vermittelte G1-Arrest kann 

in der Zellkultur durch einen Serumentzug erzwungen werden (Barney et al., 2020, Shin et al., 

2008). (II) Des Weiteren sind die Zellen in der Lage, das Energiedefizit durch einen gesteiger-

ten Metabolismus oder Selbstverdau von nicht benötigten Organellen oder Proteinen (Auto-

phagie) auszugleichen (García-Jiménez and Goding, 2019, Infantino et al., 2021, Palm, 2021, 

Lim et al., 2021). (III) Im Hinblick auf die Hypoxie kann außerdem der Botenstoff VEGF (vas-

cular epithelial growth factor) ausgeschüttet werden, was, entlang des VEGF-Gradienten, zu 

einer Vaskularisierung führt (Angiogenese) und über lange Sicht den Tumor mit neunen Nähr-

stoffen und O2 versorgt (Krock et al., 2011, Liao and Johnson, 2007). Die Angiogenese gilt, 

wie bereits ausgeführt, als wichtiges Hallmark of cancer. (IV) Die letzte Möglichkeit ist das 
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Absondern von Zellen, welche sonst durch die Unterversorgung des Primärtumors absterben 

würden (García-Jiménez and Goding, 2019, Rankin and Giaccia, 2016, Semenza, 2016). 

Durch die Initiation der Metastasierung kommt es zur Änderung der zellulären Eigenschaften, 

weg von einem epithelialen hin zu einem mesenchymalen Phänotyp. Dieser Vorgang wird 

auch als epithelial-mesenchymal-transition (EMT) bezeichnet (García-Jiménez and Goding, 

2019). Durch die EMT kommt es zu biochemischen Umbauprozessen, sodass die statischen 

epithelialen Eigenschaften der Zellen durch motile, mesenchymale ersetzt werden (Kalluri and 

Weinberg, 2009). Dieser Phänotyp-Switch äußert sich in einer verminderten Adhäsion, welche 

die Motilität einzelner Zellen erhöht und sie letztlich zum Durchdringen von Basalmembranen 

befähigt (Intravasation, Extravasation) (Lai et al., 2020, Banyard and Bielenberg, 2015). Auf-

grund der Reversibilität der EMT (MET) dominiert am „Zielgewebe“ der epitheliale Status der 

die Mikrometastasen erneut im Wachstum fördert (Kalluri and Weinberg, 2009, Jolly et al., 

2017, Bakir et al., 2020). Maßgeblich an der EMT beteiligt sind die Typ-I-Cadherine E und N, 

welche Ca2+-abhängig die Zell-Zell-Adhäsion regulieren (Loh et al., 2019, Takeichi, 1990) so-

wie transmembran-lokalisierte Intergrine, welche als Heterodimere neben Zell-Zellkontakten 

auch Zell-Matrixadhäsion vermitteln (Pan et al., 2018).  

Die Tumorzelldissoziation verläuft über die Migration. Nach Induktion der Migration (z. B. durch 

Unterversorgung mit Nährstoffen/O2), sowie über Signale der extrazellulären Matrix (extra cel-

lular matrix, ECM) kommt es zur Ausbildung von Lamellipodien (und Filopodien) (Lou et al., 

2021). Im zweiten Schritt lösen Integrine die Verbindung dieser Ausstülpungen an spezifische 

Motive der ECM aus. Dadurch kommt es zur Adhäsion in zellnahen Arealen. Anschließend 

kommt es durch In- und Efflux von Ionen insbesondere von Kaliumionen (K+) zur Veränderung 

des Zellvolumens (Schwab et al., 2012). Durch ein Schrumpfen am Zell-Ende und einen Vo-

lumenzuwachs am vorderen Teil der Zelle erfolgt die eigentliche Fortbewegung. Im letzten 

Schritt kommt es zum Verlust der adhäsiven Fähigkeit des hinteren Teils der Zelle und die 

nächsten Lamellipodien können gebildet werden (Lou et al., 2021). 

Da Proliferation, Migration oder Angiogenese, Energie-verbrauchende Prozesse beschreiben, 

muss dieses Defizit von den Tumorzellen durch einen verstärkten Metabolismus ausgeglichen 

werden. Durch Remodeling-Prozesse ist die Krebszelle in der Lage, die fehlende Energie zu 

kompensieren, um so die Energiehomöostase aufrecht zu erhalten, das Wachstum zu ermög-

lichen und das Überleben zu gewährleisten (Hanahan and Weinberg, 2011). Dafür stehen den 

Zellen verschiedene Möglichkeiten der Modulation zur Verfügung. Neben der Verstoffwechs-

lung von Lipiden oder Aminosäuren sind Kohlenhydrate in Form von Glukose die Hauptener-

giequelle (Czura, 2017, Ye et al., 2020, Chang et al., 2020). Letztere werden durch die Glyko-

lyse unter ATP-Gewinn metabolisiert und tragen unter anderem zur essenziellsten Energie-

Produktion der Zelle bei. Wenngleich unter aeroben Bedingungen vermehrt Adenosintriphos-

phat (ATP) durch die Oxidative Phosphorylierungen (OxPhos) im Mitochondrium produziert 

wird, ist unter chronischer Hypoxie die Glykolyse zur Kompensation unabdingbar (Hanahan 

and Weinberg, 2011, Eales et al., 2016). Aufgrund des schnellen Wachstums der Tumore, 

kommt es oft zur Unterversorgung von (Nährstoffen oder) O2 und als Folge zu einem Switch 

von aerober OxPhos zu anaerober Glykolyse (Robey et al., 2005). Da in dieser Arbeit der 

Schwerpunkt auf dem Metabolismus, der Energiehomöostase und K+-Kanälen liegt, wird im 

folgenden Abschnitt die Energieversorgung von Tumorzellen detailliert beleuchtet. 
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1.1.2 Metabolismus und Energiehomöstase in Tumoren 

Die zelluläre Energiehomöostase ergibt sich aus stetiger Energieproduktion und Energiever-

brauch. ATP ist dabei der wichtigste Energieträger der eukaryotischen Zelle. Die Synthese 

erfolgt hauptsächlich in den Mitochondrien, in welchen die OxPhos die Kopplung zwischen 

Sauerstoffverbrauch und Phosphorylierung von Adenosindiphosphat (ADP) realisiert (Sztark 

et al., 1999, Alberts B, 2002). Genauer werden bei der Zellatmung Elektronen von einer orga-

nischen Verbindung auf einen Cofaktor (z. B. NAD+) übertragen, sowie über die Elektronen-

transportkette zu einem Akzeptor (O2) weitergeleitet. Bei dieser Weiterleitung wird Energie frei, 

welche zur Bildung von ATP aus ADP führt (Czura, 2017). Ergänzend können Metaboliten wie 

Kohlenhydrate (überwiegend Glukose), oder falls nicht ausreichend, Triglyceride und später 

Aminosäuren zum Energiegewinn beitragen (Czura, 2017, Ye et al., 2020). Da der Ertrag aus 

dem Lipid- oder Aminosäuremetabolismus jedoch nicht ergiebig genug ist, verbleibt die Zelle 

primär bei der Verwertung von Glukose und Kohlenhydraten (Alberts B, 2002). Auch ein Re-

cyclingprozess (Autophagie), welcher fehlgefaltete Proteine, oder defekte Zellorganellen ab-

baut, um neue Nährstoffe bereit zu stellen, dient der Energieerhaltung (Feng et al., 2014, Glick 

et al., 2010). Der Produktion entgegen steht der Energieverbrauch, welcher in Tumorzellen 

aufgrund der vermehrten Proliferation und Migration höher ausfällt (Kroemer and Pouyssegur, 

2008, Zhang and Yang, 2013).  

 

1.1.2.1 Glykolyse und Warburg Effekt 

Die Glykolyse ist ein zytoplasmatischer Stoffwechselweg, bei der Glukose zu Pyruvat metabo-

lisiert wird (siehe Abbildung 1.1) (Kumari, 2018, Harris, 2013). Durch verschiedene Glukose-

transporter wie GLUTs (transmembranäre uniportäre Glukosetransportproteine) oder Natri-

umionen (Na+)-abhängige Glukosetransporter (sodium/glucose co-transporter, SGLTs), kann 

Glukose in die Zelle transportiert werden (Deng and Yan, 2016, Lunt and Vander Heiden, 

2011). Im Anschluss phosphorylieren Hexokinase Isoformen, unter ATP-Verbrauch, die Glu-

kose zu Glukose-6-Phosphat (G-6-P) (Porporato et al., 2011, Akram, 2013, Bryan Krantz: 

University of California, Spring 2008, Li et al., 2015, Lunt and Vander Heiden, 2011). Durch 

enzymatische Spaltung entstehen im Anschluss Fuktose-6-Phosphat (F-6-P), Fruktose-1,6-

Bisphosphat (F-1,6-P) und Glycerinaldehyd-3-Phosphat (G-3-P) (Porporato et al., 2011, 

Akram, 2013, Bryan Krantz: University of California, Spring 2008, Li et al., 2015, Lunt and 

Vander Heiden, 2011). Diese Prozesse verbrauchen erneut ein ATP, weswegen die ersten 

Stoffwechselschritte als „Energieinvestitionsphase“ (Vorbereitungsphase) betitelt werden. Die 

nachfolgenden Schritte werden aufgrund des Energiegewinns, als „Ertragsphase“ deklariert 

(Redalen, 2006, Bryan Krantz: University of California, Spring 2008). Dabei kommt es zur 

Übertragung der Energie auf zwei Coenzyme Nicotinamid Adenin Dinukleotid (NAD+), sodass 

zwei Nikotinamid-Adenin-Dinukleotid Hydride (NADH) und Protonen (H+) entstehen. 

NADH+H+ dient im späteren Verlauf als Energie-Donor in der OxPhos (Bryan Krantz: 

University of California, Spring 2008, Lunt and Vander Heiden, 2011). In den weiteren Schritten 

der Ertragsphase werden letztendlich aus G-3-P über Phosphoenolpyruvat (PEP) Pyruvat, so-

wie 4 weitere ATP-Moleküle gebildet. Letztlich werden somit 2 zusätzliche ATP-Moleküle wäh-

rend der Glykolyse generiert (Porporato et al., 2011, Akram, 2013, Bryan Krantz: University of 

California, Spring 2008, Li et al., 2015, Lunt and Vander Heiden, 2011). 
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Acetyl-CoA, das nach Abspaltung von Kohlenstoffdioxid (CO2) aus Pyruvat entsteht (Lunt and 

Vander Heiden, 2011), ist initiales Edukt des Citratzyklus, welcher Metaboliten für die 

Atmungskette liefert. So wird, zusätzlich zu dem in der Glykolyse gebildeten ATP und 

NADH+H+ für Komplex I, auch Succinate oder FADH2 (Flavin-Adenin-Dinukleotid Dihydrid) 

gebildet, welche im Komplex II unter Energiegewinn oxidiert werden (Martinez-Reyes and 

Chandel, 2020, Osellame et al., 2012, De Meirleir et al., 2006). Damit zeigt sich die Komplexität 

der Energieversorgung einer eukaryotischen Zelle, um die Energieproduktion aufrecht zu er-

halten und dem Energieverbrauch anzugleichen. 

Bemerkenswert ist, dass in Tumorzellen die Glykolyse nicht nur im anaeroben, sondern auch 

im aeroben Milieu ablaufen kann, obwohl während der Glykolyse weniger ATP produziert wer-

den kann, als durch die OxPhos (Zheng, 2012). Durch die schnellere Kinetik der Glykolyse 

(schnellerer Metabolismus von Glukose in ATP) wird dadurch die Aufrechterhaltung der Ener-

gieversorgung in stark proliferierenden Tumorzellen gewährleistet. Diese aerobe Glykolyse 

wird als „Warburg Effekt“ bezeichnet, benannt nach dem Entdecker Otto Warburg in den 

1920ern (Potter et al., 2016, Warburg et al., 1927). Warburg postulierte, dass Tumorzellen 

auch unter O2-reichen Bedingungen Glukose zu Pyruvat verstoffwechseln und am Ende zu 

Laktat reduzieren, anstelle generiertes Pyruvat in den Citratzyklus einzuleiten und dort zur 

mitochondriellen Energieproduktion beizutragen (Potter et al., 2016, Warburg et al., 1927). Da 

Laktat allerdings nicht weiter zum Energiegewinn beiträgt, kann dieses entweder zu Pyruvat 

rück-metabolisiert werden, oder mit Hilfe der Monocarboxylat-Transporter (MCT) aus der Zelle 

ausgeschleust werden (Goodwin et al., 2014, Sun et al., 2020). Warburgs Schlussfolgerung 

nach, mussten dadurch mitochondrielle Fehlfunktionen vorliegen, die im Detail bis dato noch 

nicht aufgeklärt sind (Potter et al., 2016, Warburg et al., 1927). Der Efflux von Laktat im Sym-

port mit H+ sorgt für eine Ansäuerung des extrazellulären Kompartiments (extracellular acidifi-

cation rate, ECAR, siehe Abbildung 1.1) (plc., 1998-2022, Mookerjee and Brand, 2015). War-

burgs Theorie ist aber nicht auf alle Tumorzellen übertragbar, da verschiedene Tumorzellpo-

pulationen einen unterschiedlichen Metabolismus und Laktatproduktion aufgezeigt haben 

(Potter et al., 2016). Allerdings konnte die aerobe Glykolyse in Kolorektalen-, Lungen-, und 

Brusttumoren nachgewiesen werden (Grover-McKay et al., 1998, Sakashita et al., 2001, Wu 

et al., 2007). Obwohl unter normoxischen Bedingungen die OxPhos mehr ATP produziert, 

kann über den Warburg Effekt dennoch eine effektive Energiegewinnung stattfinden (Liberti 

and Locasale, 2016, Warburg et al., 1927). So konnte in mehreren Studien gezeigt werden, 

dass der Warburg Effekt in biosynthetischen- und signaltransduzierenden Wegen sowie im 

Tumor-Microenviroment (TME) eine Rolle spielt (Liberti and Locasale, 2016).  

 

1.1.2.2 Oxidative Phosphorylierung 

Der Großteil der produzierten Energie einer Zelle wird durch die Zellatmung, bzw. die OxPhos 

generiert. Am Ende entstehen 36 ATP-Moleküle, anders als bei der anaeroben Glykolyse, bei 

der Netto 2 Moleküle ATP (pro Glukose) produziert werden (Yetkin-Arik et al., 2019). Während 

der Atmungskette werden H+ über die innere Membran der Mitochondrien (IMM) in den Inter-

membranraum (inter membrane space, IMS) transportiert. Der sich damit aufbauende H+-Gra-

dient wird im letzten Schritt, der eigentlichen OxPhos (Chemiosmosis), benötigt um ATP zu 

erzeugen (OpenStax-College, 2013). Im weiteren Verlauf dieser Arbeit wird der Prozess der 

Atmungskette mit seinen vier Komplexen, sowie der Komplex V der Chemiosmosis, unter dem 

Begriff „OxPhos“ zusammengefasst.  
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Wie in Abschnitt 1.1.2.1 beschrieben, benötigt die OxPhos dafür verschiedene Metaboliten 

welche sie aus anderen Stoffwechselprozessen der Zelle erhält (Khan-Academy, 2022). So 

beispielsweise Acetyl-CoA, Succinat und Fumarat aus dem Lipidstoffwechsel, Citratzyklus 

oder der Glykolyse. Komplex I der Atmungskette, eine Ubichinon–Oxidoreduktase (NADH-De-

hydrogenase), nutzt NADH als Cofaktor (OpenStax-College, 2013, Chaban et al., 2014, Khan-

Academy, 2022, Zhao et al., 2019) und reduziert, wie der Name andeutet, Ubichinon (Abbil-

dung 1.1, Q) aus dem Citratzyklus, zu Ubichinol (OpenStax-College, 2013, Chaban et al., 

2014, Khan-Academy, 2022). Da alle fünf Komplexe (bis auf Komplex II) die IMM durchspan-

nen (Khan-Academy, 2022), werden im ersten Schritt 4 H+ in den IMS transportiert (Chaban 

et al., 2014). Als Ausgleich dient dabei Ubichinon, welches als Überträgermolekül für die Elekt-

ronentransportkette verantwortlich ist. Komplex II wird auch als Succinat-Dehydrogenase be-

zeichnet und oxidiert demnach Succinat zu Fumarat. Durch die im Enzym vorliegende pros-

thetische Gruppe Flavin-Adenin-Dinukleotid Dihydrid (FADH2) können weitere Elektronen auf 

das Ubichinon übertragen werden, ohne den H+-Gradienten weiter aufzubauen (OpenStax-

College, 2013, Chaban et al., 2014, Khan-Academy, 2022). In Komplex III (Cytochrom-c-Re-

duktase) wird schließlich das geladene Ubichinol zum ursprünglichen Ubichinon oxidiert. Die 

dabei freigesetzte Energie wird zur Reduktion von einem Cytochrom-c, sowie zum Transport 

von zwei H+ aus der Matrix in den IMS genutzt (OpenStax-College, 2013, Chaban et al., 2014, 

Khan-Academy, 2022). Im Komplex IV (Cytochrom-c-Oxidase) wird die gespeicherte Energie 

des Cytochrom-c durch eine Redox-Reaktion oxidiert, während O2 zu Wasser (H2O) reduziert 

wird. Dabei können vier Elektronen (e–) mit 4 H+ aus der mitochondriellen Matrix ein O2-Molekül 

reduzieren (OpenStax-College, 2013, Chaban et al., 2014, Khan-Academy, 2022, Zhao et al., 

2019). Komplex IV ist somit O2-abhängig und zeigt, dass die Atmungskette nur unter aeroben 

Bedingungen ablaufen kann (siehe Abbildung 1.1) (Muller et al., 2019). 

Der über die Atmungskette aufgebaute H+-Gradient im Intermembranraum des Mitochondri-

ums richtet sich in die Matrix zurück und ist essentiell für die FOF1-ATP Synthase (Komplex V) 

(Chaban et al., 2014). Das aufgebaute elektrochemische Potenzial, auch mitochondrielles 

Membranpotenzial ΔΨmito genannt, kann nun durch die FO-Untereinheit des Komplexes V ab-

geleitet werden. Dieser Rückfluss erzeugt Energie, welche durch den F1-Teil der ATP Syn-

thase verwendet wird, um ADP zu einem ATP-Molekül zu phosphorylieren (Chaban et al., 

2014, Zhao et al., 2019). Wie viele ATP pro Konformationsänderung der FO-, bzw. Aktivierung 

der F1-Untereinheit produziert werden, hängt vom strukturellen Aufbau des Enzyms ab. Um 

ATP der ganzen Zelle bereit zu stellen, kommt es durch die ATP/ADP-Translokase (adenine 

nucleotide translocator, ANT) zur Distribution von ATP ins Cytosol (Chinopoulos et al., 2009, 

Hoshino et al., 2019, Klingenberg, 2008). 

Durch diverse Blocker können Rückschlüsse auf die OxPhos gewonnen werden (siehe Abbil-

dung 1.1). Dabei unterscheidet man Inhibitoren der Atmungskette, wie Antimycin-A, welches 

die Cytochrom-c-Reduktase (Komplex III) hemmt und somit den O2-Verbrauch, als auch die 

ATP Produktion in Komplex V unterbricht (Guidarelli et al., 1996, Kim et al., 1999, Ma et al., 

2011). Des Weiteren gibt es Inhibitoren der OxPhos, wie Oligomycin-A, dass direkt die FOF1-

ATP Synthase blockiert. Hierdurch wird der Abbau des H+-Gradienten und die damit verbun-

dene ATP-Produktion, sowie der O2-Verbrauch, verlangsamt (Hayes et al., 1990, Sanchez-

Gonzalez and Formentini, 2021, Symersky et al., 2012). Eine dritte Möglichkeit die OxPhos zu 

inhibieren, ist den elektrochemischen Gradienten aufzuheben. Carbonylcyanid-p-trifluorome-

thoxyphenylhydrazon (FCCP) ist eines dieser Entkoppler (Protonophore). Durch das Erzeugen 

einer höheren Durchlässigkeit für H+ in der inneren mitochondriellen Membran, geht die proto-

nenmotorische Kraft für die ATP Synthese durch Komplex V verloren (Zander-Fox et al., 2015). 
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Der O2-Verbrauch von Komplex IV steigt damit auf ein Maximum, da dieser möglichst viele H+ 

transportiert und versucht den Gradienten zu stabilisieren (Demine et al., 2019, Maro et al., 

1982, Muller et al., 2019).  

 

Abbildung 1.1: Schematische Darstellung der Energiegewinnung einer eukaryotischen Zelle und Interven-

tionsstrategien. 

Eukaryotische Zellen gewinnen den Großteil ihrer Energie aus der Glykolyse und der nachgeschalteten oxidativen 

Phosphorylierung (OxPhos). Die Glykolyse verläuft anaerob und metabolisiert, unter ATP-Gewinn, Pyruvat aus 

Glukose. Pyruvat kann über die Laktatdehydrogenase (LDH) enzymatisch zu Laktat umgewandelt werden, wobei 

zeitgleich Protonen (H+) frei werden (rot markiert). Die damit verbundene Ansäuerung des Cytosols kann extrazel-

lulär als extracellular acidification rate (ECAR) erfasst werden und gibt Rückschlüsse auf die glykolytische Aktivität 

der Zelle. Laktat wird über Monocarboxylat-Transporter (MCT) aus dem Cytosol ausgeschleust. Des Weiteren kann 

Pyruvat im Citratzyklus zu NADH, sowie Succinat umgewandelt werden, wichtige Substrate der Komplexe I oder II. 

Durch die 5 Komplexe (I-V) der Atmungskette entsteht somit ein H+-Gradient, welcher letztendlich zur Produktion 

von ATP im Mitochondrium benötigt wird. Da dieser Prozess aerob verläuft kann der O2-Verbrauch (oxygen con-

sumption rate, OCR) als Surrogat für die OxPhos gemessen werden und somit Rückschlüsse auf die Energiepro-

duktion gezogen werden. Modulatoren der Glykolyse oder OxPhos sind in Rot markiert. (2-DG: 2-Desoxy-D-Glu-

kose; 2-NBDG: 7-Nitrobenzofurazan-Fluorophor substituierte Glukose; Bay 8002: dualer MCT1/2 Inhibitor; ECAR: 

extrazelluläre Ansäuerung/ extracellular acidification rate; FCCP: Carbonylcyanid-p-trifluormethoxyphenylhydra-

zon; OCR: O2-Verbrauch/oxygen consumption rate; NADH: Nicotinamidadenindinukleotid; Weitere Abkürzung fin-

den sich im Fließtext.). Als Vorlage und Orientierung der Grafik dienten (Yetkin-Arik et al., 2019). 
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1.1.2.3 Autophagie und AMPK 

Bei der Autophagie werden die drei Formen der Makro-, Mikro- und Chaperon-bedingten Au-

tophagie unterschieden (Glick et al., 2010, Parzych and Klionsky, 2014). Im weiteren Verlauf 

dieser Arbeit wird nur noch Bezug auf die Makro-Autophagie genommen. Autophagie ist ein 

Recycling-Prozess, welcher das Aufrechterhalten der Homöostase bei Schwankungen des 

Nährstoff- oder Energiehaushaltes, gewährleistet (Aman et al., 2021, Glick et al., 2010, Su et 

al., 2020). Im Detail werden fehlgefaltete Proteine, Nukleinsäuren, Lipide oder defekte Zellor-

ganellen, wie Mitochondrien degradiert, um neue Nährstoffe wie Aminosäuren, Triglyceride 

und Mineralstoffe für die Zelle bereitstellen zu können (Lin and Qin, 2013, Cuervo and Macian, 

2012, Glick et al., 2010, Rabinowitz and White, 2010). Diese werden im weiteren Verlauf durch 

anabole Prozesse wie der Glykolyse, dem Citratzyklus, Fettstoffwechsel oder bei der Protein-

synthese, verstoffwechselt (Kaur and Debnath, 2015, Lahiri et al., 2019). Somit werden kurz-

zeitig Ressourcen gespart, um im Anschluss das Zellüberleben und den Metabolismus zu för-

dern (Lahiri et al., 2019). 

Für die Regulation der Autophagie stehen der Zelle diverse Autophagie assoziierten Gene 

(autophagy related genes, ATGs) zur Verfügung. Diese ATGs codieren mehrere Proteine und 

Komplexe, welche für die Induktion und den autophagischen Flux essenziell sind (siehe Abbil-

dung 1.2) (Wesselborg and Stork, 2015, Lahiri et al., 2019). Eines dieser ATGs beschreibt 

beispielsweise den ULK1/2 Komplex (unc51 like kinase 1/2, ATG1) (Wang et al., 2018), wel-

cher im Zusammenspiel mit anderen Proteinen zur Rekrutierung einer Lipiddoppelmembran 

führt und somit die Autophagie induziert (Lahiri et al., 2019).  

Unter physiologischen Bedingungen interagiert der Nährstoffsensor mechanistic target of ra-

pamycin (mTOR) mit dem ULK1/2-Komplex, der sich aus mehreren ATGs zusammensetzt 

(Jung et al., 2010, Kim et al., 2011). Dabei besitzt mTOR zwei regulatorische Komplexe, 

mTORC1 und mTORC2, welche mit der Proliferation, Zellstress und Tumor-Progression as-

soziiert sind (Jung et al., 2010, Bhaskar and Hay, 2007, Deleyto-Seldas and Efeyan, 2021). 

Die mTORC1-Aktivität ist abhängig vom Nährstoffangebot, der Energiehomöostase, sowie der 

zellulären O2-Verfügbarkeit, welche indirekt über Upstream-Kinasen vermittelt werden (Jung 

et al., 2010, Bhaskar and Hay, 2007). Bei der Aktivierung kann mTORC1 direkt ULK1 am 

Serin757 phosphorylieren und so die Autophagie-Induktion inhibieren (Bhaskar and Hay, 2007, 

Deleyto-Seldas and Efeyan, 2021, Alers et al., 2012). Im Falle einer Hypoxie kann vice versa 

eine mTORC1-Blockade den autophagischen Flux induzieren (Jung et al., 2010). 

mTORC2 hingegen scheint den AKT-Signalweg zu aktivieren (Bhaskar and Hay, 2007, Oh 

and Jacinto, 2011, Yung et al., 2011). AKT (Proteinkinase B) ist ein zentraler Knotenpunkt in 

Signalwegen des Zellwachstums, der Apoptose, der Nährstoffversorgung und in vielen patho-

/physiologischen Prozessen, wie Krebs (Manning and Cantley, 2007, Hanada et al., 2004, 

Revathidevi and Munirajan, 2019). So können beispielsweise Wachstumsfaktoren (meist über 

Rezeptor Tyrosin Kinasen) mTORC2 aktivieren und diese wiederum AKT am Serin473 phos-

phorylieren (Manning and Cantley, 2007). Des Weiteren kann AKT auch durch PI3K (Phos-

phoinositid-3-Kinase) aktiviert werden, was zur Phosphorylierung der Tuberöse-Sklerose-Pro-

teine (TSC) 1 und 2 führt (Manning and Cantley, 2007, Brunet et al., 2001). TSC1 und TSC2 

blockieren, über RHEB (ras homolog enriched in brain), wiederum mTORC1 (Bhaskar and 

Hay, 2007, Huang and Manning, 2009). Die Phosphorylierung von mTORC1 durch AKT über 

PRAS40, zeigt nur eine weitere Möglichkeit der Intervention (Wiza et al., 2012). Da mTORC1 

durch seine inhibierende Wirkung auf den ULK1-Komplex zu einer Blockade der Autophagie 
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führt, und mTORC1 über den PI3K/AKT-Signalweg stimuliert wird, ist auch PI3K/AKT (teil-

weise) ein Autophagie-Inhibitor (Yun and Lee, 2018, Manning and Cantley, 2007). 

Ähnlich wie mTOR wird auch die AMPK (Adenosinmonophosphat (AMP) abhängige Kinase) 

durch einen gestörten Metabolismus aktiviert (Kim et al., 2011, Garcia and Shaw, 2017, Hardie 

et al., 2012, Hardie et al., 2016). AMPK überwacht als energy sensing kinase den intrazellulä-

ren Energiehaushalt, indem sie das AMP/ADP zu ATP-Verhältnis detektiert (Hardie et al., 

2012, Hardie et al., 2016). Durch Nährstoffmangel oder vermindertem Metabolismus steigt die 

intrazelluläre AMP- oder ADP-Ratio an, was zur Aktivierung der AMPK führt und somit kata-

bole Prozesse steigert, während anabole Stoffwechselwege unterdrückt werden (Hardie et al., 

2012, Corradetti et al., 2004). Aufgrund des schnellen Wachstums der Tumoren kann, wie 

zuvor angedeutet, die Nährstoff- und O2-Versorgung gestört werden. Sowohl die Hypoxie, als 

auch der Mangel an essenziellen Nährstoffen oder Wachstumsfaktoren, kann die AMPK akti-

vieren (Wu et al., 2021a, Li et al., 2021, Endo et al., 2018). Eine Studie zeigte, dass SV40-

Mausembryo Fibroblasten (MEFs) unter Hypoxie eine erhöhte Autophagie- und AMPK-Aktivi-

tät aufgewiesen haben, unabhängig von HIF-1α (Hypoxie-induzierter Faktor) (Papandreou et 

al., 2008). Daraus zeigt sich die Komplexität der AMPK und der Autophagie, welche zwar eng 

miteinander verknüpft sind, aber dennoch beide multifaktoriell beeinflusst werden können. 

Strukturell ist die AMPK ein Heterotrimer, bestehend aus den drei Untereinheiten α, β und γ, 

wobei die γ-Untereinheit für die Energiesensitivität verantwortlich ist (Kim et al., 2016, Willows 

et al., 2017). Diese besitzt eine Bindestelle für AMP und ADP (siehe Abbildung 1.2) (Kim et 

al., 2016, Willows et al., 2017). Als Folge der Bindung kommt es zu einer Konformationsände-

rung der AMPK. Hierdurch werden regulatorische Phosphorylierungsstellen, unter anderem 

Threonin172 (Thr172) der α-Untereinheit, und Bindungsstellen für inhibitorische Phosphatasen 

zur Blockade zugänglich (Kim et al., 2016, Willows et al., 2017, Hardie et al., 2012, Hardie et 

al., 2016). Durch die Konformationsänderung kann Thr172 durch mehrere Upstream-Kinasen 

phosphoryliert werden. Die zwei Bekanntesten sind dabei die Ca2+/Calmodulin abhängige 

Kinase 2 (CaMKK2) und die Leberkinase B1 (LKB1) (Hardie et al., 2012, Hardie et al., 2016, 

Kim et al., 2016).  

LKB1 ist eine Serin/Threonin Kinase und in einem Komplex mit Maus Protein 25 (Mo25) und 

STE20-related kinase adaptor (STRAD) aktiv (Zeqiraj et al., 2009). So sind sowohl STRAD, 

als auch Mo25 für die Stabilität und Aktivität des Komplexes verantwortlich, wobei der genaue 

Aktivierungsmechanismus nicht geklärt ist (Zeqiraj et al., 2009, Boudeau et al., 2004). Es 

konnte gezeigt werden, dass durch RAS/RAF-Signalwege (Zheng et al., 2009) und das S-

phase kinase-associated protein 2 (Lee et al., 2015, Lee and Lin, 2018) eine Aktivierung der 

LKB1 induziert wurde (Lee et al., 2015, Dard et al., 2018). Des Weiteren sind beide Induktoren, 

LKB1 und AMPK, abhängig von der Energiehomöstase, was neben der AMP/ADP Bindestelle 

der AMPK γ-Untereinheit, auch LKB1 für die Aktivität der AMPK verantwortlich macht. Ebenso 

zeigen Mutationen des Tumorsuppressorgens LKB1 Auswirkungen auf das krebsassoziierte 

Peutz-Jeghers Syndrom (PJS), sowie Lungen-, oder Zervixkarzinome (Sanchez-Cespedes, 

2007, Nakada et al., 2013). PJS erhöht unter anderem das Risiko für Brusttumore, wobei oft 

eine reduzierte LKB1-Expression beschrieben wurde (Fenton et al., 2006). Eine genetische 

Überexpression von LKB1 im Mausmodell konnte wiederum das Brusttumorwachstum, die In-

vasivität und die Anzahl an Lungenmetastasen reduzieren (Fenton et al., 2006, Zhuang et al., 

2006). Vermutete wird dabei eine Involvierung der Autophagie. 

Anders als bei der LKB1 ist über den Wirkmechanismus der CaMKK2 mehr bekannt. Durch 

steigende Ca2+-Konzentrationen ([Ca2+]) im Cytosol kommt es zur vermehrten Komplexbin-

dung von Calmodulin (CaM), CaMKK2 und AMPK (Marcelo et al., 2016, Racioppi and Means, 
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2012, Dunn and Munger, 2020). Die regulatorische α- und β-Untereinheit der AMPK im Kom-

plex induziert die CaMKK2 bedingte Phosphorylierung am Thr172 der α-Untereinheit und somit 

eine Aktivierung der AMPK (Fogarty et al., 2016, Lin et al., 2021a, Marcelo et al., 2016, Yi et 

al., 2020). Wie Pulliam et al. zeigten, hat CaMKK2 selbst einen Einfluss auf die Tumorgenese 

und Metastasierung in fortgeschrittenem Prostatakarzinomen. Eine eventuelle Regulation der 

AMPK wurde dabei postuliert (Pulliam et al., 2022). In einem murinen Brusttumormodell konnte 

ebenfalls gezeigt werden, dass durch die Blockade von CaMKK2, und folgend der AMPK, 

CD8+ Zellen am Wachstum gehindert werden. Die damit unterbundene Akkumulation dieser 

tumorassoziierten Myeloidzellen stellte sich als vorteilhaft auf das TME und die Entstehung 

von Brustkrebs heraus (Racioppi et al., 2019). Dies unterstreicht den Einfluss der Autophagie, 

ebenso wie die Ca2+-Abhängigkeit bei der Progression des Mammakarzinoms. 

AMPK reguliert die Aktivierung von ULK1/2 durch direkte und indirekte Mechanismen. Der 

direkte Mechanismus ist auf die AMPK-vermittelte Phosphorylierung von ULK1 an den Serin-

resten 467, 555 und 638 zurückzuführen, was zu einer ULK1-Aktivierung führt (Kim et al., 

2011, Nwadike et al., 2018). Die indirekte Regulierung von ULK1/2 erfolgt über die Unterdrü-

ckung der mTOR-Aktivität. In diesem Sinne reguliert AMPK mTORC1 durch Phosphorylierung 

des TSC2 (Corradetti et al., 2004). Da ULK1/2 ein Induktor der Autophagie ist, demonstriert 

der AMPK/AKT/mTOR-Signalweg das größte Potential zur Aktivierung der Autophagie.  

Der autophagische Prozess (autophagischer Flux) lässt sich in 5 Phasen unterteilen: Initiation, 

Elongation, Reifung (Maturation) zu einem Autophagosom, Fusion zu einem Autolysosom und 

Lyse (Degradation) (Abbildung 1.2) (Alvarez-Meythaler et al., 2020, Yin et al., 2016). Wie be-

reits erwähnt, wird der autophagische Flux letztendlich über ULK1/2, sowie andere ATGs wie 

Beclin1 oder FIP200 induziert (Alvarez-Meythaler et al., 2020, Parzych and Klionsky, 2014). 

Durch Induktion weiterer Komplexe kommt es zur Abspaltung einer Lipiddoppelschicht von der 

Plasmamembran, dem Golgi-Apparat, oder dem endoplasmatischen Retikulum (ER) (Lahiri et 

al., 2019, Alvarez-Meythaler et al., 2020). Während der Elongation können zu phagozytierende 

Moleküle (Abbildung 1.2, Beladung) gesammelt und eingeschlossen werden (Rabinowitz and 

White, 2010). Maßgeblich daran beteiligt ist die ATG8-Familie, zu der auch GABARAP, oder 

das Mikrotubuli-assoziierte 1A/1B leichte Kette 3-Protein (microtubule-associated protein 

1A/1B-light chain 3, LC3) gehören (Lahiri et al., 2019, Tanida et al., 2004, Parzych and 

Klionsky, 2014). LC3 ist ein lösliches Protein welches als A, B oder C-Form vorliegt und unter-

schiedliche Distribution und Funktionen in verschiedenen Tumoren zeigt (Koukourakis et al., 

2015, Tanida et al., 2008). Während LC3A und C eher exklusiv in Nuklei oder dem Cytoplasma 

detektiert werden, kann bei LC3B eine gleichmäßige Verteilung beobachtet werden 

(Koukourakis et al., 2015). Nachdem der C-Terminus des translatierten Pro-LC3B gespalten 

wird, liegt das cytosolische LC3B I vor (Kabeya et al., 2000, Tanida et al., 2004). Durch Kon-

jugation eines Phosphatidylethanolamins (Abbildung 1.2, PE) entsteht nach Autophagie-In-

duktion, das membranständige LC3B II (Tanida et al., 2004, Tanida et al., 2008). Durch diese 

Aktivierung bindet das LC3B II Molekül an das sich gerade bildende Phagophor, um dort so-

wohl die Elongation als auch Reifung (Verschließen der Vakuole) zu unterstützen (Tanida et 

al., 2004, Tanida et al., 2008, Lahiri et al., 2019). Auch manche Proteine besitzen Bindungs-

domänen für LC3B II, sodass es während der Maturation (Binden der zu verdauenden Mole-

küle im Autophagosom) involviert ist (Lahiri et al., 2019). Das vollständig geschlossene Pha-

gosom wird im Anschluss an die Maturationsphase, als Autophagosom bezeichnet (Abbildung 

1.2) (Lahiri et al., 2019). Da die Menge an LC3B II mit der Anzahl der Autophagosomen korre-

liert, dient LC3B als Marker für den autophagischen Flux (Kabeya et al., 2000). Durch eine 

Bindestelle zu LC3B II, ist auch das multifunktionale Protein p62 (Sequestosom 1) mit der 
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Autophagie assoziiert (Liu et al., 2016b). Es konnte gezeigt werden, dass p62 ebenfalls zwi-

schen Nukleus und Cytosol wandern kann (Liu et al., 2016b), sowie durch Autophagie-Stimuli 

wie Zellstress, dem Autophagie-Agonisten Resveratrol, oder Nährstoffmangel exprimiert und 

synthetisiert wird (Liu et al., 2016b, Puissant et al., 2012, Thompson et al., 2003). Aufgrund 

seiner C-terminalen Ubiquitin-assoziierten Domäne und der LC3B Bindestelle ist p62 am Sam-

melprozess der zu phagozytierenden Beladung beteiligt (Liu et al., 2016b). Wichtig ist, dass 

p62, anders als LC3B II, exklusiv an der Innenseite der Autophagosomen bindet, sodass es 

im Verlauf des autophagischen Flux zu dessen Degradation kommt (Liu et al., 2016b). Die 

Eigenschaften als Autophagie-Marker sind demnach revers zu LC3B II (Mizushima and 

Yoshimori, 2007, Xiong et al., 2013, Zhang et al., 2018). Aufgrund der multifunktionalen Wir-

kung, sowie einer gewissen Ambivalenz hinsichtlich einer Akkumulation des p62, ist die allei-

nige Aussagekraft dieses Markers allerdings bestreitbar. Um folglich eine genaue Aussage 

über den autophagischen Flux einer Zelle treffen zu können, sind mehrere verschiedene An-

sätze (z. B. p62 und LC3B II) notwendig (Mizushima and Yoshimori, 2007). 

Im Anschluss an die Maturation des Autophagosoms folgt eine Fusion mit Lysosomen, welche 

die enthaltenen Hydrolasen für die eigentliche Phagozytose freisetzen (Lahiri et al., 2019). Bei 

der Fusion der beiden Vakuolen und der Degradation ist die V-ATPase (vacuolar-type H+-

ATPase) maßgeblich beteiligt. Durch Absenken des pH-Werts führt dies zur Aktivierung der 

Hydrolasen (Guo et al., 2017). Diese Fusion wiederum ist Angriffspunkt des Autophagie-Inhi-

bitors Bafilomycin A1. Als Makrolid-Antibiotikum bindet Bafilomycin A1 an den c-Ring der V-

ATPase. Dies verhindert die Wechselwirkung mit der α-Untereinheit und unterbindet den H+-

Fluss (Wang et al., 2021, Mauvezin and Neufeld, 2015). Im Drosophila Tiermodell konnte 

durch Bafilomycin A1 eine zusätzliche Blockade der Lysosomenfusion erreicht werden 

(Mauvezin and Neufeld, 2015), was dadurch die Degradation stoppte. Dies unterstreicht die 

Funktionalität des Blockers. 

Wenn die Fusion und die Aktivierung der Hydrolasen ungehindert abläuft, bildet sich ein Auto-

lysosom (Rabinowitz and White, 2010). In dieser Form beginnt der Verdau aller im Autolyso-

som enthaltenen Moleküle (Beladung), einschließlich der Vakuolenhülle (Lahiri et al., 2019). 

Im Anschluss an die Degradation kommt es zur Freisetzung der Nährstoffen, wobei das äu-

ßere LC3B II recycelt wird. ATG4 vermittelt entsteht so erneut die cytosolische LC3B I-Form 

(Aman et al., 2021). Alle Nährstoffe können, wie zuvor erwähnt, für weitere Syntheseschritte 

und die Energieproduktion genutzt werden. 
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Abbildung 1.2: Schematische Darstellung der Autophagie 

Autophagie kann durch äußere Einflüsse wie Wachstumsfaktor- oder Nährstoffmangel, sowie intrazellulär durch 

Energieverlust (AMP/ADP) aktiviert werden. Hauptakteure sind dabei PI3K/AKT, mTORC1, oder AMPK, welche 

eine regulatorische Trias bilden. AMPK besteht aus 3 Untereinheiten und ist über Ca2+ oder erhöhte AMP/ADP 

Level aktivierbar. Als Folge wird über den ULK1 Komplex die Autophagie induziert. Im weiteren Verlauf (Autopha-

gischer Flux) kommt es zur Expansion einer bimembranären Schicht (Elongation) mit anschließender Reifung zu 

einem Autophagosom. Dieses umschließt während der Maturation (Reifung) beschädigte Zellorganellen, falsch 

gefaltete Proteine oder Zellreste (Beladung). Durch die Fusion eines Lysosoms formt sich ein Autolysosom, wel-

ches die Beladung verdaut und recycelte Nährstoffe in das Cytosol entlässt. Wichtiger Bestandteile der Reifung 

sind p62 oder LC3B. LC3B I wird durch Konjugation mit einem Phosphatidylethanolamin zur aktiven Form (LC3B 

II) umgewandelt. Durch die H+ Transportproteine wie V-ATPasen kommt es zur Ansäuerung/Aktivierung der Auto-

lysosomen. Pharmakologische Modulatoren der Autophagie sind in Rot dargestellt. (AMPK: AMP-abhängige 

Kinase; AKT: Proteinkinase B; CaM: Calmodulin: CaMMK2: Ca2+/Calmodulin Kinase 2; EBSS: Salzlösung/Earles 

Balanced Salt Solution; LC3B: Mikortubuli-assoziiertes Protein/ Microtubule-associated proteins 1A/1B light chain 

3B; LKB1: Leberkinase B1; p62: Ubiquitin-Binde Protein p62). 

 

Aufgrund des massiven Einflusses der Autophagie auf den zellulären Metabolismus, liegt de-

ren pathophysiologische Rolle auf die Tumorgenese nahe. Beispielsweise wurden Einflüsse 

der Autophagie auf Prozesse der Immunologie und Infektiologie, bei Krebs, auf die neuronale 

Entwicklung, in kardiovaskulären Prozessen, sowie bei Stoffwechselerkrankungen und auf die 

Eisenhomöostase beschrieben (Khandia et al., 2019). Die Autophagie ermöglicht es Säuge-

tieren beispielsweise einem Nährstoffmangel zu widerstehen, was durch ATG5-/- oder ATG7-/- 

KO-Mäuse verifiziert werden konnte. Diese sterben innerhalb weniger Stunden nach der Ge-

burt, vermutlich aufgrund ihrer Unfähigkeit sich an den neonatalen Nährstoffmangel anzupas-

sen (Komatsu et al., 2005, Kuma et al., 2004). Des Weiteren konnte eine erhöhte Akkumulation 

von Autophagosomen in neuronalen Erkrankungen wie Morbus Parkinson oder Alzheimer 

identifiziert werden (Rubinsztein et al., 2007, Williams et al., 2006, Yang and Klionsky, 2020). 

In Morbus Alzheimer könnte ein erhöhter autophagischer Flux zum Abbau der falsch gefalteten 

Proteine, wie Tau, führen und somit der Progression entgegensteuern (Williams et al., 2006). 

Ebenfalls konnten erhöhte Autophagosom-Level in Herzbiopsien von Patienten mit koronarer 
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Herzkrankheit, Bluthochdruck oder Herzinsuffizienz gemessen werden (Levine and Kroemer, 

2008, Terman and Brunk, 2005). Dort wurde der Autophagie eine protektive Wirkung entgegen 

der Hypoxie zugesprochen (Levine and Kroemer, 2008). Dem entsprechend wurde in vitro 

aufgedeckt, dass eine, unter anderem AMPK-abhängige, Autophagieinduktion protektive Ef-

fekte bei Ischämie/Reperfusion haben könnte (Hamacher-Brady et al., 2006, Matsui et al., 

2007). 

Im Hinblick auf Krebserkrankungen nimmt die Autophagie eine ambivalenten Rolle ein (Yang 

and Klionsky, 2020, Chavez-Dominguez et al., 2020). Es bleibt strittig, ob eine Induktion der 

Autophagie zum Selbstverdau der Zelle und somit zur Apoptose führt, oder förderlich für die 

Tumorprogression ist, da frische Nährstoffen bereitgestellt werden (Yang and Klionsky, 2020, 

White and DiPaola, 2009, Chavez-Dominguez et al., 2020, Zhang and Liu, 2021). Bekannt ist, 

dass diese Ambivalenz abhängig vom Stadium des Tumors, dem TME, sowie dem Thera-

pieschema (Radiotherapie, Chemotherapeutika) ist (Apel et al., 2009, Chavez-Dominguez et 

al., 2020, Zhang and Liu, 2021). Zu Beginn der Tumorgenese wirkt die Induktion der Autopha-

gie wahrscheinlich protektiv, da sie potentiell onkogene Moleküle degradiert und somit als Tu-

morsuppressor fungiert (Chavez-Dominguez et al., 2020). White et al. beschreiben weiterhin, 

dass Stress-induzierte Autophagie die Zellschäden abmildert und die Seneszenz fördert, 

wodurch die Tumorentstehung behindert wird (White and DiPaola, 2009). 

In späteren Tumorstadien verbessern autophagische Prozesse das Überleben der Tumorzelle 

durch Gewährleistung der Energieversorgung. Somit wird dem Nährstoffmangel, dem Ener-

giedefizit (z. B. durch verstärkte Glykolyse), Zellstress und dem negativen TME entgegenge-

wirkt (Chavez-Dominguez et al., 2020, Lock et al., 2011). Die Autophagie ermöglicht es auch, 

metabolischen Stress zu überleben, in einen Ruhezustand überzugehen (G0-Phase) und sich 

zu regenerieren, was ebenso Rezidive fördern kann. In Tumoren mit induzierten Autophagie-

Defekten ist diese Schadensbegrenzung beeinträchtigt. Gleichwohl sind die überlebenden, 

geschädigten Tumorzellen (durch Schäden am Genom) vermehrt pro-tumorgen. Durch Induk-

tion des chronischen Zelltods in Tumoren kann auch eine Inflammation und somit die Tumo-

rentstehung begünstigt werden (White and DiPaola, 2009). Gleiches gilt für therapeutische 

Ansätze, welche den autophagischen Flux modulieren können (White and DiPaola, 2009). So 

wurden Studien mit Hydroxy-/Chloroquin durchgeführt, welche durch die Blockade der Lyso-

somenfusion zu einer Verringerung der Autophagie führten. In verschiedenen Tumorentitäten 

konnte so eine Verbesserung der Therapie und damit einhergehend, eine geringere Progres-

sion des Tumors festgestellt werden (Cook et al., 2014, Mao et al., 2018, Mauthe et al., 2018). 

Basierend darauf wurde eine Phase II-Studie in Patienten mit kleinzelligem Lungenkarzinomen 

eingeleitet (Dr. Siow Ming Lee, 2021). In MCF7 Brustkrebszellen konnte ebenso eine ver-

mehrte Sensitivität zu Tamoxifen beschrieben werden, welche auf die genetische Blockade 

des ATG5 zurückzuführen war (Qadir et al., 2008). Auf der anderen Seite induzieren Zytosta-

tika zellulären Stress und aktivieren nachfolgend die Autophagie, was zur Resistenzbildung 

beiträgt (Chavez-Dominguez et al., 2020). So konnte in Blasenkarzinomzellen gezeigt werden, 

dass die Chemoresistenz gegen Cisplatin durch eine Beclin1 (BECN1)-vermittelte Induktion 

der Autophagie vermittelt wird (Lin et al., 2017).  

Da sowohl die Autophagie als auch die Apoptose eine wesentliche Rolle in der zellulären Ho-

möostase spielen, ist es nicht überraschend, dass es zwischen ihnen Wechselwirkung gibt 

und sich einige Signalmoleküle in beiden Signalwegen wiederfinden. Aufgrund dieser Korrela-

tion erhofft man sich mögliche Vorteile bei der Krebstherapie, durch die Adressierung eines 

einzigen Wirkstoffes mit dualer Wirkung (Co-Regulation) (Maiuri et al., 2007). So gibt es Über-

schneidungen im Beclin1-, ATG5- und p53-Signalweg (Su et al., 2013, Nikoletopoulou et al., 
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2013), welche als interessantes Ziel dienen könnten. Auch Induktoren der Autophagie könnten 

somit zum selektiven Abtöten von Krebszellen dienen, aber auch zur Resistenz gegenüber 

Zytostatika führen (Liu et al., 2020). 

Auswirkungen auf das Zellwachstum und die Proliferation stehen auch in Verbindung mit der 

Autophagie. Neben der Versorgung mit Nährstoffen und Energie, konnte auch ein direkter Ein-

fluss über PI3K/AKT/mTOR oder AMPK ermittelt werden (Wang and Levine, 2010). Diese Sig-

nalmoleküle sind mitverantwortlich für die Expression von entweder Tumorsuppressorgenen 

oder Onkogenen, welche die Proliferation positiv oder negativ regulieren können (Yun and 

Lee, 2018). Sun et al. zeigten in einem Leberzellkarzinommodell in Ratten, dass eine Inhibition 

der Autophagie durch Chloroquin in einem frühen Tumor-Stadium zu einer Erhöhung der 

Proliferation führen konnte, während in einem späteren Stadium das Gegenteil erreicht wurde 

(Sun et al., 2013). Dies beschreibt abermals die duale Rolle der Autophagie, abhängig vom 

Tumorstatus (Frühe/späte Phase der Tumorentwicklung, bzw. Staging).  

Die Autophagie zeigt auch eine ambivalente Rolle im Hinblick auf die Metastasierung. Die 

tumorsuppressive Wirkung wird durch die Unterdrückung des EMT demonstriert, welcher es-

sentiell für die Metastasierung ist. Durch den Abbau von p62 und dem Frachtprotein TWIST1, 

welches als Transkriptionsfaktor die EMT fördert, wird die Invasion und Migration vermindert 

(Qiang et al., 2014, Yun et al., 2020). Auch die Infiltration von Makrophagen, welche zur Initi-

ation der Metastasierung notwendig sind, kann durch vermehrte Autophagie verhindert werden 

(Yun et al., 2020, Xia et al., 2020). Auf der anderen Seite initiiert eine verstärkte Autophagie 

auch die Modulation von verschiedenen Signalwegen. So kann einerseits die Adhäsion der 

Zelle herabgesetzt werden, die Apoptose und Nekrose während der frühen Phase der Metas-

tasierung verhindert werden, sowie die Invasion und Migration von Tumorzellen induziert wer-

den (Mowers et al., 2018, Sharifi et al., 2016, Yun et al., 2020). Unter hypoxischen- oder nähr-

stoffarmen Bedingungen wird wiederum das Risiko einer Abspaltung vom Primärtumor vergrö-

ßert, was ebenso die protumorösen Eigenschaften der Autophagie aufzeigt (Yun et al., 2020). 

Wie in zahlreichen oben genannten Krebsentitäten ist die duale Rolle der Autophagie auch im 

Brustkrebsmodell bekannt. So weisen 50% aller Mammakarzinome eine Deletion des Beclin1-

Gens auf, welches als Initiator der Autophagie gilt (Maycotte and Thorburn, 2014, Negri et al., 

2010). Durch eine genetische Überexpression in Low-Level Beclin1-MCF7 Zellen konnte eine 

Induktion der Autophagie erzielt werden, welche mit einer verminderten Proliferation korrelierte 

und somit tumorprotektiv wirkte (Liang et al., 1999). Auch der RAS/RAF/MEK-Signalweg 

scheint Einfluss zu nehmen, da in MDA-MB-231- und MEF-Zellen mit einer RAS-Mutation, 

Autophagie abhängig, das Proliferationsverhalten verändert wurde, indem die Glykolyseaktivi-

tät erhöht wurde. Unter Autophagie Inhibition zeigte sich hier RAS-abhängig ein verminderter 

Glukose-Metabolismus und eine eingeschränkte Proliferation (Lock et al., 2011). Im Vergleich 

zu Beclin1, konnte dabei die Autophagie Inhibition einen Vorteil bringen, was die duale Rolle 

bekräftigt. Da Mammakarzinome oft hormonabhängig wachsen und die AMPK oder andere 

Vorläuferkinasen abhängig von diesen Hormonen (Wachstumsfaktoren) agieren, wurden da-

hingehend weitere Untersuchungen durchgeführt. Als Reaktion auf eine Anti-Östrogen-Thera-

pie in MCF7-Zellen wurde die Autophagie induziert. Umgekehrt sensibilisierte eine Hemmung 

der Autophagie Tamoxifen-resistente Brustkrebs-Zelllinien (TR5) für Tamoxifen (Cook et al., 

2011, Samaddar et al., 2008). Einen vermehrten Einfluss der Autophagie konnte man auch in 

HER2-positiven Brusttumoren feststellen, ergänzend zu einer Therapie mit Trastuzumab oder 

Lapatinib (Han et al., 2013, Vazquez-Martin et al., 2009). Dabei indizierte die Autophagie eine 

Therapieresistenz gegen die HER2-Inhibitoren. Die Autophagie-Ambivalenz konnte auch in 

Experimenten mit Zytostatika gezeigt werden. Durch die Blockade des autophagischen Flux 
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wurde die Toxizität von Epirubicin, sowie die Sensitivität in Epirubicin-resistenten MCF7 erhöht 

(Sun et al., 2011). Die Induktion der Autophagie durch Rapamycin wiederum, führt zu einem 

verlängerten Überleben unter Doxorubicin-Behandlung in vivo (Sishi et al., 2013). 

Zusammengefasst ist der Einfluss der Autophagie bei weitem nicht vollständig aufgeklärt. Auf-

grund der Komplexität der involvierten Proteine, äußerer Faktoren wie dem Energie- oder Sau-

erstoffhaushalt, sowie beschriebener pro- und antitumorösen Eigenschaften, ist es schwierig, 

der Autophagie eine klare „Richtung“ zuzuordnen. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wird 

die Rolle der Autophagie in Zusammenhang mit dem Metabolismus von Mammakarzinomzel-

len und K+-Kanälen genauer untersucht. 

 

1.2 Das Mammakarzinom 

Laut Internationaler statistischer Klassifikation der Krankheiten und verwandter Gesundheits-

probleme (ICD 10, C50) wird das Mammakarzinom als maligne Neubildung der Brustdrüse 

(Mamma) definiert und zählt zu der häufigsten Tumorerkrankung der Frau. 

 

1.2.1 Ätiologie und Epidemiologie 

Mit einer jährlichen Inzidenz von 70.000 Neuinfektionen in Deutschland (Stand 2018) (Zentrum 

für Krebsregisterdaten, 2018) und 2,3 Millionen Fällen weltweit (Stand 2020) (WHO, 2021), ist 

das Mammakarzinom die mit Abstand häufigste Krebserkrankung der Frau. Statistisch macht 

das 30% aller Krebserkrankungen pro Jahr aus und erklärt die hohe 5 Jahresprävalenz von 

304.000 Patientinnen in Deutschland (7,8 Millionen weltweit). Brustkrebs kann auch Männer 

betreffen. Im Vergleich zu Frauen ist die Inzidenz bei Männern statistisch aber um das 100-

fache niedriger (Zentrum für Krebsregisterdaten, 2018). Analog der hohen Inzidenzrate, ist 

auch eine gesteigerte Mortalitätsrate von ca. 18% beobachtet worden (29,7% weltweit 2020) 

(Zentrum für Krebsregisterdaten, 2018, WHO, 2021). Trotz vermehrter Forschung und besse-

ren evidenzbasierten Therapieverfahren liegt diese, knapp gefolgt von Lungenkrebs (16%), 

auf Platz 1 der tumorbedingten Todesfälle. Das höhere Durchschnittsalter von 65 Jahren ver-

bunden mit vermehrten Rezidiven, sowie das ausgeprägte Metastasierungsrisiko tragen zur 

Mortalität bei. Es wurde herausgefunden, dass ca. 90% aller Todesfälle auf Sekundärtumore 

zurückzuführen sind (Chen et al., 2018). Aufgrund der Nähe des Primärtumors zu Lymph- oder 

Blutbahnen gelangen Metastasen vor allem in Knochen (~35%), Leber (~8%), Lunge (~7%) 

und Gehirn (~1%). Der hohen Invasivität geschuldet, können auch oft zwei (~25 %), drei (~10 

%) oder mehr Organe betroffen sein (Chen et al., 2018, Gote et al., 2021, Sun et al., 2022). 

Dies ist abhängig von der genetischen Variation und Lage des Primärtumors, sowie der Klas-

sifikation (siehe Abschnitt 1.2.2) (Gote et al., 2021). Im letzten UICC-Stadium (union for inter-

national cancer control), welches durch positive Fernmetastasen definiert ist, beträgt das 

durchschnittliche 5-Jahresüberleben 31%, während es in den Stadien 1–3 bei 100–75% liegt 

(Zentrum für Krebsregisterdaten, 2018). 

Wie sich das Mammakarzinom entwickelt, hängt meist von einer Mischung äußerer und inne-

rer Einflüsse ab. Externe Risikofaktoren wie Ernährung, Alkoholkonsum, Gewicht, aber auch 

Karzinogene, Chemikalien oder erhöhte Strahlenbelastung sind Induktoren für die Entstehung 

von Brustkrebs (Singletary, 2003, Coronado et al., 2011, Wolff and Weston, 1997). Es konnte 

gezeigt werden, dass mit steigendem Körpergewicht, das Risiko und die Sterblichkeit für 
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Brustkrebs deutlich wächst (Blair et al., 2019, McPherson et al., 2000, Kaminska et al., 2015). 

Auch exogene Faktoren wie die Exposition von Giften wie Bisphenol A, DTT oder PCB, sowie 

eine Bestrahlung durch vorhergegangene Therapien erhöhen das Brustkrebsrisiko erheblich 

(White et al., 2016, Cohn et al., 2007, Ng and Travis, 2009, Wolff and Weston, 1997). Zu den 

internen Einflüssen zählen das Alter, der Hormonstatus, eine familiäre Prädisposition, Multi-

morbiditäten oder andere genetische Faktoren (McPherson et al., 2000). Es konnte beobachtet 

werden, dass ab Beginn des 50. Lebensjahres die Brustkrebsinzidenz deutlich zunimmt. Diese 

Altersspanne beschreibt auch den Beginn des Klimakteriums einer Frau, welche mit den ver-

bundenen Hormonschwankungen einen weiteren Risikofaktor bilden (McPherson et al., 2000, 

Kaminska et al., 2015). Auch der Beginn der ersten Menarche mit unter 11 Jahren, oder eine 

späte erste Schwangerschaft (>35 Jahren) erhöht das Risiko um das Dreifache (McPherson 

et al., 2000, Bernstein, 2002, Sun et al., 2017). Die zuletzt genannten Faktoren unterstreichen 

den enormen Einfluss der Sexualhormone auf die Entwicklung eines Mammakarzinoms. So 

korrelieren hohe endogene Östrogenlevel mit einer höheren Inzidenz (Kaminska et al., 2015, 

Bernstein, 2002). Ein doppelt so großes Risiko wurde bei Gabe exogener Hormone im Zusam-

menhang mit einer Hormonersatztherapien postuliert. Eine Korrelation mit oralen Kontrazep-

tiva scheint keinen signifikanten Einfluss zu haben, ein Zusammenhang der intensiv diskutiert 

wird (McPherson et al., 2000, Kaminska et al., 2015). Ein erhöhtes Brustkrebsrisiko von 10% 

ist auf eine positive Familienanamnese zurückzuführen (McPherson et al., 2000, Sun et al., 

2017), welche primär durch die Gene BRCA1 und BRCA2 auf Chromosom 13 und 17 induziert 

werden (McPherson et al., 2000, Kaminska et al., 2015). Eine genetische Veränderung dieser 

Tumorsuppressorgene geht außerdem mit anderen Tumoren wie Ovarial- oder Kolonkarzino-

men einher (McPherson et al., 2000, Sopik et al., 2015, Ramus and Gayther, 2009). Falls ein 

direkter Verwandter einen derartigen Tumor aufgewiesen hat, ist das Risiko verdoppelt, bei 

benignen Neoplasien sogar verfünffacht (McPherson et al., 2000). Auch Mutationen in Genen 

wie p53 oder HER2 gehen mit einer verschlechterten Prognose und einem aggressiveren 

Wachstum des Tumors einher (Gasco et al., 2002, Swede et al., 2001). Dabei ist zu beachten, 

dass die Mutation eines Allels meist eine gewisse Prädisposition aufzeigen, aber erst die Ver-

änderung des zweiten (Wildtyp-) Allels zur vollständigen Malignität führt. Der als Knudson- 

oder Multiple hit-Hypothese bezeichnete Prozess beschreibt den Verlust der Heterozygotie 

und zeigt, dass erst eine Kombination von mehreren Mutationen zur Ausbildung von sehr he-

terogenen Tumoren sorgt (Hino and Kobayashi, 2017, Knudson, 1996). Damit ist nicht jeder 

Tumor identisch ausgeprägt (Subtypen) und gleich zu behandeln. 

Wie in Abschnitt 1.1 beschrieben, weisen alle Tumore dennoch mehrere spezifische Eigen-

schaften auf, welche sie vereint und in den Hallmarks of cancer zusammengefasst sind, sowie 

auch für das Mammakarzinom geltend sind. So zeigen Brustkrebszellen ergänzend zu Muta-

tionen in Onko- oder Tumorsuppressorgenen auch ein vermehrtes Wachstum, welches durch 

eine Überexpression von Hormonrezeptoren begründet ist (Dai et al., 2016). Ähnlich wie eine 

vermehrte Proliferation, weist auch das Metastasierungsrisiko, die Umgehung der Apoptose 

und das Stoffwechsel-Remodeling eine Abhängigkeit von den Brustkrebssubtypen auf (Dai et 

al., 2016). Ein veränderter Stoffwechsel (Metabolismus) ist einer der wichtigsten Mechanis-

men, der einer Therapieresistenz zugrunde liegt (Gandhi and Das, 2019). Aufgrund einer Ver-

schiebung der Energiehomöostase, durch den erhöhten Energieverbrauch von Mammakarzi-

nomszellen, kommt es zum Umbau des Zellmetabolismus (Gandhi and Das, 2019, Wang et 

al., 2020). Dieser Remodeling-Prozess ist abhängig von den Brustkrebs-Subtypen (Gandhi 

and Das, 2019, Wang et al., 2020) und deren unterschiedlichen Phänotypen. So zeigen tripple 

negative Mammakarzinome (tripple negative breast tumors, TNBC) eher einen Anstieg der 

Glykolyse, während Estrogenrezeptor positive ihre Energieproduktion zugunsten der 
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oxidativen Phosphorylierung verlagern (Lucantoni et al., 2018). Genaueres zu den Subtypen 

und deren Eigenschaften wird in Abschnitt 1.2.2 beschrieben.  

 

1.2.2 Klassifizierung und Therapie 

Ein Teil der oben genannten Multiple hit-Hypothese beschreibt die Heterogenität von Tumoren 

(Al Hajri et al., 2020, Loeb and Loeb, 2000). Abhängig von den mutierten Genen und der An-

zahl an Zellen, entstehen Agglomerate mit veränderter Funktionalität (Loeb and Loeb, 2000). 

Dies erklärt, warum Brustkrebszellen in verschiedene Subtypen einzuteilen sind. Die Klassifi-

zierung erfolgt abhängig von bestimmten Biomarkern und Gewebefärbungen, welche nach der 

Biopsie des Tumors analysiert werden. Ergänzend fließt auch der Grad des Tumors, der Me-

nopausenstatus, der Allgemeinzustand und weitere klinische oder pathologische Parameter in 

die Klassifizierung mit ein. Basierend auf dem anschließenden Staging und der neuesten S3-

Leitlinie (Stand Juni 2021, AWMF-Registernummer: 032-045OL) (DKG, 2021) wird ein Be-

handlungsschema entworfen, welches entweder auf eine Komplettremission abzielt (kurativ), 

oder palliativ die Lebenszeit der Betroffenen erhöht. Für die biomolekulare Einteilung des 

Mammakarzinoms werden der Östrogen- und Progesteron Rezeptorstatus erhoben, sowie hu-

mane epitheliale Wachstumsfaktoren, speziell des Humanen Epidermalen Rezeptors Typ 2 

(HER2), CDK 5/6 und der Proliferationsmarker Ki-67 analysiert. Daraus werden die Subtypen 

Luminal A und B, Luminal + HER2, nur HER2, Basal und Tripple negativ definiert (siehe Ta-

belle 1). Die in dieser Studie verwendeten Tumore des murinen MMTV-PyMT Modells weisen 

am ehesten Übereinstimmungen mit dem Luminal B-Subtyp auf (Attalla et al., 2021, Pfefferle 

et al., 2013). 

 

Tabelle 1: Charakterisierung des Mammakarzinoms 

Subtyp ER PR HER2 Ki-67 

[≥14%] 

Prävalenz 

[%] 

Prognose 

Luminal A + + – – 24 Gut 

 

Luminal B 

Luminal B + HER2 

+ 

+ 

+ 

+ 

– 

+ 

– 

+ 

39 

14 

Mittel 

Schlecht 

HER2 – – + + 11 Schlecht 

 

Basal – – – +* 12 Schlecht 

 

Trippel negativ – – – – 8 Mittel/ 

Schlecht 

 

*weitere basale Marker wie cyclinabhängige Kinasen, oder Wachstumsfaktoren wurden vermessen. Die Daten zur 

Prävalenz und Prognose orientieren sich an (Cheang et al., 2009, Dai et al., 2015, Xue et al., 2012). 

 

Die Einteilung von Brustkrebs folgt dem UICC-Grading in vier Stadien, wobei Stadium IV direkt 

erreicht wird, sobald Fernmetastasen detektiert wurden. Je nach Staging des Patienten kann 

nun der Tumor operiert, bestrahlt oder pharmakologisch behandelt werden. Wenn der Tumor 

gut erreichbar und operabel ist, stellt die OP den vielversprechendsten Ansatz dar. Dabei un-

terscheidet man die Brusterhaltende Therapie und die Mastektomie (Entnahme der kompletten 

Brust) (DKG, 2021). Letzteres ist allerdings nur bei inkompletter Entfernung, 
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inflammatorischen Mammakarzinomen oder bei der Unmöglichkeit der Strahlen-/ Chemo-

Nachbehandlung indiziert (DKG, 2021). Zur Verkleinerung der Tumormasse oder zur Minimie-

rung des diffusen Randes eines Mammakarzinoms kann eine neoadjuvante (vor der OP erfol-

gende) Chemo- oder Radiotherapie eingesetzt werden. Auch im Anschluss an eine Operation 

können Radio-/ Chemotherapien zu einer vollständigen Entfernung kleinster Tumorzellen bei-

tragen (adjuvante Behandlung) (DKG, 2021). Die Radiotherapie kann auch bei inoperablen 

Tumoren ergänzend zur Zytostatikatherapie eingesetzt werden. Abhängig vom Subtyp kom-

men verschiedene pharmakologische Therapien in Frage. Neben den klassischen Zytostatika 

kann bei hormonrezeptorpositiven Tumoren, abhängig vom Menopausenstatus, eine endo-

krine Therapie begonnen werden. Bei HER2-positiven erfolgen ergänzende Therapien mit An-

tikörpern oder small molecules (Moo et al., 2018, Sun et al., 2021). 

Wie oben erläutert gibt es je nach Subtyp des Mammakarzinoms verschiedene Behandlungs-

möglichkeiten. Neben der Operation und Bestrahlung, ist eine pharmakologische Behandlung 

oft ausschlaggebend. Allerdings kommt es dennoch zu Rezidiven, welche einer erneuten Be-

handlung bedürfen. Sowohl die vermehrte Behandlung als auch die Therapie in Zyklen über 

mehrere Wochen führen oft zu Resistenzmechanismen der Tumorzellen gegenüber den Zy-

tostatika (Ji et al., 2019). Auf Grundlage dessen ist die Entdeckung neuer Angriffsziele sowie 

eine fundierte Grundlagenforschung unabdingbar für den Erhalt und die Weiterentwicklung der 

Krebstherapie (Cardoso et al., 2017). 

 

1.2.3 Herausforderungen und neue Therapieansätze 

Aufgrund des starken Nebenwirkungsprofils vieler chemotherapeutischer Wirkstoffe ist erstens 

eine Dosislimitierung, zweitens das zeitliche Intervall und drittens, die geringe Spezifität der 

entsprechenden Behandlungsregime ein Problem (Al-Mahayri et al., 2020). Zwar wird durch 

eine Zyklusgabe, sowie einer Kombinationstherapie die Toxizität dieser Stoffe abgemildert, 

allerdings sind die Begleiterscheinungen dennoch immens (Ji et al., 2019). Um diesem Prob-

lem zu begegnen, wurden spezifischere Therapien, meist auf Basis von Antikörpern, entwi-

ckelt, welche auf genetische Unterschiede zwischen gesunden- und Tumorzellen abzielen. 

Allen voran die Behandlung von HER2-positiven Brusttumoren mit Trastuzumab zeigt gute 

Erfolge (Moo et al., 2018). Ähnlich wie bei klassischen Zytostatika sind Krebszellen in der Lage 

Resistenzen gegen verschiedenste Wirkstoffgruppen auszubilden (Malik et al., 2022, 

Cosentino et al., 2021). Durch vermindertes Eindringen, einen erhöhten Efflux, verstärkte 

DNA-Reparaturmechanismen oder einen beschleunigten Abbau des Zytostatikums verhindert 

der Tumor die Wirksamkeit (Ji et al., 2019, Lainetti et al., 2020). Als dritter Punkt ist die Hete-

rogenität zu nennen. Da Tumore durch Mutationen körpereigner Zellen entstehen, sowie diese 

keine Allgemeingültigkeit für jeden Patienten besitzen, ist eine statische Therapie sehr schwie-

rig (Al Hajri et al., 2020). Aufgrund dieser Limitationen ist es von großem Interesse neue Ziel-

strukturen zu finden, um Resistenzen zu umgehen oder zu vermeiden, genetische Abwand-

lungen als Marker oder Modulatoren zu nutzen, sowie als additiver Wirkstoff die Toxizität vor-

handener Zytostatika zu vermindern (Burstein, 2022). 

Neben der Suche nach Markern zur Prävention und Früherkennung, oder direkten Angriffszie-

len, wurden auch bekannte zugelassene Wirkstoffe auf ein mögliches breiteres Spektrum und 

zur Intervention in andere Krebsentitäten untersucht (drug repurposing) (Malik et al., 2022). 

So wurde unter anderem versucht, den Einfluss des Krebsmetabolismus über PI3K/AKT, 

AMPK, mTOR, mit Coxiben, Antimetaboliten oder Metformin zu modulieren, um ein besseres 
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Ergebnis zu erzielen (Malik et al., 2022, Nagini, 2017). Auch der Einsatz von Immuntherapeu-

tika, PARP-Inhibitoren (Poly(ADP-Ribose)-Polymerase-Inhibitoren) oder Antikörpern bei 

Tripple negativem Brustkrebs, welcher ein starkes Resistenzrisiko aufweist, wurde untersucht 

(Ahmad, 2019).  

Nach neusten Forschungsansätzen könnten auch Ionenkanäle ein großes Interventionspoten-

zial bieten (Dowd et al., 2017, Li and Xiong, 2011, Lu et al., 2020). Da viele Ionenkanäle in der 

Plasmamembran verankert sind und Einfluss auf das Membranpotenzial, die Ca2+-Homöo-

stase und auf die Chemoresistenz haben, werden sie auch als Onkokanäle bezeichnet 

(Altamura et al., 2022, Capatina et al., 2022, Huber, 2013, Kischel et al., 2019). Allen voran ist 

die Gruppe der K+-Kanäle in den Fokus der Forschung gerückt, da diese aufgrund ihrer hohen 

Variabilität und Distribution an vielen physiologischen und pathophysiologischen Prozessen, 

wie Krebs, beteiligt sind (Dworakowska and Dolowy, 2000, Shieh et al., 2000). Nachfolgend 

werden entsprechend K+-Kanäle und ihre möglichen Funktionen in Tumoren insbesondere 

dem Mammakarzinom näher beleuchtet. 

 

1.3 Kaliumkanäle 

Im Allgemeinen beschreiben Ionenkanäle porenbildende Proteine, welche in der Plasma-

membran der Zellen oder den Membranen der Organellen verankert sind (Kamiya et al., 2018). 

Durch ihre Porenregion können sie einen Ionengradienten über diese Membranen aufbauen 

und steuern so den In- und Efflux verschiedener Anionen oder Kationen (Alexander et al., 

2021, Prevarskaya et al., 2018) wie Chlorid (Cl–), Ca2+, Natrium (Na+) und K+ (Alexander et al., 

2021). K+-Ionenkanäle stellen dabei die variabelste und somit größte Familie der Ionenkanäle 

dar. Sie sind in vielen verschiedenen Geweben exprimiert und sind an zahlreichen physiologi-

schen Prozessen beteiligt (Miller, 2000, Kuang et al., 2015). Hierzu zählen die Regulation der 

K+-Homöostase, die zelluläre Erregbarkeit, die Hormonsekretion, sowie bedeutsame Funktio-

nen bei der Volumenregulation, Proliferation und Apoptose (Jeevaratnam et al., 2018, Szabo 

et al., 2010, Comes et al., 2015, Ashcroft and Rorsman, 2013, Capera et al., 2019). Deshalb 

sind sie interessante Zielproteine in der Kardiologie, Epilepsie und der Diabetesforschung 

(Miller, 2000). Die Beeinflussung der Angiogenese und des Migrations- und Invasionsverhal-

ten von Zellen, prädestiniert K+-Kanäle zugleich für die Krebsforschung (Pardo and Stuhmer, 

2014). Neben der weiten Distribution von K+-Kanälen in sowohl erregbaren, als auch nicht-

erregbaren Zellen, wurden K+-Kanäle auch direkt in Tumorgewebe identifiziert, was deren Be-

deutung in der Forschung weiter untermauert (Kuang et al., 2015, Pardo and Stuhmer, 2014). 

So spielen K+-Kanäle eine erhebliche Rolle in der Progression und Proliferation von Tumoren 

(Pardo, 2004, Urrego et al., 2014), deren Migration und Invasion (Breuer et al., 2019, Payne 

et al., 2022), dem Metabolismus (Burgstaller et al., 2022a) und der Chemoresistenz (Kischel 

et al., 2019, Tang et al., 2004) (siehe Abbildung 1.3). 

Die Einteilung der K+-Kanäle erfolgt entweder aufgrund der Transmembrandomänen (TM) 

oder ihrer Funktion (Kuang et al., 2015). So können K+-Kanäle dank ihrer Topologie in 2, 4 

oder 6 TM unterteilt werden. Zu den 2-TM zählen die einwärtsgerichteten (inward rectifier, KIR) 

und ATP-sensitiven K+-Kanäle, während zu den 4-TM die Kanäle mit 2 Poren zählen (two-pore 

channels, K2P) (Gonzalez et al., 2012, 2009). Die größte Subfamilie mit 6-TM wird auf Basis 

ihrer Erregbarkeit in entweder 2 oder 3 Gruppen aufgeteilt. Dabei bilden die spannungsabhän-

gigen K+-Kanäle eine weit verzweigte Gruppe. Diese beinhalten neben dem im Nervensystem 

vorkommenden Q-Typ (KCNQ) auch vier spannungsabhängige (KV) und drei ether-a-go-go 
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Kanäle (KEAG), zu welchem auch der bekannte hERG-Kanal zählt (Gonzalez et al., 2012). Eine 

weitere 6-TM Subfamilie beschreibt Ca2+-abhängige K+-Kanäle mit kleiner Leitfähigkeit (Ca2+-

dependent K+-channels with small conductance, SK), zu welcher, aufgrund seiner strukturellen 

Ähnlichkeit auch der IK-Kanal zählt (Ca2+-dependent K+-channels with intermediate 

conductance, IK/SK4). Die letzte 6-TM Subfamilie weist neben der Spannungs- und Ca2+-Ab-

hängigkeit auch eine zusätzliche Transmembrandomäne auf, weswegen die Slo-Kanäle 

(slowpoke) auch oft als 7-TM betitelt werden. Ein Vertreter ist der BK-Kanal (Ca2+-dependent 

K+-channels with big conductance, BK / Slo1) (2009, Gonzalez et al., 2012). 

  

Abbildung 1.3: Potentielle Einflüsse von K+-Kanälen auf tumorspezifische Prozesse und die Energieho-

möostase 

Potenzieller Einfluss von K+-Kanälen auf die Tumorentstehung und daraus ableitbaren Konsequenzen für die Ener-

giehomöostase. Pro-tumoröse Prozesse sind energieverbrauchend. Dem gegenüber stehen energieproduzierende 

Vorgänge, welche die Energie-Homöostase (Waage) in der Zelle aufrechterhalten. (OxPhos: Oxidative Phospho-

rylierung) 

 

1.3.1 Ca2+-aktivierte K+-Kanäle 

Ca2+-aktivierte K+-Kanäle (KCa) gehören zu der 6-TM Subfamilie und weisen eine große Ge-

webedistribution in erregbaren und nicht-erregbaren Zellen auf (Kshatri et al., 2018). Ein Merk-

mal ist die Abhängigkeit von Ca2+, welches als einer der wichtigsten sekundären Botenstoffe 

bei einer Vielzahl von physiologischen Prozessen beteiligt ist. Auch eine Selbstregulation der 

Aktivität über KCa-Kanäle konnte gezeigt werden. So induzieren Ca2+-abhängige K+-Kanäle 

eine Re- oder Hyperpolarisierung, welche spannungsabhängige Ca2+-Kanäle schließt oder de-

ren Aktivierung verringert, wodurch die intrazelluläre Ca2+-Konzentration ([Ca2+]i) sinkt 

(Gueguinou et al., 2014). In nicht-erregbaren Epithelzellen wiederum sorgt eine Aktivierung für 

erhöhten Ca2+-Influx durch nicht spannungsgesteuerte Ca2+-Kanäle, wie TRPCs (transient re-

ceptor potential channels) (Gueguinou et al., 2014, Ibrahim et al., 2021). Die normale [Ca2+]i 

reicht von 100 nM bis 1 µM (Bagur and Hajnoczky, 2017). Neben einer [Ca2+]i-Erhöhung durch 

Ca2+ Influx aus dem extrazellulären Kompartiment können auch interne Speicher wie der 

Golgi-Apparat, Lysosomen oder das (sarko-/) endoplasmatische Retikulum (SR/ER) zu einem 

Ca2+-Anstieg im Cytosol beitragen (Bagur and Hajnoczky, 2017, Feng and Yang, 2016, Yang 

et al., 2015). Unterstützt wird der direkte Zusammenhang durch mehrere Studien, welche zei-

gen konnten, dass gewisse K+-Kanäle in proximaler Nähe zu Ca2+-Kanälen exprimiert werden 

(Marrion and Tavalin, 1998, Maylie et al., 2004, Oliver et al., 2000). Je nach Ca2+ Konzentration 

werden somit Prozesse wie der Zellzyklus, die Proliferation, Apoptose oder die Oxidative 

Phosphorylierung reguliert (Bong and Monteith, 2018, Gellerich et al., 2010).  
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Grundsätzlich bestehen die KCa-Kanäle aus 4 α-Untereinheiten, welche eine permeable Po-

renregion bilden. Zusätzlich zum funktionellen Heterotetramer, können regulatorische Un-

tereinheiten die Distribution oder Funktionalität des Kanals variieren (Huang and Jan, 2014). 

Je nach Zusammensetzung des Proteinkomplexes verändert sich dessen Leitfähigkeit. Basie-

rend darauf können 3 Unterfamilien definiert werden: die Ca2+-abhängigen K+-Kanäle mit klei-

ner Leitfähigkeit SK (small conductance, SK), mittlere Leitfähigkeit (intermediate conductance, 

IK) oder großer Leitfähigkeit (big conductance, BK) (Huang and Jan, 2014). 

SK-Kanäle besitzen eine geringen K+-Leitfähigkeit von 4-20 pS und sind ähnlich wie die BK-

Kanäle sowohl spannungs- als auch Ca2+-abhängig (Park, 1994, Castle et al., 1989). Aller-

dings ist die Sensitivität für Ca2+ höher, was unter anderem an der modulierenden Calmodulin-

Untereinheit liegt, welche als direkter Ca2+-Sensor fungiert. Eine [Ca2+]i von 100-400 nM akti-

viert den Kanal und sorgt für eine lange Hyperpolarisation, was die Distribution des SK in 

überwiegend nervalen und neuronalen Geweben erklärt (Sah, 1996, Kohler et al., 1996). 

Der IK-Kanal besitzt eine etwas größere Leitfähigkeit von 20-80 pS und ähnelt strukturell den 

SK-Kanälen, weswegen er alternativ als SK4 bezeichnet wird (Castle et al., 1989, Vergara et 

al., 1998). Anders als diese, wird der IK-Kanal allerdings überwiegend in nicht-neuronalen Ge-

weben exprimiert. Neben Blut- oder Epithelzellen, ist der IK-Kanal auch in vielen Drüsenge-

weben, wie der Mamma zu finden (Suppiramaniam et al., 2010). Durch eine Calmodulin-Bin-

destelle im C-Terminus, ist die Ca2+-Abhängigkeit des Kanals zu erklären, welcher bei einer 

[Ca2+]i von 300 nM öffnet (Pedarzani and Stocker, 2008). 

BK-Kanäle besitzen die höchste K+-Leitfähigkeit von 100-300 pS. Neben einer zusätzlichen 

Transmembrandomäne zeichnet den BK-Kanal außerdem eine hohe Spannungssensitivität 

aus (Castle et al., 1989, Cui et al., 2009). Außerdem ist die Ca2+-Abhängigkeit nicht mehr durch 

eine direkte Bindung an Calmodulin, sondern durch eine Ca2+-bowl im C-Terminus gesteuert 

(Meera et al., 1997). 

 

1.3.2 Der Ca2+-aktivierte K+-Kanal mit mittlerer Leitfähigkeit (IK) 

In den 50er Jahren das erste Mal durch György Gárdos in Erythrozyten beschrieben (Gárdos-

Kanal), hat der IK-Kanal heute viele weitere Synonyme: IKCa1, KCa3.1, oder SK4 (Gardos, 

1958, Steudel et al., 2017, Yoo et al., 2008). Codiert wird der Kanal durch das Gen KCNN4, 

welches den Ca2+-abhängigen K+-Kanal mittlerer Leitfähigkeit exprimiert (Begenisich et al., 

2004, Li et al., 2020).  

 

1.3.2.1 Struktureller Aufbau und Funktionen von IK 

Anders als der BK-Kanal besitzt der IK-Kanal nur eine funktionale Untereinheit, wobei 4 dieser 

Domänen ein Homotetramer bilden können (Kshatri et al., 2018). Wie in Abbildung 1.4 be-

schrieben, besteht die Untereinheit aus 6 Transmembrandomänen (TM), welche in der Lipid-

doppelmembran verankert sind (Kshatri et al., 2018, Sforna et al., 2018). Sowohl der N- als 

auch der C-Terminus liegen innerhalb des Cytoplasmas. Die Porenregion ist zwischen Seg-

ment S5 und S6 angesiedelt und bedingt den K+-Efflux durch die Membran (Sforna et al., 

2018). Anders als beim BK- oder SK-Kanal fehlt eine spannungssensitive Domäne, weswegen 

ausschließlich die Aktivierung durch Ca2+ möglich ist (Kshatri et al., 2018, Nguyen et al., 2017).  
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Die Grundlage für die Ca2+-Sensitivität des IK-Kanals wird durch ein konstitutiv gebundenes 

Calmodulin im C-Terminus der α-Untereinheit gebildet. Als Linker dient dabei der C-Lobe des 

CaM, welcher die CaM-Bindedomäne trägt (Morales et al., 2013, Sforna et al., 2018). Pro Ho-

motetramer sind somit 4 CaM konstant, auch in Abwesenheit von Ca2+, komplexiert (Lee and 

MacKinnon, 2018). Durch die Bindung an CaM induziert Ca2+ eine Konformationsänderung, 

vermutlich über den N-Lobe des CaM, welche die Öffnung des Kanals ermöglicht (Ibrahim et 

al., 2021). Genauer postulieren Lee et al., dass nach der Bindung eine Konformationsände-

rung in den Linkern der Segmente 4,5 (S4,5 A und B) stattfindet. Dabei kommt es zu einer 

zum Cytosol gerichteten Bewegung von S4,5A und einem Abwenden von S4,5B weg von der 

Porenregion. Aufgrund dieser Änderungen arrangieren sich auch die S6 Helices um, was das 

Öffnen der Pore induziert (Lee and MacKinnon, 2018). Der KD Wert für die Ca2+-Bindung von 

IK-Kanälen beträgt etwa 300-500 nM und ist somit identisch mit der Affinität von CaM  (Lee et 

al., 2003, Keen et al., 1999, Ledoux et al., 2006, Cahalan et al., 2001, Xia et al., 1998, 

Berkefeld et al., 2010). Durch Aktivierung des Kanals kommt es zum K+-Efflux und damit zu 

einer Hyperpolarisation des Plasmamembranpotenzials (Jensen et al., 2001, Ibrahim et al., 

2021, Steudel et al., 2017). Als Folge des negativeren Potenzials wird der passive Transport 

von Cl- oder Na+ begünstigt, sowie über spannungsabhängige Kanäle auch Ca2+ in das Cytosol 

transportiert (Jensen et al., 2001). Dabei kommt es neben extrazellulärem Ca2+-Influx auch 

zum Öffnen zellinterner Ca2+-Speicher (Ibrahim et al., 2021, Huang and Jan, 2014, Huber, 

2013, Berridge et al., 2003). Es konnte beispielsweise gezeigt werden, dass IK-Kanäle die 

Rolle eines Schrittmachers in Kardiomyozyten übernehmen und die Ca2+-Regulation im SR 

beeinflussen (Weisbrod et al., 2013). Vice versa konnte ebenfalls demonstriert werden, dass 

die Entleerung des ERs auch IK-vermittelt Einfluss auf den Ca2+-Influx haben kann. In einem 

kolorektalen Tumormodell zeigte sich, dass der IK-Kanal über die Veränderungen des Memb-

ranpotenzials den externen Ca2+-Einstrom reguliert, bedingt durch leere interne Speicher 

(store operated Ca2+ entry, SOCE) und dabei die Zellmigration fördert (Ibrahim et al., 2021). 

Weitere Beispiele der Funktionalität des IK-Kanals und dessen Beeinflussung der Ca2+-Homö-

ostase, werden in Abschnitt 1.3.2.2 erläutert. 

 

Abbildung 1.4: Schematische Darstellung des IK-Kanals 

Funktionale IK-Kanäle sind Homotetramere, bestehend aus 4 α-Untereinheiten. Jede Untereinheit setzt sich aus 

sechs transmembranären Segmenten (S1–S6) zusammen. N- und C-Termini dieser Untereinheiten liegen intrazel-

lulär. Die Porenregion (P) befindet sich zwischen Segment S5 und S6 und ermöglicht den K+-Efflux (schwarzer 

Pfeil). Calmodulin (CaM) ist im C-Terminus durch die CaM Bindedomäne (CaMBD) verankert und fungiert als Ca2+-

Bindestelle. Gebundenes Ca2+ initiiert eine Konformationsänderung über die N- und C-lobes des CaM (N/C) und 

sorgt somit für die Öffnung der Porenregion. (S: Transmembranäres Segment; P: Pore; IK: Calcium-aktivierter Ka-

liumkanal mit mittlerer Leitfähigkeit). 
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1.3.2.2 Distribution und Pathophysiologie 

Unter physiologischen Bedingungen werden IK-Kanäle in überwiegend nicht-erregbaren 

Epithel-, Endothel- und hämatopoetischen Zellen exprimiert (Jensen et al., 1998, Mohr et al., 

2019b), obwohl neuere Studien auch eine Präsenz in erregbaren Zellen wie zentralen Neuro-

nen und Kardiomyozyten postulieren (Engbers et al., 2012, Turner et al., 2015, Weisbrod et 

al., 2013). Neben den durch Gárdos identifizierten Erythrozyten wurden die Kanäle in B- und 

T-Lymphozyten, sowie im Dickdarm, Plazenta, Lunge und im Pankreas detektiert. Andere sek-

retorische Gewebe wie Speichel- oder Brustdrüsen weisen ebenfalls eine IK-Expressionen auf 

(Maher and Kuchel, 2003, Mohr et al., 2019b, Steudel et al., 2017, Begenisich et al., 2004, 

Feske et al., 2015, Ibrahim et al., 2021, Weisbrod et al., 2016). Durch die ubiquitäre Gewebe-

distribution lässt sich die immense physiologische Bedeutung des IK-Kanals abschätzen. So 

zeigen Veränderungen der Aktivität oder der Expressionslevel des IK-Kanals auch dessen Be-

teiligung in verschiedenen Pathologien.  

Bekannt ist, dass der IK-Kanal in Erythrozyten für die Volumenregulation zuständig ist 

(Begenisich et al., 2004, Vandorpe et al., 1998). Kommt es aufgrund von einer Hypoxämie zur 

Polymerisation eines mutierten Hämoglobin S bei Sichelzellanämie, wird eine erhöhte Ca2+-

Konzentration in Erythrozyten gemessen. Diese korreliert mit einer gesteigerten Aktivität des 

IK-Kanals, welcher durch den K+-Efflux einen exzessiven Wasserverlust erzeugt. Die somit 

entstandene Dehydration der Erythrozyten induziert die typische Morphologie dieser Erkran-

kung (Wulff et al., 2007b, Begenisich et al., 2004, Brugnara, 2001, Brugnara, 2018). In einem 

in vivo Mausmodell für die Sichelzellanämie (SAD-Mäuse) konnte mit pharmakologischen IK-

Inhibitoren eine Verbesserung der Hydratation in Erythrozyten erreicht werden (De Franceschi 

et al., 1994, Stocker et al., 2003). Aufgrund der vielversprechenden Datenlage wurde diese 

Behandlung auf den Menschen übertragen. In einer Phase III Studie mit dem selektiven IK-

Inhibitor Senicapoc (1.3.2.5) wurde eine mögliche Therapie und Schmerzlinderung untersucht 

(Ataga et al., 2006, Ataga et al., 2008, Ataga and Stocker, 2009, Ataga et al., 2011). Zwar 

verbesserte Senicapoc die hämatologischen Laborparameter deutlich, allerdings konnte der 

primäre klinische Endpunkt nicht erreicht werden. Die IK-Inhibition sorgte leider nicht für die 

gewünschte Intervall-Verringerung vaso-okklusiver Schmerzkrisen, was darauf hindeutet, 

dass die Dehydratation der Erythrozyten nicht der einzige Faktor ist, welcher die Sichelzel-

lanämie beeinflusst (Brown et al., 2018). 

Darüber hinaus wurde der Einfluss des IK-Kanals bei bronchokonstriktorischen Erkrankungen 

wie Asthma bronchiale untersucht. Pathophysiologisch entsteht Asthma durch Interaktionen 

zwischen verschiedenen Zelltypen wie Epithel- und Glattmuskelzellen, als auch zirkulierenden 

Immunzellen, sowie Umweltfaktoren wie Allergenen, Infektionen und Rauchen. Ein Schlüs-

selelement dieses pathophysiologischen Prozesses ist die T-Helferzelle, welche eine chroni-

sche Entzündung auslöst, die Kontraktion der glatten Muskulatur begünstigt und das Remo-

deling der Atemwege steuert (Valverde et al., 2011). Der IK-Kanal wird von vielen Zellen ex-

primiert, die an der Entstehung von Asthma bronchiale beteiligt sind, und ist sowohl an in-

flammatorischen- als auch an Remodeling-Prozessen beteiligt (Girodet et al., 2013, Shumilina 

et al., 2008, Yu et al., 2017). Folglich konnte durch eine Blockade des IK-Kanals mittels TRAM-

34 die Proliferation von Glattmuskelzellen und das Eindringen von Mastzellen in einem Maus-

modell verhindert werden (Girodet et al., 2013). Dass diese Prozesse überwiegend auf die 

Intervention des IK-Kanals zurückzuführen sind, welche schließlich die zelluläre Ca2+-Homöo-

stase beeinflussen, konnten Yu et al. in einem murinen in vivo Modell aufzeigen (Yu et al., 

2017). Im weiteren Verlauf der Krankheit spielt auch die mukoziliäre Clearance eine Rolle, 

welche für den Abtransport von Schleim aus den Atemwegen verantwortlich ist. Durch 
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Inhibition des IK-Kanals konnte die Na+-Resorption vermindert werden, was zu einer geringe-

ren Adhäsion des Mukus führte und somit das Abhusten erleichterte (Vega et al., 2020). Zu-

sätzlich konnten in diesem in vivo Versuch auch Auswirkungen auf die Inflammation und Em-

physembildung gezeigt werden, welche zu einer Verbesserung der Symptomatik unter IK-Blo-

ckade führten (Vega et al., 2020). 

Des Weiteren konnte eine IK-Überexpression in kardialen Zellen gezeigt werden, welche zu 

einer myokardialen Entzündung, sowie Fibrosierung führen können (She et al., 2020). Auch 

auf Kardiomyozyten selbst konnte nach einem induzierten Herzinfarkt in vivo eine Verände-

rung der IK-Expression beobachtet werden (Weisbrod et al., 2013). Eine Inhibition mit TRAM-

34 intervenierte in die Migration von Makrophagen und verbesserte dabei die Post-Infarkt-

Symptomatik (Fei et al., 2019). In einem weiteren in vivo Modell konnte außerdem gezeigt 

werden, dass eine verstärkte Differenzierung in Kardiomyozyten, insbesondere in Richtung 

eines schrittmacherähnlichen Phänotyps, mit dem IK-Öffner 1-EBIO erzielt werden kann 

(Muller et al., 2012). Anschließend konnte durch Yang et al. der Einfluss des IK-Kanals auf 

Schrittmacherzellen durch (vermutlich Ca2+-vermittelte) Induktion des ERK1/2 Signalweges 

aufgezeigt werden (Yang et al., 2017). 

Neben den oben erläuterten Auswirkungen des IK-Kanals auf verschiedene Immunzellen und 

pathophysiologischen Veränderungen, wurden weitere Erkenntnisse in autoimmunen Erkran-

kungen beobachtet. So konnte beispielsweise durch Clotrimazol die Ausschüttung des pro 

inflammatorischen Interleukin-1 beta (IL-1β) vermindert werden, was sich positiv auf die Pro-

gression der rheumatoiden Arthritis auswirkte (Eugenia Schroeder et al., 2017). In einem 

Mausmodell für die autoimmune-Enzephalomyelitis zeigte eine Behandlung mit TRAM-34 eine 

protektive Wirkung, indem es zu einer Verringerung sowohl der TNF-α (Tumornekrosefaktor-

α) als auch IFN-γ (Interferon-γ) Level führte und die Anzahl anderer proinflammatorischer Mo-

leküle im Rückenmark senkte (Reich et al., 2005). Auch in einem Arteriosklerosemodell mach-

ten sich Toyama et al. den Einfluss des IK-Kanals auf Immunzellen zu Nutze (Toyama et al., 

2008). Sowohl eine genetische-, als auch pharmakologische Inhibition des IK-Kanals führte 

dabei zu einer verminderten Proliferation der vaskulären Glattmuskelzellen, sowie Aktivierung 

der Makrophagen in vivo, welche die Entwicklung der Arteriosklerose verlangsamten (Toyama 

et al., 2008).  

Diese Beispiele zeigen den breiten Einfluss des IK-Kanals auf verschiedene pathophysiologi-

sche Erkrankungen, welche nicht zuletzt durch die vielfältige Gewebedistribution zu erklären 

sind. Teilweise sind die Einflüsse direkt, über Änderungen des Membranpotenzials, oder des 

Ca2+-Haushaltes induziert, teilweise aber auch durch Veränderung des TMEs und des Immun-

systems. Gerade das TME ist auch in der Tumorforschung von Interesse, da aufgezeigt wer-

den konnte, dass beispielsweise Fibroblasten mit Tumorzellen kommunizieren und deren 

Wachstum fördern können (Mohr et al., 2019b). Des Weiteren wurde in vielen verschiedenen 

Tumorentitäten eine veränderte IK-Expression beobachtet (Mohr et al., 2019b, Steudel et al., 

2017, Ibrahim et al., 2021, Pardo and Stuhmer, 2014).. 

 

1.3.2.3 Bedeutung des IKs für die Krebsentstehung und Progression  

Aufgrund der weitreichenden Distribution und veränderten Expression in verschiedenen 

Krebsarten, dienen IK-Kanäle als prognostischer Marker, sowie als neues Angriffsziel phar-

makologischer anti-Tumortherapien (Mohr et al., 2019b, Todesca et al., 2021, Lastraioli et al., 

2015). Durch eine veränderte Expression kann das Membranpotenzial, die Ca2+-Homöostase 
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und weitere Funktionen der Krebszelle verändert werden, wie in Abschnitt 1.3.2.1 erläutert 

wurde. Somit sind viele Funktionen des IKs (mit-) verantwortlich für das aggressive Verhalten 

von Krebszellen, bestehend aus der Migration, Invasion und Metastasierung, sowie Prolifera-

tion und Resistenzbildung (Todesca et al., 2021). Aufgrund dessen gilt eine therapeutische 

Adressierung des IK-Kanals als aussichtsreich. Ein weiterer Vorteil bietet die gute pharmako-

logische Erreichbarkeit von IK-Kanälen und erwiesene Verträglichkeit des small molecule Se-

nicapoc im Menschen (siehe 1.3.2.5). Falls zukünftig präklinische in vivo Studien Erfolg ver-

sprechen sollten, wären beschleunigte Arzneimittelstudien ausgehend von Senicapoc denkbar 

(Todesca et al., 2021).  

Um die präklinische Relevanz zu belegen, wurden in vielen Studien die Expressionslevel des 

IKs mit der Pathogenität des Tumors korreliert. Beispielsweise konnte in renalen Krebszellen 

eine doppelte so hohe IK-Expression gemessen werden, im Vergleich zu gesundem Gewebe 

(Todesca et al., 2021), welche mit einer schlechteren Prognose einhergingen (Rabjerg et al., 

2015). Auch Brown et al. zeigten, dass der IK-Kanal in Glioblastomen überexprimiert ist (Brown 

et al., 2018, Stegen et al., 2015). Diese besonders aggressive Form der Hirntumore geht mit 

einer schlechten Prognose einher, was durch eine IK-Blockade signifikant verbessert wurde. 

Durch Behandlung mit TRAM-34 in einem Glioblastom-Mausmodell konnten sowohl die Tu-

morinfiltration, als auch in Kombination mit dem Zytostatikum Temozolomid die Migration und 

Invasion reduziert werden (Brown et al., 2018, D'Alessandro et al., 2016, Turner et al., 2014). 

In der Glioblastom-Zelllinie U-87 MG wurde durch Clotrimazol ein G1-Arrest induziert, welcher 

mit erniedrigten CDK1 und -4, sowie p21 einherging. Der reduzierte Zellzyklus führt somit zu 

einer geringeren Proliferation. Des Weiteren kam es zur Translokation der mitochondriellen 

Hexokinase II, was eine verminderte glykolytische Aktivität mit sich brachte und eine Radio-

sensibilisierung, sowie eine über Cytochrom-c vermittelte Induktion der Apoptose bewirkte (Liu 

et al., 2010a). 

Auch in Patienten mit nicht-kleinzelligem Lungenkarzinomen (non-small cell lung cancer, 

NSCLC) wurden Expressionsunterschiede des K+-Kanals beobachtet (Bulk et al., 2015, 

Todesca et al., 2021). Diese Überexpression wurde durch eine Mutation der Promotorregion 

des IK-Kanals induziert (Bulk et al., 2015). So konnten auch Studien mit Lungen-Adenokarzi-

nomen in vitro und in vivo zeigen, dass die Depletion des IK-Kanals zu einer Verminderung 

der Proliferation, Migration, Invasion und auch Tumorgenese, sowie zur Erhöhung der Tumor-

Apoptose führen kann (Xu et al., 2021). Da vor allem die Migration und Metastasierung das 

Mortalitätsrisiko erhöhen, könnte der IK-Kanal dahingehend ein interessantes Ziel sein. Es 

konnte bereits gezeigt werden, dass der IK während der Migration vermehrt im hinteren Areal 

des Zellkörpers aktiv ist und über die Modulation der Ionenkonzentrationen das Volumen ver-

ändert, was letztlich zur Retraktion des sich bewegenden Zellkörpers führt (Schwab et al., 

2012, Schwab et al., 2006). Die dabei entstehenden Oszillationen sind essentiell für die Fort-

bewegung und können durch die Blockade des IK-Kanals die gerichtete Migration verlangsa-

men (Schwab et al., 2012). 

In pankreatischen duktalen Adenokarzinomen (PDAC) konnte eine durch AP-1 Mutation (Tran-

skriptionsfaktor) hervorgerufene Überexpression des KCNN4-Gens detektiert werden (Mo et 

al., 2022, Wu et al., 2021b). Dies zeigte sich in einer schlechteren Prognose und verkürztem 

Überleben (Jiang et al., 2017, Mo et al., 2022). Dabei konnte der Knockdown des IK-Kanals, 

durch die Beeinflussung des MET/AKT-Signalweges, zu einer verminderten Proliferation und 

Migration führen (Mo et al., 2022). Jäger et al. bestätigten dies durch die Behandlung mit den 

IK-Inhibitoren TRAM-34 und Clotrimazol in vitro (Jager et al., 2004).  
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Das KCNN4-Gen ist ebenso in kolorektalen Karzinomen überexprimiert, besonders wenn au-

ßerdem das K-RAS Gen (codiert ein G-Protein im RAS/MAPK-Signalweg) mutiert vorliegt 

(Ibrahim et al., 2021). Durch den damit verbundenen Ca2+-Einstrom werden Signalwege in 

Gang gesetzt, welche die Migration und Invasion fördern. Beide Prozesse sind maßgeblich an 

der Metastasierung beteiligt und fördern somit eine erhöhte Mortalität (Ibrahim et al., 2021). 

Durch eine Inhibition des IK-Kanals konnten sowohl der Ca2+-Strom aus internen Speichern, 

als auch die Produktion von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) reduziert werden (Ibrahim et 

al., 2021). Auch die EMT wird durch die IK-bedingte Runterregulation von E-Cadherin indu-

ziert. Dieser Übergang ist wichtig für das Migrationsverhalten von Tumorzellen und demons-

trierte durch die Gabe von TRAM-34 eine direkte Inhibition (Lai et al., 2013, Zhang et al., 2016). 

TRAM-34 kann ebenso die Phosphorylierung cyclinabhängiger Kinasen und den G2/M Über-

gang des Zellzyklus inhibieren, und somit die Proliferation von Kolonkarzinomzellen mindern 

(Lai et al., 2011). Wie viele Krebsentitäten weisen auch Kolonkarzinome einige Resistenzen 

auf, so beispielsweise gegen das First line Medikament Cisplatin. Um diesem Resistenzme-

chanismus zu entgehen, konnte in Studien eine Kombinationstherapie mit IK-Aktivator (SKA-

31) und hERG1-Kanalinhibitor (E4031) zu ersten Erfolgen in vivo führen (Pillozzi et al., 2018).  

Auch in hormonabhängigen Krebsarten wurden unterschiedliche Expressionslevel des IK-Ka-

nals gefunden. So zum Beispiel in serösen Ovarialkarzinomen, bei welchem erhöhte KCNN4 

Level mit einer stärkeren Rezidivrate einhergingen (Zhao et al., 2016). Geringere Rezidivraten 

können durch reduzierte Zellmigration begünstigt werden, da die Distribution von Zweittumo-

ren eingeschränkt wird. Durch Blockade des IK-Kanals beispielsweise, wird die Interaktion mit 

dem purinergen Rezeptor P2Y2 gestört, welcher für die ATP-vermittelte Migration in ovarialen 

Tumorzellen verantwortlich ist und sich somit negativ auf Rezidive auswirkt (Mohr et al., 2019b, 

Robles-Martinez et al., 2017). 

In Brusttumoren sind IK-Kanäle in der Modulation des Zellzyklus, des Proliferations- und des 

Migrationsverhaltens involviert. Durch die Veränderung des Membranpotenzials kann der In-

flux von Ca2+ gesteigert werden, wodurch die späte G1 Phase, sowie nachfolgend der G1/S 

Übergang des Zellzyklus über Ca2+-Oszillationen induziert wird (Mohr et al., 2019b, Ouadid-

Ahidouch et al., 2004). Dementsprechend führt der Anstieg von G1 gleichzeitig zu einer Mo-

dulation von S und G2/M. Im Umkehrschluss konnte gezeigt werden, dass durch Blockade des 

IK-Kanals in MCF7 Zellen alle drei Phasen unterbunden werden, und somit die Proliferation 

verlangsamt wird (Mohr et al., 2019b, Ouadid-Ahidouch et al., 2004). Interessanterweise sti-

mulierte das laktationsfördernde Hormon Prolaktin, welches mit erhöhtem Brustkrebsrisiko in 

Verbindung gebracht wird, IK-abhängig die Proliferation von MCF7 Zellen (Faouzi et al., 2010). 

Der Einfluss auf das Membranpotenzial, die Ca2+-Homöostase und das Wachstumsverhalten 

konnte am hiesigen Institut in einem IK-Knockoutmodell mit primären MMTV-PyMT Brust-

krebszellen ebenfalls verifiziert werden (Steudel et al., 2017). Dabei wurden neben der gene-

tischen Ablation des IK-Kanals auch pharmakologische Ansätze mittels TRAM-34 etabliert 

(Steudel et al., 2017, Todesca et al., 2021).  

Hinsichtlich des Migrationsverhaltens zeigten in vitro Versuche, dass in tripple negativen MDA-

MB-231 Zellen, die Inhibition des IK-Kanals zu einer Blockade von Vimentin und SNAI1, und 

somit der EMT führen kann (Zhang et al., 2016). Darüber hinaus verstärkt die Überexpression 

von KCNN4 bei Brustkrebs die Resistenz gegenüber chemotherapeutischen Antimetaboliten 

wie Gemcitabin. Dies geschieht durch die Hochregulierung des BCL2-Proteins A1 (BCL2A1), 

welches über RAS/MAPK- und PI3K/AKT-Signalkaskaden die Apoptose unterdrückt. BCL2A1 

ist ein Mitglied der anti-apoptotischen BCL-2-Familie, die nachweislich für Resistenzen gegen 
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Krebsmedikamente verantwortlich ist (Lin et al., 2021b, Todesca et al., 2021). Somit können 

durch IK-Inhibition pro-apoptotische Prozesse in Gang gesetzt werden (Zhang et al., 2016). 

Zusammenfassend lässt sich festhalten, dass eine Überexpression des IK-Kanals mit einer 

schlechteren Prognose und vermehrten energieverbrauchenden Prozessen einhergeht. Somit 

stellt sich die Frage, ob der IK-Kanal auch direkt metabolische Stoffwechselwege in Tumorzel-

len insbesondere Brustkrebszellen beeinflusst. 

 

1.3.2.4 Auswirkungen des IK-Kanals auf den Energie-Metabolismus in Tumorzellen 

Es ist allgemein bekannt, dass Krebszellen während der Transformation ihre Stoffwechsel-

wege anpassen, um einen Überlebensvorteil zu erlangen und den gestiegenen Energiever-

brauch zu kompensieren (siehe Abbildung 1.3) (Martinez-Reyes and Chandel, 2021). Zur 

Energiegewinnung dient in Tumorzellen überwiegend die OxPhos, wobei ebenso die weniger 

effiziente aerobe Glykolyse (Warburg Effekt) betrieben wird (siehe 1.1.2) (Hanahan and 

Weinberg, 2011, Kovalenko et al., 2016). Da die verstärkte Glykolyse vermehrt Glukose benö-

tigt, werden Transporter wie GLUT1 in die Membran eingebaut. Dieses Remodeling ist ein 

Beispiel für die Anpassungsfähigkeit des Tumor-Metabolismus und abhängig von vielen Fak-

toren, unter anderem K+-Kanälen (Hanahan and Weinberg, 2011, Szablewski, 2013). In Dünn-

darmzellen wurde postuliert, dass K+-Kanäle durch Änderungen der Ca2+-Homöstase oder des 

Membranpotenzials die Glukoseaufnahme induzieren können (Chen et al., 2016). Auch der 

IK-Kanal ist in Dünndarmzellen exprimiert und könnte, wie durch andere Kanäle gezeigt, auf-

grund des K+-Ausstroms den Na+-abhängigen Glukosetransport begünstigen (Chen et al., 

2016, Du et al., 2019). Auch im weiteren Verlauf der Glykolyse spielt K+ eine große Rolle, da 

die Hexokinase Isoform II (HKII), ein initiales Schrittmacherenzym der Glykolyse, für ihre en-

zymatische Aktivität K+ benötigt (Bischof et al., 2021, Burgstaller et al., 2022a). Es ist also nicht 

auszuschließen, dass der IK-Kanal auch HKII-abhängige Effekte auf den Tumormetabolismus 

besitzt. Allerdings ist wenig über den Einfluss von K+-Kanälen auf die Glykolyse in Krebs be-

kannt. Lediglich korrelierende Expressionslevel von KCNN4 und GLUT1, sowie eine Hochre-

gulation des Glukose-Metabolismus in Leberzellen konnten postuliert werden (Fan et al., 

2022a, Magi et al., 2019). 

Ebenso wurden einige Auswirkungen auf die mitochondrielle Funktion und die OxPhos postu-

liert. Kovalenko et al. konnten in Pankreaskarzinomszellen durch Seahorse- und siRNA-Ana-

lysen zeigen, dass der IK-Kanal regulatorische Eigenschaften bei der Sauerstoffaufnahme und 

nachfolgend auf die OxPhos hat (Kovalenko et al., 2016). Allerdings konnte die Arbeitsgruppe 

keinen genauen Mechanismus etablieren, wie der K+-Kanal die ATP-Produktion beeinflusst 

(Kovalenko et al., 2016). Eine mögliche Theorie betrachtet die Volumenregulation und den 

Einfluss des Membranpotenzials auf die Atmungskette (Kovalenko et al., 2016). Beides setzt 

das Vorhandensein des IK-Kanals in den Mitochondrien voraus. Obwohl viel darüber diskutiert 

wird, konnte in verschiedenen Krebsentitäten gezeigt werden, dass der IK-Kanal tatsächlich in 

der inneren mitochondriellen Membran exprimiert wird (mitoIK) (De Marchi et al., 2009, Szabo 

et al., 2021, Leanza et al., 2014, Sassi et al., 2010). Durch einen mitochondrialen K+-Zyklus, 

bestehend aus elektrophoretischem-, Kanal- und „leck“-vermitteltem K+-Einstrom und einem 

K+-Ausstrom über den K+/H+-Austauscher, kann der für die OxPhos relevante H+-Gradient auf-

recht erhalten werden (Sassi et al., 2010). Ein direkter Einfluss des Kanals auf diese Prozesse 

konnte bis dato allerdings noch nicht verifiziert werden. Allerdings wurde durch die Behandlung 

mit TRAM-34 eine mitochondrielle Hyperpolarisation und ROS-Produktion gemessen. Des 
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Weiteren konnte eine Translokalisation des pro-apoptotischen Proteins BAX ins Mitochond-

rium beobachtet werden (Leanza et al., 2014, Sassi et al., 2010, Bauer et al., 2017), was wie-

derum eine Beteiligung des IKs nahelegt. Ergänzend konnte gezeigt werden, dass auch der 

mitoIK-Kanal durch Ca2+ aktiviert werden kann, sowie nachfolgend die [Ca2+] im Mitochondrium 

beeinflusst (Rotko et al., 2020). Da Ca2+-Level direkt mit der OxPhos korrelieren, könnte dies 

die Beobachtungen von Kovalenko et al., dass der IK regulatorischen Einfluss auf die ATP-

Produktion (via OxPhos) in Pankreaskarzinomszellen hat, untermauern (Fink et al., 2017, 

Kovalenko et al., 2016, Petersen and Verkhratsky, 2016). Nichtsdestotrotz ist der Einfluss des 

IK-Kanals auf die ATP-Produktion, die OxPhos und Glykolyse nur sehr spärlich untersucht, 

bzw. in Brustkrebszellen gänzlich ausstehend. Zusätzlich sind IK-Kanäle, außer in der diabe-

tischen Nephropathie (Huang et al., 2021), nicht in Zusammenhang mit Autophagie untersucht 

worden. In dieser Arbeit werden deswegen gezielt Einflüsse des IK-Kanals auf Mitochondrien, 

die Energiehomöostase und die Autophagie analysiert. 

 

1.3.2.5 IK Modulatoren 

Aufgrund der großen Gewebedistribution und Forschungsrelevanz wurden einige Modulatoren 

des IK-Kanals entwickelt. Neben (agonistischen) Kanal-Aktivatoren wie 1-EBIO, SKA 31 oder 

NS309 sind auch einige (antagonistische) Inhibitoren bekannt. Dazu zählen neben dem ur-

sprünglich entdeckten Charybdotoxin (CHX), auch NS6180, Senicacpoc oder Triarylmethan-

34 (TRAM-34), welches ein Analogon von Clotrimazol darstellt (Benzaquen et al., 1995, Ishii 

et al., 1997, Coleman et al., 2014). 1-Ethyl-2-Benzimidazolinon (1-EBIO) ist ein unspezifischer 

Öffner von KCa- und insbesondere IK-Kanälen, welcher neben der Hyperpolarisation auch zu 

einer Cl--Sekretion führt (Coleman et al., 2014, Devor et al., 1996). Mit einem EC50 von ca. 30 

µM ist 1-EBIO weniger potent als NS309 (EC50: 20 nM) oder SKA 31 (EC50: 200 nM) und wird 

deswegen nur zu wissenschaftlichen Zwecken eingesetzt (Coleman et al., 2014). SKA 31 er-

laubt aufgrund der verbesserten Halbwertszeit zwar eine Untersuchung in vivo, allerdings ist 

die Selektivität aller bisherigen Kanalöffner eingeschränkt, sodass neben IK auch weitere Ca2+-

abhängige K+-Kanäle, oder sogar Na+-Kanäle aktiviert werden (Coleman et al., 2014).  

Neben den vorbenannten Aktivatoren stehen zur Untersuchung der IK-Funktionalität auch Ka-

nalinhibitoren zu Verfügung. Das Antimykotikum Clotrimazol (1-[(2-Chlorphenyl)diphenylme-

thyl]-1H-Imidazol) zeigt neben der inhibierenden Wirkung auf den IK-Kanal auch noch agonis-

tische Effekte an CaM und moduliert somit additiv die Ca2+-Homöostase (Kadavakollu et al., 

2014, Wulff et al., 2001). Die durch Clotrimazol (IC50: 920 nM) entstehende Entleerung der 

Ca2+-Speicher vermindert unter anderem die Proliferation von Tumorzellen und induziert die 

Apoptose (Kadavakollu et al., 2014, Nilius and Wohlrab, 1992). Aufgrund seiner direkten inhi-

bitorischen Wirkung auf das Cytochrom P3A4 werden allerdings oft Alternativen verwendet 

(Wulff et al., 2000). Ein nicht so toxisches Derivat des Clotrimazols stellt TRAM-34 da (Wulff 

et al., 2000, Wrzosek et al., 2022). Obwohl keine Zulassung für humane Behandlungen be-

steht, weist TRAM-34 eine gute Verträglichkeit im Tiermodell auf, was auf einem geringen IC50 

von 20-25 nM zurückzuführen ist. Auch eine höhere Selektivität für den IK-Kanal, als für BK, 

SK oder KV-Kanäle ist ein Vorteil (Wrzosek et al., 2022, Wulff et al., 2007b, Mohr et al., 2019b). 

Eine Behandlung mit TRAM-34 konnte auch den Ca2+-Einstrom in T-Zellen verhindern, was 

die Effektivität des Blockers widerspiegelt (Wulff et al., 2007b). Auch in dosisabhängigen Ver-

suchen konnte die Proliferation verschiedener Zellen fast vollständig unterbunden werden 

(Mohr et al., 2019b, Xie et al., 2018). Des Weiteren wurde TRAM-34 auch zur Behandlung von 

Restenosen nach einer Angioplastie oder bei Transplantatabstoßungen untersucht (Wulff et 
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al., 2007a, Wulff et al., 2007b). Durch die vier Ringsysteme stellt TRAM-34 eine stark lipophile 

Verbindung da, welche in die Zelle diffundiert und intrazellulär an einem Threonin (Thr250) aller 

vier Untereinheiten des Kanals angreift. Dabei positioniert sich der Pyrazol-Ring des TRAM-

34 so, dass er mit dem Thr250 des Kanals Wasserstoffbrückenbindungen eingeht und somit 

den K+-Einstrom in die Filterregion des IK-Kanals verhindert. Der Efflux des K+ ist somit gestört 

(Brown et al., 2018). 

Senicapoc (ICA-1704) besitzt eine ähnliche chemische Struktur und Wirkmechanismus wie 

TRAM-34, weist aber eine höhere Affinität zum IK-Kanal auf (IC50 11 nM) (Mohr et al., 2019b, 

Wulff et al., 2000, McNaughton-Smith et al., 2008). Ursprünglich zur Behandlung der Sichel-

zellanämie entwickelt, wurde Senicapoc auch in respiratorischen Erkrankungen wie ARDS 

(akutes Atemnotsyndrom) oder Asthma, sowie Morbus Alzheimer und verschiedenen Tumo-

ren untersucht (Petersen et al., 2021, Petersen et al., 2022, Todesca et al., 2021, Wulff and 

Castle, 2010, Jin et al., 2019). Vorteil von Senicapoc ist die gute Verträglichkeit beim Men-

schen, welche durch verschiedene Phase I–III Studien bewiesen wurden (Ataga et al., 2006, 

Ataga et al., 2008, Ataga and Stocker, 2009, Jin et al., 2019), sowie seine orale Bioverfügbar-

keit und längere Halbwertszeit von 12 d (2 h bei TRAM-34) (Brown et al., 2018). 

Grundlage zur Übertragung von präklinischen Modellen auf therapeutische Verfahren ist die 

Adressierung eines Zielproteins mit pharmakologischen Substanzen. Durch die oben erwähn-

ten Modulatoren des IK-Kanals ist somit einerseits die Aktivierung, als auch Blockade des IKs 

adressierbar, was ergänzend zu einem genetischen Knockout (KO)-Modell, pharmakologisch 

die Rolle des IK-Kanals in der Forschung validiert. Darauf aufbauend könnten im Anschluss 

die IK Modulatoren auch für Tier- oder Humanmodelle verifiziert werden und neue Erkennt-

nisse über die Rolle des Kanals in vivo liefern. 
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2 Zielsetzung 

Das Mammakarzinom zählt weltweit zu der häufigsten Tumorerkrankung der Frau und geht 

mit der höchsten Mortalitätsrate einher. Trotz evidenzbasierter Medizin und wechselnder Re-

gime sind die Therapieoptionen des Mammakarzinoms limitiert. Durch die hohe Mutagenität 

kommt es oft zu Resistenzen gegen gängige Chemotherapeutika und somit zu Rezidiven. Auf-

grund dessen ist die Erforschung neuer potentieller Angriffsmechanismen unabdingbar für die 

Eradikation und Progressionsverlangsamung des Tumors. Die zielgerichteten Therapeutika, 

wie beispielsweise Trastuzumab bei HER2 positiven Brustkrebs, oder der CDK 4/6 Inhibitor 

Palbociclib, zeigen dabei Angriffsstrukturen, welche explizit in der Krebszelle verändert vor-

kommen. Da, neben Tyrosinkinasen, auch Ionenkanäle oft mit einer veränderten Expression 

im Mammakarzinom vorliegen, wird ihnen ein großes Interventionspotenzial zugesprochen. 

Allen voran Kalium (K+)-Kanäle sind aufgrund ihrer großen Distribution und Variabilität, Ge-

genstand zahlreicher Forschungsprojekte. 

Da zahlreiche Publikationen einen kausalen Zusammenhang zwischen der Tumorprogression 

und dem Calcium (Ca2+)-abhängen K+-Kanal mit mittlerer Leitfähigkeit (IK) postulieren, ist ein 

Ziel dieser Arbeit, die pathophysiologische Rolle sowie einen möglichen therapeutischen Nut-

zen des IK-Kanals im Mammakarzinom näher zu beleuchten. Durch ein genetisch verändertes 

MMTV-PyMT-Mausmodell konnte in vorangegangenen Studien bereits eine Korrelation des 

Tumorwachstums mit dem IK KO Status beobachtet werden. Diese Befunde sind Grundlage 

für die hier durchgeführten zellbasierten Experimente zur Aufklärung der relevanten biomole-

kularen Pro- bzw. Antitumor-Mechanismen im Kontext von IK. Dabei wird sich an den von 

Hanahan und Weinberg aufgestellten Hallmarks of cancer orientiert, welche neben zahlreichen 

Charakteristika der Tumorentwicklung auch die Reprogrammierung des Metabolismus aufge-

führt haben. Prozesse wie die Tumorproliferation, Migration oder Metastasierung sind dabei 

Energie-verbrauchend, was im Umkehrschluss eine vermehrte Energie-Produktion veranlasst 

und die Homöstase aufrechterhält. Daher zielt die zweite Fragestellung dieser Doktorarbeit auf 

die Rolle des IK-Kanals im Metabolismus und der Energie-Homöstase in Brustkrebszellen ab. 

Vorrangig wird dabei die, oft in Krebszellen veränderte, Glykolyse (Warburg Effekt) und die 

Oxidative Phosphorylierung analysiert. Unter Verwendung verschiedener biochemischer, im-

munhistologischer und FRET-basierter Imaging-Methoden soll der Zusammenhang zwischen 

Tumorentwicklung und Metabolismus, sowie IK-Kanalfunktion aufgeklärt werden. Zusammen-

gefasst ergeben sich daraus folgende Ziele: 

1. Charakterisierung des IK-abhängigen Wachstums- und Metastasierungsverhaltens der 

MMTV-PyMT Zellen (Energiekonsumierende Prozesse). 

2. Einfluss des IK-Kanals auf die Calciumhomöostase in verschiedenen zellulären Orga-

nellen und dem Cytosol. 

3. Charakterisierung der Bedeutung von IK für die glykolytische Aktivität und die mito-

chondrielle ATP-Produktion in MMTV-PyMT Zellen. 

4. Rolle der AMPK als Bindeglied des metabolischen Remodelings. 

5. Regulation der Autophagie durch IK und mögliche Folgen für den Metabolismus in 

MMTV-PyMT Zellen. 
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3 Material 

In den Abschnitten 3.1 bis 3.3 sind die verwendeten Mauslinien, Geräte, die zugehörige Soft-

ware und generelles Verbrauchsmaterialien aufgelistet. Ab 3.4 sind versuchsspezifische Ma-

terialien, Substanzen und Puffer aufgeführt, welche für die Methoden (Abschnitt 0) benötigt 

werden. 

 

3.1 Mauslinien 

Bezeichnung Transgen Hersteller 

FVB/N  FVB/N Crl  Charles River  

MMTV-PyMTtg/+  FVB/N-Tg(MMTV-PyVT)634Mul/J  The Jackson Laboratory  

IK IK KCNN4tm1.1Jele/RuLu Prof. P. Ruth/ Prof. R. Lukowski 

Universität Tübingen 

BK KCNMA1tmRuth/RuLu Prof. P. Ruth/ Prof. R. Lukowski 

Universität Tübingen 

 

3.2 Geräte und Software 

Geräte Gerätebezeichnung, Hersteller 

Absaugpumpe KNF Laborport, Neuberger 

Abzug Verm. Vinitex 

Autoklav (Sterilisation) 

Autoklav (Zellkultur) 

VX-55, Systec  

VX-120, Systec 

Brutschrank Binder und HERA Cell 

BCA-Plattenlesegerät Sunrise Remote, F039300, Tecan 

Eismaschine AF 103, Scotsman 

Gefrierschrank -20°C  

Gefrierschrank -80°C  

Comfort NoFrost, Liebherr  

HFU 586 Basic, Kendro Laboratory Proucts 

Gelelektrophorese-Kammer (Genotypisierung)  

Gelelektrophorese-Kammer (Western Blot) 

Fige Mapper Cell, Bio-Rad 

Mini Protean Tetra Cell, Bio-Rad 

Gelgieß-Apparatur  

Kämme (10 und 15 Taschen) 

Glasplatten 0,75 mm Spacer 

Glasplatten, Deckglas 

Bio-Rad 

Bio-Rad 

Bio-Rad 

Bio-Rad 

Glasfärbekammern Carl Roth 

Hamilton-Spritze Carl Roth 

Heizplatte/ Magnetrührer 50383, IKA-Combimag RCT 

Heizschrank (80°C) FD 115, Binder  

Histoscanner Pannoramic Desk, 3DHISTECH  

Inkubationsschrank (Klonierung) WTB  Binder 

IVC Anlage Tecniplast 

IVC Haltungskäfige T2 long 

IVC Haltungskäfige T3 

1145T, Tecniplast 

1500U, Tecniplast 

Kryokonservierungsgerät (Mr. Frosty) Nalgene 

Kryostat-Mikrotom Microm HM 560, Thermo Fisher Scientific 

Kühlschrank (Labor) 

Kühlschrank (Zellkultur) 

Liebherr 

Liebherr 

Mikroskop Durchlicht (Zellkultur) 

 

DMIL LED, Leica 

Kühlzentrifuge 

 

Centrifuge 5417R, Eppendorf 

Mikro 220R, Hettich Zentrifugen 
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Mikroskop I (Durchlicht) 

Weißbalancefilter  

Neutralfilter N 0,50 

Neutralfilter N 0,25 

Kamera  

Software AxioVision  

Axiovert 200 M (Invers), Carl Zeiss 

000000-155-789, Carl Zeiss 

467857-0000-000, Carl Zeiss 

467849-0000-000, Carl Zeiss 

Axioca Carl Zeiss m MRc Rev.3, Carl Zeiss 

Rel. 4.8 

  

Mikroskop II (FURA-2, TMRM) 

Lampe 

Kamera 

Splitter 

Software VisiView 

 

Axiovert, Carl Zeiss 

pE-340, CoolLED 

Axiocam MRc Rev.3, Carl Zeiss 

Optosplit II, Visitron Systems 

Visitron 

Mikroskop III (FRET-Sensoren) 

Lampe 

Filter 

Objektiv 

Kamera 

Splitter 

Software VisiView 

 

Zeiss Observer Z.1, Carl Zeiss 

LED-Hub, Omicron 

AHF Analysentechnik 

Plan-Neofluar 40x/1,30 Oil immersion 

pco.panda 4.2 bi sCMOS camera, pco. 

Optosplit II, Cairn Research 

Visitron 

Mikroskop IV (Fluoreszenz, Histologie) 

Lampe 

ApoTome 

Kamera 

Stromquelle 

Carl Zeiss Zen view blue edition 

 

Zeiss Observer Z.1, Carl Zeiss 

HBO 100 

Apotome.2, Carl Zeiss 

Axiocam 503 mono, Carl Zeiss 

Power Supply 230 

Carl Zeiss 

Mikrowelle MW9675, Severin  

PCR-Cycler 

PCR-Cycler, gradient 

Mastercycler, Eppendorf 

Mastercycler, Eppendorf 

Perfusionssystem NGFI GmbH 

pH-Meter 761 Calmatic Knick 

Photometer P330, Implen 

Präparationsbesteck, Ohrlochstanze FST 

Pipette (10, 20, 200, 1000µl) Discovery Comfort, HTL 

Pipettierhilfe  PipettBoy accujet, Brand 

Plate Reader 

Filter: 570 nm ± 25 nm 

Infinite F200 Pro, Tecan 

Tecan 

qPCR- Cycler CFX Connect, Bio-Rad 

Reinstwasseranlage Purelab flex, Veolia  

Rotor (4°C) 

Rotor (20°C) 

GFL 3025, Hilab 

RS-TR05, Phoenix Instrument 

Schieblehre 30087-00, Fine Science Tools  

Schüttelplatte Unimyx 1010, Heidolph Instrument 

Seahorse Analyzer XF24, Agilent Technologies 

Sterilwerkbank Safe 2020, Thermo Fisher Scientific 

HeraSafe, Heraeus 

Stromquelle  P25, Biometra 

Thermomixer  Compact, Eppendorf 

UV-Detektor Agarosegele BioDoc,Analyze, Biometra 

Vakuumier-Schweißgerät FS 3604, Severin 

Vortexer Vortex Gene 2, Scientific Industries 

Waage (Analyse)  

Waage (Fein) 

BP 2100 S, Sartorius 

Mettler PM 4600, DeltaRange 

Wasserbad SW-20C, Julabo 

Western Blot-Imager Amersham Imager 600, GE Healthcare 

Western Blot-Kammer (semi-dry)  V20-SDB, Topac 

Zentrifuge (Zellkultur) Multifuge X1R, Heraeus 
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Zentrifuge (50er Tubes, Klonierung) 

Zentrifuge (Klonierung, Ultrazentrifuge) 

Megafuge 1.0R, Thermo Fisher Scientific 

Centrifuge 5910 R, Eppendorf 

 

 

Software / Online-Tool Hersteller Verwendung 

Acrobat Reader  Open Source, Adobe Inc. PDF-Reader 

Agilent XF24 Software Agilent Seahorse-Messungen 

Axiovision Rel 4.8 Carl Zeiss Mikroskopie 

BioDocAnalyze  Biometra Gel-Dokumentation 

BioRender BioRender Illustrationen 

BLAST  Online Freeware Sequenz Überprüfung 

CaseViewer 3DHISTECH Ltd. Histologie Scanner 

CellProfiler Open Source, CellProfiler Analyse Software, p62 

CFX Manager V3.1 Bio-Rad qPCR 

Clustal Omega V.2.1 EMBL-EBI Sequenzanalyse 

Ensembl  Online Freeware Primer-Generierung 

Graphpad Prism V. 8.4.0 Graphpad Software, Inc. Statistik und Graphen 

ImageJ Version 1.53k Open Source, NIH Analyse Software 

ImageQuant TL 9.0  GE Healthcare Quantifizierung Western Blot 

InkScape V. 1.1 Open Source, Inkscape Graphen 

Microsoft Office 365 Microsoft Word, Excel, PowerPoint 

NCBI  Online Freeware Literaturrecherche 

Perfusions-Software NGFI perfusion Perfusion Medien 

Primer3  Online Freeware  Primer-Generierung 

SnapGene GSL Biotech Plasmid-Generierung  

TCGA  Online Freeware mRNA Expression 

VisiView V.4.5.0 Visitron Fluoreszenz-Mikroskopie 

Zen view blue edition Carl Zeiss Fluoreszenz-Mikroskopie 

   

   

3.3 Generelles Verbrauchsmaterial 

Bezeichnung  Hersteller Artikelnummer 

Becherglas 5,0 l 

2,0 l 

600 ml 

Carl Roth  C121.1 

C119.1 

C116.1 

Deckgläser 30 mm rund 

24x60 mm 

VWR 

Marienfeld 

ECN 631-1585 

0107242 

DPEC H2O  Carl Roth  T143  

Eppendorf-Reaktionsgefäß 1,5 ml 

2,0 ml 

Eppendorf 

Sarstedt 

0030 12.0.086 

72.695.500 

Erlenmeyerkolben 1 l 

500 ml 

250 ml 

Thermo Fisher  

Scientific 

15466133 

15429113 

15409113 

Handschuhe 

Handschuhe Zytostatika 

L 

XL 

Carl Roth 

Berner 

AYA8.1 

4040 

Multiwell Gefäße 6 Well 

96 Well 

96 Well, konisch 

Corning 3506 

3599 

3894 

Objektträger  Epredia 15438060 

Petrischale 100 mm 

35 mm 

Corning 430167 

430165 

Pipettenspitzen 

(gestopft) 

10 μl 

20 μl 

200 μl 

1000 μl 

Greiner Bio one 765288 

774288 

739288 

740288 

Pipettenspitzen 10 μl Sarstedt 70.1116 
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(ungestopft) 20-200 μl 

1000 μl 

70.760.012 

70.762.010 

Schraubdeckelgläser 2 l 

1 l 

500 ml 

250 ml 

Thermo Fisher  

Scientific 

11942835 

11982243  

15476113 

11738151 

Skalpell  Feather  02.001.30.021  

Stripetten 2 ml 

5 ml 

10 ml 

25 ml 

50 ml 

Corning 4486 

4487 

4488 

4489 

4490 

Tücher  

 

Zellstoff 

Fusselfrei 

VWR 

Kimtech, VWR 

115-2762 

115-2221 

Wägeschalen 

 

Wägepapier 

41x41x8 mm 

89x89x25 mm 

Carl Roth 

 

Macherey-Nagel  

1878.2  

1884.1  

MN226 

Whatman Papiere 0,35 mm Carl Roth CL66,1 

Zellkulturflaschen 

 

 

T25 

T75 

T175 

Corning 430639 

430641 

431080 

Zentrifugationsröhrchen 15 ml (klein) 

50 ml (groß) 

Corning 430766 

430921 

Zytostatika Verbrauchsmaterial Matte 

Kittel 

Berner 8101 

6901 

 

 

3.4 Substanzen, Puffer, Lösungen und Medien 

Sofern nicht anders angegeben, wurde generell autoklaviertes, demineralisiertes Wasser 

(dH2O) verwendet. 

 

3.4.1 Genotypisierung 

Im Folgenden werden alle Materialen von der DNA-Isolation bis zur Detektion aufgelistet. 

 

3.4.1.1 DNA-Isolation und Amplifikation 

Biopsie, DNA-Isolation 

Bezeichnung  Hersteller Artikelnummer 

Dimethylsulfoxid (DMSO)  Sigma-Aldrich D 8418  

KAPA Mouse Genotyping Hot Start Kit   PeqLab 07-KK7352-02 

Ohrlochstanze  IST KN-292-2-1 

 

DNA-Isolations Puffer (pro Probe) 

KAPA Express Extract Enzyme (1 U/µl) 1 µl 

KAPA Express Extract Buffer, 10x 5 µl 

dH2O 44 µl 
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Primer 

Zielstruktur Forward/Reverse Sequenz 5´- 3´ 

MMTV-PyMT F1 GGA AGC AAG TAC TTC ACA AGG G 

 R1 GGA AAG TCA CTA GGA GCG GG 

 F2 CAA ATG TTG CTT GTC TGG TG 

 R2 GTC AGT CGA GTG CAC AGT TT 

IK F1 TAA GTG CTT GCT GAG TCT GGA 

 F2 CAG GAA GCA CAG GCA CTG C 

 R AGG AGA GTG ACT GTA GGT GAG 

BK F1 TGG TCT TCA TCC TCG GG 

 F2 AAG GGC CAT TTT GAA GAC GTC 

 R CCA GCC ACA GTG TTT GTT GG 

 

3.4.1.2 Gelelektrophorese 

Bezeichnung  Hersteller Artikelnummer 

2-Log-DNA-Ladder  NEB 32000-S 

Agarose LE 

Agarose 

 Biozym Scientific 

Genaxxon  

840004 

M3044.0500  

Borsäure   Carl Roth 6943.3 

Bromphenolblau  Serva 15375 

Ethylendiamintetraacetat (EDTA)  Carl Roth 8043.2 

Ethidiumbromid  Sigma-Aldrich E1510 

Ficoll® 400  Carl Roth CN90.3 

Tris  Carl Roth 5429.2 

Xylencyanol  Sigma-Aldrich X4126 

 

EDTA (0,5 M) pH 8,0  Bromphenolblau-Lösung 

EDTA 186,1 g  Bromphenolblau 110 mg 

dH2O Ad 1000 ml  dH2O 2 ml 

→ pH mit NaOH auf 8,0 einstellen   

   

   

10x TBE-Puffer  1x TBE-Puffer 

Tris 108 g  10x TBE-Puffer 100 ml 

Borsäure 55 g  dH2O Ad 1000 ml 

EDTA (0,5 M) pH 8,0 40 ml    

dH2O Ad 1000 ml    

   

   

1,5% Agarosegel  2% Agarosegel 

Agarose 4,5 g  Agarose 6 g 

Ethidiumbromid 30 µl  Ethidiumbromid 30 µl 

1x TBE-Puffer Ad 300 ml  1x TBE-Puffer Ad 300 ml 

     

     

3% Agarosegel  Xylencyanol-Lösung 

Agarose 9 g  Xylencyanol 100 mg 

Ethidiumbromid 30 µl  dH2O 2 ml 

1x TBE-Puffer Ad 300 ml    
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6x Ladepuffer  2-Log-DNA-Marker 

Ficoll® 400 9 g  2-Log-DNA-Ladder 20 µl 

EDTA (0,5 M) pH 8,0 12 ml  6x Ladepuffer 40 µl 

10x TBE-Puffer 30 ml  dH2O 180 µl 

dH2O Ad 47 ml    

→ 1h bei 60°C rühren   

Bromphenolblau-Lösung 1,35 ml    

Xylencyanol-Lösung 1,5 ml    

→ Zugabe Farbstofflösungen    

     

   

3.4.2 In vivo Methoden 

Bezeichnung  Hersteller Artikelnummer 

Chirurgische Schere  FST 14101-14 

Ethanol 80 %  Sigma Aldrich 34963 + Verdünnt 

Gewebepinzette  FST 11021-12 

IMEM mit Phenolrot  Thermo Fisher A1048901 

Kryokonservierungsgefäß  1,8 ml Cryo Tube Nunc 363632 

1xPBS  Thermo Fisher 14190094 

Pinzette  FST 11000-12 

Schieblehre  FST 30087-00 

Skalpell  Feather   02.001.30.021 

Wattestäbchen, steril  CareLiv, OHG 3204 

 

3.4.3 Zellkultur 

Bezeichnung  Hersteller Artikelnummer 

Absaugpipetten, Glas  ungestopft Carl Roth  4522.1  

Collagenase D  Roche 11 088 866 001 

Deckgläser 30 mm, rund VWR ECN 631-1585 

Dimethylsulfoxid Hybri-MaxTM  (DMSO) Sigma Aldrich D2650 

Earls Balanced Salt Solution  (EBSS) Sigma Aldrich E3024 

Fetales Kälberserum  (FCS) Thermo Fisher Sc. 10270106 

Kammer-Objektträger  8-Well PCA  Sarstedt 94.6140.802 

Modified Improved Minimal Es-

sential Medium (IMEM)  

mit Phenolrot 

ohne Phenolrot 

Thermo Fisher Sc. A1048901 

A1048801 

Multiwell Gefäße 6 Well 

96 Well, flat 

96 Well, konisch 

Corning 353224  

3988 

3894 

Penicillin/Streptomycin  (Pen/Strep) Thermo Fisher Sc. 15140122 

Phosphat-gepufferte Lösung  (1xPBS) Thermo Fisher Sc. 14190094 

Trypanblau 0,4% in 1xPBS Sigma Aldrich 93595 

Trypsin 10x Thermo Fisher Sc. 15400054 

Zählkammern C-Chip (Hämozytometer) Merck Millipore PDHC-N01 

Zellkulturgefäße Flasche 25 cm² 

Flasche 75 cm² 

Flasche 175 cm² 

Petrischale 55 cm² 

Petrischale 35 cm² 

Corning 430639 

430641 

431080 

430167 

430165 

Zellsieb  40 μm Corning 352340 
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Chemikalien 

Die aufgeführten Chemikalien, welche in der Zellkultur Verwendung finden, sind im Rahmen 

von S1 (Biologische Sicherheitsstufe 1) Laboren nutzbar. Für Arbeiten mit potenziell cancero-

genen, mutagenen und reproduktionstoxischen Wirkstoffen (CMR) wurde nur in speziell prä-

parierten Sterilwerkbänken hantiert. Genaueres ist in Abschnitt 4.4.3 aufgeführt. Die potenzi-

ellen CMR-Stoffe sind in nachfolgender Tabelle kenntlich gemacht. 

 

Bezeichnung  Hersteller Artikelnummer 

5-Fluorouracil CMR Sigma-Aldrich F6627 

Bafilomycin A1  Merck Millipore 196000 

Cyclophosphamid CMR Sigma-Aldrich 218707 

Dimethylsulfoxid (DMSO)  Sigma-Aldrich D 8418  

Docetacel CMR Sigma-Aldrich 01885 

Doxorubicin CMR Sigma-Aldrich D1515 

Paxilline  Sigma-Aldrich P2928 

TRAM-34  Pharm. Chemie, Uni-

versität Tübingen  

Eigenherstellung (Prof. 

Dr. Pierre Koch) 

 

Zellkulturmedium  Zellkulturmedium, Serumentzug 

IMEM mit Phenolrot 475 ml  IMEM ohne Phenolrot 500 ml 

FCS 25 ml  Pen/Strep 5 ml 

Pen/Strep 5 ml    

     

     

1x Trypsin   

10x Trypsin  1 ml    

1xPBS 9 ml    

      

      

TRAM-34 (5 mM)  TRAM-34 (10 µM) 

TRAM-34 17,25 mg  TRAM-34 (5 mM) 20 µl 

DMSO 10 ml  Zellkulturmedium Ad 10 ml 

→ 1 ml Aliquot, Lagerung bei -20°C    

 

 

    

TRAM-34 (2 µM)  Bafilomycin A1 (100 µM) 

TRAM-34 (10 µM) 2 ml  Bafilomycin A1 10 µg  

Zellkulturmedium 8 ml  DMSO 160 µl 

     

     

Bafilomycin A1 (100 nM)  Bafilomycin A1 (100 nM) in EBSS 

Bafilomycin A1 (100 µM) 10 µl   Bafilomycin A1 (100 µM) 10 µl  

Zellkulturmedium Ad 10 ml  EBSS Ad 10 ml 

     

     

Paxilline (5 mM)  Paxilline (5 µM) 

Paxilline 21,78 g  Paxilline (5 mM) 10 µl  

DMSO 10 ml  Zellkulturmedium Ad 10 ml 

→ 1 ml Aliquot, Lagerung bei -20°C    
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Zytostatika 

Alle Zytostatika-Lösungen wurden äquivalent mit 10 µM TRAM-34 Lösung statt Zellkulturme-

dium hergestellt.  

 

Cyclophosphamid (50 mM)  Cyclophosphamid (1000 µM) 

Cyclophosphamid 139,55 mg  Cyclophosphamid (50 mM) 200 µl 

DMSO Ad 10 ml  Zellkulturmedium 9,8 ml 

 

 

    

Cyclophosphamid (100 µM)  Cyclophosphamid (10 µM) 

Cyclophosphamid (1000 µM) 1 ml  Cyclophosphamid (100 µM) 1 ml 

Zellkulturmedium 9 ml  Zellkulturmedium 9 ml  

       

       

Docetaxel (10 mM)  Docetaxel (10 µM) 

Docetaxel 80,78 mg  Docetaxel (10 mM) 10 µl 

DMSO Ad 10 ml  DMSO Ad 10 ml 

 

 

    

Docetaxel (100 nM)  Docetaxel (10 nM) 

Docetaxel (10 µM) 100 µl  Docetaxel (100 nM) 1 ml 

Zellkulturmedium 9,9 ml  Zellkulturmedium 9 ml 

     

     

Docetaxel (1 nM)  Doxorubicin (10 mM) 

Docetaxel (10 nM) 1 ml  Doxorubicin 57,99 mg 

Zellkulturmedium 9 ml   DMSO Ad 10 ml 

 

 

    

Doxorubicin (10 µM)  Doxorubicin (1000 nM) 

Doxorubicin (10 mM) 10 µl  Doxorubicin (10 µM) 1 ml 

DMSO Ad 10 ml  Zellkulturmedium 9 ml 

     

     

Doxorubicin (100 nM)  Doxorubicin (10 nM) 

Doxorubicin (1000 nM) 1 ml  Doxorubicin (100 nM) 1 ml 

Zellkulturmedium 9 ml  Zellkulturmedium 9 ml 

     

     

5-Fluorouracil (50 mM)  5-Fluorouracil (50 µM) 

5-Fluorouracil 65,04 mg  5-Fluorouracil (50 mM) 10 µl 

DMSO Ad 10 ml  DMSO Ad 10 ml 

     

     

5-Fluorouracil (500 nM)  5-Fluorouracil (100 nM) 

5-Fluorouracil (50 µM) 100 µl  5-Fluorouracil (500 nM) 2 ml 

Zellkulturmedium 9,9 ml  Zellkulturmedium 8 ml 
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5-Fluorouracil (10 nM)   

5-Fluorouracil (100 nM) 1 ml    

Zellkulturmedium 9 ml     

     

 

3.4.3.1 Primärzellgewinnung 

Collagenase-Lösung  Kryomedium 

Collagenase D 10 mg  DMSO Hybri-MaxTM 20 % 

IMEM mit Phenolrot Ad 10 ml  Zellkulturmedium Ad 100 % 

 

 

3.4.4 RNA-Analytik 

Bezeichnung  Hersteller Artikelnummer 

Abdeck-Folie für 96 Well  Bio-Rad MSB-1001 

Chloroform  Sigma-Aldrich 372978 

DEPC-behandeltes H2O  Carl Roth T143 

DNAse I recombinant  RNAse frei Roche 04716728001 

Ethanol, absolut p.a.  Sigma-Aldrich 34963 

Fetales Kälberserum  (FCS) Thermo Fisher Sc. 10270106 

iScript cDNA Synthesekit  Bio-Rad 170-8891 

Isopropanol  Carl Roth 6752.3 

Mulitiwell Platte 96 Well Bio-Rad MLL-9601 

PeqGOLD RNA pure  PeqLab 30-1010 

Phosphat-gepufferte Lösung  (1xPBS) Life Technologies 14190094 

Tücher fusselfrei Kimberley Clark AA64.1 

Primer  Eurofins mwg s.u. 

SsoAdvanced™ Universal  SYBR® Green  

Supermix 

Bio-Rad 170-8882 

 

 

 

 

 

 

 

 

75% Ethanol  Primer-Verdünnung 

Ethanol, absolut p.a. 75 % (V/V)  Primer-Stock (100 pmol/µl) 2 % 

DEPC-H2O 25 % (V/V)  DEPC-H2O 98 % 

qPCR-Mastermix   

SsoAdvanced™ Universal 

SYBR® Green Supermix 

7,5 µl    

Primer F 2,25    
Primer R 2,25    
cDNA  3 µl    
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Primer 

Alle Primer wurden von Eurofins mwg hergestellt und geliefert. 

Zielstruktur Forward/Reverse Sequenz 5´- 3´ 

AMPKα1 F 

R 

GGT GTA CGG AAG GCA AAA TGG C 

CAG GAT TCT TCC TTC GTA CAC GC 

AMPKβ2 F 

R 

GAC TTC GTT GCC ATC CTG GAT C 

CCA AGC TGA CTG GTA ACC ACA G 

AMPKγ1 F 

R 

TCT CCG CCT TAC CTG TAG TGG A 

GCA GGG CTT TTG TCA CAG ACA C 

Cadherin E F 

R 

GGT CAT CAG TGT GCT CAC CTC T 

GCT GTT GTG CTC AAG CCT TCA C 

Cadherin N F 

R 

CCT CCA GAG TTT ACT GCC ATG AC 

CCA CTG ATT CTG TAT GCC G 

CaMKK2 F 

R 

CAA CGT GGT GAA GCT GGT AGA G 

TGG TCT TCG GAC AGT GGC TTG A 

HPRT F 

R 

CTG GTG AAA AGG ACC TCT CGA AG 

CCA GTT TCA CTA ATG ACA CAA ACG 

Integrin β1 F 

R 

CTC CAG AAG GTG GCT TTG ATG C 

GTG AAA CCC AGC ATC CGT GGA A 

Integrin β1 F 

R 

GTG AGT GCG ATG ACT TCT CCT G 

CAG GTG TCA GTG CGT GTA C 

LC3B F 

R 

GTC CTG GAC AAG ACC AAG TTC C 

CCA TTC ACC AGG AAG G   

LKB1 F 

R 

GCC TGG AAT ACC TAC ACA GCC A 

GCA GGT GTC ATC CAC AGC GAA A 

β-Actin F 

R 

CAT TGC TGA CAG GAT GCA GAA GG 

TGC TGG AAG GTG GAC AGT GAG G 

 

3.4.5 Proliferationsanalysen 

Bezeichnung  Hersteller Artikelnummer 

µ-dishes grid-500  (Grid-Platten) Ibidi 81166 

Fetales Kälberserum  (FCS) Thermo Fisher Sc. 10270106 

Kammer-Objektträger 8-Well PCA Sarstedt 94.6140.802 

Modified Improved Minimal Essen-

tial Medium  

 

(IMEM)  

mit Phenolrot 

ohne Phenolrot 

Thermo Fisher Sc.  

A1048901 

A1048801 

Penicillin/Streptomycin  (Pen/Strep) Thermo Fisher Sc. 15140122 

Phosphat-gepufferte Lösung  (PBS) Thermo Fisher Sc. 14190094 

Trypsin 10x Thermo Fisher Sc. 15400054 

 

3.4.6 Migrations- und Invasionsanalysen 

Bezeichnung  Hersteller Artikelnummer 

Boyden-Kammer 

THINCERT Zellkultureinsätze  

8 µm Porengröße Greiner Bio-One 657638 

Aquatex® aqueous mounting 

agent  

 VWR 363123S 

Fetales Kälberserum  (FCS) Thermo Fisher Sc. 10270106 

Modified Improved Minimal  

Essential Medium  

 

(IMEM)  

mit Phenolrot 

ohne Phenolrot 

Thermo Fisher Sc.  

A1048901 

A1048801 

Kristallviolett-Lösung  1% Sigma-Aldrich V5265 

MaxGel™ ECM  Merck-Millipore E0282 
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Multiplatte 6 Well Corning 353224  

Objektträger  Epredia 15438060 

Paraformaldehyd  (PFA) Carl Roth 0335.2 

Penicillin/ Streptomycin  (Pen/Strep) Thermo Fisher Sc. 15140122 

Phosphat-gepufferte Lösung  (1xPBS) Thermo Fisher Sc. 14190094 

Skalpell  Feather 02.001.30.021  

Trypsin 10x Thermo Fisher Sc. 15400054 

Wattestäbchen, steril  CareLiv, OHG 3204 

 

 

3.4.7 Histologische Methoden 

Bezeichnung  Hersteller Artikelnummer 

1,4-Dithiothreitol  (DTT) Carl Roth 6908.4 

4′,6-Diamidin-2-phenylindol  (DAPI) Thermo Fisher 62247 

Aluminiumfolie  Carl Roth 2596.1 

Ammoniak (NH3)  30-33 % Carl Roth P093.2 

Aquatex® aqueous mounting 

agent 

 VWR 363123S 

Bovines Serumalbumin  (BSA) Carl Roth 8076.2 

Deckgläser  Carl Roth L426.1 

DePeX mounting medium  VWR 3612540 

DNAse  Roche 04716728001 

Einbettmedium Neg-50™   Thermo Fisher  6506  

Eosin-G-Lösung  (0,5%) Carl Roth X833.1 

Essigsäure  100 % Carl Roth 3738.5 

Ethanol, absolut p.a.  Sigma-Aldrich 34963 

Fettstift  Vector Laboratories H-4000 

Glasobjektträger Superfrost® Plus  Thermo Scientific J1800AMNZ 

Glycin  Carl Roth 3908.3 

Hämatoxylin-Lösung  Carl Roth  X903.2  

MCF7-Zelllinie  AG Prof. H. Brauch, 

IKP Stuttgart 

– 

Messer Mikrotom   Thermo Scientific MX35 

Mounting Medium Vectashield   Vector Laboratories H-1200  

Nagellack  Absolute pure, Es-

sence  

01 

Normales Donkey-Serum  (NDS) Dianova  017-000-121  

Saccharose  (D+) Carl Roth 9097.1 

Toluol  Carl Roth 7115.1  

Triton  X100 Carl Roth 3051.2  

Tween 20®  Carl Roth 9129.1 

 

 

 

 

 

4% PFA   

Paraformaldehyd 20 g    
1xPBS 500 ml    

→ Unter Rühren auf 60°C erwärmen    
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Gewebeschnitte 

 

 

Primärantikörper 

Bezeichnung Spezies Hersteller Artikelnummer 

Anti-IK Maus Proteintech 60276-1-Ig 

Anti-p62 Kaninchen MBL International PM045 

Anti-Ki-67 Kaninchen CST  9129S  

Phalloidin-Alexa 647 (F-Aktin-Sonde) Thermo Fisher Sc. A22287 

Anti-Erα (MC-20) Maus Santa Cruz Biotech. sc-542 

 

Sekundärantikörper 

Bezeichnung Spezies Hersteller Artikelnummer 

Alexa Fluor® 555  

anti-Kaninchen 

Esel Thermo Fisher Sc. A31572  

Alexa Fluor® 555  

anti-Maus  

Ziege Thermo Fisher Sc. A21127  

Alexa Fluor® 488  

anti-Kaninchen 

Ziege Thermo Fisher Sc. A11008 

Alexa Fluor® 488  

anti-Maus 

Ziege Thermo Fisher Sc. A21131 

    

Immunfluoreszenzfärbung 

 

4% PFA  5% Saccharose  

Paraformaldehyd 20 g  D(+)-Saccharose 0,5 g 

1xPBS 500 ml  1xPBS 10 ml 

→ Unter Rühren auf 60°C erwärmen   

10% Saccharose  20% Saccharose 

D(+)-Saccharose 1 g  D(+)-Saccharose 2 g 

1xPBS 10 ml  1xPBS 10 ml 

0,3% Triton PBS  1xPBS/T 

Triton X100 1,5 ml  Tween 20® 0,1 % 

1xPBS 500 ml  1xPBS 500 ml 

→ Lagerung bei 4°C  → Lagerung bei 4°C 

   

70% Ethanol   100% NDS-Lösung 

Ethanol, absolut p.a. 70 % (V/V)  NDS (lyophilisiert) 600 mg 

dH2O 30 % (V/V)  dH2O 10 ml 

→ Lagerung bei 4°C  → 1 ml Aliquote, Lagerung bei -20°C 

     

     

10% NDS-Lösung  1,5% NDS-Lösung 

100% NDS-Lösung 1 ml  10% NDS-Lösung 1,5 ml 

0,3% Triton PBS 9 ml  0,3% Triton PBS 8,5 ml 
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p62 Multiplexfärbung 

3.4.8 Biochemische Methoden 

Bezeichnung  Hersteller Artikelnummer 

6-Amincapronsäure  Sigma-Aldrich 037K0045 

Ammoniumperoxodisulfat  (APS) Carl Roth 9592.2 

Bovines Serumalbumin  (BSA) Carl Roth 0163.2 

Bromphenolblau  Serva 15375 

cOmplete Mini, EDTA frei  

 

(Protease- 

Inhibitoren) 

Roche 11836153001 

Coomassie-Brilliant-Blue G250  Carl Roth 3862.2 

Dimethylsulfoxid  (DMSO) Sigma-Aldrich D8418 

Ethanol, absolut p.a.  Sigma-Aldrich 34963 

Glycerin  Carl Roth 3783.1 

Glycin  Carl Roth 3908.3 

2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazi-

nyl)-ethansulfonsäure 

(HEPES) Carl Roth 9105.3 

Isopropanol  Carl Roth 9866.2 

Küvetten  Greiner Bio-One 613101 

Magnesiumchlorid x 6 H2O  (MgCl2) Merck 1.05833.1000 

Membran Immobilon® Millipore  PVDF FL Carl Roth T831.1 

Methanol  Carl Roth 4629.2 

Milchpulver Blotting grade Carl Roth T145.1 

Na2-EDTA x 2 H2O  Carl Roth 8043.2 

Na-Deoxycholate 10 % Thermo Fisher Sc. 89904 

Natriumazid  (NaN3) Carl Roth K305 

Natriumchlorid  (NaCl) Carl Roth 9265.3 

Natriumdodecylsulfat  (SDS) Carl Roth 5136.2 

Natriumfluorid  (NaF) Carl Roth P756.1 

Natriumpyrophosphat  (NaPP) Carl Roth T883.1 

Natriumvanadat  (Na3VO4) Sigma-Aldrich 450243 

Nonidet P-40  Thermo Fisher Sc. 85124 

Phosphat-gepufferte Lösung  (1xPBS) Life Technologies 14190094 

Phosphorsäure  (84,5%) Carl Roth 6366.1 

PierceTM BCA Protein Assay Kit  Thermo Fisher Sc. 23227 

Proteinmarker PeqGold IV  PeqLab 27-2110 

Rotilabo Filterpapiere  (0,35 mm) Carl Roth CL69.1 

Rotiphorese® Gel 30  (37,5:1) Carl Roth 3029.2 

Saccharose D(+) Carl Roth 4621.2 

DAPI Stock-Lösung (1 mg/ml)  DAPI (0,1 µg/ml) 

DAPI 10 mg  DAPI Stock-Lösung 0,5 µl 

dH2O 10 ml  0,3% Triton PBS 5 ml 

→ 1 ml Aliquote, Lagerung bei -20°C   

4% PFA  Block-Lösung 

Paraformaldehyd 20 g  1xBSA 1 % 

1xPBS 500 ml  1xPBST/T 10 ml 

→ Unter Rühren auf 60°C erwärmen  → Lagerung auf Eis 
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Tetramethylethylendiamin  (TEMED) Carl Roth 2639.3 

Tricin  Carl Roth 6979.1 

Tris-HCl  Carl Roth 5429.2 

Triton  X-100 Carl Roth 3051.2 

Tween 20®  Carl Roth 9129.1 

 

3.4.8.1 BCA-Proteinbestimmung 

RIPA-Puffer  RIPA-Puffer (1:25) 

NaCl (5 M) 30 ml  RIPA-Puffer 1 ml 

Tris-HCl (1 M) 50 ml  dH2O 24 ml 

Nonidet P-40 10 ml   

10 % SDS 10 ml   

10 % Na-Deoxycholate 50 ml   

dH2O Ad 1000 ml   

→ Lagerung bei 4°C 

 

 

  

BSA (400 µg/ml)  BSA (200 µg/ml) 

BSA Stock (2 mg/ml) 200 µl  BSA (400 µg/ml) 500 µl 

RIPA-Puffer (1:25) 800 µl  RIPA-Puffer (1:25) 500 µl 

     

     

BSA (100 µg/ml)  BSA (50 µg/ml) 

BSA (200 µg/ml) 500 µl  BSA (100 µg/ml) 500 µl 

RIPA-Puffer (1:25) 

 

500 µl  RIPA-Puffer (1:25) 500 µl 

    

BSA (25 µg/ml)  BSA (12,5 µg/ml) 

BSA (50 µg/ml) 500 µl  BSA (25 µg/ml) 500 µl 

RIPA-Puffer (1:25) 500 µl  RIPA-Puffer (1:25) 500 µl 

 

 

    

BSA (6,25 µg/ml)  BSA (3,125 µg/ml) 

BSA (12,5 µg/ml) 500 µl  BSA (6,25 µg/ml) 500 µl 

RIPA-Puffer (1:25) 500 µl  RIPA-Puffer (1:25) 500 µl 

     

     

BSA (1,56 µg/ml)  BSA (0,78 µg/ml) 

BSA (3,125 µg/ml) 500 µl  BSA (1,56 µg/ml) 500 µl 

RIPA-Puffer (1:25) 500 µl  RIPA-Puffer (1:25) 500 µl 
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3.4.8.2 Proteingewinnung 

 

 

3.4.8.3 Gelelektrophorese 

 

Na3VO4 (0,1 M)  10% Triton X-100  

Na3VO4 184 mg  Triton X-100 5 ml 

dH2O Ad 10 ml  dH2O 50 ml 

→ mit NaOH auf pH 10,0 4 einstellen   

   

 

NaCl (1,5 M)  NaF (1 M) 

NaCl 876,6 mg  NaF 629,85 mg 

dH2O Ad 100 ml  dH2O Ad 15 ml 

NaPP (0,2 M)  HEPES (1 M) 

NaPP 797,7 mg  HEPES 47,662 g 

dH2O Ad 15 ml  dH2O Ad 200 ml 

   → mit NaOH auf pH 7,4 einstellen 

EDTA (1 M)  Lysepuffer L 

Na2-EDTA x 2 H2O 37,224 g  NaCl (1,5 M) 1 ml 

dH2O Ad 100 ml  NaPP (0,2 M) 500 µl 

  NaF (1 M) 100 µl 

   10% Triton X-100  1 ml 

   HEPES (1 M) 500 µl 

Bradford-Lösung   Na3VO4 (0,1 M) 200 µl 

Coomassie-Brilliant-Blue  100 mg  EDTA (1 M) 10 µl 

Phosphorsäure (84,5%) 50 µl  dH2O Ad 10 ml 

Ethanol, absolut p.a.  

dH2O 

50 ml  

Ad 1000 ml 

 → Zugabe von 1 Tablette cOmplete Mini, EDTA-

frei vor Gebrauch 

     

     

10x Elphor  1x Elphor 

Tris 30 g  10 x Elphor 100 ml 

Glycin 144 g  dH2O Ad 1000 ml 

SDS 10 g   

dH2O Ad 1000 ml   

→ mit NaOH auf pH 8,3 einstellen   

4x Laemmli 

  SDS 5 g 

  Tris 2,4 g 

Tris (1,8 M)  Glycerin 40 ml 

Tris 218,052 g  Bromphenolblau 4 mg 

dH2O Ad 1000 ml  dH2O Ad 100 ml 

→ mit NaOH auf pH 8,8 einstellen, autoklavieren  → mit HCl auf pH 6,7 einstellen 

1 ml Aliquote, Lagerung bei -20°C 

   

 

   



 
 

46 
 

 

Zweistufige Gele 

 

Gradienten-Gele 

3.4.8.4 Western Blot 

 

 

 

Tris (0,6 M)  10% SDS 

Tris 72,684 g  SDS 10 g 

dH2O Ad 1000 ml  dH2O Ad 100 ml 

→ mit NaOH auf pH 6,8 einstellen, autoklavieren   

     

     

30% APS  10% APS 

APS 15 g  APS 5 g 

dH2O 50 ml  dH2O 50 ml 

11,5% Trenngel  5% Sammelgel  

Rotiphorese® Gel 30 6,5 ml  Rotiphorese® Gel 30 830 µl 

Tris (1,8 M) 3,6 ml  Tris (0,6 M) 500 µl 

dH2O 6,5 ml  dH2O 3,6 ml 

10% SDS  167 µl  10% SDS  50 µl 

TEMED 20 µl  TEMED 10 µl 

30% APS  66,6 µl  30% APS 20 µl 

→ pro 4 Gele  → pro 4 Gele 

Tricin-Gelpuffer  Trenngel 

Tris 363,42 g  Rotiphorese® Gel 30 10 ml 

Tricin 537,51 g  Tricin-Gelpuffer 5 ml 

SDS 0,3 %  Glycerin 2 ml 

dH2O Ad 1000 ml  TEMED 14 µl 

→ mit NaOH auf pH 8,45 einstellen  10% APS 90 µl 

  → pro 4 Gele 

   

Spacergel  Sammelgel 

Rotiphorese® Gel 30 2 ml  Rotiphorese® Gel 30 1 ml 

Tricin-Gelpuffer 1,6 ml  Tricin-Gelpuffer 1,55 ml 

dH2O 1,3 ml  dH2O 3,7 ml 

TEMED 6 µl  TEMED 12 µl 

10% APS 20 µl  10% APS 60 µl 

→ pro 4 Gele  → pro 4 Gele 

   

   

Anode 1-Puffer  Anode 2-Puffer 

Tris 36,3 g  Tris 3,6 g 

Methanol 200 ml  Methanol 200 ml 

dH2O Ad 1000 ml  dH2O Ad 1000 ml 

→ mit HCl auf pH 10,4 einstellen  → mit HCl auf pH 10,4 einstellen 
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Primärantikörper 

Bezeichnung Spezies Hersteller Artikelnummer 

anti-αTubulin Maus CST DM1A 

anti-AKT Kaninchen CST 9272 

anti-pAKT, Ser473 Kaninchen CST 4060 

anti-AMPK Kaninchen CST 23A3 

anti-pAMPK, Thr172 Kaninchen CST 40H9 

anti-Calmodulin (CaM) Kaninchen Proteintech 10541-1-AP 

anti-CaMMK2 Maus Proteintech 11549-1-AP 

anti-GAPDH Kaninchen CST 14C10 

anti-LC3B Kaninchen NovusBiologicals NB100-2220 

anti-LKB1 Kaninchen Proteintech 10746-1-AP 

anti-pLKB1, Ser428 Kaninchen CST C67A3 

anti-p62 Kaninchen MBL PM045 

anti-ULK1 Kaninchen CST D8H5 

anti-pULK1, Ser555 Kaninchen Proteintech 80218-1-RR 

 

Sekundärantikörper 

Bezeichnung Spezies Hersteller Artikelnummer 

CY5 anti-Kaninchen Ziege Amersham 29038278 

Cy3 anti-Maus Ziege Amersham 29038275 

 

3.4.9 Plasmid-Generierung 

Bezeichnung  Hersteller Artikelnummer 

5α competent E. coli  NEB C2987I 

AgarAgar  Carl Roth 2266.1 

Agarose LE  Biozym Scientific 840004 

Ampicillin  Carl Roth K029.2 

Cut Smart-Puffer   NEB B6004S 

Kathodenpuffer  10x TBST 

Tris 3 g  Tris 12,1 g 

6-Aminocapronsäure 5,8 g  NaCl 82,3 g 

Methanol 200 ml  Tween 20® 5 ml 

dH2O Ad 1000 ml  dH2O Ad 1000 ml 

→ mit HCl auf pH 7,6 einstellen  → mit HCl auf pH 8,0 einstellen 

 

 

  

1x TBST  5% Milchpuffer-Blocklösung 

10x TBST 100 ml  Milchpulver 2,5 g 

dH2O Ad 1000 ml  1x TBST 50 ml 

→ steril filtrieren  → frisch herstellen 

5% BSA-Blocklösung  Antikörperverdünnungslösung 

BSA 2,5 g  BSA 5% 

1x TBST 50 ml  Natriumazid 0,05% 

→ frisch herstellen  1x TBST 10 ml 

  → Lagerung bei 4°C 
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Hefextrakt  Carl Roth 2363.2 

Kanamycin  Carl Roth T832.1 

Monarch® Gel Extraction  Kit NEB T1020 

Monarch® Plasmid Miniprep  Kit NEB T1010 

Natriumchlorid  (NaCl) Carl Roth 9265.3 

Plasmid DNA Purification,  

NuceloBond Xtra Maxi® 

Kit Macherey-Nagel 740414.50 

Q5 High-Fidelity DNA  

Polymerase  

 NEB M0491S 

Restriktionsenzym HindIII  

Restriktionsenzym NheI 

Restriktionsenzym XhoI 

 NEB 

NEB 

NEB 

R3104S  

R3131S 

R0146S 

T4 DNA Ligase  NEB M0202S 

Taq DNA Polymerase  + ThermoPol Puffer NEB M0267S 

Trypton  Carl Roth 8952.2 

Zentrifugationsflaschen  Nalgene, Thermo Fis-

her Scientific 

10028850 

 

Primer für KCNN4-emiRFP 670-Kolonie-PCR 

Zielstruktur Forward/Reverse Sequenz 5´- 3´ 

KCNN4 F 

R 

 

R Validierung 

TAC GCT AGC ATG GGC GGG GAG CTG G 

ATG CTC GAG AGA GCC TCC ACC GCC AGA GCC 

TCC ACC GCC TGT GGC CTC CTG GCT GGG 

GCA TGG AAG ACC ACA ATA AG 

   

LB-Agar  LB-Medium 

Trypton 10 g  Trypton 10 g 

Hefeextrakt 5 g  Hefeextrakt 5 g 

NaCl 10 g  NaCl 10 g 

AgarAgar 13,5 g  dH2O Ad 1000 ml 

dH2O Ad 1000 ml  → auf pH 7,4 einstellen, autoklavieren 

→ auf pH 7,4 einstellen, autoklavieren   

   

   

Ampicillin-Stock (50 mg/ml)  Kanamycin-Stock (50 mg/ml) 

Ampicillin 250 mg  Kanamycin 250 mg 

dH2O Ad 5 ml  dH2O Ad 5 ml 

→ Sterilfiltrieren, Lagerung bei -20°C  → Sterilfiltrieren, Lagerung bei -20°C 

   

   

Selektiv-LB-Agarplatten Ampicillin  Selektiv-LB-Agarplatten Kanamycin 

Ampicillin-Stock 200 µl  Kanamycin-Stock 100 µl 

LB-Agar 100 ml  LB-Agar 100 ml 

→ LB-Agar in Mikrowelle erwärmen, Lagerung der 

Platten bei 4°C 

 → LB-Agar in Mikrowelle erwärmen, Lagerung der 

Platten bei 4°C 

   

   

Selektiv-LB-Medium Ampicillin  Selektiv-LB-Medium Kanamycin 

Ampicillin-Stock 1 ml  Kanamycin-Stock 500 µl 

LB-Medium Ad 500 ml  LB-Medium Ad 500 ml 

→ 100 µg/ml, Lagerung bei RT  → 50 µg/ml, Lagerung bei RT 
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emiRFP670 F 

R 

AGA CTC GAG ATG GCG GAA GGC TCC GTC 

CTC AAG CTT TTA GCT CTC AAG CGC GGT GAT 

C 

 

Plasmide 

Plasmid Funktion Hersteller Artikelnummer 

4mt D3 cpV Mitochondrieller CFP/YFP FRET-ba-

sierter Calcium-Indikator 

Addgene 58184, 

M. Davidson 

AKTAR Cytosolischer CFP/YFP FRET- 

basierter AKT Aktivitäts-Reporter 

Addgene 61624, 

J. Zhang 

AMPKAR Cytosolischer CFP/YFP FRET-basier-

ter AMPK Aktivitäts-Reporter 

Addgene 35097, 

l. Cantley 

Car-GECO1 Cytosolischer, single- 

fluoreszierender nah-infrarot  

Calcium-Indikator 

Addgene 45493, 

R. Campbell 

Cyto GEPII 1.0 

(lc-LysM) 

Cytosolischer CFP/YFP FRET- 

basierter Kalium-Indikator 

Eigenproduktion H. Bischof 

D1ER CFP/YFP FRET-basierter  

Calcium-Indikator im endoplasmati-

schen Retikulum 

Eigenproduktion Von H. Bischof/ R. 

Malli/ R. Tsien/ A. 

Palmer 

KCNN4 (untagged) Nicht Fluorophorgekoppeltes KCNN4-

Plasmid (für Maus) 

OriGene MC200643 

Laconic Cytosolischer YFP/CFP FRET- 

basierter Laktat-Indikator 

Addgene 44238, 

L. F. Barros 

Mito GEPII 1.0 

(lc-LysM) 

mitochondrieller CFP/YFP FRET-ba-

sierter Kalium-Indikator 

Eigenproduktion H. Bischof 

mtAT1.03 mitochondrieller CFP/YFP FRET-ba-

sierter ATP-Indikator 

Eigenproduktion Hiromi Imamura/ R. 

Malli/ H. Bischof 

NesAT1.03 Cytosolischer CFP/YFP FRET- 

basierter ATP-Indikator 

Eigenproduktion Hiromi Imamura/ R. 

Malli/ H. Bischof 

pH-Lemon LC3B LC3B gekoppelter YFP/CFP FRET-

basierter pH-Indikator 

Eigenproduktion R. Malli 

Pyronic Cytosolischer YFP/CFP FRET- 

basierter Pyruvat-Indikator 

Addgene 51308, 

L. F. Barros 

TORCAR Cytosolischer CFP/YFP FRET- 

basierter mTORC1 Aktivitäts- 

Reporter 

Addgene, Eigenher-

stellung 

64927, 

R. Malli/ H. Bischof  

    

 

3.4.10 Fluoreszenzbasiertes-Imaging 

Bezeichnung  Hersteller Artikelnummer 

2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazi-

nyl)-ethansulfonsäure  

(HEPES) Carl Roth HN78.3 

2,5-Di-t-butyl-1,4-benzohydroqui-

none  

(BHQ) Sigma Aldrich 286888 

2-Desoxy-D-Glukose  (2-DG) ChemCruz sc-202010 

(2-(N-(7-Nitrobenz-2-Oxa-1,3-Dia-

zol-4-yl)Amino)-2-Desoxyglucose) 

(2-NBDG) BioGems 1860768 

3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-

Diphenyltetrazolium Bromide  

(MTT) ThermoFisher  

Scientific 

M6494 

Adenosintriphosphat  (ATP) Carl Roth K054.3 

Bay-8002  Sigma Aldrich SML2670 

Calciumchlorid  (CaCl2) Carl Roth 5239.3 
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Carbonyl Cyanid-p-Trifluorome-

thoxyphenylhydrazon  

(FCCP) ChemCruz sc-203578 

Dimethylsulfoxid  (DMSO) Sigma-Aldrich D8418 

Ethylenglycol-bis(aminoethyl-

ether)-N,N,N′,N′-Tetraessigsäure  

(EGTA) Carl Roth 3054.2 

FURA-2  AAT Bioquest 21027 

Glukose-Monohydrat  Carl Roth 6889.1 

GlutaMAX™ Supplement  100X (200 mM L-Glu-

tamin) 

Thermo Fisher  

Scientific 

35050061 

Gramicidin  Sigma Aldrich 50845 

Ionomycin  Fermentek 56092-82-1 

Kaliumchlorid  (KCl) Carl Roth 6781.1 

Magnesiumchlorid  (MgCl2) Carl Roth A539.1 

MEM Amino Acids Solution  50X (Aminosäuren) Thermo Fisher Sc. 11130051 

Natriumchlorid  (NaCl) Carl Roth 9265.2 

N-Methyl-D-glucamin  (NMDG) Sigma Aldrich 66930 

Oligomycin-A  ChemCruz sc-202263 

PolyJetTM In Vitro DNA Transfec-

tion Reagent 

 SignaGen SL100688 

Tetramethylrhodamin-methylester  (TMRM) Invitrogen 11550796 

 

3.4.10.1 Analysenpuffer und Sensoren 

Alle Messpuffer wurden ergänzend mit jeweils 2 µM TRAM-34 hergestellt. Dazu werden 400 

µl TRAM-34 (5 mM) in 1000 ml Messpuffer verdünnt und auf einen pH von 7,42 eingestellt. 

 

  

NaCl (1 M)  KCl (1 M) 

NaCl 58,44 g  KCl 74,55 g 

dH2O 

 

 

Ad 1000 ml  dH2O Ad 1000 ml 

CaCl2 (100 mM)  MgCl2 (100 mM) 

CaCl2 11,10 g  MgCl2 9,52 g 

dH2O Ad 1000 ml  dH2O Ad 1000 ml 

   

   

Messpuffer  Messpuffer, calciumfrei 

NaCl (1000 mM) 140 ml  NaCl (1000 mM) 140 ml 

KCl (1000 mM) 5 ml  KCl (1000 mM) 5 ml 

CaCl2 (100 mM) 20 ml  MgCl2 (100 mM) 10 ml 

MgCl2 (100 mM) 10 ml  HEPES 2,38 g 

HEPES 2,38 g  Glukose-Monohydrat 1,99 g 

Glukose-Monohydrat 1,99 g  EGTA 380,35 mg 

GlutaMAX™ 10 ml  GlutaMAX™ 10 ml 

MEM Amino Acids 20 ml  MEM Amino Acids 20 ml 

dH2O Ad 1000 ml  dH2O Ad 1000 ml 

→ auf pH 7,42 einstellen, frisch herstellen  → auf pH 7,42 einstellen, frisch herstellen 

   

   



51 
 

 

 

  

Messpuffer, glukosefrei  Bay-8002 (3 mM) 

NaCl (1000 mM) 140 ml  Bay-8002 12,45 mg 

KCl (1000 mM) 5 ml  DMSO Ad 10 ml 

CaCl2 (100 mM) 20 ml  → 100 µl Aliquote, Lagerung auf -20°C  

MgCl2 (100 mM) 10 ml    
HEPES 2,38 g   
NMDG 488,05 mg  Bay-8002 (3 µM) 

GlutaMAX™ 10 ml  Bay-8002 (3 mM) 100 µl 

MEM Amino Acids 20 ml  Messpuffer (± glukosefrei) Ad 100 ml 

dH2O Ad 1000 ml    

→ auf pH 7,42 einstellen, frisch herstellen 

 

 

  

 

FCCP (5 mM)  FCCP (500 nM) 

FCCP 12,70 mg  FCCP (5 mM) 10 µl 

DMSO Ad 10 ml  Messpuffer Ad 100 ml 

→ 100 µl Aliquote, Lagerung auf -20°C    

Oligomycin-A (3 mM)  Oligomycin-A (3 µM) 

Oligomycin-A 23,73 mg  Oligomycin-A (3 mM) 100 µl 

DMSO Ad 10 ml  Messpuffer (± glukosefrei) Ad 100 ml 

→ 100 µl Aliquote, Lagerung auf -20°C   

   

ATP (100 mM)  ATP (100 µM) 

ATP 551 mg  ATP (100 mM) 100 µl 

DMSO Ad 10 ml  Messpuffer (± calciumfrei) Ad 100 ml 

→ 100 µl Aliquote, Lagerung auf -20°C   

   

   

BHQ (30 mM)  BHQ (15 µM) 

BHQ 6,67 mg  BHQ (30 mM) 50 µl 

DMSO Ad 1 ml  Messpuffer (± calciumfrei) Ad 100 ml 

→ frisch herstellen   

   

   

Gramicidin (3 mM)  Gramicidin (3 µM) 

Gramicidin 50 µg  Gramicidin (3 mM) 100 µl 

DMSO 8,85 ml  Messpuffer Ad 100 ml 

→ 100 µl Aliquote, Lagerung auf -20°C   

   

   

Ionomycin (3 mM)  Ionomycin (3 µM) 

Ionomycin 21,27 mg  Ionomycin (3 mM) 100 µl 

DMSO Ad 10 ml  Messpuffer (± calciumfrei) Ad 100 ml 

→ 100 µl Aliquote, Lagerung auf -20°C   
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3.4.10.2 Transfektionen 

Pro Ansatz wird jeweils Lösung A in Lösung B überführt und nach 10 min Inkubation bei RT 

zu 1 ml Zellkulturmedium / 35 mm Well oder 6 Well zugegeben. Für kleinere Transfektionsan-

sätze (bspw. Färbungen in 8 Wells) werden die Lösungsvolumina entsprechend extrapoliert. 

 

3.4.10.3 Calcium Messungen (FURA-2) 

Für Experimente mit einer pharmakologischen Inhibition des IK-Kanals, wurde analog der 

Messpuffer mit 2 µM TRAM-34 versetzt (siehe 3.4.10.1). 

 

 

3.4.10.4 Messung des mitochondrialen Membranpotenzials  

Für Experimente mit einer pharmakologischen Inhibition des IK-Kanals oder IK rescue, wurde 

analog der Messpuffer mit 2 µM TRAM-34 versetzt (siehe 3.4.10.1), oder der IK-Kanal via 

transienter Transfektion des KCNN4 (untagged)-Plasmids (OriGene, siehe 3.4.9) in KO Zellen 

re-exprimiert. 

 

2-DG (3 M)  2-DG (3 mM) 

2-DG 246,24 mg  2-DG (3 M) 100 µl 

DMSO Ad 500 µl  Messpuffer Ad 100 ml 

→ frisch herstellen   

 

 

  

Lösung A, Polyjet  Lösung B, Plasmid 

Polyjet 3 µl  Plasmid 1/ 0,3 µg/ml 1 µl 

IMEM (mit Phenolrot) 50 µl  IMEM (mit Phenolrot) 50 µl 

   

   

FURA-2 (1 mM)  FURA-2 (3,3 µM) 

FURA-2 1,00 mg  FURA-2 (1 mM) 3,3 µl 

DMSO Ad 1 ml  Messpuffer Ad 1 ml 

→ 20 µl Aliquote, Lagerung auf -80°C   

   

TMRM (10 mM)  TMRM (100 µM) 

TMRM 25 mg  TMRM (10 mM) 10 µl 

DMSO 5 ml       DMSO Ad 1 ml 

→ 1 ml Aliquote, Lagerung auf -80°C  → 20 µl Aliquote, Lagerung auf -80°C 

   

 

 

  

TMRM (200 nM)  FCCP in TMRM-Puffer (10 µM) 

TMRM (100 µM) 2 µl  FCCP (5 mM) 2 µl 

Messpuffer 1 ml       TMRM (200 nM) Ad 1 ml 

  → frisch herstellen, 50 µl auf 950 µl 
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3.4.10.5 Glukose Aufnahme 

 

3.4.11 Extrazellulärer Flux Messungen (Seahorse) 

Die Herstellung von Zellkulturmedium ± TRAM-34 ist in Kapitel 3.4.3 aufgeführt, sowie die 

Zusammensetzung von FCCP (5 mM) in Abschnitt 3.4.10.1 erläutert. Des Weiteren sind die 

Kalibrierlösung und XF Medium von Agilent Teil eines Kits und liegen soweit möglich ge-

brauchsfertig vor. Letzteres wird für ideale Bedingungen, wie nach Herstellerangaben, mit 10 

mM Glukose, 1 mM Pyruvat und 2 mM L-Glutamin supplementiert (Seahorse Medium). 

 

Bezeichnung  Hersteller Artikelnummer 

Antimycin-A  Sigma-Aldrich A8674 

Carbonyl cyanide-p-trifluorome-

thoxyphenylhydrazone  

(FCCP) ChemCruz sc-203578 

Dimethylsulfoxid  (DMSO) Sigma-Aldrich D8418 

Fetales Kälberserum  (FCS) Thermo Fisher Sc. 10270106 

Glukose-Monohydrat  Carl Roth 6889.1 

GlutaMAX™ Supplement  100X (200 mM  

L-Glutamin) 

Thermo Fisher Sc. 35050061 

IMEM mit Phenolrot  Thermo Fisher Sc. A1048901 

Natrium-Pyruvat  Thermo Fisher Sc. 11360070 

Oligomycin-A  ChemCruz sc-202263 

Penicillin/ Strepromycin  (Pen/Strep) Thermo Fisher Sc. 15140122 

Seahorse Multiplatten 24 Well Agilent 100777-004 

Seahorse Cartrigde  Agilent In 102342-100 

Seahorse Mito-Stress-Kit (Sea-

horse FluxPaks) XF24 

 Agilent 102342-100 

Seahorse XF Calibrant  Agilent 100840-000 

TRAM-34  Pharm. Chemie,  

Universität Tübingen  

Eigenherstellung 

(JProf. Dr. Pierre Koch) 

XF Medium  Agilent 103575-100 

 

2-NBDG (10 mM)  2-NBDG (100 µM) 

2-NBDG 3,42 mg  2-NBDG (10 mM) 10 µl 

DMSO Ad 1 ml  Zellkulturmedium Ad 1 ml 

→ 10 µl Aliquote, Lagerung auf -20°C   

   

Glukose (1 M)  Pyruvat (100 mM) 

Glukose-Monohydrat 1,80 g  Pyruvat 88 mg 

dH2O Ad 10 ml  dH2O Ad 10 ml 

 

 

    

Seahorse Zellpuffer  Seahorse Zellpuffer, TRAM-34 

Glukose (1 M) 300 µl  Glukose (1 M) 300 µl 

Pyruvat (100 mM) 300 µl  Pyruvat (100 mM) 300 µl 

GlutaMAX (200 mM) 300 µl  GlutaMAX (200 mM) 300 µl 

XF Medium Ad 30 ml  TRAM-34 (5 mM) 12 µl 

   XF Medium Ad 30 ml 
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  Oligomycin-A (1 mM)  FCCP (100 µM) 

Oligomycin-A 7,91 mg  FCCP (5 mM) 200 µl 

DMSO 

 

 

Ad 10 ml  DMSO Ad 10 ml 

Antimycin-A (1 mM)   

Antimycin-A 5,48 mg    
DMSO Ad 10 ml    

   

   

Seahorse Oligomycin-A (2 µM)  Seahorse FCCP (0,2 µM) 

Oligomycin-A (1 mM) 1,65 µl  FCCP (100 µM) 1,86 µl 

Seahorse Zellpuffer (± TRAM-34) 825 µl  Seahorse Zellpuffer (± TRAM-34) 930 µl 

   

   

Seahorse FCCP (0,4 µM)  Seahorse Antimycin-A (2,5 µM) 

FCCP (100 µM) 4,14 µl  Antimycin-A (1 mM) 2,85 µl 

Seahorse Zellpuffer (± TRAM-34) 1035 µl  Seahorse Zellpuffer (± TRAM-34) 1140 µl 
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4 Methoden 

4.1 Mausmodelle 

FVB/N 

Die Friend leukemia virus B (FVB/N) Mauslinie wurde im National Institute of Health (NIH, 

USA) etabliert und beschreibt eine weiße Labormaus, welche kommerziell über Jackson La-

boratories erhältlich ist. Die Vorteile dieser Linie entstehen durch die schnelle biologische Re-

produktionsrate mit großen Wurfzahlen, sowie leicht detektierbaren Pronuklei, die in befruch-

teten Eiern nachweisbar sind (Mahler et al., 1996). Letztere sind wichtig für die Krykonservie-

rung und somit den Zuchterhalt, sowie transgenetische Veränderungen in der Forschung. Des 

Weiteren sind FVB/N Mäuse aggressiv und weisen einen veränderten zirkadianen Rhythmus 

auf, welches die erhöhte Aktivität begünstigt (Pugh et al., 2004). Ca. 60% der Tiere überleben 

24 Monate (Ø >15 Monate), wobei wiederum ca. 60% dieser Tiere an Tumoren oder Läsionen 

erkranken (Mahler et al., 1996). Diese hohe Vulnerabilität prädestiniert die FVB/N Mauslinie 

als Modell für die onkologische Forschung. 

MMTV-PyMT 

Zur Untersuchung von spontanen Brusttumoren wurde das MMTV-PyMT Modell auf Hinter-

grund der FVB/N Maus entwickelt. Dieses etablierte Modell setzt sich dabei aus dem Promotor 

MMTV und dem Onkogen PyMT zusammen. Das in dieser Arbeit verwendete Modell wurde 

im hiesigen Arbeitskreis (von SV129) auf FVB/N Hintergrund rückgezüchtet und etabliert 

(Mohr, 2020, Steudel, 2016). Das Maus-Mammatumorvirus (MMTV) beschreibt dabei einen 

Retrovirus, welches vorrangig in das Genom der Brustdrüsen-Epithelzellen integriert (Callahan 

and Smith, 2000). Dabei kann eine Integration in einer Silent-region des Wirtsgenoms lediglich 

zu einer schwachen Brustdrüsen-Hyperplasie führen, erhöht jedoch nicht die Kanzerogenität 

der Brustdrüse. Folgt die Integration allerdings Nahe eines Onkogens (z.B. PyMT) erhöht 

MMTV durch eine dauerhafte Aktivierung der viralen long terminal repeats (LTRs) dessen Ex-

pressionseffizienz (Attalla et al., 2021). Eine gesteigerte Expression des Polyoma Virus middle 

T antigen (PyMT oder PyVmT) in den Brustdrüsen erzeugt somit schnell wachsende 

Mammakarzinome mit einem erhöhten Metastasierungspotenzial (Attalla et al., 2021). Wenn-

gleich der genaue molekulare Wirkmechanismus nicht vollständig geklärt ist, vermutet man 

eine Nachahmung einer Tyrosin-Kinase Aktivität des PyMTs (Attalla et al., 2021). Dabei formt 

PyMT einen Komplex mit PP2A (Protein Phosphatase 2), welches wiederum die SRC-Kinasen 

rekrutiert. Diese proto-onkogene Tyrosin-Kinase SRC phosphoryliert PyMT an mehreren Re-

gionen. Je nach Phosphorylierungsstelle können somit unterschiedliche Signalwege aktiviert 

werden (Guy et al., 1994). Die Phosphorylierung am Tyrosin250 von PyMT aktiviert das Adap-

ter-Protein SHC, welches über die Signalkaskade von RAS/RAF und MEK/ERK letztendlich 

die Profileration induziert. Des Weitern werden die Phospholipase C, sowie der PI3K-AKT 

Signalweg phosphoryliert. Letztere erhöhen die Motilität, Differenzierung, Wachstum und Me-

tastasierungsrate (Markland and Smith, 1987, Webster et al., 1998).  

Heterozygote MMTV-PyMT FVB/N-Weibchen entwickeln somit im Durchschnitt nach 53 Tagen 

Brusttumore und Lungenmetastasen (Inzidenz von 80-90%). Analog entwickeln Männchen 

erst sehr viel später Tumore, weswegen in der Zucht (siehe Abschnitt 4.1.1), nur männliche 

FVB/N Tiere Träger des MMTV-PyMT-Allels sind. Heterozygote MMTV-PyMT FVB/N Tiere 

sind vital und weisen keine körperliche Beeinträchtigungen auf. Aufgrund der geringen Hete-

rogenität des MMTV-PyMT Modells ist der Großteil als Luminal B Adenokarzinome zu 
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klassifizieren (Attalla et al., 2021), was ebenfalls dem Großteil der humanen Mammakarzi-

noms-Inzidenzen entspricht (siehe Tabelle 1) (Xue et al., 2012). Zusammengenommen gilt 

das MMTV-PyMT Mausmodell auf FVB/N-Hintergrund als nützliches präklinisches Werkzeug 

zur Untersuchung von aggressiven Brusttumoren, sowie Lungenmetastasen. 

IK 

Die IK KO-Mauslinie (KCNN4tm1.1Jele/RuLu) wurde durch homologe Rekombination am Pharma-

zeutischen Institut generiert. Durch das Cre/loxP-Verfahren konnte das Exon 2 des IK-Kanals 

deletiert werden, welches für die Porenregion codiert (Sausbier et al., 2006). Die ursprünglich 

auf SV129-Hintergrund generierten Mäuse wurden ebenfalls am Pharmazeutischen Institut auf 

den FVB/N-Hintergrund rückgekreuzt (N9 Generationen) (Steudel et al., 2017).  

BK 

Die BK KO-Mauslinie (KCNMA1tm1Ruth) wurde durch homologe Rekombination am Pharmazeu-

tischen Institut generiert (Sausbier et al., 2004). In dieser Mauslinie wurde Exon 8 des 

KCNMA1-Gens deletiert, welches für die Porenregion codiert. Die ursprünglich auf C57Bl/6-

Hintergrund generierten Mäuse wurden ebenfalls am Pharmazeutischen Institut auf den 

FVB/N-Hintergrund rückgekreuzt (N9 Generationen) (Mohr et al., 2022).  

 

4.1.1 Tierhaltung und Verpaarung 

Alle in dieser Arbeit verwendeten Versuchstiere wurden im Rahmen der geltenden tierschutz-

rechtlichen Bestimmungen gezüchtet. Die Tiere befanden sich im Tropeninstitut der Eberhard-

Karls-Universität Tübingen (Wilhelmstraße 27, 72072 Tübingen, Raum 8 A) in speziellen SPF-

Tierhaltungsräumen (spezifisch pathogenfrei). Unter kontrollierten Bedingungen von 22 ± 1°C 

Raumtemperatur und 55 ± 5% Luftfeuchtigkeit wurden die Tiere in IVC Käfigen (isolated ven-

tilated cages) des Typs Makrolon T2 long (Haltung) und Makrolon T3 (Verpaarung) gehalten. 

Für eine Ohrlochmarkierung, Palpation, Gewichtskontrolle, Tumorentnahme oder Verpaarung 

wurden die Käfige ausschließlich unter einer laminar air flow geöffnet. Die Mäuse unterlagen 

einem standardisierten Tag-Nacht-Rhythmus (12 h/12 h) und hatten Zugang zu Wasser und 

Fenbendazol behandelten Standardtierpellets ad libidum. Alle durchgeführten Tierversuche 

wurden von der zuständigen Tierschutzbehörde (Regierungspräsidium Tübingen) unter Be-

achtung des geltenden deutschen Tierschutzgesetzes genehmigt und durch Veterinäre des 

Universitätsklinikums Tübingen begleitet und kontrolliert. 

Zur Generierung der MMTV-PyMT WT- und IK KO-Tiere auf FVB/N-Hintergrund wurden ca. 8 

Wochen alte MMTV-PyMT tg/+ Männchen mit heterozygoten mindestens 6 Wochen alten IK L1/+ 

Weibchen verpaart. L1 entspricht in diesem Fall dem globalen KO (–) eines Allels. Die in der 

F1 Generation generierten MMTV-PyMT tg/+ x IK L1/+ Männchen (12,5%) wurden erneut mit 

einem heterozygoten IK L1/+ Weibchen verpaart. In der F2 Generation konnten jeweils mit einer 

Wahrscheinlichkeit von 6,25% Weibchen mit MMTV-PyMT tg/+ x IK +/+ (WT) oder MMTV-PyMT 
tg/+ x IK L1/L1 (IK KO) generiert werden. Analog zu Abbildung 4.1 wurden die globalen MMTV-

PyMT BK KO-Tiere gezüchtet. Die in dieser Arbeit verwendeten WT- und KO-Tiere wurden in 

vorangegangenen Arbeiten analog generiert und gelten damit als etabliertes Modell (Mohr et 

al., 2019a, Mohr et al., 2022, Steudel et al., 2017). 
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Abbildung 4.1: Verpaarungsschema zur Generierung der MMTV-PyMT WT und IK KO FVB/N Versuchstiere 

Im ersten Schritt werden heterozygote MMTV-PyMT tg/+ Männchen mit heterozygoten IK L1/+ Weibchen verpaart. 

Die resultierenden Männchen der F1 Generation (MMTV-PyMT tg/+ x IK L1/+) werden erneut mit heterozygoten IK 
L1/+ Weibchen verpaart. In der F2 Generation entstehen brusttumortragende globale IK KO (MMTV-PyMT tg/+ x IK 
L1/L1) sowie IK WT (MMTV-PyMT tg/+ x IK +/+) Versuchstiere. Es werden nur Weibchen als Versuchstiere verwendet. 

(FVB: Friend Virus B; IK: Calcium-aktivierter Kaliumkanal mit mittlerer Leitfähigkeit; MMTV: Maus-Mamma-Tumor-

Virus; PyMT: polyoma virus middle T antigene; tg: transgen; L1: KO in einem Allel des IK Kanals (L1/+ entspricht -

/+)) 

 

4.1.2 Genotypisierung 

Die Genotypisierung dient zur Identifikation der Zucht-, sowie Versuchstiere und wurde im Alter 

von 2-3 Wochen analog vorheriger in vivo Untersuchungen durchgeführt (Mohr et al., 2019a, 

Steudel et al., 2017). Dafür wurden Ohrlochmarkierungen mittels Stanz-Zange gesetzt, welche 

der Identifikation der Maus diente und zeitgleich Gewebe zur Genotypisierung lieferte. Nach 

DNA-Isolation, Gen-Amplifikation und Auftrennung via Gelelektrophorese konnten die Tiere im 

Alter von 3 Wochen entsprechend ihres Genotyps (und Geschlechts) abgesetzt werden.  

 

4.1.2.1 DNA-Isolation aus Ohrlochstanzen 

Mit Hilfe einer 2 mm Lochstanze wurden der Maus bis zu drei Keile aus der Ohrmuschel ent-

nommen und für die direkte Lyse bei 4°C oder für längere Konservierung bei -20°C gelagert. 

Abbildung 4.2 zeigt das entsprechende Stanzschema. 

Zur DNA-Isolation wurde das kommerziell erwerbliche KAPA-Kit verwendet und nach Herstel-

lerangaben durchgeführt (Biosystems, 2017). Das Kit beinhaltet das KAPA Express Extract 

Enzyme (1 U/μl), den KAPA Express Extract Buffer (10 x), sowie den KAPA2G Fast Genoty-

ping Mix. Letzteres ist ein Konglomerat aus DNA-Polymerase, Reaktionspuffer plus Ladepuf-

fer, Desoxynukleotidtriphosphaten (dNTPs) und Magnesiumchlorid. 
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Zu Beginn der Isolation wurde ein Mastermix aus 1 µl Extraktionsenzym, 5 µl Extraktionspuffer 

und 44 µl dH2O (3.4.1.1), entsprechend der Probenanzahl hergestellt. Eine Inkubation bei 

75°C und 500 rpm für 10 min im Thermoschüttler induzierte die Lyse der Zellen, die Degradie-

rung der Nukleasen, sowie Proteine und sorgte somit zur Freisetzung der DNA. Eine anschlie-

ßende Hitze-Inaktivierung des Extraktionsenzyms erfolgte bei 95°C und 500 rpm für 5 min. Im 

folgenden Schritt wurden die Proben für 1 min bei 12.000 rpm zentrifugiert und der Überstand 

extrahiert. Zur kurzfristigen Lagerung wurden die DNA-Isolate auf 4°C gekühlt oder über Nacht 

bei -20°C eingefroren. 

 

4.1.2.2 Polymerase Kettenreaktion 

Mit Hilfe der Polymerase Kettenreaktion (engl. PCR) werden spezifische DNA-Abschnitte en-

zymatisch amplifiziert, sodass diese in ausreichender Menge detektierbar werden. 

Dafür wurden Primer (Oligonukleotide) entwickelt, welche an den Flanken des gewünschten 

Genabschnitts binden. Der Vorwärts-Primer (forward, F) hybridisiert an das 3´-Ende des co-

dierenden Strangs, während der Rückwärts-Primer (reverse, R) am 3´-Ende des Komplemen-

tärstrangs bindet. Des Weiteren wurden die jeweiligen Primer so designed, dass eine Unter-

scheidung der erwarteten Amplikongrößen zwischen KO und WT im Gel eindeutig möglich ist. 

Alle Primersequenzen sind in Abschnitt 3.4.1.1 aufgeführt. 

Tabelle 2 zeigt ein vom Hersteller modifiziertes Pipettierschema des PCR-Mastermixes 

(Biosystems, 2017). 25 µl Mastermix und 1,3 µl Proben-DNA wurden in ein 200 µl PCR-Reak-

tionstube überführt und anschließend im Mastercycler (3.4.1.1) amplifiziert. 

Während der PCR kommt es nun zu verschiedenen Temperaturphasen, welche zyklisch wie-

derholt werden. Da im KAPA2G Mix allerdings eine spezielle Fast Hot Start DNA-Polymerase 

verwendet wurde, musste diese vorab für 3 min bei 94°C aktiviert werden. Im Anschluss folg-

ten 30 Zyklen beginnend mit einer Probendenaturierung für 30 sec bei 94°C. Nach Abkühlen 

auf ca. 57°C für 30 sec können die entstandenen DNA-Einzelstränge mit den Primern hybridi-

sieren (Annealing). Die genauen Annealing-Temperaturen (abhängig von der Primersequenz 

und dem zu amplifizierenden Fragment) lagen für MMTV-PyMT bei 64°C und für IK bei 57°C. 

Im letzten Schritt wurden die DNA-Fragmente durch die thermostabile Polymerase für 30 sec 

bei 72°C amplifiziert (Elongation). Nach Beenden der 30 Zyklen wurde die Temperatur zur 

finalen Elongation für 5 min bei 72°C stabil gehalten bevor die Proben anschließend auf 10°C 

heruntergekühlt wurden. 

 

Tabelle 2: Pipettierschema zur Genotypisierungs-PCR 

Mastermix MMTV-PyMT IK 

KAPA 2G 12,5 µl 12,5 µl 

Primer F1 1 µl 0,5 µl 

Primer R1 1 µl 0,5 µl 

Primer F2 1 µl 0,5 µl 

Primer R2 1 µl - 

DMSO 1 µl 0,25 µl 

dH2O 7,5 µl 10,75 µl 



59 
 

4.1.2.3 Gelelektrophorese und Detektion 

Mit Hilfe der Gelelektrophorese können die amplifizierten DNA-Fragmente nach Größe aufge-

trennt werden (Addgene, 2018). Da die Phosphatgruppen des Zucker-Phosphat-Rückgrats 

negativ geladen sind, können durch Anlegen einer Spannung, die DNA-Moleküle umgekehrt 

proportional zu ihrer Größe zum Pluspol wandern. Aufgrund des konstanten Ladung-Masse-

Verhältnis hängt die elektrophoretische Wanderungsgeschwindigkeit der DNA nur von der 

Größe der untersuchten Molekül ab. 

Für die Genotypisierung wurden 2%ige Agarosegele hergestellt (3.4.1.2) und mit 0,1 µl/ml 

Ethidiumbromid versetzt. Das ausgehärtete Agarosegel wurde anschließend in eine horizon-

tale Elektrophoresekammer überführt und mit 1xTBE-Puffer überschichtet. 

Da der KAPA2G-Mix bereits Ladepuffer enthält, konnten die Proben direkt und vollständig in 

die Taschen pipettiert werden. Als Marker wurden ebenfalls 12 µl 2-Log DNA-Marker aufge-

tragen (3.4.1.2). Durch Anlegen einer Spannung von 80 mV bis zum Austritt der DNA aus der 

Tasche, sowie Steigerung auf 120 mV bis zum Ende der Lauffront am Gelrand, wurden die 

Amplikons nach Größe aufgetrennt. Die anschließende UV-Detektion im Geldokumentations-

gerät (3.4.1.2) machte die DNA-Ethidiumbromid-Interkalate sichtbar (Banerjee et al., 2014). 

Mit Hilfe des 2-Log-Markers war ein Vergleich der Bandengröße und somit eine Aussage über 

die Fragmentlänge und den Genotyp der Probe möglich. Repräsentative Aufnahmen der 

MMTV-PyMT, IK und MMTV-PyMT DNA-Banden sind in Abbildung 4.2 zu sehen. 

 

 

Abbildung 4.2: Schema der Ohrlochstanzung und repräsentatives Genotypisierungsergebnis 

Die Ohrlochstanzung dient der Kenntlichmachung der Mäuse, sowie zeitgleicher Gewinnung von Biopsien zur Ge-

notypisierung. (A) Je nach Stanzung können Mäuse mit den Nummern 1 bis 100 versehen werden. Aus dem Ge-

webe wird DNA isoliert, durch eine PCR amplifiziert und mittels Agarose-Gelelektrophorese aufgetrennt. (B) Re-

präsentative Ergebnisse der Gelelektrophorese zeigen MMTV-PyMT Kontroll- (200 bp) sowie transgene Banden 

(560 bp), Amplikons der IK Kontroll- (250 bp) und KO-(500 bp) Allele (bp: Basenpaare; IK: Calcium-aktivierter Ka-

liumkanal mit mittlerer Leitfähigkeit; MMTV: Maus-Mamma-Tumor-Virus; PyMT: polyoma virus middle T antigene; 

tg: transgen; L1: KO in einem Allel des IK Kanals (L1/+ entspricht -/+); +: Wildtyp-Allel) 

 

 

4.1.3 Palpation und Wachstumskotrolle der Brusttumoren in vivo 

Zur Kontrolle des Tumorwachstums in MMTV-PyMT Weibchen wurden diese ab einem Alter 

von 40 Tagen wöchentlich palpiert, gewogen und optisch überprüft. Das Allgemeinwohl des 

Tieres wurde durch eine optische Prüfung des Fells, des Ganges, des Verhaltens und der 
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Atmung gewährleistet. Des Weiteren wurden die Tiere gewogen und ihr Gewicht einerseits mit 

den Wochen zuvor und andererseits mit nicht belasteten Tieren desselben Alters verglichen. 

Etwaige Gewichtsschwankungen konnten ein Indiz für einen Mangel des Allgemeinwohls des 

Tieres darstellen, sowie eine Umfangsvermehrung (Tumor) kenntlich machen. Zu starke 

Schwankungen des Gewichts, führten zum Ausschluss des Tieres aus dem Versuch. Der 

letzte Schritt der Wachstumskotrolle war die Palpation der Brustdrüsen. Beim Tasten eines 

Knoten wurde dieser zeitlich notiert, sowie mittels Schieblehre (3.4.2) in seinem Umfang be-

stimmt. Ab dem Zeitpunkt einer positiven Palpation wurden die Tumore engmaschiger kontrol-

liert und sämtliche oben genannten Untersuchungen drei Mal wöchentlich wiederholt. Nach-

dem der Maximaldurchmesser von 15 mm eines Tumors, oder mehrere Tumore einen addier-

ten Gesamtdurchmesser von 30 mm erreicht haben, wurden die Tiere euthanisiert (siehe Ab-

schnitt 4.1.4). Dasselbe Vorgehen wurde auch bei Erreichen anderer Abbruchkriterien ange-

wandt.  

Der Zeitraum zwischen Geburt und Auftreten der ersten positiven Palpation wurde als Tumor-

freies Überleben (tumor free survival, TSF) auf die Gesamtzahl der im Versuch befindlichen 

Mäuse bezogen (in %). Um ein mögliches verzögertes oder verlangsamtes Tumorwachstum 

zu eruieren, wurde das Gesamtüberleben (overall survival, OS) der Tiere analysiert. Dieses 

berechnete sich aus der Differenz des Geburts- und Todeszeitpunkts bzw. dem Erreichen ei-

nes Abbruchkriteriums. Alle in vivo Untersuchungen wurden ebenfalls in vorangegangenen 

Studien etabliert (Mohr et al., 2019a, Mohr et al., 2022, Steudel et al., 2017) und im Rahmen 

der geltenden Tierversuchsanträge von geschultem Personal durchgeführt. 

 

4.1.4 Tumor- und Organentnahme 

Alle Tiere, welche ein Abbruchkriterium erreichten wurden mit CO2 entsprechend der gesetz-

lichen Vorgaben (§ 4 TschG) eingeschläfert. Durch einen zusätzlichen Genickbruch wurde der 

Tod der Tiere sichergestellt. Anschließend folgte eine finale Gewichtsbestimmung, sowie die 

Tumor- oder Organentnahme, analog vorheriger Versuche (Mohr et al., 2019a, Mohr et al., 

2022, Steudel et al., 2017). Hierzu wurde die Maus auf dem Rücken mittels Präparationsna-

deln über die Extremitäten auf der Sektionsfläche (Styropor) fixiert. Mit einer Präparierschere 

wurde ein medianer Schnitt von 20 mm Länge in der Längsachse der Maus von caudal nach 

cranial ausgeführt. Nach Entfernung des  Fells konnten die Brustdrüsen und somit auch die 

Tumoren freigelegt werden. Unter Zuhilfenahme eines Skalpells (3.4.2) wurde der Tumor vom 

umliegenden Gewebe getrennt und entnommen. Im weiteren Verlauf wurden Fett und/oder 

Bindegewebe vorsichtig vom Tumor entfernt und mit 1xPBS gewaschen, sowie anschließend 

gewogen. Das Tumorvolumen konnte rechnerisch, auf Grundlage der mittels Schieblehre ge-

messene Maße, mit folgender Formel ermittelt werden (Faustino-Rocha et al., 2013): 
2∗Breite+Länge

2
 . 

Zur Entnahme weiterer Organe (z.B. Leber und Lunge) wurde im Folgenden das Abdomen mit 

einer Präparierschere eröffnet. Zu- und abführende Blutgefäße wurden vor der Entnahme ge-

kappt. Für die Entnahme der Lunge wurde zunächst das Diaphragma mit Hilfe eines Skalpells 

entlang des Rippenbogens abgelöst und letzteres vorsichtig aufgespannt. Nach Unterbre-

chung der Gefäßverbindungen zum Herzen, sowie der Durchtrennung der Trachea, wurden 

die Lungenflügel aus dem Thorax entnommen. Die Organe wurden im Anschluss in 1xPBS 

gewaschen und gewogen. Je nach Verwendung der Gewebe, wurden diese direkt weiterver-

arbeitet oder entsprechend gelagert. Zur in Kulturname wurden die Tumore in 
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Zellkulturmedium überführt (3.4.3), zur RNA Isolation bei -80°C eingefroren (4.3) oder für his-

tochemische Färbungen in Tissue-Tek® eingebettet (0). Das weitere Vorgehen wird in den 

entsprechenden Kapiteln detailliert beschrieben. 

 

4.2 Zellkultur 

Insgesamt wurden pro Genotyp n=5 Tumore aus fünf verschiedenen MMTV-PyMT Mäusen 

isoliert und in Kultur gebracht. Die sich daraus ergebenen  primären WT und IK KO Zelllinien 

wurden auf morphologische Homogenität (Abbildung 4.3 A) und ihren Tumorstatus mittels Est-

rogen Rezeptor α Immunfluoreszenz-Färbung (ERα, Tumorzellmarker) überprüft (Abbildung 

4.3 B, Abschnitt 4.6.3). Analog wurde das zelluläre MMTV-PyMT Mammakarzinom Modell in 

mehreren Studien der hiesigen Abteilung validiert (Mohr et al., 2019a, Steudel et al., 2017). 

Um Kontaminationen zu vermeiden, wurden alle Experimente mit Zellen in einer sterilen la-

minar air flow (Sterilwerkbank, 3.2) durchgeführt. Lösungen und Medien wurden vor ihrer Ver-

wendung in einem 37°C Wasserbad vorgewärmt, wenn nicht anders in den Methoden erläu-

tert. Die Inkubation der Zellen erfolgte standardmäßig in einem Inkubator auf 37°C und 5% 

CO2.  

 

 

Abbildung 4.3 Validierung der Primärzellkulturen 

(A) Durlichtaufnahmen von 5 verschiedenen MMTV-PyMT WT- (obere Reihe) und IK KO-Primärzellkulturen (untere 

Reihe) der gleichen Passage (Passage 11), von n=5 verschiedenen tumortragenden Mäusen pro Genotyp (Werte 

1–5). Maßstabsbalken 40 µm. (B) Repräsentative Aufnahmen von Immunfluoreszenzfärbungen (IF) des nukleären 

Markers DAPI (blau, links), des Östrogenrezeptors α (ERα) als Tumormarker (orange, Mitte), sowie der überlager-

ten Bilder (rechts) von MMTV-PyMT WT (obere Reihe), IK KO (mittlere Reihe) und MCF7 als Positivkontrolle (untere 

Reihe). Die Daten zeigen repräsentative Aufnahmen von N=3 WT; IK KO; MCF7. Maßstabsbalken 20 µm. 

(MCF7:humane Brustkrebszelllinie, Michigan Cancer Foundation 7). Experiment (B) wurde in Zusammenarbeit mit 

Selina Maier (Experimentelle Pharmakologie, Universität Tübingen) durchgeführt. Modifizierte Grafiken A und B 

basierend auf (Gross et al., 2022). 
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4.2.1 In Kulturnahme von MMTV-PyMT Zellen 

Nach der Entnahme der Tumoren (siehe Abschnitt 4.1.4) wurden diese in ein 50 ml Zentrifu-

gationsröhrchen mit 20 ml sterilem Zellkulturmedium überführt (3.4.3). Das weitere Vorgehen 

wurde am hiesigen Institut bereits hinreichend etabliert (Steudel et al., 2017) und beschreibt 

ein allgemeines wenngleich modifiziertes Protokoll der Kultivierung (Liu and Chen, 2016). Zu-

nächst wurde der Tumor in einer Petrischale mit sterilem 1xPBS gewaschen und anschließend 

mittels Skalpell (3.4.3.1) in ca. 5x5 mm großen Stücke zerkleinert. Diese Gewebestücke wur-

den in ein 15 ml Zentrifugationsröhrchen mit 10 ml Collagenase D (1 mg/ml) Verdaulösung 

überführt und im Wasserbad bei 37°C für 11 Minuten inkubiert und minütlich invertiert, um ein 

Absetzten des Gewebes und damit eine mangelhafte Benetzung des Tumors zu vermeiden. 

Zur weiteren Zerkleinerung der Tumorproben wurden die Gewebereste mit einer 10 ml dann 

mit einer 5 ml Stripette durch auf- und ab pipettieren dispergiert. Nach Dissoziation des Ge-

webes wurde die gesamte Suspension durch ein 40 µm Zellsieb (3.4.3.1) in ein steriles 50 ml 

Zentrifugationsröhrchen überführt. Die übrigen Tumorreste durchliefen einen zweiten Colla-

genaseverdau, Filtrations- und Dissoziationsschritt (siehe oben). Beide 50 ml Röhrchen wur-

den im Anschluss vereint und bei 1.000 rpm für 5 min zentrifugiert. Nachfolgend wurde der 

Überstand verworfen und das Zellpellet wurde mit 1 ml Zellkulturmedium resuspendiert. Die 

Zellen wurden in eine T25 Zellkulturflasche (3.2) überführt und in einem Gesamtvolumen von 

5 ml Zellkulturmedium bei 37 °C und 5% CO im Brutschrank kultiviert.  

Nach 24 h Kultivierung wurde das Medium abgenommen und durch 5 ml frisches Zellkultur-

medium ersetzt (siehe Abschnitt 4.2.2). 

 

4.2.2 Mediumwechsel und Passagieren 

Standardmäßig wurde 2x pro Woche das Medium gewechselt, sodass optimale Wachstums-

bedingungen herrschten. Im Hinblick auf die sehr sensitiven Autophagie Versuche (Abschnitt 

5.5) wurde darauf geachtet, dass Zellstress aufgrund mangelnder Nährstoffzufuhr durch den 

regelmäßigen Mediumwechsel vermieden wurde.  

Mit Hilfe einer Absaugpumpe und einer Glaspipette das wurde dabei das verbrauchte Medium 

behutsam abgenommen und durch frisches Zellkulturmedium ersetzt (siehe Tabelle 3 für die 

eingesetzten Volumina pro Zellkulturgefäß). 

Der Passagenwechsel der Zellen wurde bei ca. 80–90% Konfluenz analog gängiger Protokolle 

durchgeführt (Pijuan et al., 2019). Die dabei verwendeten 1xPBS- und 1xTrypsin- (0,25 % in 

1xPBS, siehe 3.4.3) Volumina wurden an die Fläche der Zellkulturgefäße angepasst (siehe 

Tabelle 3). Zum Splitten der Zellen wurde das Medium abgenommen und 2x mit vorgewärmten 

1xPBS gewaschen. Anschließend konnten die Zellen mit 1xTrypsin (Tabelle 3) überschichtet 

und für 5 Minuten im Brutschrank inkubiert werden. Zum Stoppen der Trypsinreaktion wurden 

im Anschluss mit 5 ml Zellkulturmedium verdünnt. Die Proteine des enthaltenden FCS konnten 

so proteolytische Zellschädigungen verhindern. Es folgte eine Zentrifugation bei 1.000 rpm 5 

min. Das Zellpellet wurde in 1 ml Medium resuspendiert, anschließend 10 µl der Zellsuspen-

sion mit 1:1 Trypanblau (0,4% in 1xPBS) versetzt und in eine Neubauer-Zählkammer (3.3) zur 

Zellzahlbestimmung überführt. Nach der Zählung konnte die gewünschte Konzentration für 

Versuche (s. 4.2.3 – 4.11) ausgebracht werden. Die nicht in Versuchen verwendeten Zellen 

wurden in eine neue Zellkulturflasche überführt und weiterkultiviert. 
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Zur Minimierung der Fibroblastenanzahl in den Primärzellkulturen wurden die Zellen initial d.h. 

nach erfolgter Inkulturnahme mit 1xPBS gewaschen und kurz (1 min) in 1xTrypsin inkubiert. 

Durch behutsames Klopfen wurden anschließend selektiv Fibroblasten abgelöst, da MMTV-

PyMT Brustkrebszellen stark adhärent wachsen. Nach Spülen mit 1xPBS und Absaugen des 

Überstandes, wurden die entsprechend bereinigten Kulturen, wie unter 4.2.2 erläutert, für ins-

gesamt 13 Passagen genutzt. 

 

Tabelle 3: Füllvolumen pro Zellkulturgefäß 

Zellkulturgefäß Fläche [cm²] Zellkulturmedium 

pro Well [ml] 

1xTrypsin pro Well 

[ml] 

Flasche T175 175 20-25 5 

Flasche T75 75 10-15 3 

Flasche T25 25 5 1 

Petrischale 100 mm 55 8-10 2 

Schale 35 mm 3,5 1-2 - 

Grid-Platte 3,5 1-2 - 

6 Well Multiplatte 6x 3,5 1-2 - 

24 Well Multiplatte 24x 1,9 0,5 - 

96 Well Multiplatte 96x 0.32 0,2 - 

µ-Kammer 8 Well 8x 0,56 0,2 - 

 

 

4.2.3 Kryokonservierung und Auftauen 

Die murinen MMTV-PyMT Zellen wurden ab der ersten Passage kryokonserviert (Wu et al., 

2021c) und bei Bedarf neu aufgetaut und weiterkultiviert.  

Für die Konservierung wurden die Zellen wie in Abschnitt 4.2.2 beschrieben trypsiniert und 

anschließend in einer Konzentration von 1 Mio. Zellen/ml in Zellkulturmedium resuspendiert. 

Anschließend wurden 0,5 ml der entsprechend eingestellten Zellsuspension mit 0,5 ml des 

Gefrierschutzmittels DMSO (20% in Zellkulturmedium) in einem Kryoröhrchen vereint (3.4.3). 

Die finale Zellzahl betrug entsprechend 500.000 Zellen in Zellkulturmedium mit 10% DMSO. 

Das Einfrieren erfolgte kontrolliert, d.h. bei -1°C/min in einem Mr. Frosty Einfrierbehälter 

(3.4.3.1) bei -80°C für 24 h. Im Anschluss wurden die Proben in flüssigen Stickstoff (N2) zur 

langfristigen Kryokonservierung überführt.  

Zur Re-Kultivierung der Kryostocks wurden die Zellen aus dem flüssigen N2 für 3 min in einem 

37°C warmen Wasserbad aufgetaut und anschließend in 10 ml Zellkulturmedium verdünnt. Es 

folgte ein 5-minütiger Zentrifugationsschritt bei 1.000 rpm. Nach Absaugen des entstandenen 

Überstandes wurde das zurückbleibende Pellet in 10 ml Zellkulturmedium resuspendiert und 

die Zellen entsprechend 4.2 kultiviert. Standardmäßig wurde nach 24 h das Medium gewech-

selt (siehe Abschnitt 4.2.2) um die nach dem Auftauen entstehenden Zelltrümmer zu entfer-

nen. 

 



 
 

64 
 

4.3 RNA Analytik 

Die RNA Analytik der Zellen diente der Quantifizierung von relevanten Genabschnitten zum 

Vergleich der Genotypen und Behandlungen. Zur Isolation sowie der Amplifikation der cDNA 

nach Umschreiben der RNA wurden spezielle Kits verwendet und die Protokolle entsprechend 

des Herstellers durchgeführt. Alle Arbeitsplätze und verwendeten Materialen wurden zuvor 

gründlich mit 80%igem Ethanol gereinigt um Kontaminationen der RNA-Proben zu vermeiden. 

Des Weiteren wurde standardmäßig DPEC-Wasser (Diethylpyrocarbonat, 3.4.4) verwendet, 

da dieses  RNAsen inaktiviert. 

 

4.3.1 RNA Isolation  

2x106 Zellen wurden wie in Abschnitt 4.2.2 trypsiniert und in eine 100 mm Kultivierungsschale 

ausgebracht. Nach 24 h bei 37°C und 5 % CO2 erfolgte ein Mediumwechsel und nach insge-

samt 72 h die Lyse der Zellen mittels PeqGold RNA pure entsprechend Herstellerangaben 

(Peqlab). Hierfür wurden die Zellen 2x mit je 10 ml 1xPBS gewaschen und der Überstand 

abgenommen. Die Lyse der Zellen erfolgte in 1 ml PeqGOLD RNA pure, das direkt auf den 

Zellrasen pipettiert wurde. Nach dem Überführen der Suspension erfolgte ein Zentrifugations-

schritt bei 12.000 rpm für 10 min bei 4°C. Zur Trennung der Zellreste und der RNA wurde der 

Überstand in ein neues 1,5 ml Reaktionsgefäß überführt. Die Proben wurden mit 200 µl Chlo-

roform (3.4.4) versetzt, umgehend gevortext und für 5 min bei RT inkubiert. Nach einem wei-

teren Zentrifugationsschritt bei 12.000 rpm für 5 min auf 4°C wurde die mittlere wässrige Phase 

vorsichtig abgenommen und in ein weiteres Reaktionsgefäß überführt. Dies wurde mit dem 

0,7-fachen Volumen Isopropanol (100%) gemischt und bei 4°C über Nacht zur Präzipitation 

inkubiert. Am Folgetag wurde die Probe erneut bei 12.000 rpm für 10 min und 4°C zentrifugiert 

und der Überstand verworfen. Das entstandene Pellet wurde 2x mit 75%igem Ethanol (3.4.4) 

gewaschen und 5 min zentrifugiert (s.o.). Es folgte die Trocknung des Pellets im bei RT. Nach 

ca. 20 min wurde das Präzipitat in 53 µl DPEC-Wasser bei 56°C und 500 rpm resuspendiert. 

Zur Konzentrationsbestimmung wurden die RNA-Proben 3x mit einem Nanophotometer (3.2) 

vermessen. Es folgte ein Verdau zur Beseitigung genomischer DNA, indem 50 µl Probe mit 5 

µl DNAse (3.4.4) und 6 µl DPEC-Wasserbei 30 min bei 37°C im Thermoschüttler bei 500 rpm 

inkubiert wurden. Nach Inaktivierung der DNAse bei 80°C für 5 min im Thermoschüttler bei 

500 rpm wurden die Proben mit DPEC-Wasser auf 0,1 µg/µl eingestellt. Das Umschreiben in 

cDNA erfolgte umgehend oder nach Lagerung bei -20°C.  

 

4.3.2 cDNA Synthese 

Zum Umschreiben der RNA in cDNA wurden alle Schritte auf Eis und nach Herstellerangaben 

des iScript-Kits (BioRad, 2022a, Yang et al., 2019) durchgeführt. Für jede Probe wurde eine 

Negativkontrolle ohne reverse Transkriptase (–RT) erzeugt, um etwaige genomische DNA-

Kontaminationen sicher erkennen zu können.  

Zur Generierung der cDNA wurden in einem 200 µl PCR-Reaktionsgefäß 5x iScript, DPEC-

Wasser, sowie die Proben entsprechend Tabelle 4 pipettiert. Essentiell war die finale Zugabe 

der reversen Transkriptase (RT) zu den +RT Proben. Anschließend erfolgte die cDNA-Syn-

these in einem Thermocycler entsprechend Herstellerangaben (3.2). Das Annealing (Oligo-
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dT- sowie Random-Hexamer-Oligonukleotide waren im Mastermix des iScript vorhanden) er-

folgte bei 25°C für 5 min. Die cDNA-Synthese durch die RT wurde bei 42°C für 30 min durch-

geführt und mittels Hitzeinaktivierung bei 95°C für 5 min beendet. Im Anschluss wurden die + 

und –RT Proben mit 180 µl DPEC-Wasser auf ein Gesamtvolumen von 200 µl verdünnt.  

 

Tabelle 4: Pipettierschema zum Umschreiben in cDNA 

cDNA Synthese-Mix +RT –RT 

5x iScript 4 µl 4 µl 

Reverse Transkriptase 1 µl  

DEPC-H2O 10 µ 11 µl 

RNA (0,1 µg/µl) 5 µl 5 µl 

→ Nach dem Umschreiben wird 180 µl DEPC-H2O zugegeben 

 

 

4.3.3 qRT-PCR und Gelelektrophorese 

Die quantitative Echtzeit-Polymerase-Kettenreaktion (qRT-PCR) ist eine Methode zur Amplifi-

kation von cDNA/DNA-Abschnitten und erlaubt Rückschlüsse auf die  

Abundanz von Genabschnitten bzw. die Expressionsrate der untersuchten Gene.  

In dieser Arbeit wurden alle qRT-PCR -Analysen nach dem Protokoll des SYBR® green Su-

permix durchgeführt (BioRad, 2022b, Rio et al., 2009). Sofern nicht anders angegeben, wur-

den alle Schritte bei 4°C und mit DEPC-Wasser durchgeführt. Der verwendete SYBR® green 

Supermix beinhaltete einen Fluoreszenzfarbstoff (SYBR green), die Taq-Polymerase, Des-

oxynukleosid-Triphosphate der vier Basen (dNTPs), sowie einen Puffer mit spezifischen Sta-

bilisatoren. Die verwendeten Primer wurden mit Hilfe der Software Primer3 im Webbrowser 

generiert (Untergasser et al., 2012). Zur Untersuchung der Exons und Sequenzen wurde das 

Programm Ensemble verwendet (Ensemble, 2022). Nach der Generierung der forward- und 

reverse-Primer wurden diese nochmals mit der Software PrimerBlast überprüft (PrimerBlast, 

2021). Letztere zeigte auch die optimale Annealing-Temperatur, sowie Interkalations- und Brü-

ckenbildungstendenzen der Primer an. Optimale Primer sollten eine Länge von 20-23 Basen-

paaren (bp) besitzen, sowie eine Annealingtemperatur von 58-64°C aufweisen. Die Größe der 

generierten Amplikons wurde auf 70-120 bp beschränkt, um Polymerisationsfehler zu vermei-

den und eine schnellere und akkuratere Quantifikation zu erzielen (Van Holm et al., 2021). 

Sowohl die verwendeten Primer (3.4.4) als auch die cDNA (3.4.4) wurden auf die entsprechen-

den Konzentrationen verdünnt.  

Pro Versuchsansatz wurden Dupletts der +RT und –RT Proben verwendet. Durch Analyse der 

–RT Proben wurden mögliche Kontamination mit genomischer DNA erkennbar. Pro Versuchs-

ansatz wurden 7,5 µl des SYBR® green Supermix mit jeweils 2,25 µl des forward- und reverse-

Primers gemischt. 12 µl des Mastermix wurden zu bereits vorgelegten 3 µl cDNA pro Well in 

einer speziellen 96 Well Multiplatte vorgegeben. Je untersuchter Probe wurde neben den Ziel-

genen auch ein Versuchsansatz mit einem Referenz-Gen (z.B. βActin, HPRT) aufgetragen. 

Dieses diente als interne Kontrolle, sowie zur Normalisierung der erhaltenen Daten. Außerdem 

wurden das mögliche Selbst-Annealing der Primerpaare überprüft, indem die Primer ohne 

SYBR® green Supermix und cDNA aufgetragen wurden. Eine letzte Negativkontrolle aus 

DEPC-Wasser ohne weitere Zusätze diente zur Überprüfung von Kontaminationen während 

der Probenvorbereitung. Die 96 Well Multiplatte wurde mit einer Schutzfolie versiegelt, um 
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Volumenverluste durch Verdunstung und Kontaminationen während der Amplifikation zur ver-

meiden. 

Anschließend wurde die 96 Well Multiplatte im qRT PCR Analysegerät (CFX Connect®) aus-

gelesen. Nach einem initialen Denaturierung (120 sec), wiederholte das Gerät folgende 40 

Zyklen (Tabelle 5). Der im SYBR® green Supermix enthaltene Farbstoff interkalierte mit der 

DNA, wobei das Signal durch den Opticon-Cycler detektiert werden konnte. Während der 

Amplifikationzyklen kam es zur exponentiellen Vermehrung der DNA und somit auch des Flu-

oreszenzsignals. Durch Auftragen der Signalintensität gegen die Zyklenzahl erhält man einen 

sigmoidalen Kurvenverlauf. Zur letztendlichen Ermittlung des gewünschten Ct-Wertes berech-

net die Software, ab welcher Steigung der lineare Bereich der Kurve überschritten wurde 

(Bonacorsi et al., 2021). Der Schnittpunkt der entsprechenden Regression mit der X-Achse 

(Zyklenanzahl) beschreibt den signifikanten Unterschied zwischen Fluoreszenzsignal und Hin-

tergrundfluoreszenz, und wird als Ct (cycle treshold) bezeichnet.  

 

Tabelle 5: qPCR-Programmzyklen 

Vorgang Temperatur [°C] Zeit [sec] 

Initiale Denaturierung 95 120 

Denaturierung 

Primer-Anlagerung (Annealing), Elongation 

Fluoreszenzmessung 

→ 40 Zyklen 

95 

58 

 

5 

20 

 

Schmelzkurve in 0,5°C Schritten 

Fluoreszenzmessung 

58-95 je 5 

Kühlung 4 - 

 

Zur eigentlichen Quantifizierung der Genexpression wurde der ∆Ct verwendet. Dabei wurde 

der Mittelwert der Ct-Referenzwerte mit dem Mittelwert der Ct-Werte der Zielgene bestimmt 

und wie nachfolgend berechnet: ∆Ct = 2Ct(Referenzgen)–Ct(Zielgen). Umso größer der ∆Ct-Wert 

einer Probe, desto höher das Expressionsniveau des Gens. Neben der Kontrolle der oben 

erwähnten Negativ- und Primerkontrollen, wurden standartmäßig 15 µl Probe in 3 µl (6x) DNA-

Loading Dye (3.4.4) durch eine Gelelektrophorese aufgetrennt. Unter Verwendung eines 1 kb 

DNA-Markers wurde somit die korrekte Amplikonlänge, sowie etwaige Verunreinigungen mit 

genomischer DNA überprüft.  
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4.4 Wachstumsversuche und Chemotherapie 

Das Proliferationsverhalten der MMTV-PyMT Zellen wurde sowohl mit Grid-Platten, als auch 

mit Hilfe des Replikationsmarkers Ki-67 ermittelt (3.4.5). Des Weiteren wurde das Wachstum 

der Zellen unter Zytostatikabehandlung erfasst. Folgende Versuche wurden in vorangegange-

nen Arbeiten etabliert (Mohr et al., 2019a, Mohr et al., 2022, Steudel et al., 2017). 

 

4.4.1 Untersuchung des Wachstumsverhalten mittels Grid-Platten 

Das Wachstumsverhalten der MMTV-PyMT Zellen wurde mittels 500Grid-Platten quantifiziert. 

Wie in Abbildung 4.4 zusehen, bestehen die Platten aus einer 35 mm Zellkulturschale mit ein-

gefrästem quadratischem Raster. Das Raster besteht dabei aus 4 Quadraten, welches wiede-

rum in 10x10 Quadrate unterteilt ist (Abbildung 4.4). Durch die seitliche Nummerierung ist eine 

direkte und wiederkehrende Analyse des gleichen Areals über die Zeit möglich. 

Die MMTV-PyMT Zellen wurden wie in 4.2.2 beschrieben trypsiniert und pro Grid-Platte 80.000 

Zellen in 2 ml Zellkulturmedium ausgebracht. Nach Adhäsion für 24 h bei 37°C, 5% CO2 er-

folgte ein Serumentzug (± 10 µM TRAM-34) zur Arretierung des Zellzyklus über 3 Tage (3.4.3). 

Direkt vor der Restimulation wurden mit dem Mikroskop I (3.2) Aufnahmen von zwei definier-

ten/repräsentativen Arealen im Raster angefertigt (t=0). Anschließend wurde das serumfreie 

Medium durch 2 ml frisches Zellkulturmedium (± 10 µM TRAM-34) ersetzt. Nach 24, 48 und 

72 h Inkubation wurden erneut die ausgewählten Areale analysiert (t=1-3). Mit Hilfe des Cell-

Counter-Plugins des Programms ImageJ (3.2) konnte die Zellzahl pro mm² zu jedem der vier 

Zeitpunkte (t=0–4) bestimmt werden. Zur besseren Vergleichbarkeit wurden alle Zellzahlen auf 

t=0 normiert und mit Hilfe von GraphpadPrism (3.2) statistisch analysiert. Verwendet wurde 

das Mikroskop I (Durchlicht) mit einem 10x Objektiv in schwarz-weiß. 

 

 

Abbildung 4.4: Koordinatensystem der Grid-Platten 

Für Proliferationsversuche wurden 35 mm Grid-Platten verwendet. Das Raster besteht aus vier Feldern (je 5x5 mm) 

mit 10x10 Quadraten (je 500x500 µm). Weitere Angaben im Fließtext. 
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4.4.2 Untersuchung des Wachstumsverhaltens mittels Ki-67  

Ki-67 markiert sich teilenden Zellen. Während der Interphase transloziert Ki-67 in den Zellkern 

und wird in der anschließenden Mitose auf den Chromosomen präsentiert. Entsprechend ist 

Ki-67 nur während der G1-, S- und G2-Phase mittels immunhistochemischer Färbung im Zell-

kern detektierbar (Sun and Kaufman, 2018). Zur Ermittlung des Wachstumsverhalten von 

MMTV-PyMT Zellen wurden 50.000 Zellen in eine 8 Well µ-Kammer (3.4.5) ausgebracht. Nach 

24 h Inkubation bei 37°C und 5 % CO2 wurde für 72 h ein Serumentzug durchgeführt (3.4.3). 

Je nach Versuchsaufbau wurde hierfür serumfreies Medium ± TRAM-34 (10 µM) verwendet. 

Im Anschluss wurden die Zellen entweder direkt fixiert (t=0), oder mit 400 µl Zellkulturmedium 

(± 10 µm TRAM-34) über 72 h restimuliert (t=72 h). Für die immunhistochemische Analyse 

wurden die Zellen mit 400 µl eiskaltem Ethanol (70%) über Nacht bei -20°C inkubiert. Am 

Folgetag wurde 2x mit 1xPBS gewaschen und anschließend mit 400 µl 10% NDS-Lösung 

(3.4.7) blockiert. Nach 1 h Inkubation bei RT wurde die Blockierungslösung durch die anti-Ki-

67 Primärantikörper-Lösung (1:1000 mit 1,5% NDS in 1xPBS) ersetzt. Nach 2 h bei RT in 

Primärantikörperlösung erfolgten zwei weitere Waschschritte mit 1xPBS. Zur Detektion der 

anti-Ki67 Antigenkomplexe wurden 200 µl einer Sekundärantikörper-Lösung (Alexa Fluor® 555 

(3.4.7) 1:800 mit 1,5% NDS in 1xPBS) für 1 h bei 4°C unter Lichtabschluss eingesetzt. Es 

folgten zwei weitere Waschschritte mit 1xPBS, bevor die 8 Well Platte vom Objektträger ge-

trennt wurde. Die Zellen wurden mit dem Kernfarbstoff DAPI-versetztem Mounting-Medium 

(Vectashield, 3.4.7) und einem 24x60 mm Deckgläschen eingedeckelt. Zur Auswertung der 

Ki-67 Immunfluoreszenz wurde das Fluoreszenz Mikroskop IV (Histologie) verwendet (3.2). 

Pro Kondition wurden mehrere Bilder mit einem 40x Objektiv bei 555 nm (Ki-67) und 460 nm 

(DAPI) aufgenommen. Zur Quantifizierung wurde die Gesamtzahl der Kerne pro Bildausschnitt 

sowie die Ki-67-positiv gefärbten Zellen ausgezählt. Der relative Anteil der Ki-67 positiven 

Kerne wurde für alle Zeitpunkte auf den t=0 h Wert normiert und als Ki-67 Index definiert. 

 

4.4.3 Wachstumsverhalten unter Chemotherapie 

Um den Einfluss von therapierelevanten Zytostatika auf das Wachstumsverhalten von MMTV-

PyMT Zellen zu untersuchen, wurden zuvor beschriebene Grid-basierte Wachstumsassays 

als auch Ki-67 Expressions-Analysen durchgeführt (4.4.1 und 4.4.2). Die in der Therapie von 

Brustkrebspatientinnen indizierten Zytostatika variierten in ihrer Pharmakodynamik und Dosie-

rungen, um eine breitgefächerte Aussage über das Zellwachstum (3.4.3) unter Behandlung 

treffen zu können. Eingesetzt wurden Alkylanzien (Cyclophosphamid), Taxane (Docetaxel), 

Anthrazykline (Doxorubicin) und (Pyrimidin-) Antimetabolite (5-Fluorouracil) als Monothera-

peutika in folgenden Endkonzentrationen: Cyclophosphamid (0, 10, 100 und 1000 µM.),  

Docetaxel (0, 1, 20 und 100 nM) Doxorubicin (0, 10, 100 und 1000 nM) und 5-Fluorouracil (0, 

10, 100 und 500 nM). Konkret wurden die Zytostatika bei der Restimulation der Zellen (d.h. 

nach 72 h Serumentzug) über 72 h bei 37°C und 5 % CO2 inkubiert. Wie in Abschnitt 4.4.1 und 

4.4.2 beschreiben wurden die Wachstumsversuche durchgeführt und anschließend die relati-

ven Proliferationsraten (normiert auf t=0 h), oder der Ki-67 Index zum Zeitpunkt t=72 h berech-

net. Durch eine zusätzliche Normierung auf die jeweils unbehandelte Gruppe (0 nM) war ein 

direkter Effekt der Zytostatika auf das Zellwachstum erkennbar.  
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4.5 Migrations- und Invasionsversuche 

Das Migrations- und Invasionsverhalten der MMTV-PyMT Zellen wurde mit Hilfe des Scratch-

Tests, der Boyden-Kammer, sowie qPCR Analysen (siehe Abschnitt 3.4.6) und HE Färbungen 

(siehe Abschnitt 3.4.7) analysiert. Zur Unterscheidung von Invasion und Migration, wurde im 

Boyden-Kammer Assay eine einfache Schicht Matrigel aufgetragen, welche die Intravasation 

durch das Gewebe simulieren sollte.  

 

4.5.1 Untersuchung des Migrationsverhalten mittels Scratch-Assay 

Vor Versuchsbeginn wurde mit einem ethanolfesten Feinliner der Boden einer 35 mm Zellkul-

turschale in 4 Rasterquadranten eingeteilt, welches der Identifikation der Migrationsareale 

diente. Im Anschluss wurden MMTV-PyMT Zellen wie in Abschnitt 4.2.2 beschrieben trypsini-

ert und 100.000 Zellen in den entsprechend vorbereiteten 35 mm Zellkulturschale ausge-

bracht. Nach 24 h Kultivierung in Zellkulturmedium bei 37°C und 5% CO2, folgte ein Serum-

entzug über 72 h (siehe Abschnitt 3.4.3). Die G1-Arretierung wurde entweder mit oder ohne 

10 µM TRAM-34 im serumfreien Zellkulturmedium durchgeführt (Grada et al., 2017). Bei einer 

Konfluenz von ca. 90% wurde mit einer 1.000 µl Pipettenspitze der Zellrasen in den entspre-

chend gekennzeichneten Arealen verletzt (Scratch) (siehe Abbildung 4.5). Anschließend 

konnte von jedem der vier Areale pro Platte eine Aufnahme mit einem inversen Durchlichtmik-

roskop (Mikroskop I, 3.2) erstellt werden (t=0). Eine Restimulation mit 2 ml Zellkulturmedium 

(± 10 µM TRAM-34) erfolgte direkt im Anschluss an die basale Messung (t=0) über 24 h. Um 

das Migrationsverhalten der Zellen von der nach Restimulation wiedereinsetzenden Prolifera-

tion unterscheiden zu können wurde der Versuch nach 24 h ausgewertet (Pastar et al., 2018). 

Es ist davon auszugehen, dass in dieser eher kurzen Zeitspanne die freie Fläche des Scrat-

ches ausschließlich von migrierenden Zellen geschlossen wird. Generell wurde das Migrati-

onsverhalten nach 8 und 24 h (t=1-2) dokumentiert und mittels ImageJ-Software analysiert. 

Zur besseren Vergleichbarkeit sind in dieser Arbeit nur die 24 h Werte (t=2) angegeben. An-

schließend wurde die relative freie Fläche berechnet, in dem jeder Zeitpunkt auf den basalen 

t=0 Wert normiert wurde. Verwendet wurde das inverse Durchlicht-Mikroskop I. Die Bilder wur-

den in schwarz-weiß mit 10x Vergrößerung aufgenommen. 

 

Abbildung 4.5: Schematische Darstellung des Scratch-Tests 

Für Migrationsversuche wurden 35 mm Zellkulturschalen verwendet. Bei Erreichen einer Konfluenz von ca. 90% 

wurde der Tumorzellrasen (grau) durch einen Scratch (weiß) verletzt. Über 24 h wurde die Fläche des Scratch 

(weiß) an mehreren zuvor festgelegten Zeitpunkten bestimmt (t0–t2). Aus dem Wundverschluss lässt sich das Mig-

rationspotenzial der MMTV-PyMT Tumorzellen unter definierten experimentellen Bedingungen ableiten.  



 
 

70 
 

4.5.2 Untersuchung des Migrationsverhalten mittels Boyden-Kammer Assay 

Zur Validierung der in Abschnitt 4.5.1 erläuterten Migrationsversuche wurde ergänzend der 

Boyden-Kammer Assay verwendet. Dieser besteht aus einem Insert für 6 Well Multiplatten, 

welches mit einer Porenmembran (Porengröße 8 µm) überspannt ist. Die Zellen wurden dabei 

direkt auf die Membran ausgebracht, kultiviert und durch einen induzierten Serumgradienten 

zu einer gerichteten Migration gezwungen (4.5).  

Zu Versuchsbeginn wurde das Insert in die Multiplatte eingesetzt und 1 ml Zellkulturmedium 

(10% FCS) in die untere Kammer vorgelegt, sodass Kontakt zur Membran des Inserts erzeugt 

wurde. Anschließend wurden 100.000 Zellen in 500 µl serumfreien Zellkulturmedium (0% FCS) 

in die obere Kammer gegeben (Abbildung 4.6 A). Als Negativkontrolle diente ein Ansatz ohne 

FCS in der unteren Kammer. Die Multiplatten wurden für 24 h bei 37°C und 5% CO2 inkubiert. 

Am Folgetag wurden die Inserts mit den in der oberen Kammer verbliebenen Zellen nach Ent-

fernung des Mediums in 4% PFA Lösung für 10 min bei RT fixiert. Nach zwei aufeinanderfol-

genden Waschschritten mit 1xPBS wurden die Zellen im nächsten Schritt 3 min in 1% Kristall-

violett Lösung angefärbt. Zur Entfernung der Färbelösung folgten 2x Waschschritte mit 1xPBS, 

sowie eine Trocknung der Membran bei RT. Mit Hilfe eines Skalpells wurde die Membran vom 

Insert getrennt und mit Permafluor (3.4.6) auf einen Objektträger eingedeckelt, sowie mit Na-

gellack fixiert. Es wurden mehrere Aufnahmen mit einem inversen Durchlichtmikroskop (Mik-

roskop I, siehe 3.2) erstellt  und mittels ImageJ-Software quantifiziert. Des Weiteren wurde das 

Medium der unteren Kammer mit Hilfe von Hämizytometern (Neubauer-Zahlkammern) auf ab-

gelöste Zellen untersucht. 

 

Abbildung 4.6: Schematische Darstellung des Boyden-Migrations- und Invasionsassays 

Zur Untersuchung des Migrations- und Invasionspotenzials der MMTV-PyMT Zellen wurden Boyden-Kammern ver-

wendet. Diese bestehen aus einer unteren und oberen Kammer, sowie einer permeablen Membran. Die obere 

Kammer wird mit einer Zellsuspension aus serumfreiem Medium befüllt. Die untere Kammer beinhaltet serumhalti-

ges Medium mit 10% FCS, was einen chemotaktischen Gradienten erzeugt, welcher zur gerichteten Migration der 

Zellen führt (A) Die Tumorzellen wandern entlang des Gradienten durch die 8 µm Poren der Membran und können 

anschließend auf der Membranunterseite quantifiziert werden. (B) Beim Invasionsassay müssen die Tumorzellen 

ergänzend zur Membran eine dünne Schicht Matrigel durchwandern.  

 

4.5.3 Untersuchung des Invasionsverhalten mittels Boyden-Kammer Assay 

Zur Untersuchung des Invasionsverhaltens von MMTV-PyMT Zellen wurden die Boyden-Kam-

mern zusätzlichen mit extrazellulärem Matrigel (MaxGel™ ECM) überschichtet (siehe Abbil-

dung 4.6 B und 3.4.6). Die Tumorzellen mussten entsprechend die  Matrigelschicht und die 

Membran des Inserts  infiltrieren bzw. durchdringen. Das Matrigel wurde vor Verwendung 
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dauerhaft auf Eis gelagert, da eine erhöhte Temperatur zum Aushärten führen konnte. Im Ver-

hältnis 1:7 wurde das Matrigel mit eiskaltem IMEM gemischt und pro Membran bzw. Insert 

wurden 200 µl der verdünnten Lösung vorgelegt. Nach 4 h Inkubation im Brutschrank bei 37°C 

und 5% CO2 war das MaxGel™ ECM geliert. Der weitere Versuchsablauf verlief analog zu den 

in Abschnitt 4.5.2 beschriebenen Migrationsversuch.  

 

4.6 Histologische Methoden 

Für die histologischen Untersuchungen wurden die Organe (z.B. Lungenflügel, Leber) von tu-

mortragenden MMTV-PyMT Tieren entnommen, nachdem diese das Abbruchkriterium erreicht 

hatten (4.1.4). Die Organentnahme erfolgte analog zur Tumorentnahme (4.1.4). Teile der Le-

ber sowie jeweils ein Lungenflügel wurden in ein 15 ml Zentrifugationsröhrchen überführt und 

zur Fixierung 3 h in 4% PFA (3.4.7) auf einem Schütteltisch inkubiert. Zwei Waschschritte mit 

1xPBS beseitigten das überschüssige PFA. Nachfolgend wurde ein Saccharosegradient zur 

Kryoprotektion der Organe eingestellt. Die Proben wurden hierfür jeweils mit 10 ml 5% Sac-

charoselösung in 1xPBS  für 30 min, 10% über Nacht und 20% für 24 h bei 4°C inkubiert. 

Anschließend konnten die Organe in Neg-50TM Einfriermedium für 24 h bei -80°C eingefroren 

werden (Steudel et al., 2017). Wie in Abschnitt 4.6.1 beschrieben wurden die Organe geschnit-

ten und anschließend gefärbt.  

 

4.6.1 Herstellung der Gewebeschnitte 

Zur Herstellung von Gewebeschnitten für die Detektion von Leber-/Lungenmetastasen, wur-

den die Organe mit einem Kryo-Mikrotom (Microm HM 560 3.4.7) prozessiert (Zhou and 

Moore, 2017). Die in Abschnitt 4.1.4 eingebetteten Leber-/Lungengewebe wurden entlang der 

Sagittalachse in 10 µm dicke Gewebsscheiben geschnitten. Pro Objektträger konnten bis zu 

4 Organschnitte von WT- oder KO-Tieren aufgenommen werden. Nach 10 Schnitten wurden 

500 µm der Präparate verworfen bevor wieder 10 µM Schnitte hergestellt wurden. Durch die-

ses Vorgehen war es möglich, auch große Organe bzgl. eingedrungene Absiedelungen (Me-

tastasen) sicher zu erkennen. Durch Hämatoxylin- und Eosin-Färbungen (HE, siehe 4.6.2) 

wurden die Mikrometastasen letztlich detektiert. Nicht gefärbte Objektträger konnten bei -80°C 

gelagert werden. Die nicht prozessierten Geweberückstände konnten nach einer Aufreinigung 

für RNA- oder Proteinanalysen weiter verwendet werden. Neben Lungen- wurden auch Leber-

gewebe, analog geschnitten und mittels HE-Färbung untersucht. Aufgrund des MMTV-PyMT 

Hintergrundes werden allerdings primär Lungen infiltriert, sodass keine Metastasen im Leber-

gewebe detektiert wurden (Daten nicht gezeigt). 

 

4.6.2 HE-Färbung 

Die Hämatoxylin- (H) und Eosin- (E) Färbungen diente der Kenntlichmachung von Mikrometa-

stasen des Lungen- und Lebergewebes (Steudel et al., 2017, Fischer et al., 2008), welche in 

Abschnitt 4.6.1 erzeugt wurden. Durch einen Ethanolgradienten (50%, 70%, 90%, 100%, 90% 

in dH2O) konnten die Objektträger zunächst schonend dehydriert und mit abfallenden Ethanol-

konzentrationen (100%, 90%, 70%, 50% in dH2O) wieder rehydriert werden. Nach 3x Wasch-

ritten mit dH2O wurden die Schnitte 5 sec in Hämatoxylin-Lösung gefärbt (3.4.7), erneut 2x 

gewaschen (dH2O) und anschließend 30 sec in 0,1% Ammoniaklösung, zur Farbentwicklung, 
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getränkt (Renshaw, 2013). Im Anschluss an einen weiteren Waschschritt (Leitungswasser) für 

5 min, konnten die Objektträger 10 min in Eosin-G Lösung gefärbt werden (3.4.7). Überschüs-

siges Eosin-G wurde mittels 5x Waschschritten mit Leitungswasser entfernt und wurde zur 

Differenzierung 2 min in 80% Ethanol, 3 min in 100% Ethanol und letztendlich zur Dehydration 

5 min in 100% Toluol inkubiert. Nach dem Eindeckeln in DePeX (3.4.7) wurden die Schnitte 

nach 24 h Trocknung im Histo-Scanner (3.2) analysiert. Die anschließende visuelle Analyse 

auf Mikrometastasen in Lungen- und Lebergeweben, sowie die Berechnung des Durchmes-

sers erfolgte mit Hilfe der CaseViewer-Software (3.2). 

 

4.6.3 Immunfluoreszenz Färbung 

Die Färbung des Proliferationsmarkers Ki-67 wurde bereits ausgeführt (Abschnitt 4.4.2). Der 

folgende Abschnitt beschreibt darüber hinaus p62 Multiplexfärbungen, sowie Darstellungen 

des IK-Kanals mittels geeigneter Primär-/Sekundärantikörper sowie die in 4.2 aufgeführte ERα 

Färbung. 

p62 Multiplexfärbung  

Für die Untersuchung des Autophagiemarkers p62 wurden 50.000 MMTV-PyMT Zellen in ei-

ner 8 Well µ-Kammer (3.3) ausgebracht. Nach der Kultivierung über 24 h in Zellkulturmedium 

bei 37°C und 5% CO2 wurde ein Mediumwechsel vollzogen. Dabei wurden entweder 400 ml 

Zellkulturmedium, 100 nM Bafilomycin A1 in Zellkulturmedium, EBSS oder 100 nM Bafilomycin 

A1 in EBSS zugegeben und für 3 h bei Standardbedingungen inkubiert (Schüssele et al., 

2022). Im Anschluss an eine Fixierung für 10 min in 4% PFA folgten 3x Waschschritte mit 

1xPBS, sowie 1 h in einer Blockierlösung (1% BSA in 1xPBS/T) auf 4°C. Gefolgt von 2x wei-

teren Waschschritten in 1xPBS/T wurde die Zellen über Nacht in der Primärantikörperlösung 

bei 4°C inkubiert. Der anti-p62 Antikörper (Kaninchen) wurde dabei 1:100 in 1xPBS/T ver-

dünnt. Am Folgetag wurde erneut 2x mit 1xPBS/T gewaschen und sowohl die Sekundäranti-

körperlösung, als auch Phalloidin-647 für 2 h bei RT im Dunklen inkubiert. Der Sekundäranti-

körper Alexa Fluor® 555 (anti-Kaninchen IgG) wurde dafür 1:200 und Phalloidin-647 1:1000 in 

1xPBS/T verdünnt. Anschließend wurden die Zellen zwei Mal mit 1xPBS/T und einmal mit 

1xPBS gewaschen. Die 8 Well Platte wurde vom Objektträger getrennt und die Zellen mit 

DAPI-versetztem Mounting-Medium (Vectashield, 3.4.7) eingedeckelt. Nach der Trocknung 

über Nacht bei 4°C wurden mehrere Bilder pro Well mit einem Fluoreszenzmikroskop IV (3.2) 

aufgenommen. Emissionswellenlängen von 460 nm detektierten die Zellkerne (DAPI), 555 nm 

die p62-puncta und 647 nm das F-Aktin des Cytoskeletts einer Zelle (Phalloidin) (Verderame 

et al., 1980). Die Aufnahmen wurden im Anschluss mit dem Programm CellProfiler bearbeitet 

und analysiert. Aufgrund der Agglomeration von p62 in den Autophagosomen wurden nur grö-

ßere puncta über einem zuvor definierten treshold (Einstellung: RenyiEntropy, ImageJ) als 

positiv bewertet. Dabei detektierte das Programm den Umriss der Zelle aufgrund der Phalloi-

dinfärbung, den Nukleus aufgrund von DAPI, sowie die p62 puncta in den Autophagosomen. 

Automatisch wurde die puncta-Anzahl pro Zelle ermittelt.  

IK-Kanal Färbung 

Für die Funktionsüberprüfung des transienten IK-Kanals in IK KOs (IK rescue) wurde eine 

Immunfluoreszenzfärbung durchgeführt. Da eine Re-Expression des IK-Kanals beobachtet 

werden sollte, wurde auf die Transfektion von WT-Zellen (exprimieren IK basal) verzichtet. Zu 

Beginn wurden 50.000 MMTV-PyMT IK KO-Zellen wie in Abschnitt 4.2.2 trypsiniert und in einer 
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8 Well µ-Kammer (3.4.7) 24 h inkubiert. Es folgte eine Transfektion des KCNN4 untagged-

Plasmids, wie in Abschnitt  4.9.1 beschrieben, was zu einer transienten Expression des IK-

Kanals nach 24 h führte. Als Negativkontrolle wurden nicht transfizierte IK KO-Zellen verwen-

det. Die Zellen wurden mit 4% PFA für 10 min fixiert, 2x mit 0,3% Triton in 1xPBS gewaschen 

und anschließend mit 400 µl 10% NDS-Lösung (3.4.7) blockiert. Nach 1 h Inkubation bei RT 

wurde die Blockierlösung durch die Primärantikörper-Lösung ersetzt. Dafür wurde der IK-An-

tikörper 1:200 mit 1,5% NDS-Lösung verdünnt und über Nacht bei 4°C inkubiert. Es folgten 2x 

weitere Waschschritte mit 0,3% Triton in 1xPBS, sowie 200 µl der Sekundärantikörper-Lösung, 

bestehend aus Alexa Fluor® 555 (3.4.7) 1:800 und Phalloidin-647 1:1000 in 1,5% NDS-Lösung. 

Die Inkubation erfolgte für 2 h bei 4°C in einer dunklen Kammer. Es folgten 2x weitere Wasch-

schritte mit 0,3% Triton in 1xPBS. Anschließend wurde die 8 Well Platte vom Objektträger 

getrennt und die Zellen mit DAPI-versetztem Mounting-Medium (Vectashield, 3.4.7) eingede-

ckelt. Zur Auswertung der IK-Immunfluoreszenz wurde das Fluoreszenzmikroskop IV (3.2) ver-

wendet. Folgende Wellenlängen wurden mit einem 40x Objektiv aufgenommen: 555 nm (IK-

Kanal), 460 nm (Nuklei, DAPI) und 647 nm (F-Aktin des Cytoskeletts, Phalloidin). Die Überla-

gerung der drei Wellenlängen zur Detektion des IK Kanals in der Zellmembran war durch die 

Software ZeissZenBlue möglich (3.2) 

Analoge IF-Färbungen wurden auch in MMTV-PyMT WT- und IK KO-Zellen, als auch in der 

humanen MCF7 Zelllinie (3.4.7) durchgeführt. Verwendet wurde dabei der anti-ERα Primäran-

tikörper und AlexaFluor®488 anti-Maus Sekundärantikörper, sowie DAPI (3.4.7). 

 

4.7 Biochemische Methoden 

Für die Protein-Analyse aus MMTV-PyMT Tumorzellen wurden zwei verschiedene Methoden 

zur Lyse und Quantifizierung verwendet. Zur Ermittlung der reinen Proteinkonzentration nach 

der Messung des extrazellulären Flux (Seahorse) wurde ein BCA-Assay durchgeführt. Für 

Western Blot Analysen wurden die Proteine mit einem reduzierenden Lysepuffer isoliert, an-

schließend via Bradford quantifiziert und durch SDS-PAGE aufgetrennt. 

 

4.7.1 BCA-Assay zur Proteinkonzentrationsbestimmung 

Der Proteinnachweis durch den BCA-Assay beruht auf der Reduktion von Cu2+ zu Cu1+ und 

kolorimetrischen Nachweis der erhaltenen blau-violett Färbung durch Bicinchoninsäure (BCA) 

(Walker, 1994) und wurde nach Herstellerangaben durchgeführt (Schretter et al., 2018).  

Nach der Messung des extrazellulären Flux (4.11) mussten die erhobenen Daten auf den letzt-

endlichen Proteingehalt normiert werden. Hierfür wurden die 24 Well Multiplatten nach der 

Zellstoffwechsel-Messung abgesaugt und die Zellen in 20 µl RIPA-Puffer lysiert (3.4.8.1). Der 

Aufschluss der Zellen wurde durch 10 min Inkubation auf in einer Rüttelplatte unterstützt. Da-

rauf folgte eine 1:5 Verdünnung mit dH2O auf ein Gesamtvolumen von 100 µl, sowie eine 

erneute Inkubation der Proben auf der Rüttelplatte für 10 min. 20 µl der Zellsuspension wurden 

in eine frische 96 Well Multiplatte überführt und mit weiteren 80 µl dH2O verdünnt. Zur letzt-

endlichen Bestimmung der Proteinkonzentration wurde eine BSA-Standardkurve (von 0,78 

µg/ml bis 400 µg/ml) entsprechend (angepasster) Herstellangaben (ThermoFisherScientific, 

2015) angefertigt. Als Negativkontrolle dienten 100 µl dH2O, sowie 100 µl verdünnter RIPA-

Puffer (1:25 in dH2O) ohne Protein. Die Proben wurden 1:8 mit dem fertigen BCA-
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Reagenzienmix verdünnt und für 1 h bei 37°C inkubiert, bis ein deutlicher Farbumschlag nach 

blau-violett zu sehen war. Darauf folgte die Vermessung bei 562 nm im Tecan Sunrise Remote 

Plattenlesegerät (3.2). Anhand der BSA-Standardkurve konnte die Proteinkonzentration der 

Proben, unter Berücksichtigung des Verdünnungsfaktors (1:25), bestimmt werden. 

 

4.7.2 Zelllyse und Proteinisolierung 

Für die Proteinisolation wurden MMTV-PyMT Zellen in T175 Zellkulturflaschen ausgebracht, 

24 h adhärieren lassen und weitere 48 h in Zellkulturmedium (± 2 µM TRAM-34) kultiviert 

(3.4.8.2). Je nach Versuchsaufbau wurden letztendlich 5–20 x 10^6 Zellen entweder direkt zur 

Proteinisolation verwendet oder zuvor 3 h mit 100 nM Bafilomycin A1 in Zellkulturmedium, 

EBSS oder 100 nM Bafilomycin A1 in EBSS behandelt und bei 37°C inkubiert. 

Zur eigentlichen Proteinisolation mussten die Zellen zunächst trypsiniert werden, anschließend 

bei 1.000 rpm für 5 min bei RT herunterzentrifugiert werden und das entstandene Pellet in 200 

µL Lysepuffer L (3.4.8.2) resuspendiert werden. Zur vollständigen Lyse wurde die Zellsuspen-

sion 30 min auf Eis inkubiert. Für die Trennung der isolierten Proteine von den Zelltrümmern, 

folgte ein Zentrifugationsschritt bei 12.000 rpm auf 4°C für 15 min. Der Überstand wurde in ein 

neues Reaktionsgefäß überführt und eine Konzentrationsbestimmung nach Bradford (4.7.3) 

durchgeführt. Falls die Proteinproben nicht direkt für Western Blot Untersuchungen verwendet 

wurden, konnten diese aliquotiert und bei -20°C gelagert werden.  

 

4.7.3 Proteinbestimmung nach Bradford 

Zur Konzentrationsbestimmung der in Abschnitt 4.7.2 lysierten Proteine wurde die photomet-

rische Bestimmung nach Bradford verwendet. Dabei handelt es sich um eine Triphenylme-

thanfarbstoff-Lösung, welche Coomassie-Brillant-Blau G-250 enthält und somit photometrisch 

zur Quantifizierung von Proteinen in Lösung entlang einer Kalibriergeraden mit definierter 

Standardproteinmengen genutzt werden kann (Bradford, 1976). 

Für die Bestimmung nach Bradford wurden 95 µl demineralisiertes Wasser (3.4.8.2) mit 5 µl 

Probe in einer Küvette verdünnt. Für die Negativkontrolle (Blank) wurden 5 µl des Lysepuffers 

L (3.4.8.2) statt Probe verwendet. Es folgte eine direkte Zugabe von 1 ml Bradford-Lösung 

(3.4.8.2), sowie eine Inkubation für 5 min bei RT im Dunkeln. Die photometrische Messung 

(3.2) erfolgte bei 595 nm. Im letzten Schritt konnten alle vermessenen Proben auf die nied-

rigste Konzentration eingestellt werden, sodass gleiche Bandenintensitäten der Housekeeper-

Proben generiert werden konnten. Zum Verdünnen der Proben wurde Lysepuffer L verwendet. 

 

4.7.4 Western Blot 

4.7.4.1 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese 

Die SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) dient zur Auftrennung von Proteinen 

nach ihrem Masse-zu-Ladungsverhältnis (Svasti and Panijpan, 1977). Je größer das zu de-

tektierende Protein, desto niedriger die Konzentration an Polyacrylamid. Aufgrund der Varia-

tion an zu detektierenden Proteinen wurden zwei verschiedene Gele (Zweistufiges- und Gra-

dientengel) verwendet. Die Proben LC3B und CaM, sowie αTubulin wurden aufgrund der 
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geringen Proteingröße (kDa) im Gradientengel aufgetrennt, während alle weiteren Proteine ein 

zweistufiges Gel zur Auftrennung durchwanderten.  

Zum Gießen der Polyacrylamidgele wurde zunächst die Gießapparatur mit einer Spaltbreite 

von 0,75 mm korrekt zusammengebaut. Allen Gelen gemein war, dass zunächst das Trenngel 

gegossen wurde, sowie im weiteren Verlauf Spacer- (nur für Gradientengele) und Sammelgele 

folgten (3.4.8.3). APS und TEMED wurden immer zuletzt in die Gelier-Lösungen zugegeben, 

dann in die Gießapparatur befüllt und mit 100%igem Isopropanol überschichtet. Nach dem 

Auspolymerisieren folgte die nächste Gelschicht, sowie im Anschluss an das Befüllen des 

Sammelgels, das Aufsetzten des Kamms. Folgende Konzentrationen an Acrylamid wurden 

verwendet: Zweistufiges Gel mit 12,5% Trenn-, und 5% Sammelgel. Gradientengel mit 19,5% 

Trenn-, 13,5% Spacer- und 5% Sammelgel. 

Die in Abschnitt 4.7.3 vorbereiteten Proteinproben wurden mit 4x Laemmli (3.4.8.3) versehen 

und für 10 min in einem Thermoschüttler bei 95°C denaturiert. Innere-, als auch äußere Gel-

elektrophoresekammern wurden mit 1xElphor (3.4.8.4) überschichtet. Pro Tasche wurden 25 

µl Probe mit einer Hamilton Spritze befüllt, sowie leere Wells zum Ausgleich mit 5 µl 4xLaemmli 

beladen, und mindestens eine Tasche mit 3 µl Proteinmarker IV (3.4.8.4) versehen. Bei 80 mV 

konnten die Proteine bis aus dem Sammelgel diffundieren und nachfolgend bei 120 mV kom-

plett aufgetrennt werden. Es folgte der Transfer auf eine PVDF-Membran (4.7.4.2). 

 

4.7.4.2 Transfer via „semi dry“ Western Blot 

Zum Transfer der durch SDS-PAGE aufgetrennten Proteinen (Dusseldorf, 2019) wurde eine 

speziell für Fluoreszenz-Detektion generierte Polyvinylidendifluorid-(PVDF) Membran verwen-

det (3.4.8.4). Zu Beginn wurden sowohl die vorgeschnittene Membran, als auch Whatman-

Papiere wie folgt in den Transferpuffern für 5 min equilibriert: 5 x Whatman-Papiere in Anode 

1 Puffer, 3 x in Anode 2 Puffer und weitere 5 x Papiere im Kathodenpuffer. Die PVDF-Membran 

wurde zunächst in 100% Methanol aktiviert und anschließend 5 min im Anode 2 Puffer equili-

briert. Im Anschluss wurden die Papiere, Membran und Gel in folgender Reihenfolge auf die 

Anode der semi dry Blotting Apparatur gestapelt: Anode 1, Anode 2, Membran, Gel, Kathode. 

Nach Aufsetzten des Kathoden-Deckels der Apparatur konnten die Proteine für 1 h bei 80 mA 

und anschließend 15 min bei 150 mA transferiert werden.  

Die Membran wurde schließlich in 5% Milchpulver in 1xTBST (3.4.8.4) für 1 h blockiert. Alle 

Blockier- oder Waschschritte wurden bei Raumtemperatur auf einer Schüttelplatte mit 60 

U/min durchgeführt. Es folgte die Inkubation der Membran im Primärantikörper (in 5 ml Anti-

körperverdünnungslösung, siehe 3.4.8.4) über Nacht bei 4°C. Die Verdünnungen der verwen-

deten Primärantikörper sind in Tabelle 6 aufgeführt. Am Folgetag wurden die Membranen 3 x 

für 10 min in 1xTBST gewaschen und anschließend in der sekundären Antikörperlösungen 

(siehe Tabelle 6) für 1 h bei RT im Dunkeln inkubiert. Nach einem weiteren 10 min Wasch-

schritt in 1xTBST wurden die Membranen getrocknet und standen zur Detektion (4.7.4.3) be-

reit. 
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Tabelle 6: Antikörperliste für Western Blot Analysen 

Primärantikörper 

(in Antikörperverdünnungslösung) 

Antikörper Spezies Masse (kDa) Verdünnung 

anti-AKT Kaninchen 60 1:1000 

anti-Phospho-AKT Kaninchen 60 1:1000 

anti-AMPK Kaninchen 62 1:1000 

anti-Phospho-AMPK Kaninchen 62 1:1000 

anti-CaM Kaninchen 17 1:1000 

anti-CaMKK2 Maus 68 1:1000 

anti-GAPDH Kaninchen 38 1:1000 

anti-LC3B Kaninchen 14, 17 1:1000 

anti-LKB1 Kaninchen 54 1:1000 

anti-Phospho-LKB1 Kaninchen 54 1:1000 

anti-P62 Kaninchen 62 1:1000 

anti-ULK1 Kaninchen 140 1:1000 

anti-Phospho-ULK1 Kaninchen 140 1:1000 

anti-α-Tubulin Maus 52 1:1000 

    

 

Sekundärantikörper 

(in 1xTBST) 

Antikörper Spezies Exitations-Maxi-

mum (nm) 

Verdünnung 

CY5 anti-Kaninchen Ziege 649 1:2500 

CY3 anti-Maus Ziege 555 1:2500 

 

4.7.4.3 Detektion und Analyse 

Zur Detektion der Proteinbanden wurden die getrockneten Membranen im GSK-Imager (3.2). 

vermessen. Die Belichtungszeit der Proben variierte je nach Antikörper, wurde aber beim di-

rekten Gegenüberstellen der Genotypen nicht verändert. Zur Quantifizierung der Banden, 

wurde die Software ImageQuant TL 9.0 (3.2) verwendet. Neben der Subtraktion des Hinter-

grunds, wurden die Proben ebenfalls auf den jeweiligen Housekeeper (GAPDH, αTubulin) nor-

malisiert. Eine weitere Normalisierung auf die WT- oder Kontrollgenotypen zeigte des Weiteren 

den direkten Einfluss des Genotyps oder einer Behandlung. Die statistische Analyse erfolgte 

mit GraphPad Prism (siehe Abschnitt 4.12). 

 

4.8 Klonierung 

Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Plasmide wurden entweder kommerziell erworben 

(OriGene; Addgene), oder durch die Kooperation mit Prof. Roland Malli (MedUni Graz, Öster-

reich), bzw. Dr. Helmut Bischof (Experimentelle Pharmakologie, Universität Tübingen) zur Ver-

fügung gestellt.  

Alle in dieser Arbeit verwendeten Plasmide wurden kurz vor Verbrauch mittels Transformation 

in E. coli und anschließender Mini-/Maxi-Präparation erneuert und im Anschluss sequenziert. 

Im Folgenden sind diese Arbeitsschritte aufgeführt. 
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Die Klonierung eines emiRFP gekoppelten KCNN4-Plasmids erfolgte mittels Amplifikation, 

Restriktion und Ligation aus einem emiRFP670- und dem kommerziellen untagged KCNN4-

Plasmid (Origene), siehe Abbildung 9.7. Trotz der positiven Klonierung und der Detektion des 

emiRFP-KCNN4 in transfizierten IK KO-Zellen, konnte eine Funktionalität des Kanals nicht 

bestätigt werden. Aufgrund dessen wurden weitere Experimente des IK rescue nur mit dem 

nicht Fluorophor-gekoppelten KCNN4-Plasmid (KCNN4 untagged, Origene) durchgeführt.  

 

4.8.1 Transformation und Kolonie-PCR 

Für die Transformation der Plasmide wurden NEB 5-alpha E. coli (3.4.9) verwendet. Hierfür 

wurden 25 µl der kompetenten NEB 5-alpha E. coli für 10 min auf Eis aufgetaut und mit 1 µl 

DNA des zu reproduzierenden Plasmids, versetzt. Durch vorsichtiges Invertieren wurde eine 

optimale Durchmischung erreicht. Anschließend wurden die Proben für 30 min auf Eis inku-

biert, gefolgt von einem Hitzeschock bei 42°C für 30 sec. Nach weiteren 5 min auf Eis wurden 

475 µl SOC Medium (3.4.9) zugegeben und für 1 h bei 37°C und 250 rpm auf einem Thermo-

Schüttler inkubiert. Nachfolgend wurden 500 µl der SOC-Kultur auf vorgewärmte (37°C) Se-

lektivagarplatten mit entsprechendem Resistenzantibiotikum (Ampicillin (100 µg/ml), Ka-

namycin (100 µg/ml) (3.4.9)) ausgestrichen und über Nacht bei 37°C inkubiert. 

Am Folgetag wurden einzelne Klone der gewachsenen Kolonien expandiert und die Plasmid 

DNA wurde mittels Mini- oder Maxi-Präparation für nachfolgende Untersuchungen isoliert. 

Hierfür wurden je 10 ml Selektiv-LB-Medium in einem 15 ml Zentrifugationsröhrchen mit einer 

200 µl Pipettenspitze angeimpft, mit der zuvor ein Klon der Selektivagarplatte gepickt wurde. 

Das Wachstum der Klone in dem Selektiv-LB-Medium (3.4.9) erfolgte für 8 h bei 37°C und 250 

rpm. 

Zur Vorselektion welcher der gepickten Klone für eine Mini-/Maxipräparation in Frage kommt, 

wurde eine Kolonie-PCR mit 10 Klonen durchgeführt. Mit einer 200 µl Pipettenspitze wurde 

vorsichtig ein Klon der Platte gepickt und durch auf- und abwärts pipettieren in 10 µl DEPC-

H2O in einem 200 µl PCR-Reaktionsgefäßes verdünnt. Dieselbe Spitze wurde anschließend 

in 500 µl Selektiv-LB-Medium in einem 2 ml Reaktionsgefäßes über Nacht bei 37°C inkubiert. 

Unter Verwendung der Insert-Primer und Taq DNA-Polymerase (3.4.9) wurde die Plasmid-

DNA des jeweiligen Klons durch eine PCR amplifiziert. Tabelle 7 beschreibt das Pipettier-

schema. In einem Thermocycler wurden die Proben initial für 30 sec auf 95°C erhitzt und die 

DNA anschließend 30 Zyklen amplifiziert. Jeder Zyklus durchlief 30 sec auf 95°C (Denaturie-

rung), 60 sec auf 45-68°C (Annealing) und 60 sec 68°C (Elongation). Im Anschluss wurden 

die Proben 2 min auf 68°C inkubiert und final auf 4°C heruntergekühlt. Die amplifizierte DNA 

wurde anschließend auf ein 1,5% Agarosegel (3.4.1.2) aufgetragen. Derjenige Klon mit der 

stärksten Bandenintensität auf richtiger Höhe wurde zur weiteren Klonierung verwendet. Das 

zugehörige 2 ml Reaktionsgefäß wurde vollständig in 10 ml Selektiv-LB-Medium überführt und 

über Nacht bei 37°C inkubiert. 
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Tabelle 7: Pipettierschema zur Kolonie-PCR 

Komponente Volumen [µl] Konzentration 

ThermoPol Reaktions-Puffer 10X 2,5 1X 

10 mM dNTPs 0,5  200 µM 

10 µM Primer forward 0,5 0,2 µM 

10 µM Primer reverse 0,5 0,2 µM 

DNA Variabel <1000 ng 

Taq DNA-Polymerase 0,125 0,025 U/µl 

DEPC-H2O Ad 25 - 

 

4.8.2 Mini-Präparation 

Die Mini-Präparation dient der Isolation von Plasmiden aus geringen Volumina (i.d.R. 1–10 

ml). Verwendet wurde dabei das Monarch Plasmid Miniprep Kit (3.4.9) (Burgstaller et al., 

2022b). Alle aufgeführten Puffer sind in diesem Kit inkludiert. Das Protokoll entspricht den 

Herstellerangaben. 5 ml der in Abschnitt 4.8.1 transformierten Plasmide in Selektiv-LB-Me-

dium wurden bei 16.000 x g für 30 sec zentrifugiert und der Überstand verworfen. Das Pellet 

wurde mit 200 µl Plasmid Resuspensionspuffer gevortext. Weitere 200 µl Lyse-Puffer wurden 

zugegeben und 1 min bei RT inkubiert. 400 µl Neutralisations-Puffer stoppten die Lyse. Nach 

einer Inkubationszeit von 2 min bei RT wurden die Lysate 5 min bei 16.000 x g zentrifugiert 

und anschließend der Überstand in eine Elutionssäule (Anionenaustauscher) samt Auffang-

behälter überführt. Nach 1 min bei 16.000 x g wurde die DNA an die Säule gebunden und 200 

µl Waschpuffer 1 wurden zugegeben, sowie erneut 1 min zentrifugiert. Ein zweiter Wasch-

schritt mit 400 µl Waschpuffer 2 folgte analog. Nach Zugabe von 25 µl Elutionspuffer und an-

schließender Zentrifugation für 1 min bei 16 000 x g wurde die Plasmid-DNA in ein 1,5 ml 

Reaktionsgefäß eluiert. Eine Konzentration von 1 µg/ml wurde nach Messung im NanoDrop 

(3.2) mittels DEPC-H2O eingestellt. Die aufgereinigte Plasmid-DNA konnte nun transfiziert, 

oder zur Sequenzierung vorbereitet werden (4.8.4). 

 

4.8.3 Maxi-Präparation 

Die Maxi-Präparation dient der Generierung von Plasmiden mit großer Ausbeute d.h. aus 100–

500 ml. Verwendet wurde dabei das NukleoBond® Xtra Maxi Plus (3.4.9) (Yang et al., 2021). 

Alle aufgeführten Puffer sind in diesem Kit inkludiert. Das Protokoll entspricht den Hersteller-

angaben. Für die Maxi-Präparation wurde der gesamte Inhalt der 10 ml Vorkultur aus Abschnitt 

4.8.1 in 500 ml Selektiv-LB-Medium überführt und über Nacht bei 37°C und 250 rpm inkubiert. 

Das Selektiv-LB-Medium wurde nach der Inkubation für 15 min bei 6.000 x g und 4°C zentri-

fugiert. Der Überstand wurde abgenommen und das Pellet in 12 ml Resuspensionspuffer (+ 

RNase A) aufgenommen. Im Anschluss wurden weitere 12 ml Lyse-Puffer zugesetzt und 5 

min bei RT inkubiert. Es folgte die Equilibrierung des Aufreinigungsfilters mit 25 ml Equilibrie-

rungs-Puffer. Im Anschluss an die Zelllyse wurde die Reaktion mit 12 ml Neutralisierungs-

Puffer beendet und die gesamte Suspension in den Aufreinigungsfilter überführt. Durch Zu-

gabe von 15 ml Equilibrierungspuffer wurden die im Filter enthaltende DNA in eine am Fil-

terboden befindliche Säule (Anionenaustauscher) gebunden. Es folgte ein Waschschritt mit 25 

ml Waschpuffer, das Entfernen des Aufreinigungsfilters und die Elution in ein 50 ml Zentrifu-

gationsröhrchen. Die Plasmid-DNA wurde durch Zugabe von 15 ml Elutionspuffer von der 

Säule eluiert. Zur Aufkonzentrierung der DNA folgte eine Prezipitation mit Isopropanol. Dabei 
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wurden die 15 ml Plasmid-Lösung mit 10,5 ml Isopropanol versetzt, gevortext und bei 6.000 x 

g, auf 4°C, für 30 min zentrifugiert (3.2). Der Überstand wurde angenommen, die gefällte DNA 

vorsichtig in ein 1,5 ml Reaktionsgefäß überführt und mit 4 ml 70%igen Ethanol gewaschen, 

erneut für 5 min, auf RT, bei 6.000 x g zentrifugiert und im Anschluss getrocknet. Im letzten 

Schritt wurde die DNA in 15 µl DEPC-H2O rekonstituiert, sowie mittels NanoDrop (siehe Ab-

schnitt 3.2) die Konzentration bestimmt und anschließend auf 1 µg/ml eingestellt.  

 

4.8.4 Sequenzierung 

Die Sequenzanalyse der Plasmide erfolgte durch die Firma Microsynth (Microsynth AG, 

Balgach, Schweiz). Zur Sequenzanalyse wurden je 1 µl Plasmid-DNA (40–100 ng/µl) mit ent-

weder 3 µl forward- oder reverse-Primer (je nach Plasmid andere Primersequenz, Verweis an 

Hersteller) in 11 µl DEPC-H2O verdünnt. Die Ergebnisse der Sanger-Sequenzierung konnten 

mit der bekannten Plasmid Sequenz (generiert in SnapGene, siehe 3.2) durch das Web-Pro-

gramm Clustal Omega auf Abweichungen untersucht werden (3.2). Erst nach positiver Se-

quenzanalyse (Übereinstimmung der Sequenzen) wurde das reproduzierte Plasmid für wei-

tere Versuche freigegeben.  

 

4.9 Fluoreszenzbasiertes Imaging 

Unter dem fluoreszenzbasierten Imaging wurden alle Versuche mit beladenen Fluoreszenz-

farbstoffen, sowie transfizierten FRET- und einfach-Fluorophor-gekoppelten Plasmiden zu-

sammengefasst.  

 

4.9.1 Transfektion 

Die Lipotransfektion der MMTV-PyMT Zellen erfolgte nach Herstellerangaben wie folgt 

(SignaGenLaboratories, 2009). Zu Beginn wurden 6 Well Multiplatten mit 30 mm Glasplättchen 

bestückt (3.4.3) und 80.000 MMTV-PyMT Zellen in Zellkulturmedium (± 2 µM TRAM-34) aus-

gebracht. Nach 24 h Inkubation bei 37°C und 5% CO2, wurde eine Konfluenz von ca. 80% für 

optimale Transfektionsbedingungen erreicht. 1 Stunde vor Transfektionsbeginn wurde das Me-

dium gewechselt (± 2 µM TRAM-34, oder ± 3 µM Oligomycin-A). Neben Vollmedium für die 

Inkubation, wurde Serum- und Pen/Strep-freies IMEM für die Transfektion verwendet, da FCS 

die Mizellenbildung behinderte. Für die Transfektion wurden pro Versuchsansatz (Well) zwei 

Reaktionsgefäße (A, B) mit je 50 µl kaltem IMEM versehen. In Reaktionsgefäß A wurden 1 µl 

Plasmid-DNA (1 µg/ml oder 0,3 µg/ml bei mitochondriellen Plasmiden) zugegeben und vor-

sichtig gemischt. In Reaktionsgefäß B wurden 3 µl Polyjet zugegeben, anschließend der ge-

samte Ansatz in Reaktionsgefäß A überführt und vorsichtig gemischt. Für größere Versuchs-

ansätze wurden die Volumina (3.4.10.2) für die Lösungen A und B entsprechend extrapoliert. 

Nach 10 min Inkubation bei RT bildeten sich lipophile Mizellen. 100 µl der Mizellen-Lösung 

wurden tröpfchenweise pro Well transferiert und für 16 h bei 37°C und 5% CO2 inkubiert. Ein 

erneuter Mediumwechsel stoppte die Transfektion und die MMTV-PyMT Tumorzellen konnten 

die Sensoren weiterhin transient exprimieren. Evidenzbasiert zeigte sich die höchste Trans-

fektionseffizienz nach 24 h, weswegen zu diesem Zeitpunkt die Sensoren vermessen wurden. 
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4.9.2 FRET-basierte Fluoreszenz-Messungen 

Zum Messen der FRET-basierten Sensoren wurden wie in Abschnitt 4.2.2 beschrieben, 

MMTV-PyMT Zellen ausgebracht und mit Plasmiden transient transfiziert (4.9.1). Der Förster 

(oder auch Fluoreszenz)-Resonanzenergietransfer (FRET) beschreibt dabei die Übertragung 

von Energie eines angeregten Donor-Farbstoffes auf einen Akzeptor (Förster, 1948). Dabei 

wird die Energie strahlungsfrei durch räumliche Annäherung übertragen (siehe Abbildung 4.7). 

Durch Nutzung von FRET-basierten Biosensoren ist es möglich, Zelldynamiken von Ionen, 

Proteinen oder bioenergetischen Molekülen in Echtzeit zu überwachen (Zadran et al., 2012). 

Zur Detektion der in den Zellen transient exprimierten FRET-Sensoren wurde folgendes Setup 

verwendet: Zeiss Mikroskop (Zeiss Observer Z.1) verbunden mit einer externen Lichtquelle. 

Verwendet wurde für alle Aufnahmen ein Plan-Neofluar 40x/1,30 Oil Immersions-Objektiv, ein 

Splitter (Optosplit II, Cairn Research, Faversham, UK) und eine LED-Hub (Omicron, Rodgau-

Dudendorf) ausgestattet mit 340 nm, 380 nm, 455 nm, 470 nm und 505-600 nm LEDs, sowie 

340x, 380x, 427/10, 473/10 und 575/15 Bandpass Filtern (AHF Analysentechnik, Tübingen, 

Deutschland). Emissionswellenlängen wurden durch 409/493/573/652 dichroische Filter und 

514/605/730 Emissionsfilter, sowie einen 459/526/596 dichroischen mit 475/543/702 Emissi-

onsfilter bestimmt (AHF Analysentechnik, Tübingen). Zur Aufnahme diente die pco.panda 4.2 

bi sCMOS Kamera (pco., Kelheim, Deutschland), sowie zur Akquisition die Software VisiView 

(Visitron Systems, Puchheim, Deutschland). 

 

Abbildung 4.7: Schematische Darstellung eines FRET-basierten Biosensors und repräsentative Messer-

gebnisse 

Der hier repräsentativ dargestellte Biosensor ist ein vereinfachtes Modell des cytosolischen Kaliumsensors cyto 

GEPII 1.0 (lc-LysM) (Bischof et al., 2017). FRET-basierte Biosensoren bestehen aus einem fluoreszenzgekoppelten 

Donor (CFP) und einem Akzeptor (YFP). Die Bindestelle für den jeweiligen Liganden (Kaliumionen) ist mit Linkern 

an den Donor und Akzeptor gekoppelt. Im ungebundenen Zustand wird CFP mit einer Wellenlänge von 425 nm 

angeregt und emittiert in der Folge Licht der Wellenlänge 475 nm. Kommt es zum Binden des Liganden bewirkt 

eine Konformationsänderung die Annäherung von Donor zu Akzeptor (FRET). Es resultiert ein Energietransfer von 

CFP auf YFP und die Emissionswellenlänge des YFP ist detektierbar (525 nm). YFP wird anschließend korrekter 

als FRET bezeichnet. (A) Repräsentative Fluoreszenzintensitäten des cyto GEPII 1.0 (lc-LysM) unter Zugabe von 

zunehmenden Kaliumkonzentrationen (0–300 mM). Die retrograden Intensitäten von CFP und FRET sind sichtbar. 

(B) Beschreibt die Ratio aus FRET zu CFP und repräsentiert damit die cytosolischen Kaliumkonzentrationen in 

MMTV-PyMT WT (schwarz) und IK KO (rot) über die Zeit. Die Daten stellen den Mittelwert ± SEM von N=3 WT; 

N=3 IK KO dar. Grafik A ist auf Grundlage von (Bischof et al., 2017) modifiziert worden. 
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Für die Messung wurden die in Abschnitt 4.9.1 ausgebrachten 30 mm Glasplatten in die Mess-

kammer eingesetzt und mit Hilfe von Immersionsöl (3.4.10.2) über dem 40x Objektiv platziert. 

An die Messkammer wurde sowohl der Absaugschlauch, als auch das Perfusionssystem an-

geschlossen. Durch gleichzeitiges Absaugen und Perfundieren von Messpuffern wurden die 

Zellen stets mit frischem Nährstoffen versorgt. Beim Perfusionsystem handelte es sich um eine 

Schwerkraft-basierte und automatisierte Apparatur der NGFI GmbH. Die zu perfundierenden 

Messpuffer (3.4.10) wurden in die jeweiligen Silos der Apparatur vorgelegt und wurden mit 

Hilfe der Software (NGFI) durch Entriegeln von Quetschventilen geöffnet. Die Schlauchverbin-

dungen aller Silos mündeten in einem zentralen Katheterschlauch, welcher an der Messkam-

mer angeschlossen wurde. Die Geschwindigkeit wurde in jedem Versuch  auf 1 Tropfen/sec 

eingestellt. 

 

Tabelle 8: Mikroskopie-Einstellungen pro transfiziertem Plasmid 

Plasmid Emission Extinktion 

nm: [%] 

Belichtungs-

zeit [ms] 

Binning ND  Splitter 

AMPKAR FRET 

CFP 

455: 4 

505-600: 4 

200 4 4 Ja 

AKTAR FRET 

CFP 

455: 10 

505-600: 10 

200 4 4 Ja 

mTORC1AR FRET 

CFP 

455: 10 

505-600: 10 

200 4 4 Ja 

NesAT1.03 FRET 

CFP 

455: 10 

505-600: 10 

200 4 2 Ja 

mitoAT1.03 FRET 

CFP 

455: 10 

505-600: 10 

200 2 2 Ja 

D1ER FRET 

CFP 

455: 10 

505-600: 10 

200 2 2 Ja 

Cyto GEPII 1.0 

(lc-LysM) 

FRET 

CFP 

455: 10 

505-600: 10 

200 4 2 Ja 

Mito GEPII 1.0 

(lc-LysM) 

FRET 

CFP 

455: 10 

505-600: 10 

200 2 2 Ja 

Laconic FRET 

CFP 

455: 10 

505-600: 10 

200 4 2 Ja 

Pyronic FRET 

CFP 

455: 10 

505-600: 10 

200 4 2 Ja 

4mt D3 cpv FRET 

CFP 

455: 10 

505-600: 10 

200 2 2 Ja 

Car-GECO1 RFP 470: 10 200 4 2 Nein 

FURA-2 510 

510 

340: 85 

380 2 

 

200 4 1 Nein 

TMRM 575 505-600: 10 200 4 1 Nein 

2-NBDG 520 

Durchlicht 

470: 5 

DL: 20 

50 4 1 Nein 
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Die restlichen Einstellungen zur Messung erfolgten über die VisiView-Software (3.2). Im Fol-

genden sind in Tabelle 8 alle Parameter aufgeführt, welche für die entsprechenden Sensoren 

eingestellt wurden: Belichtungszeit (50–200 ms), Extinktionszeit pro Wellenlänge (2–15%), 

neutral density Filter (ND) zur Dezimierung des einfallenden Lichts auf den Kamera-Sensor 

(Filter 2: 70% oder Filter 4: 40% Durchlicht). Binning 2–4. Binning beschreibt eine Technik, um 

die Bildrate und den Dynamikbereich der Kamera zu erhöhen und gleichzeitig das Rauschen 

zu reduzieren, indem die Auflösung verschlechtert wird. Umso kleiner der Binning-Wert, desto 

mehr Pixel pro Bildausschnitt werden detektiert. Pro Aufnahme wurde außerdem festgelegt, 

welche Anregungswellenlängen parallel gemessen werden, bzw. welche Wellenlängen mit 

dem Splitter (Optosplit II) getrennt werden mussten und über welche Filter entsprechend die 

Detektion stattfand (Tabelle 8). Allen Messungen gemein war eine Bildrate von 1 Aufnahme / 

3 sec. 

Die Messungen der FRET-Biosensoren, inklusive verwendeter Messpuffer erfolgte analog 

etablierter Protokolle (Bischof et al., 2017). 

 

4.9.3 Calcium-Imaging mittels FURA-2 

Für Messungen der cytosolischen Calciumkonzentration wurde der Fluoreszenzfarbstoff 

FURA-2 verwendet. Dieser bildet mit freien Ca2+ Chelatkomplexe, welche zu einer Modulation 

der Extinktionswellenlängen des Moleküls führen. In ungebundener Form wird FURA-2 im Cy-

tosol mit einer Wellenlänge von 380 nm (F380) angeregt. Sobald FURA-2 in komplexierter 

Form vorliegt, verändert sich die Extinktionswellenlänge zu 340 nm (F340). Dabei bleibt die 

Emissionswellenlänge von 510 nm unverändert. Durch UV-Anregung beider Extinktionen kann 

der genaue Anteil an gebundenen zu freiem Ca2+, und somit die relative Konzentration, ermit-

telt werden (Ratio F340/F380) (Tanaka and Matsui, 2021). 

MMTV-PyMT Zellen wurden wie in Abschnitt 4.2.2 auf 3,5 mm Zellkulturschallen mit 30 mm 

Glasplättchen ausgebracht und 24 h bei 37°C und 5% CO2 inkubiert. Vor Messbeginn wurde 

das Medium durch 1 ml frische 3,3 µM FURA-2 Lösung ersetzt und für 1 h inkubiert. Im An-

schluss wurde der Puffer abgenommen und zwei Mal mit Messpuffer gespült, das Glasplätt-

chen in die Messkammer eingespannt (siehe 4.9.2) und am Absaug-, sowie Perfusionssystem 

angeschlossen. Die Software des Perfusionssystems (NGFI perfusion) und des Mikroskops 

(VisiView) wurden analog der FRET-basierten Experimente gesteuert (4.9.2). Alle Messpara-

meter sind in Tabelle 8 aufgeführt. Während der FURA-2 Messungen wurden alle unter 

3.4.10.1 angegebenen Puffer perfundiert und die Konzentration an Ca2+ analysiert. Verwendet 

wurden für FURA-2 Messungen das Mikroskop II (3.2).  

 

4.9.4 Mitochondrielle Membranpotenzial-Messungen mittels TMRM 

Für Messungen des mitochondriellen Membranpotenzials wurde Tetramethylrhodamin-Me-

thylester (TMRM) verwendet. Dabei handelt es sich um einen lipophilen Rhodamin-Fluores-

zenzfarbstoff, welcher sowohl in die Zellen, als auch Organellen perfundieren kann. Aufgrund 

seiner positiven Partialladung akkumuliert dieser in den negativ geladenen Mitochondrien. Das 

negative Potenzial der Mitochondrien korreliert umgekehrt proportional mit dem Membranpo-

tenzial (Creed and McKenzie, 2019). Bei einer Extinktion von 515/555 nm und einer Emissi-

onswellenlänge von 575 nm geben die Intensitäten in den Mitochondrien Rückschluss auf das 

Membranpotenzial. Durch die Verwendung einer geringen Konzentration von 200 nM, wird ein 
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Quenching-Effekt (Abbau der Fluoreszenz) verhindert. Durch die Zugabe von Cyanid-p-Triflu-

oromethoxyphenylhydrazon (FCCP, 0,5 µM), einem H+-Gradienten-Entkoppler der OxPhos, 

wird das Membranpotenzial der Mitochondrien zerstört. Im Basalzustand akkumuliert wenig 

TMRM in den Zellkern, was sich allerdings durch die FCCP induzierte Entkopplung ändert. Es 

kommt  zu einer Akkumulation von TMRM, vor Allem in den Nukleus. Aufgrund dessen dienen 

die Intensitäts-Ratios von Mitochondrium zu entsprechenden Nukleus einer Zelle als Maß für 

das mitochondrielle Membranpotenzial (Vasilev et al., 2021, Leonard et al., 2015). 

Zur Messung wurden MMTV-PyMT Zellen wie in Abschnitt 4.2.2 in 6 Well Multiplatten mit 30 

mm Glasplättchen ausgebracht und 24 h bei 37°C und 5% CO2 inkubiert. Vor Messbeginn 

wurde das Medium durch 950 µl frischen 200 nM TMRM-Puffer ersetzt (3.4.10.4) und für 30 

min inkubiert. Der Messaufbau war analog zu Abschnitt 4.9.2 aufgebaut und die Einstellungen 

in der VisiView-Software erfolgten wie in Tabelle 8 beschrieben. Nach 5 Min Messung wurden 

50 µl einer 10 µM FCCP-Lösung (3.4.10.4) in TMRM-Puffer zugegeben, sodass eine Endkon-

zentration von 0,5 µM entstand. Verwendet wurden für TMRM-Messungen das Mikroskop II 

(3.2). 

 

4.9.5 Glukose-Aufnahme mittels 2-NBDG 

Zur Bestimmung der Glukose-Aufnahme in die MMTV-PyMT Tumorzellen wurde das fluores-

zenzgekoppelte Glukoseanalogon 2-NBDG (2-(N-(7-Nitrobenz-2-oxa-1,3-diazol-4-yl)Amino)-

2-Deoxyglukose) verwendet (O'Neil et al., 2005). Dabei handelt es sich um ein Glukosamin, 

welches durch das fusionierte grün fluoreszierende Protein (GFP) bei 467 nm angeregt (Ex-

tinktion) und 538 nm (Emission) detektiert werden kann. Über Glukosetransporter kann 2-

NBDG in die Zelle aufgenommen werden und konkurriert dabei direkt mit der D-Glukose. Die 

Emissionsintensität gibt somit Rückschluss auf die Glukose-Aufnahme über die Zeit.  

Zur Messung wurden MMTV-PyMT Zellen wie in Abschnitt 4.2.2 in 6 Well Multiplatten auf 30 

mm Glasplättchen ausgebracht und 24 h bei 37°C und 5% CO2 inkubiert. Nach erfolgter Ad-

härenz, wurden die Zellen mit 100 µM 2-NBDG-Lösung über Nacht inkubiert. Vor der Messung 

wurden die Zellen 3x mit je 1 ml glukosefreien Puffer (3.4.10.5)  gespült. Im Anschluss wurden 

von jeder Probe 3–5 Aufnahmen bei einer Wellenlänge von 520 nm (Extinktion bei 470 nm), 

sowie im Durchlicht erzeugt. Alle weiteren Einstellungen sind in Tabelle 8 aufgeführt. Eine 

Aufnahme bildete dabei die Intensität zu diesem basalen Zeitpunkt ab. Die Intensitäten des 

GFP wurden mit Hilfe von GraphPad Prism (3.2) statistisch analysiert. Verwendet wurden für 

die Glukose Aufnahme das Mikroskop III (3.2). 

 

4.10  MTT  

Der Nachweis der Zellvitalität gegenüber TRAM-34 und des IK rescues wurde mittels MTT-

Test überprüft. Der Assay beruht auf der Reduktion des 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphe-

nyltetrazol Bromids (MTT) zu Formazan (Stockert et al., 2012). Mögliche cytotoxische Wirkun-

gen der Behandlungen könnten eine vermehrte Reduktion zu Formazan fördern und somit die 

Farbreaktion intensivieren. Da Formazan wasserunlöslich ist, müssen durch Extraktion mit 

DMSO die Kristalle vor der Detektion in Lösung gebracht werden. Durch photometrische Be-

stimmung der Intensität bei 570 nm kann die Viabilität innerhalb eines Genotyps verglichen 

werden.  
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80.000 Zellen wurden in eine 96 Well Multiplatte ausgebracht und 24 h bei 37°C und 5% CO2 

inkubiert. Es folgte eine Behandlung mit 0, 1, 2 oder 5 µM TRAM-34 (3.4.3) in 100 µl Zellkul-

turmedium für weitere 48 h. Des Weiteren wurden unbehandelte IK KOs 24 h vor der Messung 

mit dem KCNN4-untagged Plasmid transfiziert (siehe Abschnitt 4.9.1), sodass sie den IK Kanal 

im Anschluss transient exprimierten. Ein zellfreies Well diente als Negativkontrolle. Im An-

schluss wurden 10 µl einer 12 mM MTT-Lösung pro Well zugegeben und die Multiplatte erneut 

für 4 h bei Standardbedingungen inkubiert. Dabei kam es zur Reduktion des MTT zu Forma-

zan. 85 µl jedes Wells wurden abgenommen und mit 50 µl 100%igem DMSO verdünnt. 100 µl 

der DMSO-Suspension wurden auf eine neue 96 Well Multiplatte transferiert und mit Hilfe des 

F200 Pro Plattenlesers (3.2) bei einer Absorption von 570 nm ausgelesen. Für die Quantifizie-

rung wurde der Mittelwert der vermessenen Triplett-Intensitäten gebildet und auf den unbe-

handelten Wert (0 µM) normiert. Die statistische Analyse erfolgte mit dem Programm Graph-

Pad Prism (3.2).  

 

4.11  Extrazelluläre Flux-Messungen (Seahorse) 

Durch die Seahorse-Methode (1.1.2) können je nach Versuchsaufbau verschiedene Parame-

ter in der Extrazellularflüssigkeit über die Zeit vermessen werden. Verwendet wurde der so 

genannte mitochondrielle Stress-Test, welcher Rückschlüsse über den Metabolismus von 

MMTV-PyMT Zellen liefern sollte. Dabei wurden verschiedene Modulatoren der Elektronen-

transportkette und der oxidativen Phosphorylierung eingesetzt, um etwaige Änderungen der 

mitochondriellen Funktion der Zellen zu provozieren. Diese Änderungen konnten sowohl im 

Sauerstoffverbrauch (OCR) oder in extrazellulären pH-Schwankungen (ECAR) detektiert wer-

den (siehe Abbildung 1.1). OCR und ECAR sind Schlüsselindikatoren der mitochondriellen 

Atmung und Glykolyse (Burgstaller et al., 2021). Verwendet wurde der XFe24 Analyzer von 

Agilent (AgilentTechnologies, 2017). Die im Kit enthaltenen Behältnisse bestanden aus einer 

24 Well Multiplatte, einer Cartridge (Deckel mit 4 Durchfluss-Kammern), sowie einem Kalib-

rieraufsatz. Zur Analyse wurden 50.000 MMTV-PyMT Zellen pro 24 Well Multiplatte in 1 ml 

Zellkulturmedium (± 2 µM TRAM-34) ausgebracht. Die Zellen wurden für 24 h bei 37°C und 

5% CO2 inkubiert. Der Kalibriereinsatz wurde mit 1 ml Equilibrierungslösung gefüllt und die 

Cartridge aufgesetzt. Die in der Cartridge verbauten Sensoren konnten so in die Lösung tau-

chen und wurden ebenfalls für 24 h bei 37°C und 0% CO2 inkubiert. Am Folgetag konnte die 

Kalibrierlösung verworfen werden und die vier Durchfluss-Kammern mit den jeweiligen Inhi-

bitor-Lösungen befüllt werden. Der Reihenfolge nach wurden jeweils folgende Volumina in die 

Kammern 1–4 pipettiert: 55 µl der 2 µM Oligomycin-A Lösung (3.4.11), 62 µl der 0,2 µM FCCP-

Lösung, 69 µl der 0,4 µM FCCP-Lösung und 76 µl der 2,5 µM Antimycin-A Lösung. Die sich 

ändernden Füllstände der Durchfluss-Kammern kamen durch die insgesamten Volumenäde-

rungen der vorherigen Kammern zustande. Je nach Versuchsaufbau wurden dem Seahorse-

Zellpuffer 2 µM TRAM-34 zugesetzt, um eine Änderung der Inhibitor-Konzentration zu verhin-

dern (siehe 3.4.11). Des Weiteren wurde, durch mehrere Waschschritte, das Zellkulturmedium 

nach 24 h durch Seahorse-Messpuffer (± 2 µM TRAM-34) in der 24 Well Multiplatte ersetzt. 

Mit dem letzten Waschschritt wurde ein Restvolumen von 500 µl über den MMTV-PyMT Zellen 

zurückgelassen und diese für weitere 30 min bei 37°C und 0% CO2 inkubiert. Im letzten Schritt 

wurde die Cartridge auf die 24 Well Multiplatte gesetzt, sodass die Sensoren in die Seahorse-

Messflüssigkeit eintauchen konnten. Der XFe24 Analyzer konnte mit Hilfe einer Luftdruckdüse 

die Durchfluss-Kammern zu gezielten Zeitpunkten in die Messflüssigkeit entleeren und somit 

Veränderungen der OCR und ECAR in Echtzeit detektieren. Zur eindeutigen Quantifizierung 
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der Daten, wurden die Zellen nach der Messung lysiert und mittels BCA-Assay auf ihren Pro-

teingehalt bestimmt (siehe Abschnitt 4.7.1). Im Anschluss an die Normierung auf den Protein-

gehalt jedes Wells, konnten die Daten durch die Software GraphPad Prism statistisch analy-

siert werden. 

 

4.12  Statistik 

Im Verlauf dieser Arbeit wurden insgesamt 5 Primärzelllinien aus 5 verschiedenen Tumoren 

(Mäusen) pro Genotyp verwendet. Jede n-Zahl beschreibt dabei ein biologisches Replikat. 

Werden n-Zahlen > 5 (Anzahl an verwendeten Tumorzelllinien) angegeben, wurden Zelllinien 

erneut vermessen. Jedes Experiment wurde dabei an verschiedenen Tagen mit unterschied-

lichen Zellen durchgeführt. Die erhobenen Ergebnisse werden in den Diagrammen als Mittel-

werte ± Standardfehler (SEM) dargestellt. Ausnahmen sind aufgrund einer besseren Übersicht 

nur in Abbildung 5.16 D und Abbildung 9.11 F aufgeführt. Ein positiver Test auf Normalvertei-

lung wurde initial erhoben. Ein negativer Test auf Varianz-Homogenität fiel (aufgrund von Aus-

reißern) in 3 Fällen positiv aus (Abbildung 5.11 C und I, Abbildung 5.12 E, Abbildung 5.18 B). 

Bei positiver Varianz wurde der ungepaarte t-Test oder One-way ANOVA mit Welch´s Korrek-

tur für ungleiche Standardabweichungen verwendet. 

Für die statistische Auswertung zweier Wertegruppen wurde ein Student-t-Test für unabhän-

gige Stichproben durchgeführt (direkter Vergleich WT versus IK KO). Wurden mehr als zwei 

Wertegruppen untereinander verglichen, wurde zusätzliche eine einfaktorielle Varianzanalyse 

(One-Way ANOVA) mit nachfolgendem Tukey-Test angewendet (direkter Vergleich der vier 

Gruppen WT ± TRAM-34 und IK KO ± TRAM-34). Für den Vergleich von mehr als zwei Wer-

tegruppen untereinander erfolgte eine zweifaktorielle Varianzanalyse mit Messwiederholung 

(Two-Way ANOVA). In vivo Analysen des Überlebens (Tumorfreies Überleben, Gesamtüber-

leben) wurden in einer Kaplan-Meier-Kurve dargestellt und über Log-rank (Mantel-Cox) Test 

ergänzend zu einem Gehan-Breslow-Wilcoxon Test berechnet (direkter Vergleich des TFS/OS 

von WT und IK KO).  

Zur Darstellung der Signifikanzen wurden für alle Ergebnisse die p-Werte als * oder # ausge-

geben. Die statistischen Tests wurden in den jeweiligen Abbildungslegenden erläutert. p-

Werte von ≤ 0,05 wurden mit *, p ≤ 0,01 mit ** und p ≤ 0,001 mit *** gekennzeichnet, was den 

Vergleich zur Kontrollgruppe, meist dem WT (direkter Vergleich WT versus IK KO) widerspie-

gelte. # zeigt dabei den signifikanten Unterschied einer Behandlung zur unbehandelten Kon-

trolle innerhalb eines Genotyps (IK KO + TRAM-34 versus IK KO). Nicht signifikante Unter-

schiede (p > 0,05) sind nicht gekennzeichnet oder als Zahlenwert eingefügt. Alle verwendeten 

statistischen Auswertungen und dazugehörigen Signifikanzen sind in den Abbildungs-Legen-

den und in der Abbildung selbst aufgeführt.  
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5 Ergebnisse 

Zur Überprüfung der Hypothese, inwieweit der IK die Tumorgenese und den Metabolismus 

von Krebszellen beeinflusst, wurden in vivo Mausmodelle und isolierte Tumorzellen mit und 

ohne IK-Kanal Depletion untersucht. Hierbei sollten die brustkrebs-assoziierten Mausmodelle 

Hinweise auf das Überleben und die Tumorprogression liefern, während in vitro Experimente 

mit primären murinen Zellen molekularbiologische Einblicke in Signalwege und den Energie-

haushalt der Zellen ermöglichten.  

 

5.1 Einfluss des IK-Kanals auf die Brustkrebsentwicklung und das 

Überleben 

Um die Funktion des IK-Kanals während der Entwicklung des Mammakarzinoms näher be-

leuchten zu können, wurden genetisch veränderte Mauslinien generiert (siehe 3.1). FVB/N 

Mäuse entwickelten durch die Expression des PyMT-Onkogens unter dem MMTV-Promotor, 

spontan Tumore der Brustdrüse(n). Durch die mehrstufige Verpaarung (siehe 4.1.1) wurden 

so IK-progrediente, brusttumortragende Wildtyp- (WT) und homozygote IK-defiziente Knock-

out- (KO) Mäuse generiert. Durch dieses Mausmodell, sowie anschließender Isolation primärer 

muriner Tumorzellen, konnten weitere in vitro Daten erhoben werden. Zunächst sollte der Ein-

fluss des IK-Kanals auf die Tumorprogression untersucht werden, um bestehende Erkennt-

nisse aus vorangegangenen Arbeiten zu verifizieren. Untersucht wurden dementsprechend 

das tumorfreie- und Gesamtüberleben der Mäuse, sowie die Tumorgenese in vivo. Als weitere 

Parameter wurde das Proliferationsverhalten und Metastasierungspotenzial der Tumorzellen 

nach Depletion des IK-Kanals betrachtet. 

 

5.1.1 Auswirkungen des IK-Status auf das Überleben und die Metastasierung in vivo 

Der Einsatz von MMTV-PyMT-transgenen Mäusen stellte ein verbreitetes und bereits etablier-

tes Modell zur Untersuchung des IKs im Mammakarzinom dar (Mohr et al., 2019a, Steudel et 

al., 2017). Vorteil des FVB/N Hintergrundes ist ein schnelleres Tumorwachstum im Vergleich 

zu anderen Mausmodellen (53 d statt 92 d in C57BL/6) (Davie et al., 2007). Der Zeitraum 

zwischen Geburt und Auftreten der ersten positiven Palpation wurde als Tumorfreies Überle-

ben (tumor free survival, TFS) definiert und auf die Gesamtzahl der im Versuch befindlichen 

Mäuse bezogen. Abbildung 5.1 A zeigt entsprechend, dass das TFS der MMTV-PyMT WT- 

(schwarze Linie) und IK KO-Tiere (rote Linie) keinen Unterschied aufweisen (Gehan-Breslow-

Wilcoxon Test WT vs. IK KO: p = 0,4621). Das durchschnittliche Alter bei der ersten Palpation, 

betrug für den WT 82 ± 4 Tage und im IK KO 87 ± 8 Tage (Abbildung 5.1 A). 

Um ein mögliches verzögertes Tumorwachstum zu studieren, wurde ergänzend auch das Ge-

samtüberleben (overall survival, OS) der Tiere bestimmt. Nach Erreichen eines Tumordurch-

messers von 15 mm (Abbruchkriterium) wurde das Tier getötet und der zeitliche Abstand zur 

Geburt ermittelt (Abbildung 5.1 B). Analog des TFS zeigte auch das OS keine signifikanten 

Unterschiede (Gehan-Breslow-Wilcoxon Test WT vs. IK KO: p = 0,4798). Die durchschnittliche 

Überlebensdauer der WT-Mäuse betrug 94 ± 3 Tage und die der IK KOs 97 ± 7 Tage. Diese 

Ergebnisse bestätigten vorangegangene in vivo Versuche im FVB/N-Mausmodell (Steudel, 

2016, Mohr, 2020). Dass die IK-Depletion dennoch zu einem Überlebensvorteil und einer 
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Verlangsamung des Tumorwachstums führt, konnte in einem orthotropen Transplantations-

modell nachgewiesen werden. Hier führte die Inokulation von weiblichen FVB/N WT Mäusen 

mit MMTV-PyMT WT- oder IK KO-Zellen zu einem IK-abhängigen Wachstum und folglich zu 

einer genotypspezifischen Reduktion des TFS und OS unter IK-Depletion (Mohr et al., 2019a). 

Aufgrund der Diskrepanz zum spontanen Modell, wurden der Einfluss des TME und der gene-

tische Hintergrund der Mäuse als maßgebliche Ursachen für die erhaltenen Unterschiede iden-

tifiziert (Mohr et al., 2019b).  

 

 

Abbildung 5.1: In vivo Charakterisierung des Brustkrebsmodelles in MMTV-PyMT WT- und IK KO-Mäusen 

Alle FVB/N Tiere wurden wie in Abschnitt 4.1.1 gezüchtete und genotypisiert. Anschließend wurde das Tumor-

wachstum über die Zeit kontrolliert. Die Zeitspanne zwischen Geburt des Tieres und dem ersten positiven Tastbe-

fund eines Brusttumors gilt als tumorfreies Überleben, die Zeitspanne bis zum Tot oder Erreichen des Abbruchkri-

teriums als Gesamtüberlebenszeit. (A) Zeigt die Kaplan-Meier Kurve des tumorfreien Überlebens von MMTV-PyMT 

WT (schwarze Linie) und MMTV-PyMT IK KO-Tieren (rote Linie) über die Zeit. MMTV-PyMT WT Tiere entwickeln 

im Mittel nach 81 ± 4 Tagen den ersten Tumor, MMTV-PyMT IK KO-Tiere nach 87 ± 8 Tagen. N=17 für WT; N=15 

für IK KO. (B) Zeigt die Kaplan-Meier Kurve des Gesamt-Überlebens von MMTV-PyMT WT (schwarze Linie) und 

MMTV-PyMT IK KO-Tieren (rote Linie). MMTV-PyMT WT Tiere sterben im Mittel nach 94 ± 3 Tagen, MMTV-PyMT 

IK KO-Tiere nach 97 ± 7 Tagen. N=17 WT; N=15 IK KO. (A) und (B) zeigen keine signifikanten Unterschiede 

zwischen den Genotypen, nach Log-rank (Mantel-Cox) Test. (C) Repräsentative Hämatoxylin- und Eosin (HE) Fär-

bungen von 10-µm Lungenschnitten aus MMTV-PyMT WT- (links) und MMTV-PyMT IK KO-Mäusen (rechts). 

Schwarz gestrichelte Linien markieren die Sekundärtumoren. Maßstabsbalken 100 µm. (D) Quantifizierung des 

Tumordurchmessers von MMTV-PyMT WT- (schwarzer Balken) und MMTV-PyMT IK KO-Lungenschnitten (roter 

Balken). Daten stellen den Mittelwert ± SEM von N=3 WT; N=3 IK KO dar. Statistische Analyse mittels (ungepaar-

tem) t-Test für unabhängige Stichproben.  

 

Die MMTV-PyMT-spezifische Veränderung des Genoms äußerte sich neben der Initiation von 

soliden Brusttumoren auch in einem verstärkten Risiko für Lungenmetastasen. In FVB/N sind 

80–90% häufiger Lungenmetastasen als in C57BL/6 Mäusen zu finden (Guy et al., 1992). Dies 

ist von entscheidender Bedeutung, da die hohe Mortalitätsrate des Mammakarzinoms auf das 

starke Metastasierungsrisiko zurückzuführen ist (Dillekas et al., 2019). Aufgrund dessen wurde 
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der mögliche Einfluss des IK-Kanals auf die Entstehung von Lungenmetastasen untersucht. 

Abbildung 5.1 C zeigt repräsentative HE Färbungen von MMTV-PyMT WT- und IK KO-Lun-

genflügeln. Die Anzahl der Lungenmetastasen pro Maus war im Vergleich der beiden Genoty-

pen unverändert (Daten nicht gezeigt), allerdings zeigten sich Tendenzen im Durchmesser der 

Lungenmetastasen (Abbildung 5.1 D). Die Größe der Sekundärtumoren im IK KO fiel tenden-

ziell kleiner aus (Durchmesser in µm: WT 193 ± 26; IK KO 144 ± 38). Um den Einfluss des 

TME, insbesondere die Rolle von IK auf das Immunsystem und Stroma auszuschließen (Chen 

et al., 2022, Chen et al., 2021), fokussierte sich die vorliegende Arbeit im Folgenden auf die 

Analyse von murinen Tumorzellen in vitro (siehe Abschnitt 4.2.1).  

 

5.1.2 IK-Kanäle modulieren das Wachstum von isolierten MMTV-PyMT Tumorzellen 

Da globale IK KO-Tiere gegenüber ihren WT-Wurfgeschwistern zunächst keinen auffälligen 

Phänotyp oder Veränderungen in der Tumorentstehung zeigten, sollte ein in vitro Modell aus 

isolierten primären Tumorzellen detailliertere Einblicke in die Energiehomöostase ermögli-

chen. Zunächst wurde daher das Wachstumsverhalten der MMTV-PyMT Tumorzellen in vitro 

auf sogenannten Grid-Rasterplatten überprüft (siehe 4.4.1). Über 72 Stunden wurden täglich 

dieselben Areale auf die Zellproliferation analysiert. Zur besseren Vergleichbarkeit wurde des 

Weiteren eine Normalisierung auf den Anfangswert von 0 Stunden (t=0) durchgeführt (Abbil-

dung 5.2 B). Repräsentative Areale des Grid-Rasters, sowie eine progrediente Vermehrung 

der Tumorzellen in beiden Genotypen über 72 h sind in Abbildung 5.2 A zu sehen. Das relative 

Zellwachstum war im IK KO nach 24 h tendenziell und dann nach 48 h (Zellzahl/mm²: WT 2,35 

± 0,09; IK KO 1,92 ± 0,07) und 72 h (Zellzahl/mm²: WT 3,49 ± 0,24; IK KO 2,46 ± 0,10; Abbil-

dung 5.2 B) signifikant reduziert. Diese Befunde decken sich mit früheren Beobachtungen 

(Steudel et al., 2017), sollten aber durch eine weitere Methode verifiziert werden. Immunfluo-

reszenz (IF)-Färbungen des Proliferationsmarkers Ki-67 zeigen eine Anreicherung (Intensität-

steigerung) während der G1-, S-, G2- und Mitose-Phase des Zellzyklus sich teilender Zellen 

(Scholzen and Gerdes, 2000). Abbildung 5.2 C zeigt repräsentative Fluoreszenzbilder der Ki-

67 Färbung (gelb) nach Überlagerung mit dem Kernfarbstoff DAPI (blau). Die Quantifizierung 

bestätigte die in Abbildung 5.2 B gezeigte verminderte Proliferation bei IK-Depletion (Abbil-

dung 5.2 D). Die Ki-67 positiven Tumorzellen waren im IK KO im Vergleich zum WT signifikant 

reduziert (Relativer Ki-67 Index: WT 1,72 ± 0,07; IK KO 1,50 ± 0,06; Abbildung 5.2 D). 

Alle vorangegangenen Versuche wurden mit dem pharmakologischen IK-Kanal Inhibitor 

TRAM-34 verifiziert. Um auszuschließen, dass die Behandlung mit TRAM-34 die Viabilität und 

somit letztlich das Proliferationsverhalten der MMTV-PyMT Tumorzellen beeinflusst, wurde 

zunächst ein MTT-Assay durchgeführt (siehe 4.10,  Abbildung 9.1 A). TRAM-34 (1, 2, oder 5 

µM) hatte, unabhängig vom IK-Status der Zellen, keinen signifikanten Einfluss auf die Zellvia-

bilität (Abbildung 9.1 A). Dementsprechend konnte die Behandlung der MMTV-PyMT WT Zel-

len mit TRAM-34 über 48 h in Grid-basierten Experimenten analog 4.4 durchgeführt werden. 

In Übereinstimmung mit den unter Abbildung 5.2 A, B beschriebenen Ergebnissen resultierte 

die TRAM-34 Behandlung in einer signifikant verlangsamte Wachstumsrate der Zellen über 

die Zeit (Abbildung 5.2 E, F). Anders als beim IK KO war bereits nach 24 h eine deutliche 

Reduktion der TRAM-34 exponierten Zellen erkennbar (Zellzahl/mm²: WT 1,67 ± 0,05; WT + 

TRAM-34 0,82 ± 0,10; Abbildung 5.2 F). Die über den gesamten Beobachtungszeitraum stag-

nierende Proliferation war offensichtlich TRAM-34- und folglich IK-abhängig. Die Proliferation 

unter TRAM-34 Behandlung wurde ebenfalls mittels Ki-67 IF-Färbungen analysiert (Abb. 5.2 

G, H). Repräsentative Bilder nach 72 h sind in Abbildung 5.2 G aufgeführt. Der Ki-67 Index 
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bestätigte das signifikant langsamere Wachstum der TRAM-34-behandelten WT Zellen (Rela-

tiver Ki-67 Index: WT 1,72 ± 0,07; WT + TRAM-34 1,15 ± 0,07; Abbildung 5.2 H). 

 

Abbildung 5.2: Einfluss des IK-Kanals auf das Wachstumsverhalten von MMTV-PyMT Tumorzellen 

Die Zellen wurden wie in Abschnitt 4.4 in Grid-Rasterplatten ausgebracht und das Wachstum über 72 h kontrolliert, 

oder die Ki-67 Expression nach 0 und 72 h detektiert. Die relative Ki-67 Expression nach 72 h ist auf 0 h normiert. 

(A) Repräsentative Ausschnitte eines Quadranten von MMTV-PyMT WT-Zellen (obere Reihe) und IK KO-Zellen 

(untere Reihe) über vier Zeitpunkte (0–72 h). Maßstabsbalken 100 µm. (B) Quantifizierung des Wachstums pro 

Quadratmillimeter von MMTV-PyMT WT (schwarze Balken) und MMTV-PyMT IK KO (rote Balken), normiert auf 

den Ausgangswert t=0 h. Die Daten stellen den Mittelwert ± SEM von N=21 WT; N=18 IK KO dar. Statistische 

Analyse durch einfaktorielle Varianzanalyse (ANOVA), * p≤0,05; ***p≤0,001. (C) Repräsentative Ki-67 
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Immunfluoreszenzfärbungen von MMTV-PyMT WT (links) und MMTV-PyMT IK KO (rechts). Gezeigt sind überla-

gerte Fluoreszenzaufnahmen der Zellkerne (DAPI, blau) und Ki-67 (gelb), nach 72 h. Maßstabsbalken 30 µm. (D) 

Relative Ki-67 Expression von MMTV-PyMT WT (schwarze Balken) und MMTV-PyMT IK KO (rote Balken). Die 

Daten stellen den Mittelwert ± SEM von N=10 WT; N=9 IK KO dar. Statistische Analyse mittels (ungepaartem) t-

Test für unabhängige Stichproben, * p≤0,05. (E) Repräsentative Ausschnitte eines Quadranten von MMTV-PyMT 

WT Zellen (obere Reihe) und WT-Zellen behandelt mit 10 µM TRAM-34 (untere Reihe) über vier Zeitpunkte (0–72 

h). Maßstabsbalken 100 µm. (F) Quantifizierung des Wachstums pro Quadratmillimeter von MMTV-PyMT WT 

(schwarze Balken) und MMTV-PyMT WT behandelt mit 10 µM TRAM-34 (graue Balken), normiert auf den basalen  

Stundenwert (t=0 h). Die Daten stellen den Mittelwert ± SEM von N=21 WT; N=9 WT + TRAM-34 dar. Statistische 

Analyse mittels einfaktorieller Varianzanalyse ANOVA, ***p≤0,001. (G) Repräsentative Immunfluoreszenz-Färbun-

gen von MMTV-PyMT WT (links) und MMTV-PyMT WT behandelt mit 10 µM TRAM-34 (rechts). Gezeigt sind über-

lagerte Aufnahmen der Zellkerne (DAPI, blau) und anti-Ki-67 (gelb) nach 72 h. Maßstabsbalken 30 µm. (H) Relative 

Ki-67 Expression von MMTV-PyMT WT (schwarze Balken) und MMTV-PyMT WT behandelt mit 10 µM TRAM-34 

(graue Balken). Die Daten stellen den Mittelwert ± SEM von N=10 WT; N=6 WT + TRAM-34 dar. Statistische Ana-

lyse durch (ungepaarten) t-Test für unabhängige Stichproben, ***p≤0,001. (mm²: Quadratmillimeter; SEM: Mittel-

wert der Standardabweichung/ Standard error of mean). Modifizierte Grafiken C, D, G und H basierend auf (Gross 

et al., 2022). 

 

Zusammengefasst resultierte die genetische Depletion des IK-Kanals oder dessen pharmako-

logische Inhibition in einer reproduzierbaren Wachstumshemmung der MMTV-PyMT Brusttu-

morzellen. Anders als die primären in vivo Daten vermuten ließen, zeigten die isolierten 

MMTV-PyMT IK KO-Zellen das zuvor etablierte (Steudel et al., 2017) verlangsamte Wachs-

tums in vitro und konnten somit für weitere Untersuchungen der Energiehomöostase verwen-

det werden. 

 

5.1.3 Rolle des IKs für die Migration und Invasion von MMTV-PyMT Tumorzellen in 

vitro 

Zur Untersuchung der Migrationsfähigkeit der MMTV-PyMT Zellen wurde initial der Scratch-

Test durchgeführt. Wie in 4.5.1 beschrieben wurden hierfür die Tumorzellen ausgebracht, und 

nach definierter Läsion (Scratch) des Zellrasens über 24 h die Migration der Zellen in das so 

eröffnete Areal beobachtet (Abbildung 5.3 A; Abbildung 4.5). Repräsentative Bilder des 

Scratch-Assays direkt nach Beginn (t=0 h) und am Ende des Versuches (t= 24 h) zeigten 

Unterschiede im Verschluss der Wunde (Abbildung 5.3 A). Die Quantifizierung zum Zeitpunkt 

t=24 h zeigte eine Verringerung der freien Fläche um 38,45 ± 1,66% in den WT im Vergleich 

zu den IK KO Zellen (30,75 ± 2,53%; Abbildung 5.3 B). Analog wurde das Migrationspotenzial 

der MMTV-PyMT WT-Zellen in der Anwesenheit von TRAM-34 untersucht (Abbildung 5.3 C). 

Übereinstimmend mit dem genetisch KO des IKs, resultierte die pharmakologische Hemmung 

des Kanals durch TRAM-34 in einem geringeren Migrationspotential der MMTV-PyMT WT Zel-

len (Fläche %: WT 38,45 ± 1,66; WT + TRAM-34 14,35 ± 1,35; Abbildung 5.3 C-D). 

Die Validierung der Migration im 2D Modell erfolgte durch den Boyden-Kammer Assay. Dabei 

sollte das Migrationsverhalten durch eine porenhaltige Membran beobachtet werden (Abbil-

dung 4.6 A). Migrierte Zellen wurden nach 24 h auf der Unterseite der Membran mittels Kris-

tallviolett gefärbt und quantifiziert (4.5.2). Repräsentative Aufnahmen demonstrieren klar die 

höhere MMTV-PyMT Zelldichte auf der Membranunterseite (Abbildung 5.3 E). Analysen des 

Puffers der unteren Kammer bestätigten (mittels Neubauer-Zählkammer), dass sich keine Zel-

len von der Membranunterseite gelöst hatten (Daten nicht gezeigt). Die Quantifizierung der 

Kristallviolett-Färbung ergab ebenfalls eine signifikant erniedrigte Migrationsrate unter IK-

Depletion, im Vergleich zum WT (Relative Migration %: WT 1,00 ± 0,15; IK KO 0,48 ± 0,12; 

Abbildung 5.3 F). 
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Abbildung 5.3: Einfluss des IK-Kanals auf das Migrationsverhalten von MMTV-PyMT Tumorzellen 

Das Migrations- sowie Invasionsverhalten von MMTV-PyMT Zellen wurde mittels Scratch-Test oder mit Hilfe einer 

Boyden-Kammer ± Matrigel untersucht. (A) Repräsentative Aufnahmen von MMTV-PyMT WT- (obere Reihe) und 

MMTV-PyMT IK KO-Zellen (untere Reihe) zum Zeitpunkt 0 und 24 h. Die Läsionsfläche („Scratch“) ist durch 

schwarze Linien hervorgehoben. Maßstabsbalken 100 µm. (B) Relative migrierte Fläche nach 24 h von MMTV-

PyMT WT (schwarze Balken) und MMTV-PyMT IK KO-Zellen (rote Balken). Die Daten stellen den Mittelwert ± SEM 

von N=9 WT; N=14 IK KO dar. Statistische Analyse durch (ungepaarten) t-Test für unabhängige Stichproben, ** 

p≤0,01. (C) Repräsentative Aufnahmen eines Scratch-Tests von MMTV-PyMT WT (obere Reihe) und MMTV-PyMT 

WT behandelt mit 10 µM TRAM-34 (untere Reihe) zum Zeitpunkt 0 und 24 h. Die Scratchfläche wurde durch 

schwarze Linien  zu den angezeigten Zeitpunkten hervorgehoben. Maßstabsbalken 100 µm. (D) Relative migrierte 

Fläche nach 24 h von MMTV-PyMT WT Zellen (schwarze Balken) und MMTV-PyMT WT-Zellen + TRAM-34 (graue 

Balken). Die Daten stellen den Mittelwert ± SEM von N=9 WT; N=4 WT + TRAM-34 dar. Statistische Analyse durch 
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(ungepaarten) t-Test für unabhängige Stichproben, *** p≤0,001. (E) Repräsentative Kristallviolett-Färbungen der 

Membranunterseite einer Boyden-Kammer von MMTV-PyMT WT (links) und MMTV-PyMT IK KO (rechts). Die 

schwarzen Punkte repräsentieren die Poren der Membran. Maßstabsbalken 20 µm. (F) Relative Migration von 

MMTV-PyMT WT (schwarze Balken) und MMTV-PyMT IK KO-Zellen (rote Balken) nach 24 h. Die Daten stellen 

den Mittelwert ± SEM von N=5 WT; N=4 IK KO dar. Statistische Analyse durch (ungepaarten) t-Test für unabhän-

gige Stichproben, * p≤0,05. (G) Repräsentative Kristallviolett-Färbungen der Membranunterseite einer Boyden-

Kammer von MMTV-PyMT WT- (links) und MMTV-PyMT IK KO-Zellen (rechts). Die schwarzen Punkte repräsen-

tieren die Poren der Membran. Maßstabsbalken 20 µm. (H) Relative Invasion von MMTV-PyMT WT- (schwarze 

Balken) und MMTV-PyMT IK KO-Zellen (rote Balken) nach 24 h. Die Daten stellen den Mittelwert ± SEM von N=5 

WT; N=5 IK KO dar. Statistische Analyse mittels (ungepaartem) t-Test für unabhängige Stichproben.  

 

Anschließend wurde untersucht, ob der IK-Kanal Einfluss auf die invasive Motilität der Brust-

tumorzellen hat. Die Modulation des Boyden-Kammer Assays durch eine zusätzliche Schicht 

aus Matrigel auf der Oberfläche der Membran wurde zur Analyse der Invasion verwendet 

(siehe Abbildung 4.6 B, 4.5.3). Durch das enthaltende Laminin und Kollagen simulierte das 

Matrigel die extrazelluläre Matrix. Repräsentative Aufnahmen zeigen eine verminderte Kristall-

violett-Färbung im Vergleich zur Migration (Abbildung 5.3 E) ohne Matrigel (Abbildung 5.3 G). 

Es konnte gezeigt werden, dass IK KO-Zellen tendenziell schlechter durch das Matrigel mig-

rierten (Relative Invasion %: WT 1,00 ± 0,25; IK KO 0,53 ± 0,15; Abbildung 5.3 G,H). Die 

eindeutige Tendenz zu einer verringerten Invasion untermauerte das zuvor beobachtete Mig-

ratiospotential der IK KO-Zellen. 

Durch mRNA Analysen mittels qPCR wurden zentrale Marker der Migration und Adhäsion un-

tersucht. Sowohl Cadherin E und N, als auch die Integrine β1 und β3 zeigten keine signifikan-

ten Expressionsunterschiede zwischen den Genotypen, welche die verminderte, IK-abhängige 

Migration erklären könnten (Abbildung 9.2 A). Lediglich eine schwache Tendenz zu einer ver-

minderten Integrin β1- und β3-Expression war im MMTV-PyMT IK KO zu beobachten (Abbil-

dung 9.2 A). Eine Aufklärung der molekularen Ursachen bleibt zukünftigen Untersuchungen 

vorbehalten. 

 

5.2 IK-abhängige Beeinflussung des Brustkrebs-Metabolismus 

Die Hypothese, dass die genetische oder pharmakologische Inhibition des IK-Kanals den 

Energieverbrauch von MMTV-PyMT Tumorzellen beeinflusst basiert auf den von Hanahan und 

Weinberg betitelten Hallmarks of cancer, die postulieren, dass die Tumorgenese eine Repro-

grammierung des Energie-Metabolismus beinhaltet (Hanahan and Weinberg, 2011). Auf des-

sen Grundlage wurde untersucht, ob die Energiebereitstellung bzw. der Energiehaushalt der 

MMTV-PyMT IK KO-Zellen reduziert ist. Entsprechend wurden initial Analysen des extrazellu-

lären Flux (Seahorse) durchgeführt. Wie in Abbildung 1.1 dargestellt, konnten damit Erkennt-

nisse über die Oxidative Phosphorylierung und die glykolytische Aktivität der Tumorzellen ge-

wonnen werden.  

 

5.2.1 Modulation der glykolytischen Aktivität durch den IK-Kanal 

Bei der Umwandlung von Glukose zu Pyruvat, sowie der späteren Verstoffwechslung von 

Pyruvat zu Laktat, welches aus der Zelle geschleust wird, werden zusätzlich Protonen sekre-

tiert. Dadurch sinkt der pH im extrazellulären Milieu. Eine vermehrte Glykolyse stimuliert die-

sen Prozess. Die Messung der extrazellulären Ansäuerungsrate korreliert folglich mit der 
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glykolytischen Aktivität der Zellen. Um die ECAR zu analysieren wurden MMTV-PyMT WT- 

und IK KO-Brustkrebszellen (± 2 µM TRAM-34) nach dem Protokoll des Herstellers vermessen 

(siehe Abschnitt 4.11, Abbildung 5.4 A). Zunächst wurden die basalen, physiologischen ECAR-

Level (Minute 0–5 in Abbildung 5.4 A) quantifiziert (Abbildung 5.4 B). Diese zeigten eine deut-

lich erniedrigte ECAR in IK KO- im Vergleich zu WT-Zellen (ECAR(mpH/min/µg Protein): WT 1,17 ± 

0,22; IK KO 0,35 ± 0,06; Abb. 5.4 B). Analog konnte die Behandlung mit TRAM-34 in WT-

Zellen einen deutlichen, wenngleich nicht signifikanten, Abfall der basalen ECAR erzielen (E-

CAR(mpH/min/µg Protein): WT + TRAM-34 0,85 ± 0,17), während eine stärkere Reduktion durch 

TRAM-34 in IK KO-Zellen, im Vergleich zu unbehandelten IK KO-Zellen nicht beobachtet 

wurde (ECAR(mpH/min/µg Protein): IK KO + TRAM-34 0,36 ± 0,05; Abbildung 5.4 B).  

 

 

Abbildung 5.4: Einfluss des IK-Kanals auf die extrazelluläre Ansäuerungsrate (ECAR) 

Während der Messung des extrazellulären Flux (Seahorse, 4.11) kann die Ansäuerungsrate des extrazellulären 

Mediums (ECAR) bestimmt werden und somit Rückschlüsse auf die glykolytische Aktivität gewonnen werden. (A) 

ECAR von MMTV-PyMT WT- (schwarze und graue Linie) und MMTV-PyMT IK KO-Zellen (rote und lachsfarbene 

Linie) über die Zeit, welche entweder mit DMSO (schwarz und rot) oder mit 2 µM TRAM-34 (grau und lachsfarben) 

behandelt wurden. ECAR-Änderungen durch Verabreichung von Oligomycin-A, FCCP oder Antimycin-A sind im 

Panel angegeben. Die Daten stellen den Mittelwert ± SEM von N=3 WT ± TRAM-34; IK KO ± TRAM-34 dar. (B) 

Basale ECAR (Zeitpunkte 0–30 min (A), links) und glykolytische Kapazität (rechts) von MMTV-PyMT WT (schwarze 

und graue Balken) und MMTV-PyMT IK KO-Zellen (rote und lachsfarbene Balken), welche entweder mit DMSO 

(schwarz und rot) oder 2 μM TRAM-34 (grau und lachsfarben) behandelt wurden. Die Daten stellen den Mittelwert 

± SEM von N=3 WT ± TRAM-34; IK KO ± TRAM-34 dar. Statistische Analyse durch einfaktorielle Varianzanalyse 

mittels ANOVA, * p≤0,05; ** p≤0,01. (ECAR: extracellular acidification rate; FCCP: Carbonyl cyanide-p-trifluorome-

thoxyphenylhydrazone;). Modifizierte Grafiken A und B basierend auf Gross et al., 2022 (Gross et al., 2022). 

 

Durch die Zugabe des FOF1-ATP Synthase-Inhibitors Oligomycin-A und des mitochondriellen 

Entkopplers FCCP wurde anschließend die primäre ATP-Produktion durch die OxPhos unter-

bunden (siehe Abschnitt 4.11). Ein Kompensationsmechanismus zwang die Zelle damit ver-

mehrt Glykolyse zu betreiben, was sich in einem Anstieg der ECAR bemerkbar machte (Abb. 

5.4 A). Antimycin-A, ein Komplex III-Inhibitor, induzierte währenddessen einen nicht ganz so 

starken ECAR-Anstieg (Abbildung 5.4 A). Um der Frage nachzugehen, inwiefern die glykolyt-

ische Aktivität gesteigert ist und der Energieverlust unter blockierter OxPhos kompensiert wer-

den kann, wurde die glykolytische Kapazität berechnet. Der Basalwert wurde dabei vom ma-

ximalen Anstieg unter FCCP-Inhibition subtrahiert (Abbildung 5.4 B). Unter OxPhos-Blockade 

kam es in IK KO-Zellen zu einem signifikant flacheren Ansprechen der ECAR-Level über die 

Zeit (Abbildung 5.4 A). IK KO-Zellen wiesen entsprechend eine signifikant niedrigere glykolyt-

ische Kapazität im Vergleich zum WT auf (ECAR(mpH/min/µg Protein): WT 1,39 ± 0,32; IK KO 0,39 ± 
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0,09; Abbildung 5.4 B). Die Behandlung mit TRAM-34 resultierte in einer tendenziellen Ernied-

rigung der ECAR, erreichte allerdings nicht das Ausmaß des IK KOs ± TRAM-34 (E-

CAR(mpH/min/µg Protein): WT + TRAM 1,09 ± 0,25; IK KO + TRAM-34 0,38 ± 0,08; Abbildung 5.4 B). 

Diese Befunde implizieren, dass IK für die Glykolyse der MMTV-PyMT Zellen von Bedeutung 

ist und eine Ausschaltung des Kanals die glykolytische Energiegewinnung nachteilig beein-

flusst. 

 

5.2.2 Funktionelle Expression des IK-Kanals erhöht intrazelluläre Laktat- und 

Pyruvat-Level 

Um die Rolle des IK-Kanals während der Glykolyse weiter zu untersuchen, wurde einerseits 

Pyruvat als Endprodukt der Glykolyse, als auch das über die LDH verstoffwechselte Laktat 

analysiert. Wie von Otto Warburg postuliert, zeigen Zellen mit gesteigerter (aerober) Glykolyse 

auch eine vermehrte Laktatproduktion (Warburg et al., 1927). Durch die Transfektion eines 

FRET-basierten Laktatsensor (Laconic) in MMTV-PyMT Tumorzellen wurde die intrazelluläre 

Laktatkonzentration ([Laktat]) über die Zeit bestimmt (Abbildung 5.5). Repräsentative Aufnah-

men der Einzelintensitäten des cyan fluoreszierenden Proteins (CFP), des FRET-Kanals 

(FRET), als auch das CFP/FRET-Verhältnis (Ratio) der Brustkrebszellen sind in Abbildung 5.5 

A dargestellt. Durch die Berechnung des Verhältnisses der Fluoreszenzintensitäten von 

CFP/FRET über die Zeit konnten Änderungen der [Laktat] bestimmt werden (Abbildung 5.5 B). 

Da eine veränderte Glukoseaufnahme durch die IK-Ablation nicht auszuschließen war, wurde 

zunächst die Laktatkonzentration unter Glukosedeprivation vermessen. Eine signifikante, ba-

sale Reduktion im IK KO bestätigte den Befund einer geringeren glykolytischen Aktivität aus 

vorangegangenen Seahorse Experimenten (Abbildung 5.4) (Ratio(CFP/FRET): WT 0,27 ± 0,01; IK 

KO 0,26 ± 0,01; Abbildung 5.5 B, C). Durch die Blockade des Monocarboxylat-Transporters 

(MCT) via Bay 8002, war eine Akkumulation des Laktats und einer Steigerung der Ratio von 

Laconic zu beobachten (Abbildung 5.5 B). Die Differenz des Maximums der Glukosedepriva-

tion unter Bay 8002 Behandlung (Minute 15 in Abbildung 5.5 B), zum Basalwert in MMTV-

PyMT Tumorzellen impliziert einen schwächeren Anstieg in IK KO-Zellen (Ratio(CFP/FRET): WT 

0,07 ± 0,01; IK KO 0,04 ± 0,01; Abbildung 5.5 D). Ergänzend wurden basale [Laktat] Messun-

gen mit dem pharmakologischen IK-Inhibitor TRAM-34 durchgeführt (Abbildung 5.5 E). Die 

Blockade des Kanals im WT resultierte in einer signifikanten Reduktion der basalen Laktat-

konzentrationen im Vergleich zu unbehandelten WT-Zellen (Ratio(CFP/FRET): WT 0,27 ± 0,01; 

WT + TRAM-34 0,24 ± 0,01; Abbildung 5.5 B, C), während der IK KO  TRAM-34-insensitiv war. 

Die bereits zuvor gezeigte Reduktion der basalen Laktatkonzentration im IK KO konnte somit 

bestätigt werden (Ratio(CFP/FRET): IK KO 0,25 ± 0,01; IK KO + TRAM-34 0,25 ± 0,01; Abbildung 

5.5 B, C ; Abbildung 5.5 E). 
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Abbildung 5.5: Einfluss der IK-Ablation auf die Laktatakkumulation in MMTV-PyMT Brusttumorzellen 

(A) Repräsentative FRET- (gelb, links), CFP- (cyan, Mitte) und korrespondierende Ratio-Bilder (pseudo-koloriert, 

rechts) von MMTV-PyMT WT- (obere Reihe) und MMTV-PyMT IK KO-Zellen (untere Reihe), welche den FRET-

basierten Laktat-Indikator Laconic exprimieren. Maßstabsbalken: 20 µm. (B) Zugehörige FRET-Ratio über die Zeit 

von MMTV-PyMT WT- (schwarze Linie) und MMTV-PyMT IK KO-Zellen (rote Linie). Zu dem im Panel angegebenen 

Zeitpunkt wurde den Zellen entweder Bay 8002, einem Monocarboxylat Transporter (MCT)-Inhibitor, oder 10,0 mM 

Glukose verabreicht. Die Daten stellen den Mittelwert ± SEM von N=5 WT; N=5 IK KO dar. (C) Basale FRET-Ratio 

(Zeitpunkte 0-5 min (B)) von MMTV-PyMT WT- (schwarzer Balken) und MMTV-PyMT IK KO-Zellen (roter Balken), 

welche Laconic exprimieren. Die Daten stellen den Mittelwert ± SEM von N=5 WT; N=5 IK KO dar. Statistische 

Analyse mittels (ungepaartem) t-Test für unabhängige Stichproben, ** p≤0,01. (D) Differenz der basalen FRET-

Ratio zum Maximum der Glukose-Zugabe (Zeitpunkt 15 min (B)) von MMTV-PyMT WT- (schwarzer Balken) und 

MMTV-PyMT IK KO-Zellen (roter Balken), welche Laconic exprimieren. Die Daten stellen den Mittelwert ± SEM von 

N=5 WT; N=5 IK KO dar. Statistische Analyse durch (ungepaarten) t-Test für unabhängige Stichproben, ** p≤0,01. 

(E) Basale FRET-Ratio von MMTV-PyMT WT- (schwarzer und grauer Balken) und MMTV-PyMT IK KO-Zellen (roter 

und lachsfarbener Balken), welche entweder mit DMSO (schwarz und rot) oder 2 μM TRAM-34 (grau und lachsfar-

ben) behandelt wurden, sowie Laconic exprimieren. Die Daten stellen den Mittelwert ± SEM von N=6 WT ± TRAM-

34; IK KO ± TRAM-34 dar. Statistische Analyse durch einfaktorielle ANOVA, * p≤0,05; ** p≤0,01 zwischen Genoty-

pen; ### p≤0,001 zwischen Kontroll- und Behandlungsgruppe. (Laconic: FRET-basierter Laktat-Indikator; MCT: Mo-

nocarboxylat-Transporter). Modifizierte Grafiken A–E basierend auf (Gross et al., 2022). 

 

Da Laktat aus Pyruvat umgesetzt wird, sowie eine ebenso wichtige Rolle für die OxPhos spielt 

(metabolisiert zu Acetyl-CoA, 1.1.2.1), wurde die Pyruvatkonzentration ([Pyruvat]) untersucht. 

Analog zu Laconic, wurde ein FRET-basierter Pyruvat Sensor (Pyronic) transient transfiziert 

und vermessen. Repräsentative Fluoreszenz- und Ratio-Abbildungen sind in Abbildung 5.6 A 

aufgeführt. In MMTV-PyMT IK KO Zellen konnte eine verminderte [Pyruvat] quantifiziert wer-

den (Ratio(CFP/FRET): WT 0,26 ± 0,004; WT + TRAM-34 0,24 ± 0,004; Abbildung 5.6 B), was die 

geringere [Laktat] erklären könnte und mit einer Reduktion der glykolytischen Aktivität im IK 

KO einhergehen würde. 
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Abbildung 5.6: Einfluss der IK-Ablation auf die Pyruvatkonzentration in MMTV-PyMT Tumorzellen 

(A) Repräsentative FRET- (gelb, links), CFP- (cyan, Mitte) und Ratio-Bilder (pseudo-koloriert, rechts) von MMTV-

PyMT WT- (obere Reihe) und MMTV-PyMT IK KO-Zellen (untere Reihe), welche den FRET-basierten Pyruvat-

Indikator Pyronic exprimieren. Maßstabsbalken: 20 µm. (B) Basale FRET-Ratio (Zeitpunkte 0–5 min (A)) von 

MMTV-PyMT WT- (schwarzer Balken) und MMTV-PyMT IK KO-Zellen (roter Balken), welche Pyronic exprimieren. 

Die Daten stellen den Mittelwert ± SEM von N=5 WT; N=6 IK KO dar. Statistische Analyse durch (ungepaarten) t-

Test für unabhängige Stichproben, *** p≤0,001. (Pyronic: FRET-basierter Pyruvat-Indikator). Modifizierte Grafiken 

A und B basierend auf (Gross et al., 2022). 

 

5.2.3 Genetische Ablation des IKs verringert die zelluläre Glukoseaufnahme in vitro 

Wie in Abschnitt 1.1.2.1 beschrieben wird Glukose über Transporter (GLUTs, SGLTs) in die 

Zelle gebracht und dient nachfolgend als Edukt der Glykolyse. Eine mögliche Erklärung für die 

verminderte glykolytische Aktivität der IK KO-Zellen könnte die veränderte Aufnahme von Glu-

kose sein. Mittels Fluorophor-substituierter D-Glukose (2-NBDG) im extrazellulären Medium 

wurde ein veränderter Glukose-Transport in die Zelle sichtbar (Abbildung 5.7 A). Repräsenta-

tive Aufnahmen zeigen die Zellen (Durchlicht, DL), sowie die Intensität des 2-NBDG intrazel-

lulär (F520, grün) (Abbildung 5.7 A). Die Messung der Intensität korreliert, durch die Kopplung 

des Fluorophores an die Glukose, mit der Glukoseaufnahme. Interessanterweise zeigte sich 

eine Reduktion der Intensität bei 520 nm und somit eine um ca. 50% abgeschwächte Gluko-

seaufnahme im KO (FIntensität/Unit(x10^7): WT 2,66 ± 0,40; IK KO 1,33 ± 0,24; Abbildung 5.7 B). 

  

  

Abbildung 5.7: Glukose Aufnahme in MMTV-PyMT WT- und IK KO-Zellen 

(A) Repräsentative Durchlicht- (grau, links), GFP- (grün, Mitte) und überlagerte Bilder (rechts) von MMTV-PyMT 

WT- (obere Reihe) und MMTV-PyMT IK KO-Zellen (untere Reihe), welche das fluoreszierende Glukose-Analogon 

2-NBDG aufgenommen haben. Maßstabsbalken: 20 µm. (B) Quantifizierung der Intensität (F520) von MMTV-PyMT 

WT- (schwarzer Balken) und MMTV-PyMT IK KO-Zellen (roter Balken). Die Daten stellen den Mittelwert ± SEM von 

N=5 WT; N=5 IK KO dar. Statistische Analyse durch (ungepaarten) t-Test für unabhängige Stichproben, ** p≤0,01. 

(2-NBDG: 2-(N-(7-Nitrobenz-2-oxa-1,3-diazol-4-yl)Amino)-2-Deoxyglukose; GFP: grün fluoreszierendes Protein). 

Modifizierte Grafiken A und B basierend auf (Gross et al., 2022). 
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5.2.4 IK-Depletion moduliert multiple Parameter der mitochondriellen Bioenergetik 

Neben seiner Plasmamembranlokalisation implizieren Studien aus dem Labor von Szabo und 

anderen, dass der IK auch in Mitochondrien von Kolon-, Pankreas-, NSCLC-, Melanom- und 

Brustkrebszellen exprimiert wird (Bachmann et al., 2022).  Inwieweit der IK-Kanal die oxidative 

Phosphorylierung (OxPhos) und/oder die mitochondrielle ATP-Produktion beeinflusst, wurde 

durch die Messung des Sauerstoffverbrauchs (OCR) von IK-profizienten und -defizienten 

MMTV-PyMT Zellen untersucht. Diese Untersuchungen wurden unter „physiologischen“ Be-

dingungen und nach Blockade verschiedener Komplexe der Atmungskette und der FOF1-ATP 

Synthase (analog Abbildung 5.4) durchgeführt (Abbildung 5.8 A). Zur besseren Übersicht wur-

den die folgenden Quantifizierungen schematisch dargestellt (Abbildung 5.8 B, I–V). Zunächst 

wurde die basalen OCR als Hinweis für die physiologische OxPhos Aktivität bestimmt (Abbil-

dung 5.8 C, I). Unter IK-Depletion konnte ein deutlicher Abfall der basalen OCR im Vergleich 

zum WT gezeigt werden (OCR(pmol/min/µg Protein): WT 15,78 ± 2,99; IK KO 4,99 ± 1,09; Abbildung 

5.8 C, I). Die pharmakologische Inhibition des IKs mittels TRAM-34 resultierte tendenziell in 

einer Reduktion der OCR (OCR(pmol/min/µg Protein): WT + TRAM-34 11,91 ± 1,29; Abbildung 5.8 C, 

I). Unspezifische Wirkungen des Inhibitors wurden aufgrund von Nichtansprechen von TRAM-

34 im IK KO ausgeschlossen (OCR(pmol/min/µg Protein): IK KO + TRAM-34 5,06 ± 1,05; Abbildung 

5.8 C, I).  

Eine Inhibition der FOF1-ATP Synthase (Komplex V) mittels Oligomycin-A sorgte für eine ver-

minderte ATP-Produktion in den Mitochondrien. Durch den Vergleich der basalen OCR-Level 

zum erzeugten Minimum unter Oligomycin-A konnte die jeweilige ATP-Produktion der Mito-

chondrien bestimmt werden (Abbildung 5.8 C, II). Durch die Blockade von Komplex V der 

Atmungskette zeigte sich erwartungsgemäß auch der O2-Verbrauch reduziert. MMTV-PyMT 

IK KO-Zellen wiesen eine deutlich geringere ATP-Produktion im Vergleich zum WT auf 

(OCR(pmol/min/µg Protein): WT 9,91 ± 1,95; IK KO 3,02 ± 0,57; Abbildung 5.8 C, II). Analog führte 

TRAM-34 zu einer tendenziellen Herunterregulation in WT-Zellen (OCR(pmol/min/µg Protein): WT + 

TRAM-34 7,51 ± 0,79), wohingegen IK KO-Zellen von TRAM-34 unbeeinflusst blieben (IK KO 

+ TRAM-34 2,99 ± 0,62; Abbildung 5.8 C, II). Unter Oligomycin-A verbleiben mehr H+ im Inter-

membranraum der Mitochondrien, was den weiteren H+-Fluss der Atmungskette über die IMM 

stört. Komplex IV, der eigentlich O2-verbrauchende Komplex des Mitochondriums, wird somit 

ebenfalls in seiner Aktivität gehemmt, was das Absinken der OCR erklärt.  

Zur Differenzierung einer temporär erniedrigten OCR oder einer generellen Herunterregulation 

des Zell-Metabolismus, wurde der mitochondrielle Entkoppler FCCP eingesetzt. FCCP löst 

den H+-Gradienten des Mitochondriums über die IMM auf. Um dies zu kompensieren, reagie-

ren die Zellen mit einer maximal gesteigerten Zellatmung/O2-Verbrauch (Abbildung 5.8 C, III). 

Diese maximale Respiration stellte sich in den IK KO-Zellen deutlich reduziert dar  

(OCR(pmol/min/µg Protein): WT 22,03 ± 3,84; IK KO 7,08 ± 1,69; Abbildung 5.8 C, III). Auch die phar-

makologische IK-Hemmung durch TRAM-34 zeigte im WT einen tendenziellen Abfall, welcher 

im KO wiederum nicht detektiert wurde (OCR(pmol/min/µg Protein): WT + TRAM-34 15,28 ± 2,14; IK 

KO + TRAM-34 9,09 ± 1,99; Abbildung 5.8 C, III). Auch die Reservekapazität, welche die Mög-

lichkeit der Zelle aufzeigt, zusätzlich Energie durch die OxPhos zu produzieren (Abbildung 5.8 

C, IV), war in WT-Zellen deutlich erhöht, verglichen mit dem IK KO (OCR(pmol/min/µg Protein): WT 

9,16 ± 1,49; IK KO 3,19 ± 1,06; Abbildung 5.8 C, IV). 

Schließlich wurde durch den Komplex III-Inhibitor Antimycin-A der oxidative Schritt der 

Atmungskette adressiert. Damit war die durch Komplex IV katalysierte Reaktion aus ½ O2 und 

2 H+ Wasser (H2O) oxidativ herzustellen, nicht möglich. Die Zelle verbrauchte entsprechend 
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kein O2 mehr und die OCR sank auf ihr Minimum. Im Vergleich der MMTV-PyMT WT- mit IK 

KO-Zellen zeigte sich ein starker Abfall auf ein ähnliches Niveau (Abbildung 5.8 A). Die direkte 

Differenz zwischen dem physiologischen Basalwert und dem Minimum unter Antimycin-A be-

schreibt den Verlust der H+ (H+-Verlust) aus dem IMS in die Matrix des Mitochondriums (Ab-

bildung 5.8 C, V) und erlaubt Rückschlüsse auf eine mögliche Beschädigung der Mitochond-

rien (-Membranen). Die Ablation des IK-Kanals (KO) induzierte einen signifikant verringerten 

H+-Verlust, verglichen zum WT (OCR(pmol/min/µg Protein): WT 2,96 ± 0,55; IK KO 0,88 ± 0,16; Ab-

bildung 5.8 C, V). Der Unterschied des durch TRAM-34 induzierten H+-Verlusts im WT war 

indes marginal, während im KO (+ TRAM-34) ein zum unbehandelten IK KO vergleichbarer 

Wert erreicht wurde (OCR(pmol/min/µg Protein): WT + TRAM-34 2,75 ± 0,47; IK KO + TRAM-34 0,95 

± 0,17; Abbildung 5.8 C, V). Zusammengefasst zeigte sich unter Deletion des IK-Kanals in 

MMTV-PyMT Tumorzellen ein deutliches Defizit der mitochondrialen Bioenergetik und damit 

ihrer metabolischen Leistungsfähigkeit.  

    

Abbildung 5.8: Einfluss des IK-Kanals auf den oxidativen Sauerstoffverbrauch (OCR) von MMTV-PyMT 

Tumorzellen 

Während der Messung des extrazellulären Flux (Seahorse, 4.11) kann der Sauerstoffverbrauch (OCR) bestimmt 

werden, was Rückschlüsse auf die metabolische Aktivität der Mitochondrien und der OxPhos gibt. (A) OCR von 

MMTV-PyMT WT- (schwarze und graue Linie) oder MMTV-PyMT IK KO-Zellen (rote und lachsfarbene Linie) über 

die Zeit, welche entweder mit DMSO (schwarz und rot) oder mit 2 μM TRAM-34 (grau und lachsfarben) behandelt 

wurden. Zeitpunkte zu denen OCR-Änderungen durch Verabreichung von Oligomycin-A, FCCP oder Antimycin-A 

induziert wurden, sind angegeben. Die Daten stellen den Mittelwert ± SEM mit N=3 pro Genotyp dar. (B) Graue 

Balken und römische Ziffern identifizieren die quantitativen Darstellung der Messzeiträume in (C). Hierfür wurde in 

(B) eine fiktive und idealisierte OCR Messung über die Zeit verwendet. (C) Basale OCR (Zeitpunkte 0–30 min (A), 

(I) Basal), Differenz der durch Oligomycin-A induzierten OCR zum Basalniveau ((II) ATP-Produktion), durch FCCP 

induzierte maximale Atmung, durch Entkopplung von OxPhos ((III) Maximale Respiration), Differenz der maximalen 

OCR zum Basalniveau ((IV) Reserve-Kapazität) und das Verhältnis des durch Antimycin-A induzierten Minimums 

zum Basalniveau ((V) H+-Verlust), von MMTV-PyMT WT- (schwarze und graue Balken) und MMTV-PyMT IK KO-

Zellen (rote und lachsfarbene Balken), welche entweder mit DMSO (schwarz und rot) oder 2 μM TRAM-34 (grau 

und lachsfarben) behandelt wurden. Die Daten stellen den Mittelwert ± SEM mit N=3 WT ± TRAM-34; IK KO ± 

TRAM-34 dar. Statistische Analyse durch einfaktorielle Varianzanalyse mittels ANOVA, * p≤0,05; ** p≤0,01; *** 

p≤0,001. (OCR: oxygen consumption rate). Modifizierte Grafiken A–C basierend auf (Gross et al., 2022). 
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5.2.5 Abwesenheit des IK-Kanals reduziert das mitochondrielle Membranpotenzial 

Aufgrund der K+- und Ca2+-modulierenden Wirkung des IK-Kanals, sowie den extrazellulären 

Flussanalysen nach Entkopplung durch FCCP (Abbildung 5.4 und Abbildung 5.8), sollte die 

Rolle von IK auf das mitochondrielle Membranpotenzial (ΔΨmito) genauer untersucht werden. 

Hierfür wurde der Rhodamin-Fluoreszenzfarbstoff TMRM (Tetramethylrhodamin-Methylester) 

eingesetzt. TMRM akkumuliert als kationischer Farbstoff in negativ geladenen Organellen wie 

dem Mitochondrium (Vasilev et al., 2021). Durch den Entkoppler FCCP wird das Membranpo-

tenzial zerstört und die freigewordene negative Ladung (Anionen) aus dem Mitochondrium 

reichert sich im Nukleus an (4.9.4). Dies bewirkt unter FCCP eine Abschwächung der TMRM 

Intensität im Mitochondrium und eine Erhöhung im Nukleus (Abbildung 5.9 A). Aus der Ratio 

der Fluoreszenzintensität von Mitochondrien zu Nukleus können also Rückschlüsse auf das 

ΔΨmito gezogen werden. Unter IK-Depletion wurde eine signifikant verminderte (positivere) ba-

sale TMRM-Ratio gemessen, was folglich für ein vermindertes ΔΨmito spricht  (Ratio(Mito/Nukleus): 

WT 3,16 ± 0,08; IK KO 2,46 ± 0,07; Abbildung 5.9 C). In Übereinstimmung zeigte die pharma-

kologische Inhibition von IK in MMTV-PyMT WT-Zellen ebenfalls einen signifikanten Abfall des 

Potenzials unter physiologischen Bedingungen (basal), sowie keine unspezifischen Wirkun-

gen des TRAM-34 auf IK KO-Zellen (Ratio(Mito/Nukleus): WT + TRAM-34 2,43 ± 0,05; IK KO + 

TRAM-34 2,35 ± 0,06; Abbildung 5.9 D).  

Zusätzlich sollte die Re-Expression des IK-Kanals in IK KO-Zellen (IK rescue) den Effekt des 

Kanals auf das ΔΨmito bestätigen. Die zuvor generierte genetische Ablation wurde durch Re-

Expression des IK Kanals mittels Plasmid-Transfektion in MMTV PyMT IK KO-Zellen realisiert. 

Um ergänzend die Auswirkungen der Transfektion auf die Viabilität der MMTV-PyMT Tumor-

zellen zu testen, wurden IK-transfizierte KOs mittels MTT-Assay untersucht. Diese Vitalitäts-

messungen ergaben keine Viabilitäts-Unterschiede zwischen MMTV PyMT IK rescue und IK 

KO (ohne Transfektion) (Abbildung 9.1 A).  Immunfluoreszenzfärbungen bestätigten ebenfalls 

eine primär membranständige Lokalisation des IK-Kanalproteins im MMTV PyMT IK rescue 

(Abbildung 9.1 B). Den funktionellen Nachweis des IK rescue erbrachten letztlich Messungen 

des mitochondriellen Membranpotenzials mittels TMRM. Im Vergleich zu den MMTV PyMT 

KO-Zellen lag die TMRM-Ratio signifikant höher und erreichte das entsprechende Niveau der 

MMTV PyMT WT-Zellen (Ratio(Mito/Nukleus): IK rescue 3,11 ± 0,12; Abbildung 5.9 D). Folglich 

führte die Re-Expression des Kanals im IK KO zu einer signifikanten Erhöhung im Vergleich 

zum nicht transfizierten IK KO, sowie einer ähnlichen basalen Ratios wie im WT, was dement-

sprechend die Funktionalität des IK rescue validiert. 

Die TMRM-Messungen untermauern, dass die IK-Ablation in MMTV-PyMT Zellen in einem 

positiveren mitochondriellen Membranpotenzial (ΔΨmito) resultiert. Dieser Befund ist kongruent 

mit den zuvor detektierten IK-abhängigen Effekten eines reduzierten (mitochondriellen) Meta-

bolismus (Abbildung 5.8). 
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Abbildung 5.9: Einfluss der IK-Depletion auf das mitochondrielle Membranpotenzial in MMTV-PyMT Tu-

morzellen 

(A) Repräsentative Aufnahmen von TMRM-beladenen MMTV-PyMT WT- (obere Reihe) und MMTV-PyMT IK KO-

Zellen (untere Reihe), welche entweder unbehandelt (Basal, links) oder zusätzlich mit FCCP behandelt (FCCP, 

rechts) wurden. Maßstabsbalken: 20 µm. (B) Zugehörige Ratio (ΔΨmito) über die Zeit von MMTV-PyMT WT- 

(schwarze Linie) und MMTV-PyMT IK KO-Zellen (rote Linie). Zu dem im Panel angegebenen Zeitpunkt wurde den 

Zellen FCCP, ein mitochondrieller Entkoppler, verabreicht. Die Daten stellen den Mittelwert ± SEM von N=9 WT; 

N=9 IK KO dar. (C) Basale Ratio (Zeitpunkte 0–5 min (B)) von MMTV-PyMT WT- (schwarzer Balken) und MMTV-

PyMT IK KO-Zellen (roter Balken). Die Daten stellen den Mittelwert ± SEM von N=9 WT; N=9 IK KO dar. Statistische 

Analyse durch (ungepaarten) t-Test für unabhängige Stichproben, *** p≤0,001. (D) Basale Ratio von MMTV-PyMT 

WT- (schwarzer und grauer Balken) und MMTV-PyMT IK KO-Zellen (roter, lachsfarbener und hellroter Balken), 

welche entweder mit DMSO (schwarz und rot) oder 2 μM TRAM-34 (grau und lachsfarben) behandelt wurden, oder 

nach Re-Expression des IK-Kanals im IK KO Hintergrund (hellrot). Die Daten stellen den Mittelwert ± SEM von N=9 

dar. Statistische Analyse durch einfaktorielle ANOVA, *** p≤0,001 zwischen Genotypen; ### p≤0,001 zwischen Kon-

troll- und Behandlungsgruppe. (Mito: Mitochondrium; Nukl.: Nukleus; TMRM: Tetramethylrhodamin-methylester). 

Modifizierte Grafiken A–D basierend auf (Gross et al., 2022). 

 

 

5.2.6 Untersuchung der mitochondriellen und cytosolischen ATP-Level in IK-profi-

zienten und -defizienten MMTV-PyMT Tumorzellen 

In Übereinstimmung mit der verminderten OCR, als auch des reduzierten mitochondriellen 

Membranpotenzials in IK KO-Zellen, wurden im Folgenden die intrazellulären ATP-Level in 

unterschiedlichen Zellkompartimenten im Detail untersucht. Hierfür wurde zunächst der FRET-

basierte Sensor mtAT1.03 eingesetzt, mit dem sich die mitochondrielle ATP-Dynamik in Echt-

zeit ermitteln lässt (siehe 4.9) (Imamura et al., 2009). Repräsentative Aufnahmen zeigen die 

Expression und Lokalisation des Sensors exklusiv in der mitochondriellen Matrix (Abbildung 

5.10 A). Die Berechnung der FRET/CFP Fluoreszenzsignal-Ratio unter physiologischen Be-

dingungen liefert Informationen zur basalen Konzentration von ATP in der mitochondriellen 

Matrix ([ATP]mito) (Abb. 5.10 B). Die Deletion des IK-Kanals resultierte in einer geringeren 

[ATP]mito im Vergleich zum WT (Ratio(FRET/CFP): WT 2,74 ± 0,06; IK KO 2,45 ± 0,08; Abbildung 

5.10 C), was eine geringere metabolische Aktivität der IK KO-Zellen widerspiegelt und mit 
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vorangegangen Experimenten (Abbildung 5.8–Abbildung 5.9) übereinstimmt (siehe Abschnitt 

5.2.4). Durch eine Glukose-Deprivation wird die Glykolyse unterbunden. Dies führt wiederum 

zu einer Verknappung der cytosolischen Pyruvatkonzentration ([Pyruvat]) und damit einherge-

hend zu einem Mangel an Edukten für die OxPhos. Infolgedessen zeigte der WT eine initiale 

kompensatorische (mitochondrielle) Erhöhung der Ratio(FRET/CFP) gefolgt von einer starken Re-

duktion. Währenddessen wurde im IK KO ein direkter Abfall der Ratio(FRET/CFP) detektiert (Ab-

bildung 5.10 B). Zusätzlich wurde nach 10 min die mitochondrielle ATP-Produktion der FOF1-

ATP Synthase nach Hemmung durch Oligomycin-A inhibiert (Abbildung 5.10 B). Die gleichzei-

tige Blockade der zwei primären energieproduzierenden Prozesse resultierte in einem gemein-

samen Minimum ([ATP]mito) beider Genotypen (Ratio(FRET/CFP): WT 2,13 ± 0,10; IK KO 2,09 ± 

0,08; Abbildung 5.10 D). Ergänzend wurde die basale ATP-Konzentration im Mitochondrium 

in TRAM-34 behandelten MMTV-PyMT Zellen bestimmt (Abbildung 5.10 E). Erneut zeigte sich 

eine klare Tendenz zur [ATP]mito-Reduktion unter TRAM-34 im WT. Eine signifikante Reduktion 

im IK KO ± TRAM-34 zeigte indes keine off-target Effekte des Inhibitors (Ratio(FRET/CFP): WT 

2,49 ± 0,07; IK KO 2,17 ± 0,13; WT +TRAM-34 2,23 ± 0,17; IK KO + TRAM-34 2,14 ± 0,12; 

Abbildung 5.10 E).  

Aufgrund des eindeutigen metabolischen Phänotyps der IK KO-Zellen wurde die Hypothese 

aufgestellt, dass auch die cytosolische ATP-Konzentration [ATP]cyto vermindert sein musste. 

Mittels des im FRET-basierten ATP Sensoren NesAT1.03 wurde die cytosolische ATP-Kon-

zentration [ATP]cyto ermittelt (Imamura et al., 2009). Repräsentative Aufnahmen zeigen die 

Einzelintensitäten, sowie die Ratio aus FRET/CFP im Cytosol der MMTV-PyMT Zellen (Abbil-

dung 5.10 F). Um den Effekt des mitochondriellen ATPs direkt mit dem Cytosol korrelieren zu 

können, wurde ein identischer Versuchsaufbau wie in Abbildung 5.10 B gewählt (Abbildung 

5.10 G). Überraschenderweise implizierte die basale Ratio(FRET/CFP) unter IK-Ablation eine sig-

nifikante Erhöhung der [ATP]cyto (Ratio(FRET/CFP): WT 2,43 ± 0,4; IK KO 2,68 ± 0,07; Abbildung 

5.10 H). Die Blockade der Glykolyse durch Glukose-Deprivation, oder die Inhibition der ATP-

Produktion via Oligomycin-A zeigten wiederum ähnliche Effekte wie die mittels mtAT1.03 be-

stimmte [ATP]mito (Abbildung 5.10 B). Nach 20 min wurde letztendlich ein gemeinsames Ratio-

Minimum in beiden Genotypen erreicht (Ratio(FRET/CFP): WT 2,07 ± 0,04; IK KO 2,04 ± 0,08; 

Abbildung 5.10 I). Jedoch konnte durch den frühzeitigen Abbruch des Experiments nicht diffe-

renziert werden, ob eine weitere Reduktion der Ratios nach 20 min stattfinden konnte (Abbil-

dung 5.10 G). Infolgedessen wurde ein Langzeitexperiment mit einer Oligomycin-A Behand-

lung über 24 h durchgeführt (Abbildung 5.10 J). Analog Abbildung 5.10 H, zeigte eine Behand-

lung mit Oligomycin-A über 24 h in beiden Genotypen eine signifikante Reduktion der basalen 

[ATP]cyto im Vergleich zum jeweils unbehandelten Genotyp (Ratio(FRET/CFP): WT 3,35 ± 0,03; WT 

+ Oligomycin-A 2,94 ± 0,03; IK KO 3,58 ± 0,04; IK KO + Oligomycin-A 3,23 ± 0,05; Abbildung 

5.10 J). Ebenso wurde im Langzeitexperiment erneut die signifikant erhöhte [ATP]cyto des IK 

KOs (im Vergleich zum WT) verifiziert (Abbildung 5.10 J). 

Zusammengenommen implizieren die FRET-basierten ATP-Messungen, dass die Ablation 

des IK-Kanals zu einer Verminderung von [ATP]mito führt, aber dennoch die [ATP]cyto trotz ver-

minderter OxPhos (Abbildung 5.8) erhöht war. Diese zunächst diskrepant erscheinenden Ef-

fekte sollten im Folgenden aufgeklärt werden. 
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Abbildung 5.10: Einfluss des IK-Kanals auf die mitochondrielle- und cytosolische ATP-Produktion in 

MMTV-PyMT Tumorzellen 

(A) Repräsentative FRET- (gelb, links), CFP- (cyan, Mitte) und FRET-Ratio Bilder (pseudo-koloriert, rechts) von 

MMTV-PyMT WT- (obere Reihe) und MMTV-PyMT IK KO-Zellen (untere Reihe), welche den mitochondriell lokali-

sierten, FRET-basierten ATP-Indikator mtAT1.03 exprimieren. Maßstabsbalken: 20 µm. (B) Zugehörige Ratio 

([ATP]mito) über die Zeit von MMTV-PyMT WT- (schwarze Linie) und MMTV-PyMT IK KO-Zellen (rote Linie). Zu 

denen im Panel angegebenen Zeitpunkten wurde den Zellen Glukose entzogen (0 mM), oder der FOF1-ATP Syn-

thase Inhibitor Oligomycin-A verabreicht. Die Daten stellen den Mittelwert ± SEM von N=7 WT; N=8 IK KO dar. (C) 

Basale FRET-Ratio (Zeitpunkte 0-5 min (B)) und (D) die minimale Ratio (Zeitpunkte 15 min (B)) von MMTV-PyMT 

WT- (schwarzer Balken) und MMTV-PyMT IK KO-Zellen (roter Balken), welche mtAT1.03 exprimieren. Die Daten 
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stellen den Mittelwert ± SEM von N=7 WT; N=8 IK KO dar. Statistische Analyse mittels (ungepaartem) t-Test für 

unabhängige Stichproben, ** p≤0,01. (E) Basale Ratio von MMTV-PyMT WT- (schwarzer und grauer Balken) und 

MMTV-PyMT IK KO-Zellen (roter und lachsfarbener Balken), welche entweder mit DMSO (schwarz und rot), oder 

2 μM TRAM-34 (grau und lachsfarben) behandelt wurden. Die Daten stellen den Mittelwert ± SEM von N=5 WT ± 

TRAM-34; IK KO ± TRAM-34  dar. Statistische Analyse durch einfaktorielle ANOVA, * p≤0,05. (F) Repräsentative 

FRET- (gelb, links), CFP- (cyan, Mitte) und FRET-Ratio-Bilder (pseudo-koloriert, rechts) von MMTV-PyMT WT- 

(obere Reihe) und MMTV-PyMT IK KO-Zellen (untere Reihe), welche den FRET- basierten, cytosolischen ATP-

Indikator NesAT1.03 exprimieren. Maßstabsbalken: 20 µm. (G) Zugehörige Ratio ([ATP]cyto) über die Zeit von 

MMTV-PyMT WT- (schwarze Linie) und MMTV-PyMT IK KO-Zellen (rote Linie). Zu denen im Panel angegebenen 

Zeitpunkten wurde den Zellen Glukose entzogen (0 mM), oder der FOF1-ATP Synthase Inhibitor Oligomycin-A ver-

abreicht. Die Daten stellen den Mittelwert ± SEM von N=5 WT; N=5 IK KO dar. (H) Basale FRET-Ratio (Zeitpunkte 

0-5 min (G)) und (I) die minimale Ratio (Zeitpunkte 20 min (G)) von MMTV-PyMT WT- (schwarzer Balken) und 

MMTV-PyMT IK KO-Zellen (roter Balken), welche NesAT1.03 exprimieren. Die Daten stellen den Mittelwert ± SEM 

von N=5 WT; N=5 IK KO dar. Statistische Analyse durch (ungepaarten) t-Test für unabhängige Stichproben, *** 

p≤0,001. (J) Basale Ratio von MMTV-PyMT WT- (schwarzer Balken) und MMTV-PyMT IK KO-Zellen (roter Balken), 

welche über 24 h entweder mit DMSO (–) oder mit Oligomycin-A (+) behandelt wurden. Die Daten stellen den 

Mittelwert ± SEM von N=5 WT ± Oligomycin-A; IK KO ± Oligomycin-A dar. Statistische Analyse durch einfaktorielle 

ANOVA, *** p≤0,001 zwischen Genotypen; ### p≤0,001 zwischen Kontroll- und Behandlungsgruppe. (mtAT1.03: 

FRET-basierter mitochondrieller ATP-Indikator; NesAT1.03: FRET-basierter cytosolischer ATP-Indikator). Modifi-

zierte Grafiken A–I basierend auf (Gross et al., 2022). 

 

 

5.3 Einfluss des IK-Kanals auf die intrazelluläre Ca2+-Homöostase 

in MMTV-PyMT Tumorzellen 

Aufgrund der Tatsache, dass mitochondrielles Ca2+ die ATP-Produktion, sowie das Membran-

potenzial beeinflussen kann (McKenzie et al., 2017), wurden subzelluläre Ca2+-Konzentration 

([Ca2+]) in MMTV-PyMT untersucht. Durch die „Ambivalenz“ des IKs, als Ca2+ abhängiger Io-

nenkanal, als auch Modulator der intrazellulären Ca2+-Konzentration, ist ein Einfluss auf die 

Energiehomöostase zu vermuten (Ibrahim et al., 2021, Jensen et al., 2001). Des Weiteren wird 

postuliert, dass K+-Kanäle, wie der IK, in der IMM an der Regulation des Membranpotentials, 

oder der mitochondriellen Ca2+-Homöostase beteiligt sind (De Marchi et al., 2009, Wrzosek et 

al., 2022).  

 

5.3.1 IK-abhängige Modulation der cytosolischen und mitochondriellen Ca2+-Homöo-

stase 

Zunächst wurde die mitochondrielle [Ca2+] ([Ca2+]mito) ermittelt (siehe Abschnitt 4.9.2). Dazu 

wurde ein genetisch codierter, mitochondriell lokalisierter und FRET-basierter Ca2+-Sensor 

(4mtD3cp) in den MMTV-PyMT Zellen exprimiert (Palmer et al., 2006). Repräsentative Auf-

nahmen von 4mtD3cpV bestätigen die Lokalisation des Sensors in den Mitochondrien (Abbil-

dung 5.11 A). Die basale FRET-Ratio in den MMTV-PyMT Zellen (Abbildung 5.11 B) zeigte 

dabei keine signifikanten Genotyp-spezifischen Unterschiede (Ratio(FRET/CFP): WT 2,69 ± 0,08; 

IK KO 2,51 ± 0,06; Abbildung 5.11 C). Um einen Ca2+-Influx in das Mitochondrium auszulösen, 

wurde extrazellulär ATP verabreicht, was über purinerge P2-Rezeptoren einen Ca2+-Einstrom 

vermittelte (Seiler et al., 1999, Yamada et al., 1996). Dieser Influx war unmittelbar im Mito-

chondrium detektierbar (Abbildung 5.11 B). Durch die anschließende Blockade der mitochond-

riellen FOF1-ATP Synthase via Oligomycin-A, sowie nachfolgender ATP-Deprivation, wurde ein 

weiterer Abfall der FRET-Ratio in beiden Genotypen beobachtet (Abbildung 5.11 B).  
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Abbildung 5.11: Auswirkungen des IK-Kanals auf mitochondrielle- und cytosolische Ca2+ Signale in 

MMTV-PyMT Tumorzellen 

(A) Repräsentative FRET- (gelb, links), CFP- (cyan, Mitte) und Ratio-Bilder (pseudo-koloriert, rechts) von MMTV-

PyMT WT- (obere Reihe) und MMTV-PyMT IK KO-Zellen (untere Reihe), welche den FRET-basierten mitochond-

riellen Ca2+-Indikator 4mtD3cpV ([Ca2+]mito) exprimieren. Maßstabsbalken: 20 µm. (B) Zugehörige Ratio ([Ca2+]mito) 

über die Zeit von MMTV-PyMT WT- (schwarze Linie) und MMTV-PyMT IK KO-Zellen (rote Linie). Zudem sind die 

Zeitpunkte der extrazellulären ATP, sowie der Oligomycin-A Zugabe angeben. Extrazelluläres ATP triggert die Er-

höhung der intrazellulären [Ca2+]. Die Daten stellen den Mittelwert ± SEM von N=6 WT; N=6 IK KO dar. (C) Basale 

FRET-Ratio (Zeitpunkte 0–5 min (B)) und (D) die Fläche unter der Kurve (AUC, Zeitpunkte 5–15 min (B)) von 

MMTV-PyMT WT- (schwarzer Balken) und MMTV-PyMT IK KO-Zellen (roter Balken), welche 4mtD3cpV exprimie-

ren. Die Daten stellen den Mittelwert ± SEM von N=5 WT; N=5 IK KO dar. Statistische Analyse durch (ungepaarten) 

t-Test für unabhängige Stichproben, *** p≤0,001. (E) Repräsentative Bilder von MMTV-PyMT WT- (obere Reihe) 
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und MMTV-PyMT IK KO-Zellen (untere Reihe), beladen mit FURA-2 und angeregt mit 340 nm (rosa, links), oder 

380 nm (violett, Mitte). Das rechte Bild zeigt die Ratio von 340/380 (pseudo-koloriert, rechts). (F) Zugehörige Ratio 

([Ca2+]cyto) über die Zeit von MMTV-PyMT WT- (schwarze Linie) und MMTV-PyMT IK KO-Zellen (rote Linie). Zu 

dem im Panel angegebenen Zeitpunkt wurden die Zellen mit extrazellulärem ATP stimuliert, welches den Ca2+-

Einstrom über die Plasmamembran erhöht. Die Daten stellen den Mittelwert ± SEM von N=6 WT; N=6 IK KO dar. 

(G) Basale FURA-2-Ratio (Zeitpunkte 0–5 min (F)) und (H) die Fläche unter der Kurve (AUC, Zeitpunkte 5–12,5 

min (F)) von MMTV-PyMT WT- (schwarzer Balken) und MMTV-PyMT IK KO-Zellen (roter Balken), welche mit 

FURA-2 beladen wurden. Die Daten stellen den Mittelwert ± SEM von N=6 WT; N=6 IK KO dar. Statistische Analyse 

durch (ungepaarten) t-Test für unabhängige Stichproben, *** p≤0,001. (I) Basale FURA-2-Ratio von MMTV-PyMT 

WT- (schwarzer und grauer Balken) und MMTV-PyMT IK KO-Zellen (roter und lachsfarbener Balken), welche ent-

weder mit DMSO (schwarz und rot), oder 2 μM TRAM-34 (grau und lachsfarben) behandelt wurden. Die Daten 

stellen den Mittelwert ± SEM von N=6 WT ± TRAM-34; IK KO ± TRAM-34 dar. Statistische Analyse durch einfakto-

rielle ANOVA, *** p≤0,001. (ATP: Adenosintriphosphat; AUC: Fläche unter der Kurve/ area under the curve; 4mt 

D3 cpv: FRET-basierter mitochondrieller Calcium-Indikator). Modifizierte Grafiken A–I basierend auf (Gross et al., 

2022). 

 

Die Berechnung der Area under the curve (AUC) zeigte, anders als die basalen [Ca2+]mito, einen 

im IK KO signifikant verminderten Ca2+-Influx in das Mitochondrium (AUC(FRET/CFP): WT 3,83 ± 

0,42; IK KO 3,23 ± 0,25; Abbildung 5.11 D). 

Der verminderte Ca2+-Einstrom in das Mitochondrium resultierte wahrscheinlich aus dem re-

duzierten cytosolischen [Ca2+] ([Ca2+]cyto) Influx unter extrazellulärer ATP-Stimulation. Analog 

der Messung des [Ca2+]mito mittels 4mtD3cpV (Abb. 5.11 B) wurde extrazelluläres ATP zur 

Stimulation der Zellen verwendet und mittels FURA-2 Ratio (F340/380 nm, Abbildung 5.11 E) 

in beiden Genotypen eine Erhöhung der [Ca2+]cyto über die Zeit beobachtet (Abbildung 5.11 F). 

Die AUC in den IK KO-Zellen war um ca. das dreifache erniedrigt [Ca2+]cyto (AUC(F340/F380): WT 

1,36 ± 0,12; IK KO 0,54 ± 0,06; Abbildung 5.11 H) im Vergleich zum WT. Die Ablation des IKs 

resultierte darüber hinaus auch in einer signifikanten Verminderung der basalen Ratio (Ra-

tio(F340/F380): WT 0,35 ± 0,01; IK KO 0,28 ± 0,01; Abbildung 5.11 G). Daraus ergaben sich dras-

tische Unterschiede der zellulären Ca2+-Homöostase in MMTV-PyMT IK KO-Zellen, welche 

auch pharmakologisch durch TRAM-34 im WT bestätigt wurden (Ratio(F340/F380): WT 0,55 ± 

0,01; IK KO 0,46 ± 0,00; WT + TRAM-34 0,48 ± 0,01; IK KO + TRAM-34 0,46 ± 0,01; Abbildung 

5.11 I). Mögliche off-target Effekte des TRAM-34 wurden durch eine Insensitivität auf ATP-

vermittelten [Ca2+]cyto Signale im IK KO ausgeschlossen.   

 

5.3.2 IK moduliert die zelluläre Ca2+-Speicherkapazität in MMTV-PyMT Zellen 

Zur Differenzierung, ob der in 5.3.1 induzierte Ca2+ Einstrom (mittels ATP) durch extrazelluläre- 

oder intrazelluläre Ca2+-Speicher ausgelöst wurde, wurden ergänzende FURA-2 Messungen 

durchgeführt. Analog Abbildung 5.11 G, bestätigte sich zunächst eine reduzierte basale Ratio 

im IK KO (Ratio(F340/F380): WT 0,55 ± 0,01; IK KO 0,46 ± 0,00; Abbildung 5.12 A, B). Unter 

anschließender Ca2+-Deprivation, sowie EGTA vermittelter Ca2+-Chelation, wurde eine Reduk-

tion der [Ca2+]cyto unter den Basalwert in beiden Genotypen beobachtet. Die Differenz (Δ) zwi-

schen Minima und Basalwerten in MMTV-PyMT WT-Zellen zeigten ebenfalls eine signifikante 

Steigerung im Vergleich zum IK KO (Δ Basal-Min(F340/F380): WT 0,067 ± 0,00; IK KO 0,039 ± 

0,00; Abbildung 5.12 C). 
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Abbildung 5.12: Einfluss des IK-Kanals auf die cytosolische Ca2+-Homöostase und Ca2+-Speicherung in 

MMTV-PyMT Tumorzellen 

(A) FURA-2-Ratio ([Ca2+]cyto) über die Zeit von MMTV-PyMT WT- (schwarze Linie) und MMTV-PyMT IK KO-Zellen 

(rote Linie). Zu denen im Panel angegebenen Zeitpunkten wurde den Zellen extrazelluläres Ca2+ entzogen (0 mM 

Ca2+ + EGTA), der SERCA-Inhibitor BHQ, oder extrazelluläres ATP verabreicht, welches eine intrazelluläre Ca2+ 

Freisetzung stimuliert. Die Daten stellen den Mittelwert ± SEM von N=6 WT; N=5 IK KO dar. (B) Basale FURA-2-

Ratio (Zeitpunkte 0–5 min (A)) und (C) die Differenz zwischen basaler- und minimaler Ratio nach der Ca2+-Depri-

vation (Zeitpunkte 5–10 min (A)) von MMTV-PyMT WT- (schwarzer Balken) und MMTV-PyMT IK KO-Zellen (roter 

Balken), welche mit FURA-2 beladen wurden. Die Daten stellen den Mittelwert ± SEM von N=6 WT; N=5 IK KO 

dar. Statistische Analyse durch (ungepaarten) t-Test für unabhängige Stichproben, *** p≤0,001. (D) Die Fläche 

unter der Kurve (AUC, Zeitpunkte 10–20 min (A)) von MMTV-PyMT WT- (schwarzer Balken) und MMTV-PyMT IK 

KO-Zellen (roter Balken), welche mit FURA-2 beladen wurden. Die Daten stellen den Mittelwert ± SEM von N=6 

WT; N=5 IK KO dar. Statistische Analyse durch (ungepaarten) t-Test für unabhängige Stichproben, *** p≤0,001. (E) 

Die Fläche unter der Kurve (AUC, Zeitpunkte 10–20 min) von MMTV-PyMT WT- (schwarzer und grauer Balken) 

und MMTV-PyMT IK KO-Zellen (roter und lachsfarbener Balken), welche entweder mit DMSO (schwarz und rot), 

oder 2 μM TRAM-34 (grau und lachsfarben) behandelt wurden. Die Daten stellen den Mittelwert ± SEM von N=6 

WT ± TRAM-34; IK KO ± TRAM-34 dar. Statistische Analyse durch einfaktorielle ANOVA, *** p≤0,001. (F) Reprä-

sentative FRET- (gelb, links), CFP- (cyan, Mitte) und Ratio-Bilder (pseudo koloriert, rechts) von MMTV-PyMT WT- 

(obere Reihe) und MMTV-PyMT IK KO-Zellen (untere Reihe), welche den FRET-basierten Ca2+-Indikator D1ER 
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exklusiv im endoplasmatischen Retikulum (ER) exprimieren. Maßstabsbalken: 20 µm. (G) Basale FRET-Ratio von 

MMTV-PyMT WT- (schwarzer Balken) und MMTV-PyMT IK KO-Zellen (roter Balken), welche D1ER exprimieren. 

Die Daten stellen den Mittelwert ± SEM von N=3 WT; N=3 IK KO dar. Statistische Analyse durch (ungepaarten) t-

Test für unabhängige Stichproben, *** p≤0,001. (BHQ: 2,5-Di-t-butyl-1,4-benzohydroquinone; EGTA: Ethylenglycol-

bis(aminoethylether)-N,N,N′,N′-tetraessigsäure; SERCA: Calcium-ATPase des sarkoplasmatischen- und endoplas-

matischen Retikulums/ Sarcoplasmic/endoplasmic reticulum calcium ATPase). Modifizierte Grafiken A–G basie-

rend auf (Gross et al., 2022). 

 

Anschließend wurde durch 1,4-Dihydroxy-2,5-di-tert-butylbenzen (BHQ) die Sarkoplasmati-

sche/endoplasmatische Retikulum Ca2+ ATPase (SERCA) blockiert. Als Resultat wurde der 

Rücktransport von Ca2+ in den Haupt-Ca2+-Speicher der Zelle, dem endoplasmatischen Reti-

kulum (ER) verhindert (Ashby and Tepikin, 2001). Aufgrund des fehlenden extrazellulären Ca2+ 

konnten in der Folge ausgelöste Ca2+-Signale nur aus den intrazellulären Speichern der Zelle 

stammen. Die AUC bestätigte dabei eine deutliche Reduktion der intrazellulären Ca2+ Spei-

cherkapazität in IK-depletierten Zellen (AUC(F340/F380): WT 0,48 ± 0,07; IK KO 0,26 ± 0,03; Ab-

bildung 5.12 D). Die pharmakologische Inhibition des Kanals mittels TRAM-34 zeigte ebenfalls 

eine signifikante Reduktion der AUC im Vergleich zum unbehandelten WT (Abbildung 5.12 E). 

Ergänzend zeigte TRAM-34 keinen stärkeren Effekt auf die AUC in MMTV-PyMT KO-Zellen, 

als auf die unbehandelte IK KO Kontrolle (AUC(F340/F380): WT + TRAM 0,21 ± 0,04; IK KO + 

TRAM-34 0,21 ± 0,04; Abbildung 5.12 E). Da aufgrund von BHQ und Ca2+ Deprivation von 

einem Ca2+ Austritt aus dem ER ins Cytosol ausgegangen werden kann, wurde mit Hilfe des 

FRET-basierten Ca2+-Sensor D1ER die Ca2+ Konzentration direkt im ER ([Ca2+]ER) untersucht 

(Palmer et al., 2004). Repräsentative Bilder des Sensors zeigen die Lokalisation des Sensors 

im ER (Abbildung 5.12 F), sowie eine veränderte Ratio zwischen den Genotypen (Abbildung 

5.12 G). Die Ablation des IKs führte zu einer reduzierten [Ca2+]ER (Ratio(FRET/CFP): WT 1,98 ± 

0,04; IK KO 1,69 ± 0,04; Abb. 5.12 G). Eine anschließende ATP-Applikation (unter Ca2+ De-

privation) induzierte keine signifikanten Unterschiede der FURA-2 Ratios (Abbildung 5.12 A) 

und diente als Kontrolle der BHQ-Behandlung und kompletten Entleerung der (ER-) Speicher. 

 

5.3.3 IK beeinflusst die subzelluläre K+-Homöostase 

Aufgrund der veränderten [Ca2+] in IK KO-Zellen (Abschnitt 5.3.1 und 5.3.2) wurde eine Ein-

flussnahme des IK-Kanals vermutet. Da eine direkte Differenzierung des plasmaständigen- 

und mitochondriellen Kanals (bis dato) nicht möglich war, wurden intrazellulären K+-Konzent-

rationen ([K+]) als Maß für die Einflussnahme des IKs verwendet. Das FRET-Ratio Signal des 

mitochondriellen, FRET-basierten K+-Sensors mito GEPII 1.0 (lc-LysM) (Bischof et al., 2017) 

korreliert dabei mit der mitochondriellen [K+] ([K+]mito). Neben der mitochondriellen Lokalisation 

des Sensors in MMTV PyMT Zellen (Abbildung 5.13 A), wurde zunächst die physiologischen 

[K+] bestimmt (Abbildung 5.13 B, C). Basal verursachte die genetische Ablation des IKs eine 

deutliche Erhöhung der [K+]mito, im Vergleich zum WT (Ratio(FRET/CFP): WT 2,26 ± 0,03; IK KO 

2,55 ± 0,05; Abbildung 5.13 C). Entsprechend Abbildung 5.11, zeigte die Applikation von ATP 

im extrazellulären Messpuffer einen mitochondriellen Ca2+-Influx, was potentiell zur Aktivierung 

des IKs und nachfolgend zum Einstrom von K+ in die mitochondrielle Matrix führen kann 

(Bachmann et al., 2022). Interessanterweise konnte allerdings keine genotypabhängige Ver-

änderung der [K+]mito unter ATP-Stimulation gezeigt werden (Abbildung 5.13 D).  
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Abbildung 5.13: Einfluss des IK-Kanals auf die mitochondrielle- und cytosolische K+-Konzentration in 

MMTV-PyMT Tumorzellen 

(A) Repräsentative FRET- (gelb, links), CFP- (cyan, Mitte) und Ratio-Bilder (pseudo-koloriert, rechts) von MMTV-

PyMT WT- (obere Reihe) und MMTV-PyMT IK KO-Zellen (untere Reihe), welche den FRET-basierten K+-Indikator 

mito GEPII 1.0 (lc-LysM) ([K+]mito), exklusiv im Mitochondrium exprimieren. Maßstabsbalken: 20 µm. (B) Zugehörige 

Ratio ([K+]mito) über die Zeit von MMTV-PyMT WT- (schwarze Linie) und MMTV-PyMT IK KO-Zellen (rote Linie). Zu 

denen im Panel angegebenen Zeitpunkten wurde den Zellen extrazellulär ATP, oder das ionophorische Peptid 

Gramicidin verabreicht. Die schwarz gestrichelte Linie (Zeitpunkt: 12,22 min) indiziert den beginnenden Abfall der 

Ratio unter Gramicidin. Die Daten stellen den Mittelwert ± SEM von N=9 WT; N=9 IK KO dar. (C) Basale FRET-

Ratio (Zeitpunkte 0-5 min (B)) von MMTV-PyMT WT- (schwarzer Balken) und MMTV-PyMT IK KO-Zellen (roter 

Balken), welche mito GEPII 1.0 (lc-LysM) exprimieren. Die Daten stellen den Mittelwert ± SEM von N=9 WT; N=9 
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IK KO dar. Statistische Analyse durch (ungepaarten) t-Test für unabhängige Stichproben, *** p≤0,001. (D) Differenz 

der basalen FRET-Ratio (Zeitpunkte 0-5 min (B)) und dem Mittelwert der FRET-Ratio nach Applikation von ATP 

(Zeitpunkte 5-10 min (B)) in MMTV-PyMT WT- (schwarzer Balken) und MMTV-PyMT IK KO-Zellen (roter Balken), 

welche mito GEPII 1.0 (lc-LysM) exprimieren. Die Daten stellen den Mittelwert ± SEM von N=9 WT; N=9 IK KO dar. 

Statistische Analyse durch (ungepaarten) t-Test für unabhängige Stichproben. (E) Minimum der FRET-Ratio aus 

(B) von MMTV-PyMT WT- (schwarzer Balken) und MMTV-PyMT IK KO-Zellen (roter Balken), welche mito GEPII 

1.0 (lc-LysM) exprimieren. Die Daten stellen den Mittelwert ± SEM von N=9 WT; N=9 IK KO dar. (F) Repräsentative 

FRET- (gelb, links), CFP- (cyan, Mitte) und Ratio-Bilder (pseudo-koloriert, rechts) von MMTV-PyMT WT- (obere 

Reihe) und MMTV-PyMT IK KO-Zellen (untere Reihe), welche den FRET-basierten cytosolischen K+-Indikator cyto 

GEPII 1.0 (lc-LysM) ([K+]cyto), exprimieren. Maßstabsbalken: 20 µm. (G) Zugehörige Ratio ([K+]cyto) über die Zeit von 

MMTV-PyMT WT- (schwarze Linie) und MMTV-PyMT IK KO-Zellen (rote Linie). Zu denen im Panel angegebenen 

Zeitpunkten wurde den Zellen extrazellulär Gramicidin verabreicht. Die schwarz gestrichelte Linie (Zeitpunkt: 11,13 

min) indiziert den beginnenden Abfall der Ratio unter Gramicidin. Die Daten stellen den Mittelwert ± SEM von N=6 

WT; N=6 IK KO dar. (H) Basale FRET-Ratio (Zeitpunkte 0–5 min (E)) von MMTV-PyMT WT- (schwarzer Balken) 

und MMTV-PyMT IK KO-Zellen (roter Balken), welche cyto GEPII 1.0 (lc-LysM) exprimieren. Die Daten stellen den 

Mittelwert ± SEM von N=6 WT; N=6 IK KO dar. Statistische Analyse durch (ungepaarten) t-Test für unabhängige 

Stichproben, *** p≤0,001. (I) Minimum der FRET-Ratio aus (G) von MMTV-PyMT WT- (schwarzer Balken) und 

MMTV-PyMT IK KO-Zellen (roter Balken), welche cyto GEPII 1.0 (lc-LysM) exprimieren. Die Daten stellen den 

Mittelwert ± SEM von N=6 WT; N=6 IK KO dar. Statistische Analyse durch (ungepaarten) t-Test für unabhängige 

Stichproben. (J) Basale FRET-Ratio von MMTV-PyMT WT- (schwarzer und grauer Balken) und MMTV-PyMT IK 

KO-Zellen (roter, lachsfarbener und hellroter Balken), welche entweder mit DMSO (schwarz und rot), 2 μM TRAM-

34 (grau und lachsfarben) behandelt wurden, oder der IK-Kanal transfiziert wurde (hellrot). Die Daten stellen den 

Mittelwert ± SEM von N=5 WT; IK KO; IK KO + IK rescue; N=3 WT + TRAM-34, IK KO + TRAM-34 dar. Statistische 

Analyse durch einfaktorielle ANOVA, ** p≤0,01 zwischen Genotypen; ### p≤0,001 zwischen Kontroll- und Behand-

lungsgruppe. Modifizierte Grafiken A–J basierend auf (Gross et al., 2022). 

 

Die anschließende Behandlung mit dem ionophorischen Antibiotikum Gramicidin konnte einen 

Efflux von K+ aus dem Mitochondrium bewirken, was durch einen Abfall der FRET-Ratio er-

sichtlich wurde. Das letztendliche Minimum nach Gramicidin-Behandlung war in beiden Geno-

typen unverändert (Abbildung 5.13 E). Diese Versuchsreihe impliziert, dass die basalen Un-

terschiede der [K+]mito IK-abhängig sind. 

Da der IK-Kanal nicht nur mitochondriell, sondern primär in der Plasmamembran lokalisiert ist, 

sollte im Folgenden auch die cytosolischen [K+] sowie deren Wirkung auf die veränderte mito-

chondrielle K+-Homöostase untersucht werden. Durch die Transfektion des cytosolisch lokali-

sierten K+ Sensors cyto GEPII 1.0 (lc-LysM) (Bischof et al., 2017) (siehe 4.9.1) konnten Rück-

schlüsse auf die cytosolische [K+] ([K+]cyto) gewonnen werden (Abbildung 5.13 F). Analog zur 

[K+]mito (Abbildung 5.13 C) waren auch die basalen [K+]cyto im IK KO erhöht (Ratio(FRET/CFP): WT 

2,07 ± 0,05; IK KO 2,40 ± 0,05; Abbildung 5.13 G, H). Obwohl die Zellstimulation mit ATP die 

[K+]cyto leicht reduzierte (Daten nicht gezeigt), konnten auch hier keine signifikanten, genotyp-

abhängigen [K+] Modulationen detektiert werden. Allerdings induzierte die Behandlung mit 

Gramicidin einen Abfall der Ratio auf ein gemeinsames Plateau in beiden Genotypen (Abbil-

dung 5.13 E) (Ratio(FRET/CFP): WT 1,35 ± 0,05; IK KO 1,33 ± 0,08; Abbildung 5.13 I). Auffällig 

war ebenso, dass der Beginn des Gramicidin-induzierten [K+]-Abfalls zuerst im Cytosol (gestri-

chelte Linie, Abbildung 5.13 G) und nachfolgend im Mitochondrium (gestrichelte Linie, Abbil-

dung 5.13 B) begann.  

Durch TRAM-34 wurden tendenziell höhere [K+]cyto erreicht, wenngleich diese nicht an die des 

genetischen KOs heranreichten (Ratio(FRET/CFP): WT + TRAM-34 2,30 ± 0,13; IK KO + TRAM-

34 2,72 ± 0,07; Abbildung 5.13 J). Vice versa führte die Re-Expression des IK-Kanalproteins 

in MMTV-PyMT IK KO-Zellen (IK rescue) zu einer deutlichen Reduktion der [K+]cyto (Ra-

tio(FRET/CFP): IK rescue 2,11 ± 0,07; Abbildung 5.13 J). 

Zusammengenommen scheint  die Ablation des IK-Kanals in einer (erwarteten) Erhöhung der 

intrazellulären [K+] zu münden. Der Anstieg von [K+]mito/cyto wiederum kann, neben anderen hier 
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nicht untersuchten Faktoren, die veränderte Ca2+-Homöstase im Cytosol und Mitochondrium 

(Abbildung 5.11) erklären. 

 

5.4 Effekt der IK-Kanalaktivität auf die AMPK 

Um die erhöhte [ATP]cyto bei reduzierter Ca2+-Homöostase und metabolischen Aktivität in IK 

KO-Zellen zu erklären, wurde die Adenosinmonophosphat-abhängige-Kinase analysiert. 

Diese dient in eukaryotischen Zellen als Energiesensor, welcher bei Zellstress, unter Mangel 

von Wachstumsfaktoren, oder vermindertem Nährstoff- oder Energieangebot aktiviert wird 

(Hardie et al., 2012). Die AMPK war auch deshalb ein interessanter Biomarker für die Ener-

giehomöostase der Zellen, weil sie neben AMP und ADP, auch eine funktionale Abhängigkeit 

von Ca2+ zeigt. (siehe Abschnitt 1.1.2.3 und Abbildung 1.2 sowie (Hardie et al., 2012)). Auf-

grund dessen wurde im Folgenden die Ca2+- und metabolische-Abhängigkeit der Kinase hin-

sichtlich des IK-Status überprüft. 

 

5.4.1 IK-Depletion steigert die AMPK-Aktivität 

Zunächst wurde die Expression und Aktivität der AMPK mittels Western Blot analysiert (Abbil-

dung 5.14 A). Die Quantifizierung der normalisierten Bandenintensitäten zeigte zwischen den 

Genotypen keine signifikante Erhöhung der gesamten AMPK-Proteinmenge. Das Ausmaß der 

Phosphorylierung an Thr172, einer mit der AMPK-Aktivierung korrelierenden Phosphorylie-

rungsstelle, war unter IK-Depletion im Vergleich zu den WT Proteinlysaten gesteigert (Pro-

tein/GAPDH: WT 1,00 ± 0,28; IK KO 3,36 ± 0,46; Abbildung 5.14 B). Das Verhältnis zwischen 

gesamt- zu phosphoryliertem AMPK-Protein machte das Ausmaß der Phosphorylierung und 

damit der Aktivitätssteigerung nochmals deutlicher (Ratio(Protein/GAPDH): WT 1,04 ± 0,14; IK KO 

2,19 ± 0,16; Abbildung 5.14 C). Des Weiteren konnten die pAMPK/AMPK Ergebnisse durch 

Behandlung der MMTV PyMT Zellen mit TRAM-34 verifiziert werden (Abbildung 5.14 D). Er-

neut bestätigte die Quantifizierung eine stabile AMPK-Proteinmenge unter TRAM-34 (Pro-

tein/GAPDH: WT 1,00 ± 0,76; WT + TRAM-34 1,07 ± 0,28; IK KO 1,43 ± 0,16; IK KO + TRAM-

34 1,42 ± 0,14; Abbildung 5.14 E), sowie einen signifikanten Anstieg von pAMPK im WT auf 

das Niveau des genetischen IK KOs (Protein/GAPDH: WT 1,00 ± 0,04; WT + TRAM-34 1,40 

± 0,07; IK KO 1,65 ± 0,21; IK KO + TRAM-34 1,43 ± 0,16; Abbildung 5.14 E). 
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Abbildung 5.14: AMPK-Aktivität unter pharmakologischer-, sowie genetischer Inhibition des IK-Kanals in 

MMTV-PyMT Tumorzellen  

(A) Western Blot-Analysen von GAPDH, AMPK und phosphorylierter AMPK (pAMPK) an Thr172 von Protein-Lysaten 

aus MMTV-PyMT WT- (links) und MMTV-PyMT IK KO-Zellen (rechts). Die Daten stellen den Mittelwert ± SEM von 

N=6 WT; N= 6 IK KO dar. (B) Quantifizierung der Western Blot-Bandenintensitäten aus (A) und Normalisierung auf 

GAPDH, von MMTV-PyMT WT (schwarzer Balken) und MMTV-PyMT IK KO (roter Balken). Die Balken stellen den 

Mittelwert ± SEM von N=6 WT; N= 6 IK KO dar. Statistische Analyse durch (ungepaarten) t-Test für unabhängige 

Stichproben, ** p≤0,01. (C) Verhältnis der phosphorylierten AMPK zu den gesamten AMPK-Intensitäten, normali-

siert auf GAPDH, von MMTV-PyMT WT (schwarzer Balken) und MMTV-PyMT IK KO (roter Balken). Die Balken 

stellen den Mittelwert ± SEM von N=6 WT; N= 6 IK KO dar. Statistische Analyse durch (ungepaarten) t-Test für 

unabhängige Stichproben, *** p≤0,001. (D) Western Blot-Analyse von GAPDH, AMPK und phosphorylierter AMPK 

an Thr172 von Protein-Lysaten aus MMTV-PyMT WT (links) und MMTV-PyMT IK KO-Zellen (rechts), welche entwe-

der mit DMSO (–), oder 2 μM TRAM-34 (+) behandelt wurden. Die Daten stellen den Mittelwert ± SEM von N=6 

WT; N= 6 IK KO dar. (E) Quantifizierung der Western Blot-Bandenintensitäten aus (D) und Normalisierung auf 

GAPDH, von MMTV-PyMT WT- (schwarzer und grauer Balken) und MMTV-PyMT IK KO-Zellen (roter und lachs-

farbener Balken), welche entweder mit DMSO (schwarz und rot), oder 2 μM TRAM-34 (grau und lachsfarben) be-

handelt wurden. Die Balken stellen den Mittelwert ± SEM von N=6 WT ± TRAM-34; IK KO ± TRAM-34 dar. Statis-

tische Analyse durch einfaktorielle ANOVA, * p≤0,05; ** p≤0,01; *** p≤0,001. (AMPK: Adenosinmonophosphat ab-

hängige Kinase; GAPDH: Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase). Modifizierte Grafiken A–E basierend auf  

(Gross et al., 2022). 

 

 

5.4.2 Ca2+-abhängige Aktivierung der AMPK in MMTV-PyMT Tumorzellen 

Die Analyse der Ca2+-Abhängigkeit der AMPK, wurde durch einen FRET-basierten, transient 

transfizierten  AMPK-Sensor, AMPKAR, adressiert (Tsou et al., 2011). Dieser FRET-basierte 

Sensor verfügt über eine Bindedomäne (FHA1) und eine Phosphorylierungsstelle (Substrat 

Peptid) in der Linker-Region der Fluorophore CFP und YFP. Wird AMPK aktiviert, kann diese 

das Substratpeptid phosphorylieren, was in einer Konformationsänderung und später FRET 

resultiert (Tsou et al., 2011). Das FRET-Signal des Sensors korreliert entsprechend mit der 

Phosphorylierungsaktivität der AMPK, was im Folgenden als Aktivitäts-Antwort (AMPKA) 
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bezeichnet wird. Repräsentative Aufnahmen der CFP- und FRET-Einzelfluoreszenzintensitä-

ten, sowie der Ratio aus FRET/CFP Fluoreszenz sind in Abbildung 5.15 A aufgeführt. Die Ratio 

der AMPKA über die Zeit zeigte Unterschiede in MMTV-PyMT IK KO-Zellen (Abbildung 5.15 

B). Die Quantifizierung der basalen AMPKA-Ratio ergab eine signifikante Steigerung für 

AMPKA unter IK-Depletion (Ratio(FRET/CFP): WT 1,87 ± 0,09; IK KO 2,25 ± 0,11; Abbildung 5.15 

C), was die Western Blot Analysen bestätigte (Abbildung 5.14). Analog vorangegangener Ver-

suche (Abbildung 5.11), wurde erneut extrazelluläres ATP appliziert, um über den Ca2+-Ein-

strom die AMPK zu aktivieren. Dabei zeigte weder das Maximum der ATP-induzierten AMPKA 

Erhöhung (Abbildung 5.15 B), noch die Aktivität über die Zeit (Abbildung 5.15 D) einen signifi-

kanten Unterschied zwischen den Genotypen. Zwar zeigte sich eine tendenziell schnellere 

Inaktivierung der AMPKA FRET-Signale in IK KO-Zellen (Ratio(FRET/CFP): WT 0,05 ± 0,03; IK KO 

0,12 ± 0,05; Abbildung 5.15 D), was allerdings mit der zuvor beobachteten, transient ernied-

rigten [Ca2+], einhergeht (Abbildung 5.11 F). Generell ist allerdings die geringere basale [Ca2+] 

im IK KO nicht mit der hier beobachteten gesteigerten AMPKA-Level vereinbar. Aufgrund des-

sen wurden neben der genetischen Ablation des IK-Kanals auch die pharmakologische Blo-

ckade und der IK rescue untersucht (Abbildung 5.15 E). Im Vergleich zum WT, zeigte die Be-

handlung mit TRAM-34 eine deutliche Erhöhung der AMPKA, welche auf das gleiche Niveau 

wie der IK KO (± TRAM-34) stieg (Ratio(FRET/CFP): WT 1,75 ± 0,03; WT + TRAM-34 1,97 ± 0,06; 

IK KO 2,05 ± 0,05; IK KO + TRAM-34 2,07 ± 0,08; Abbildung 5.15 E). Erneut zeigte der rescue 

des IK-Kanals in MMTV-PyMT IK KO-Zellen eine deutliche Reduktion der zuvor erhöhten 

AMPKA FRET-Signale (Ratio(FRET/CFP): IK rescue 1,82 ± 0,08;  Abbildung 5.15 E). Durch die Re-

Expression des IK-Kanals wurde die AMPK Aktivität auf das Level des WTs reduziert (Abbil-

dung 5.15 E), was den Einfluss des IKs auf die AMPK-Aktivität bestätigt.  

Weiter konnte die Ca2+-Abhängigkeit der AMPK und damit verbunden die Funktionalität des 

Sensors verifiziert werden. Widersprüchlich schien dabei allerdings, dass niedrigere [Ca2+] im 

IK KO eine erhöhte AMPKA induzierten. Durch Co-Transfektion mit dem rot fluoreszierenden 

Ca2+-Sensor Car-GECO1 (Wu et al., 2013), sowie dem AMPKAR-Plasmid (AMPKA) sollte die-

ser Aspekt durch direkte Korrelation der Ca2+-Level mit dem AMPK-Status derselben Zelle 

untersucht werden (Abbildung 5.16). Zunächst wurden die MMTV-PyMT Zellen unter physio-

logischen Bedingungen (2,0 mM Ca2+) analysiert (Abbildung 5.16 A, D). Dabei zeigte sich er-

neut eine gesteigerte aber nicht signifikante, basale AMPKA in IK-depletierten Zellen (Ra-

tio(FRET/CFP): WT 1,46 ± 0,10; IK KO 1,66 ± 0,10; Abbildung 5.16 B). Zeitgleich konnte durch den 

Ca2+-Sensor erneut eine stark erniedrigte basale [Ca2+] im IK KO detektiert werden ([Ca2+]cyto 

in %: WT 12,39 ± 3,54; IK KO 4,66 ± 0,84; Abbildung 5.16 E). Die [Ca2+] wurde zur besseren 

Darstellung in Prozent ([Ca2+]cyto in %) angegeben. Die Berechnung erfolgte aus der Differenz 

der intensiometrischen Car-GECO1 Ratio-Minima und Maxima (weitere Details siehe Abbil-

dung 5.16).  
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Abbildung 5.15: Einfluss des IK-Kanals auf die Ca2+-abhängige AMPK Aktivität 

(A) Repräsentative FRET- (gelb, links), CFP- (cyan, Mitte) und Ratio-Bilder (pseudo-koloriert, rechts) von MMTV-

PyMT WT- (obere Reihe) und MMTV-PyMT IK KO-Zellen (untere Reihe), welche den FRET-basierten AMPK Akti-

vitäts-Indikator AMPKAR (AMPK Aktivitäts-Antwort: AMPKA) exprimieren. Maßstabsbalken: 20 µm. (B) Zugehörige 

Ratio (AMPKA) über die Zeit von MMTV-PyMT WT- (schwarze Linie) und MMTV-PyMT IK KO-Zellen (rote Linie). 

Zu dem im Panel angegebenen Zeitpunkt wurde den Zellen extrazellulär ATP verabreicht, welches den Ca2+-Ein-

strom in die Zelle erhöht. Die Daten stellen den Mittelwert ± SEM von N=5 WT; N=5 IK KO dar. (C) Basale FRET-

Ratio (Zeitpunkte 0-5 min (B)) von MMTV-PyMT WT- (schwarzer Balken) und MMTV-PyMT IK KO-Zellen (roter 

Balken), welche AMPKAR exprimieren. Die Daten stellen den Mittelwert ± SEM von N=5 WT; N=5 IK KO dar. 

Statistische Analyse durch (ungepaarten) t-Test für unabhängige Stichproben, * p≤0,05. (D) Differenz aus der Ratio 

des Maximums (Maximum der Zeitpunkte 5-10 min (B)) versus Endpunkt der Messung (Zeitpunkt 12,5 min (B)) von 

MMTV-PyMT WT- (schwarzer Balken) und MMTV-PyMT IK KO-Zellen (roter Balken), welche AMPKAR exprimie-

ren. Die Daten stellen den Mittelwert ± SEM von N=5 WT; N=5 IK KO dar. Statistische Analyse durch (ungepaarten) 

t-Test für unabhängige Stichproben. (E) Basale FRET-Ratio von MMTV-PyMT WT- (schwarzer und grauer Balken) 

und MMTV-PyMT IK KO-Zellen (roter, lachsfarbener und hellroter Balken), welche entweder mit DMSO (schwarz 

und rot), 2 μM TRAM-34 (grau und lachsfarben) behandelt wurden, oder in welche der IK-Kanal transfiziert wurde 

(hellrot), sowie AMPKAR exprimieren. Die Daten stellen den Mittelwert ± SEM von N=5 WT ± TRAM-34; IK KO ± 

TRAM-34; IK KO + IK rescue dar. Statistische Analyse durch einfaktorielle ANOVA, ** p≤0,01; *** p≤0,001 zwischen 

Genotypen; # p≤0,05 zwischen Kontroll- und Behandlungsgruppe. (AMPKAR: Adenosinmonophosphat-Kinase Ak-

tivitäts-Indikator/ adenosinmonophosphate-kinase activitiy reporter). Modifizierte Grafiken A–E basierend auf 

(Gross et al., 2022). 

 

 

Die anschließende Ca2+-Deprivation führte erneut zu einer starken Reduktion der Ca2+-Level 

(Vergleich Abbildung 5.12 A), was direkte Auswirkungen auf die AMPK Aktivität haben könnte 

(Abbildung 5.16 A, D). Während die [Ca2+] in beiden Genotypen auf das gleiche Plateau sank 

(Abbildung 5.16 D), zeigten sich dennoch keine Änderungen der AMPKA FRET-Signale (Ab-

bildung 5.16 A). Im Anschluss sollte durch das Ca2+-Ionophor Ionomycin ein Efflux des Ca2+ 

aus den internen Speichern der MMTV-PyMT Zellen induziert werden. Ionomycin zeigte eine 

deutliche Ca2+-Spitze in den WT-Zellen, während die Amplitude im IK KOs deutlich geringer 

ausfiel ([Ca2+]cyto in %: WT 36,55 ± 5,50; IK KO 11,68 ± 2,04; Abbildung 5.16 F). Aufgrund der 

extrazellulären Ca2+ Depletion, sowie der EGTA bedingten Komplexierung von freiwerdenden 

Ca2+, war die Amplitude (Minute 10–12; Abbildung 5.16 D) sehr schnell abgefallen. Die zu 

diesem Zeitpunkt analogen AMPKA FRET-Signale, zeigten keinen direkten Anstieg in den 
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MMTV-PyMT Tumorzellen  (Ratio(FRET/CFP): WT 1,49 ± 0,11; IK KO 1,75 ± 0,11; Abbildung 5.16 

C). Die schnelle Kinetik der Ca2+ Komplexierung durch EGTA (Abbildung 5.16 D) könnte die 

(Ca2+ bedingte) Aktivierung der AMPK verhindern und so den fehlenden AMPKA Anstieg unter 

Ionomycin erklären. Durch die perforierende Eigenschaft des Ionomycins wurde nach Re-Sti-

mulation mit extrazellulärem Ca2+ ein maximaler Ca2+-Influx in die Zellen beobachtet (Abbil-

dung 5.16 D). Zeitgleich resultierte die AMPK-Aktivität in einem gemeinsamen Maximum bei-

der Genotypen (Abbildung 5.16 A). Durch die Co-Transfektionen konnte die Deletion des IK-

Kanals erneut mit einer verstärkten AMPK-Aktivierung korreliert werden (Ratio(FRET/CFP): WT 

0,49 ± 0,06; IK KO 0,34 ± 0,05; Abbildung 5.16 C), obwohl parallel intensiometrisch gemes-

sene Ca2+ Signale eine Reduktion der Ca2+-Konzentration implizierten ([Ca2+]cyto in %: WT 

87,61 ± 3,54; IK KO 95,35 ± 0,84; Abbildung 5.16 F). 

 

 

Abbildung 5.16: Simultane Untersuchung des Einflusses von IK auf die Ca2+-Homöostase und AMPK Akti-

vität 

(A) FRET-Ratio (AMPKA) über die Zeit von MMTV-PyMT WT- (schwarze Linie) und MMTV-PyMT IK KO-Zellen 

(rote Linie), welche AMPKAR exprimieren. Zu denen im Panel angegebenen Zeitpunkten wurde den Zellen extra-

zelluläres Ca2+ entzogen (0 mM + EGTA), das Ca2+-Ionophor Ionomycin verabreicht, sowie extrazellulär die [Ca2+] 

erneut erhöht (2,0 mM). Die Daten stellen den Mittelwert ± SEM von N=5 WT; N=5 IK KO dar. (B) Basale FRET-

Ratio (Zeitpunkte 0–5 min (A)) von MMTV-PyMT WT- (schwarzer Balken) und MMTV-PyMT IK KO-Zellen (roter 

Balken), welche AMPKAR exprimieren. Die Daten stellen den Mittelwert ± SEM von N=5 WT; N=5 IK KO dar. 

Statistische Analyse durch (ungepaarten) t-Test für unabhängige Stichproben. (C) Maximale FRET-Ratio unter 

EGTA + Ionomycin (Maximum der Zeitpunkte 15–20 min (A)) von MMTV-PyMT WT- (schwarzer Balken) und 

MMTV-PyMT IK KO-Zellen (roter Balken), welche AMPKAR exprimieren. Die Daten stellen den Mittelwert ± SEM 

von N=5 WT; N=5 IK KO dar. Statistische Analyse durch (ungepaarten) t-Test für unabhängige Stichproben. (D) 

Normalisierte Fluoreszenzsignale über die Zeit von MMTV-PyMT WT- (schwarze Linie) und MMTV-PyMT IK KO-

Zellen (rote Linie), welche Car-GECO1 exprimieren, einen rot fluoreszierenden cytosolischen Ca2+-Indikator. Zu 

denen im Panel angegebenen Zeitpunkten wurde den Zellen extrazelluläres Ca2+ entzogen (0 mM + EGTA), das 

Ca2+-Ionophor Ionomycin verabreicht, sowie extrazellulär die [Ca2+] erneut erhöht (2,0 mM). Die Daten stellen den 

Mittelwert von je 5 repräsentativen Aufnahmen ± SEM von N=5 WT; N=5 IK KO dar. (E) Basale [Ca2+]cyto (Zeitpunkte 
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0–5 min (D)) von MMTV-PyMT WT- (schwarzer Balken) und MMTV-PyMT IK KO-Zellen (roter Balken), welche Car-

GECO1 exprimieren. Die Daten stellen den Mittelwert ± SEM von N=5 WT; N=5 IK KO dar. Statistische Analyse 

durch (ungepaarten) t-Test für unabhängige Stichproben, * p≤0,05. (F) Maximale [Ca2+] in % unter EGTA + Iono-

mycin (Maximum der Zeitpunkte 15–20 min (D)) von MMTV-PyMT WT- (schwarzer Balken) und MMTV-PyMT IK 

KO-Zellen (roter Balken), welche Car-GECO1 exprimieren. Die Daten stellen den Mittelwert ± SEM von N=5 WT; 

N=5 IK KO dar. Statistische Analyse durch (ungepaarten) t-Test für unabhängige Stichproben, *** p≤0,001. (Car-

GECO1: Fluoreszenzbasierter cytosolischer Ca2+ Indikator; Ionomycin: Ca2+ spezifisches Ionophor). Modifizierte 

Grafiken A, B, D und E basierend auf  (Gross et al., 2022). 

 

 

Abbildung 5.17: Expressionsanalyse Ca2+-abhängiger AMPK Upstream-Kinasen in MMTV-PyMT WT und IK 

KO-Zellen 

(A) Western Blot-Analyse von GAPDH, Calmodulin (CaM) und Calmodulin Kinase 2 (CaMKK2) von Protein Lysaten 

aus MMTV-PyMT WT- (links) und MMTV-PyMT IK KO-Zellen (rechts). Die Daten stellen den Mittelwert ± SEM von 

N=6 WT; N= 6 IK KO dar. (B) Quantifizierung der Western Blot-Bandenintensitäten aus (A) und Normalisierung auf 

GAPDH, von MMTV-PyMT WT (schwarzer Balken) und MMTV-PyMT IK KO (roter Balken). Die Balken stellen den 

Mittelwert ± SEM von N=6 WT; N= 6 IK KO dar. Statistische Analyse durch (ungepaarten) t-Test für unabhängige 

Stichproben. (C) qPCR-Analyse von CaMKK2 aus cDNA von MMTV-PyMT WT (schwarzer Balken) und MMTV-

PyMT IK KO (roter Balken). Die Balken stellen den Mittelwert ± SEM von N=8 WT; N= 9 IK KO dar. Statistische 

Analyse durch (ungepaarten) t-Test für unabhängige Stichproben. (D) qPCR-Analyse von AMPK Untereinheiten α, 

β und γ aus cDNA von MMTV-PyMT WT (schwarzer Balken) und MMTV-PyMT IK KO (roter Balken). Die Balken 

stellen den Mittelwert ± SEM von N=7 WT; N= 6 IK KO dar. Statistische Analyse durch (ungepaarten) t-Test für 

unabhängige Stichproben. (CaM: Calmodulin; CaMKK2: Calmodulin Kinase 2). Modifizierte Grafiken A–D basie-

rend auf  (Gross et al., 2022). 

 

Wie in Abbildung 1.2 schematisch dargestellt, ist die Phosphorylierung von Thr172 in der α-

Untereinheit der AMPK von CaM und der CaMKK2 (abhängig (siehe 1.1.2.3). Western Blot 

Analysen dieser Proteine in MMTV-PyMT Zelllysaten zeigten allerdings keine signifikanten 

Unterschiede zwischen den WT- und IK KO-Zellen (CaM: Protein/GAPDH: WT 1,00 ± 0,06; IK 

KO 1,01 ± 0,06; CaMKK2: Protein/GAPDH: WT 1,00 ± 0,04; IK KO 1,18 ± 0,07; Abbildung 5.17 

B). Auch auf mRNA-Ebene konnten keine Unterschiede der Expressionslevel detektiert wer-

den (Relative mRNA Expression: WT 1,00 ± 0,19; IK KO 1,09 ± 0,32; Abbildung 5.17 C). 

Schlussendlich wurden mögliche Expressionsunterschiede der AMPK Untereinheiten 



 
 

116 
 

vermutet, welche etwaige Veränderungen der Ca2+ Bindedomänen aufzeigen könnten. Dabei 

zeigten qPCR-Analysen die Expressionslevel der α-, β- und γ-Untereinheiten, keine signifikan-

ten Unterschiede zwischen den Genotypen (Abbildung 5.17 D). 

Zusammengenommen zeigt sich keine klare Korrelation zwischen verminderten [Ca2+] und ge-

steigerter AMPK-Aktivität im IK KO.  

 

5.4.3 Einfluss der AMPK Aktivität auf den Metabolismus IK-profizienter und -defizien-

ter MMTV PyMT Brusttumorzellen  

Neben der Ca2+ Abhängigkeit wurden im weiteren Verlauf auch die Auswirkungen eines Ener-

giedefizits (AMP/ADP) auf die AMPK-Aktivität analysiert. Mittels Transfektion des AMPKAR-

Plasmids wurde zunächst die AMPKA-Aktivitätsänderung unter 2-Desoxyglukose (2-DG) un-

tersucht. 2-DG wird durch die  Hexokinase Isoformen zu 2-DG-6-Phosphat phosphoryliert und 

verhindert anschließend die Verstoffwechslung durch glykolytische Enzyme (Hellemann et al., 

2022). Dieses Glykolyse-Inhibition induzierte ein Energiedefizit, was in einem Anstieg der 

AMPK-Aktivität in WT und IK KO-Zellen resultierte (Abbildung 5.18 A). Beide Genotypen zeig-

ten dabei ein identisches Maximum (Maximum(FRET/CFP): WT 2,51 ± 0,04; IK KO 2,57 ± 0,04; 

Abbildung 5.18 C). Da durch die Behandlung mit 2-DG eine deutliche Abhängigkeit der AMPK 

von der glykolytischen Aktivität erkennbar war, wurde im Folgenden die mitochondrielle Ener-

gieproduktion (OxPhos) untersucht. Durch die Zugabe des FOF1-ATP Synthase Inhibitors Oli-

gomycin-A war ebenfalls ein Anstieg der AMPKA zu beobachten (Abbildung 5.18 D). Das Ma-

ximum der AMPKA FRET-Signale war in beiden Genotypen wieder identisch (Maxi-

mum(FRET/CFP): WT 2,41 ± 0,05; IK KO 2,50 ± 0,06; Abbildung 5.18 F). Die erhöhten basalen 

AMPKA Signale (nur IK KO) und identischen Maxima (beider Genotypen) unter Inhibition der 

metabolischen Aktivität, zeigten somit (I) eine Abhängigkeit der AMPK-Aktivität von der Ener-

giehomöstase, als auch (II) eine erhöhte AMPKA im IK KO, als Resultat der eingeschränkten 

Glykolyse und OxPhos (Abbildung 5.4 – Abbildung 5.9). 

Neben CaMKK2 ist die Leberkinase 1 (LKB1) primär für die Aktivierung der AMPK verantwort-

lich. Der Tumorsuppressor LKB1 beschreibt eine Serin/Threonin-Kinase, welche die AMPK bei 

Zellstress oder unter zellulärem Energiedefizit an Thr172 phosphoryliert (Boudeau et al., 2004, 

Lee and Lin, 2018, Willows et al., 2017, Bourouh and Marignani, 2022). Um einem möglichen 

Einfluss auf die AMPK-Aktivität nachzugehen, wurden die Proteinlevel des gesamten LKB1 

Proteins, sowie der phosphorylierten LKB1 (pLKB1) am Serin 428 (Ser428) untersucht (Abbil-

dung 5.19 A). Diese Phosphorylierungstelle (Ser428) ist essentiell für den nukleären Export der 

LKB1, die Komplexbildung mit STRAD und Mo25, als auch die Aktivierung der AMPK (Xie et 

al., 2008). Die Quantifizierung ergab keine Unterschiede im LKB1 Gesamtprotein 

(LKB1/GAPDH: WT 0,98 ± 0,04; IK KO 1,07 ± 0,04; Abbildung 5.19 B), wohingegen das regu-

latorische LKB1 Phosphorylierungslevel an Ser428 im IK KO signifikant erhöht wurde 

(pLKB1/GAPDH: WT 1,00 ± 0,08; IK KO 1,65 ± 0,14; Abbildung 5.19 B). Entsprechend fiel 

auch das pLKB1 zu LKB1 Proteinintensitätsverhältnis in den IK-defizienten Zelllysaten höher 

aus als im WT (Ratio(Protein/GAPDH): WT 1,02 ± 0,07; IK KO 1,54 ± 0,11; Abbildung 5.19 C). 
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Abbildung 5.18: Metabolischer Einfluss auf die AMPK-Aktivität von MMTV-PyMT Tumorzellen 

(A) FRET-Ratio (AMPKA) über die Zeit von MMTV-PyMT WT- (schwarze Linie) und MMTV-PyMT IK KO-Zellen 

(rote Linie). Zu dem im Panel angegebenen Zeitpunkt wurde den Zellen der Glykolyse-Inhibitor 2-Desoxyglukose 

(2-DG) verabreicht. Die Daten stellen den Mittelwert ± SEM von N=6 WT; N=6 IK KO dar. (B) Basale FRET-Ratio 

(Zeitpunkte 0-5 min (A)) von MMTV-PyMT WT- (schwarzer Balken) und MMTV-PyMT IK KO-Zellen (roter Balken), 

welche AMPKAR exprimieren. Die Daten stellen den Mittelwert ± SEM von N=6 WT; N=6 IK KO dar. Statistische 

Analyse durch (ungepaarten) t-Test für unabhängige Stichproben, *** p≤0,001. (C) Maximale FRET-Ratio (Zeit-

punkt 20 min (A)) von MMTV-PyMT WT- (schwarzer Balken) und MMTV-PyMT IK KO-Zellen (roter Balken), welche 

AMPKAR exprimieren. Die Daten stellen den Mittelwert ± SEM von N=6 WT; N=6 IK KO dar. Statistische Analyse 

durch (ungepaarten) t-Test für unabhängige Stichproben. (D) FRET-Ratio (AMPKA) über die Zeit von MMTV-PyMT 

WT- (schwarze Linie) und MMTV-PyMT IK KO-Zellen (rote Linie), welche AMPKAR exprimieren. Zu dem im Panel 

angegebenen Zeitpunkt wurde den Zellen der FOF1-ATP Synthase Inhibitor Oligomycin-A verabreicht. Die Daten 

stellen den Mittelwert ± SEM von N=6 WT; N=6 IK KO dar. (E) Basale FRET-Ratio (Zeitpunkte 0-5 min (A)) von 

MMTV-PyMT WT- (schwarzer Balken) und MMTV-PyMT IK KO-Zellen (roter Balken), welche AMPKAR exprimie-

ren. Die Daten stellen den Mittelwert ± SEM von N=6 WT; N=6 IK KO dar. Statistische Analyse durch (ungepaarten) 

t-Test für unabhängige Stichproben, ** p≤0,01. (F) Maximale FRET-Ratio (Zeitpunkt 15 min (D)) von MMTV-PyMT 

WT- (schwarzer Balken) und MMTV-PyMT IK KO-Zellen (roter Balken), welche AMPKAR exprimieren. Die Daten 

stellen den Mittelwert ± SEM von N=6 WT; N=6 IK KO dar. Statistische Analyse durch (ungepaarten) t-Test für 

unabhängige Stichproben.  (2-DG: 2-Desoxyglukose). Modifizierte Grafiken A–F basierend auf  (Gross et al., 2022). 

 

Zusammengenommen zeigen diese Versuche, dass die AMPK Aktivität, unabhängig vom IK-

Status der MMTV PyMT Zellen, sensitiv auf Störungen der Stoffwechselaktivität reagieren, 

was letztlich in identischen Maximalaktivitäten der AMPK in IK KO und WT unter 2-DG, sowie 

Oligomycin-A Bedingungen führt (Abbildung 5.18). Des Weiteren resultierte der IK KO in einer 

unter basalen Bedingungen höheren AMPKA Aktivität, deren Ursache mit den höheren regu-

latorischen LKB1 Phosphorylierungslevel an Serin428 im IK KO in Zusammenhang stehen (Ab-

bildung 5.18).   
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Abbildung 5.19: Aktivitäts-Analyse der AMPK Upstream-Kinase LKB1 in MMTV-PyMT WT- und IK KO-Zel-

len 

(A) Western Blot-Analyse von GAPDH, LKB1 und Ser428 phosphoryliertem LKB1 (pLKB1) in Protein-Lysaten aus 

MMTV-PyMT WT (links) und MMTV-PyMT IK KO-Zellen (rechts). Die Daten stellen den Mittelwert ± SEM von N=8 

WT; N= 8 IK KO dar. (B) Quantifizierung der Western Blot-Bandenintensitäten aus (A) und Normalisierung auf 

GAPDH, von MMTV-PyMT WT (schwarzer Balken) und MMTV-PyMT IK KO (roter Balken). Die Balken stellen den 

Mittelwert ± SEM von N=6 WT; N= 6 IK KO dar. Statistische Analyse durch (ungepaarten) t-Test für unabhängige 

Stichproben, ** p≤0,01. (C) Verhältnis der phosphorylierten LKB1 zu den gesamten LKB1-Intensitäten, normalisiert 

auf GAPDH, von MMTV-PyMT WT (schwarzer Balken) und MMTV-PyMT IK KO (roter Balken). Die Balken stellen 

den Mittelwert ± SEM von N=8 WT; N= 8 IK KO dar. Statistische Analyse durch (ungepaarten) t-Test für unabhän-

gige Stichproben, ** p≤0,01.  (LKB1: Leberkinase B1). Modifizierte Grafiken A–C basierend auf  (Gross et al., 2022). 

 

5.5 Zusammenhang zwischen IK und Autophagie Signalwegen in 

MMTV-PyMT Brusttumorzellen 

Im Folgenden wurde die Rolle des IK-Kanals auf die AMPK abhängige Steigerung von kata-

bolen (energiesparenden) Prozessen, wie der Autophagie untersucht, welche die gesteigerten  

[ATP]cyto im IK KO erklären kann (Abbildung 5.10).  

 

5.5.1 Gesteigerte Autophagiemarker-Aktivität in IK-depletierten Brustkrebszellen 

Wie in Abbildung 1.2 dargestellt, ist eine direkte Signaltransduktion von der AMPK, über den  

ULK1-Komplex bis zur Autophagie Induktion möglich. Mechanistisch phosphoryliert die AMPK 

ULK1 am Serin555. Als Folge wird die Bildung und Reifung des Autophagosoms initiiert, an 

dem maßgeblich die Proteine LC3B und p62 involviert sind (1.1.2.3). Das Phosphatidyletha-

nolamin‐konjugierte LC3B II dient dabei als Marker des autophagischen Flux (Initiation, 

Elongation, Fusion und Degradation). Analog ist p62 essenziell an der Maturation der Auto-

phagosomen beteiligt und wird im Verlauf der Autophagie abgebaut. Durch Western Blot Ana-

lysen wurden die Phosphorylierungslevel, bzw. Proteinexpressionen der drei Autophagie-

markerproteine pULK1/ULK1, LC3B und p62 bestimmt.  
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5.5.1.1 IK beeinflusst pULK1/ULK1-, LC3B- und p62-Status in MMTV-PyMT Brusttu-

morzellen 

Die Gesamtproteinmenge an ULK1 (ULK1/Ladekontrolle: WT 1,00 ± 0,04; IK KO 1,13 ± 0,05; 

Abbildung 5.20 B) und an phospho-Serin555 ULK1 (pULK1) zeigten signifikante Unterschiede 

zwischen den IK-profizienten und -defizienten Proteinlysaten (pULK1/Ladekontrolle: WT 1,00 

± 0,05; IK KO 1,76 ± 0,12; Abbildung 5.20 B). Insgesamt lag das pULK1/ULK Verhältnis im IK 

KO um ca. 30% höher, als im WT (Ratio(pULK1/ULK1/Ladekontrolle): WT 0,99 ± 0,19; IK KO 1,55 ± 0,44; 

Abbildung 5.20 C).  

Der gesteigerten ULK1-Aktivität folgend, zeigten auch die LC3B II-Level im Western Blot eine 

signifikante Steigerung im IK KO (LC3B II/Ladekontrolle: WT 1,00 ± 0,11; IK KO 2,02 ± 0,16; 

Abbildung 5.20 B). Die cytosolische Form LC3B I wies hingegen keine signifikante Erhöhung 

auf (LC3B I/Ladekontrolle: WT 1,00 ± 0,18; IK KO 1,62 ± 0,42; Abbildung 5.20 B). Um zu 

überprüfen inwiefern die LC3B I/II-Level sensitiv auf eine akute IK-Inhibition reagieren, wurden 

MMTV-PyMT Zellen mit TRAM-34 behandelt (Abbildung 5.20 D). Unter IK-Inhibition (des WTs) 

zeigte sich im Vergleich zur unbehandelten MMTV PyMT WT-Kontrolle eine signifikante Akku-

mulation der LC3B II-Level (LC3B II/αTubulin: WT 1,00 ± 0,03; WT + TRAM-34 1,66 ± 0,13; 

Abbildung 5.20 E), wohingegen TRAM-34 keine weitere Steigerung des LC3B II im IK KO 

bewirkte (LC3B II/α-Tubulin: IK KO 2,08 ± 0,14; IK KO + TRAM-34 1,77 ± 0,21; Abbildung 5.20 

E). 

Ergänzend wurde das Autophagiemarkerprotein p62 analysiert (Puissant et al., 2012). Durch 

die Degradation von p62 in Autolysosomen sinkt Im Verlauf des autophagischen Flux die Pro-

teinkonzentration an p62. Das auch extra-vakulär gebundene LC3B II wird hingegen akkumu-

liert, weswegen p62 invers zu LC3B II in Western Blot Analysen detektiert wird (siehe Abschnitt 

1.1.2.3). In der Tat war ein signifikanter Rückgang der p62 Abundanz in den IK KO versus WT 

Proteinlysaten erkennbar (p62/Ladekontrolle: WT 1,00 ± 0,06; IK KO 0,60 ± 0,03; Abbildung 

5.20 B). TRAM-34 behandelte MMTV-PyMT WT zeigten, wie der unbehandelte IK KO eine 

Depletion von p62, wohingegen p62 im IK KO + TRAM-34 nicht beeinflusst wurde (p62/Lade-

kontrolle: WT 1,00 ± 0,21; WT + TRAM-34 0,40 ± 0,01; IK KO 0,43 ± 0,01; IK KO + TRAM-34 

0,33 ± 0,04; Abbildung 5.20 E). Die Western Blot Analysen von ULK1, LC3B und p62 bestä-

tigten einen klaren Anstieg der Autophagie in IK-depletierten MMTV-PyMT Zellen.  

Die Fusion von Lysosomen mit Autophagosomen während des autophagischen Flux, sowie 

die Ansäuerung der Hydrolasen (über die V-ATPase) sind essentiell für die nachfolgende De-

gradation. Als Folge der Ansäuerung wird in Autolysosomen ein niedrigerer pH-Wert gemes-

sen, welcher mit einer gesteigerten Autophagie korreliert (Burgstaller et al., 2019). Um die 

Ansäuerung der Kompartimente vor dem Hintergrund des IK-Status der MMTV-PyMT Zellen 

zu überprüfen, wurde ein an LC3B gekoppelter FRET-basierter pH-Sensor (pH lemon-LC3B, 

pHLC3B) eingesetzt (Abbildung 5.21 A) (Burgstaller et al., 2019). Repräsentative Aufnahmen 

bestätigten die entsprechende Distribution und Expression des Sensors, der durch Zunahme 

der CFP-Intensität (weniger FRET) saurere pH-Werte anzeigt (Abbildung 5.21 A). In Überein-

stimmung mit der LC3B II Anreicherung (Abbildung 5.20) war der pH in den auto-/lysosomalen 

Kompartimenten der IK KO-Zellen signifikant niedriger (Ratio(CFP/FRET): WT 0,49 ± 0,01; IK KO 

0,59 ± 0,03; Abbildung 5.21 B) als im WT. 
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Abbildung 5.20: Auswirkungen der IK-Inhibition auf die Autophagie Induktion in MMTV-PyMT Tumorzellen 

(A) Western Blot-Analyse von αTubulin, LC3B (I und II), ULK1, phosphoryliertem ULK1 (pULK1) am Ser555, P62 

und GAPDH von Protein-Lysaten aus MMTV-PyMT WT (links) und MMTV-PyMT IK KO-Zellen (rechts). Die Daten 

stellen den Mittelwert ± SEM von N=6 WT; N= 6 IK KO dar. (B) Quantifizierung der Western Blot-Bandenintensitäten 

aus (A) und Normalisierung von ULK1, pULK1 und P62 auf GAPDH, sowie LC3B (I und II) auf αTubulin, von MMTV-

PyMT WT (schwarzer Balken) und MMTV-PyMT IK KO (roter Balken). Die Balken stellen den Mittelwert ± SEM von 

N=6 WT; N= 6 IK KO dar.  Statistische Analyse durch (ungepaarten) t-Test für unabhängige Stichproben, * p≤0,05; 

*** p≤0001. (C) Zeigt das Verhältnis von pULK1 zur gesamten ULK1-Intensität, normalisiert auf GAPDH, von 

MMTV-PyMT WT (schwarzer Balken) und MMTV-PyMT IK KO (roter Balken). Die Balken stellen den Mittelwert ± 

SEM von N=6 WT; N= 6 IK KO dar. Statistische Analyse durch (ungepaarten) t-Test für unabhängige Stichproben, 

*** p≤0,001. (D) Western Blot-Analyse von αTubulin, LC3B (I und II), P62 und GAPDH von Protein Lysaten aus 

MMTV-PyMT WT (links) und MMTV-PyMT IK KO-Zellen (rechts), welche entweder mit DMSO (–), oder 2 μM TRAM-

34 (+) behandelt wurden. Die Daten stellen den Mittelwert ± SEM von N=6 für WT ± TRAM-34; IK KO ± TRAM-34 

(Ausnahme P62/GAPDH: N=4 für WT ± TRAM-34; IK KO ± TRAM-34) dar. (E) Quantifizierung der Western Blot-

Bandenintensitäten aus (D) und Normalisierung von P62 auf GAPDH, sowie LC3B (I und II) auf αTubulin, von 

MMTV-PyMT WT- (schwarzer und grauer Balken) und MMTV-PyMT IK KO-Zellen (roter und lachsfarbener Balken), 

welche entweder mit DMSO (schwarz und rot), oder 2 μM TRAM-34 (grau und lachsfarben) behandelt wurden. Die 

Balken stellen den Mittelwert ± SEM von N=6 WT ± TRAM-34; IK KO ± TRAM-34 (Ausnahme p62/GAPDH: N=4 

WT ± TRAM-34; IK KO ± TRAM-34) dar. Statistische Analyse durch einfaktorielle ANOVA, * p≤0,05; ** p≤0,01; *** 

p≤0,001. (LC3B: Mikrotubuli-assoziiertes Protein 1A/1B leichte Kette 3B; P62: Ubiquitin-bindendes Protein P62; 

ULK1: Unc-51-like Kinase 1). Modifizierte Grafiken A–E basierend auf  (Gross et al., 2022). 
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Im weiteren Verlauf sollte nun der direkte Einfluss eines Nährstoff- (und Wachstumsfaktor-) 

Mangels, sowie der Einfluss des IK-Kanals auf den autophagischen Flux überprüft werden. 

Ziel des Experiments war einerseits (I) eine Korrelation des eingeschränkten Metabolismus 

(im IK KO) und der Autophagie aufzuzeigen, als auch (II) zwischen hochreguliertem autopha-

gischen Flux oder Inhibition der lysosomalen Fusion (im IK KO) zu differenzieren. Mittels Wes-

tern Blot Analysen wurden die LC3B I/II-Level unter Nährstoffmangel (EBSS, I) oder Inhibition 

der Fusion (Bafilomycin A1, II) untersucht (Abbildung 9.3 A). (I) EBSS (Earles Balanced Salt 

Solution) induzierte im extrazellulären Milieu einen Mangel an essentiellen Mineralstoffen und 

Wachstumsfaktoren (Serum). Wie in Abbildung 1.2 gezeigt resultiert ein Nährstoff-/Serumman-

gel in der Aktivierung der AMPK und folglich der Autophagie. Die Quantifizierung der normali-

sierten Bandenintensitäten resultierte unter EBSS in signifikant erhöhten LC3B II-Leveln des 

IK KOs im Vergleich zum WT, sowie im Vergleich zur Kontrollgruppe (IK KO in Zellkulturme-

dium + Serum) ((LC3B II/αTubulin: WT 1,13 ± 0,02; IK KO 2,10 ± 0,05; Abbildung 9.3 B, 

+EBSS). Die LC3B I-Level blieben in beiden Genotypen unverändert (Abbildung 9.3 B). Diese 

Ergebnisse offenbarten einen direkten Einfluss des Metabolismus (Nährstoff-/Serummangel) 

auf die Autophagie (Zhu et al., 2017). 

(II) Bafilomycin A1 ist ein Inhibitor der V-ATPase, welcher im späteren Verlauf des autophagi-

schen Flux die Fusion und die Ansäuerung der Lysosomen verhindert, was zu einer Akkumu-

lation des LC3B II führt. Durch die Behandlung mit Bafilomycin A1 konnte der IK-spezifische 

Anstieg des LC3B II (Abbildung 9.3 B, Kontrolle) zusätzlich signifikant erhöht werden (LC3B 

II/αTubulin: WT 0,90 ± 0,13; IK KO 1,66 ± 0,08; Abbildung 9.3 B, +Bafilomycin A1). Diese 

gesteigerte Akkumulation des LC3 II implizierte eine Erhöhung der Autophagie und keine Blo-

ckade der Degradation, als Folge der IK Ablation. Eine Kombination aus EBSS und Bafilomy-

cin A1 zeigte dagegen keinen synergistischen Effekt auf die LC3B II Akkumulation im Vergleich 

zu den jeweiligen Einzelbehandlungen (LC3B II/αTubulin: WT 1,23 ± 0,08; IK KO 1,99 ± 0,12; 

Abbildung 9.3 B). Auffällig und momentan unverstanden ist hingegen die ausbleibende Wir-

kung von Bafilomycin A1 (und EBSS) bzgl. LC3B II in MMTV PyMT WT Zellen (Abbildung 9.3 

B). 

Analog des vorangegangenen Behandlungsschemas wurden auch p62 Immunfluoreszenzfär-

bungen (p62 Multiplex, Abbildung 5.22) durchgeführt. Die Anzahl an p62-Puncta pro Zelle 

wurde mittels der CellProfiler Software quantifiziert. Repräsentative Bilder der IF-Färbungen, 

sowie CellProfiler Analyse sind in Abbildung 5.22 A und C aufgeführt. Die Quantifizierung des 

Kontroll-Panels zeigte, analog der Western Blot Analysen (Abbildung 5.20), eine deutliche Re-

duktion der Puncta in den MMTV-PyMT IK KO-Zellen (p62 Puncta/Zelle: WT 5,09 ± 0,50; IK 

KO 3,58 ± 0,27; Abbildung 5.22 B). (I) Die Nährstoff-/Serum-Deprivation mittels EBSS sorgte 

für eine signifikante Reduktion der p62 Puncta im Vergleich zur Kontrolle in beiden Genotypen 

(p62 Puncta/Zelle: WT 3,03 ± 0,24; IK KO 2,71 ± 0,17; Abbildung 5.22 D). (II) Unter Bafilomycin 

A1 wurde hingegen nur eine signifikante Reduktion der Puncta im IK KO detektiert (p62 

Puncta/Zelle: WT 4,64 ± 0,42; IK KO 2,17 ± 0,19; Abbildung 5.22 D). Die Kombination aus 

EBSS und Bafilomycin A1 sorgte lediglich tendenziell für eine Reduktion der p62 Puncta/Zelle 

(Abbildung 5.22 D). Die IF-Färbungen des Autophagiemarkerproteins p62 korrelieren mit den 

LC3B II Western Blot Analysen (Abbildung 9.3) unter EBSS oder Bafilomycin A1 Behandlung 

und bestätigen folglich dessen Ergebnis einer metabolischen Abhängigkeit der Autophagie. 

Zusammengenommen konnte durch Western Blot Analysen, IF-Färbungen, sowie dem Ein-

satz FRET-basierter Sensoren (Abbildung 5.20–Abbildung 5.22 und Abbildung 9.3) ein klarer 

Einfluss der MMTV-PyMT IK KO-Zellen auf die Autophagie gezeigt werden. 
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Abbildung 5.21: LC3B-gekoppelte pH Änderungen in MMTV-PyMT WT- und IK KO-Zellen 

(A) Repräsentative FRET- (gelb, links), CFP- (cyan, Mitte) und FRET-Ratio-Bilder (pseudo-koloriert, rechts) von 

MMTV-PyMT WT- (obere Reihe) und MMTV-PyMT IK KO-Zellen (untere Reihe), welche den FRET-basierten LC3B-

gekoppelten pH-Indikator pH lemon-LC3B (pHLC3B) exprimieren. Maßstabsbalken: 20 µm. (B) Basale FRET-Ratio 

von MMTV-PyMT WT- (schwarzer Balken) und MMTV-PyMT IK KO-Zellen (roter Balken), welche pH lemon-LC3B 

exprimieren. Die Daten stellen den Mittelwert ± SEM von N=3 WT; N=3 IK KO dar. Statistische Analyse durch 

(ungepaarten) t-Test für unabhängige Stichproben, ** p≤0,01. (CFP: cyan fluoreszierendes Protein; FRET: Förster 

Resonanz Energie Transfer; pH-Lemon LC3B: LC3B-gekoppelter FRET-basierter pH-Indikator; SEM: Mittelwert der 

Standardabweichung/ Standard error of mean). Modifizierte Grafiken A und B basierend auf  (Gross et al., 2022). 

 

 

Abbildung 5.22: Expressionsanalyse von p62 in MMTV-PyMT WT und IK KO-Zellen 

(A) Repräsentative Immunfluoreszenzfärbung (IF) von DAPI (blau, links), Phalloidin (orange, Mitte links), p62 (grün, 

Mitte rechts) und (pseudo-) überlagerte CellProfiler-Aufnahmen (pseudo-koloriert durch CellProfiler Software, 

rechts) von MMTV-PyMT WT (obere Reihe) und MMTV-PyMT IK KO (untere Reihe). Maßstabsbalken: 10 µm. (B) 

Quantifizierung der p62-Puncta pro Zelle von MMTV-PyMT WT- (schwarzer Balken) und MMTV-PyMT IK KO (roter 

Balken). Die Daten stellen den Mittelwert ± SEM von N=4 WT; N=4 IK KO dar. Statistische Analyse durch (unge-

paarten) t-Test für unabhängige Stichproben, *** p≤0,001. (C) Repräsentative Immunfluoreszenzfärbung (IF) von 

(pseudo-) überlagerten CellProfiler-Aufnahmen von MMTV-PyMT WT (obere Reihe) und MMTV-PyMT IK KO (un-

tere Reihe), welche entweder nicht behandelt wurden, oder mit EBSS, Bafilomycin A1 oder einer Kombination aus 

EBSS und Bafilomycin A1 behandelt wurden. Maßstabsbalken: 10 µm. (D) Quantifizierung der p62-Puncta pro Zelle 

von MMTV-PyMT WT- (schwarzer Balken) und MMTV-PyMT IK KO (roter Balken), analog zu in Panel (C)  gezeigten 
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Behandlungen. Die Daten stellen den Mittelwert ± SEM von N=4 für WT ± Behandlung; IK KO ± Behandlung (Aus-

nahmen N=3 für EBSS + Bafilomycin A1) dar. Statistische Analyse durch Two-Way ANOVA, *** p≤0,001 zwischen 

Genotypen; # p≤0,05; ## p≤0,01; ### p≤0,001 zwischen Kontrolle und jeweiliger Behandlung. Modifizierte Grafiken 

A–D basierend auf (Gross et al., 2022). 

 

5.5.2 Einfluss des IK-Kanals auf den AKT- und mTORC1-Signalweg 

Neben der AMPK gilt auch mTORC1 als Energie-Sensor der Zelle. Darüber hinaus fungiert 

mTORC1 als Schlüsselprotein bei der Proliferation, Autophagie sowie der Tumorentstehung. 

Bislang ist ein Bezug zwischen dem mTORC1 Signalweg und IK-abhängigen Mechanismen 

für die Initiation der Autophagie jedoch unklar (Inoki et al., 2012). Neben mTORC1, dass den 

ULK1-Komplex über Phosphorylierung an Serin757 inhibiert (Kim et al., 2011) und somit die 

Autophagie-Induktion behindert, spielt auch der PI3K/AKT-Signalweg eine bedeutsame Rolle 

bei Zellstress. Unter diesen Bedingungen stimuliert entweder PI3K oder ein Mangel an Wachs-

tumsfaktoren, die AKT-Aktivität (siehe Abbildung 1.2). AKT kann nun entweder über Hamartin 

(TSC1)/ Tuberin (TSC2) oder direkt mTORC1 signalisieren und folglich die Autophagie Induk-

tion inhibieren (1.1.2.3). Die Aktivität von mTORC1 und AKT wurde deswegen mittels FRET-

Aktivitäts-Indikatoren in MMTV-PyMT Zellen überprüft. Repräsentative Aufnahmen zeigen die 

Einzelintensitäten von CFP und FRET, sowie die Ratio aus FRET/CFP bzw. CFP/FRET des 

exprimierten AKTAR-Plasmids (AKTA) (Gao and Zhang, 2008) und des mTORC1AR-Plasmids 

(mTORC1A) (Zhou et al., 2015) (Abbildung 5.23 A, C). Interessanterweise ergab die Quantifi-

zierung der basalen AKTA-Level keine Unterschiede zwischen den Genotypen (Ratio(FRET/CFP): 

WT 1,21 ± 0,06; IK KO 1,34 ± 0,11; Abbildung 5.23 B). Ergänzend zeigten auch Western Blot 

Analysen der Gesamtproteinmenge (AKT/GAPDH: WT 1,00 ± 0,03; IK KO 1,27 ± 0,14) und 

der an Serin473 phosphorylierten AKT (pAKT) keine Unterschiede (pAKT/GAPDH: WT 1,00 ± 

0,03; IK KO 1,36 ± 0,15; Abb. 9.4 B), was auch durch die Ratio von pAKT/AKT bestätigt wurde 

(Ratio(pAKT/AKT/GAPDH): WT 0,96 ± 0,04; IK KO 0,98 ± 0,04; Abbildung 9.4 C). Auch die Analyse 

des mTORC1-Indikators zeigte keine Unterschiede in der FRET-Ratio zwischen IK KO und 

WT (Ratio(CFP/FRET): WT 0,43 ± 0,02; IK KO 0,49 ± 0,06; Abbildung 5.23 D). Zusammenfassend 

konnte der Einfluss von (PI3K)/ AKT und mTORC1 auf die IK-abhängige Aktivierung der Au-

tophagie ausgeschlossen werden. 

 

5.5.3 Einfluss von Zytostatika auf die Autophagie und das Proliferationsverhalten 

von MMTV-PyMT WT und IK KO-Zellen 

Ob und inwiefern die IK-induzierte Autophagiesteigerung einen therapeutischen Nutzen hat, 

wurde durch die Applikation verschiedener Zytostatika untersucht. Aufgrund der ambivalenten 

Rolle der Autophagie in Tumoren (Abschnitt 1.1.2.3) (Apel et al., 2009, Chavez-Dominguez et 

al., 2020), ist dessen Rolle in der Chemotherapie allerdings umstritten. Da einige Zytostatika 

(z.B. Doxorubicin) ebenfalls Induktoren der Autophagie sind (Liu et al., 2016a), kann eine Be-

handlung zu Zellstress führen, was autophagievermittelt zu einer Verminderung der cytotoxi-

schen Wirkung der Chemotherapeutika führt und dadurch zur Therapieresistenz beiträgt. Auf 

der anderen Seite kann die Zytostatika-vermittelte Induktion der Autophagie zur Apoptose und 

damit zu einer stärkeren anti-tumoralen Wirksteigerung führen (Liu et al., 2016a). Als Marker 

der IK- oder Autophagie-abhängigen Chemotherapie, dienten erneut Proliferations-Assays 

(Grid; Ki-67, analog 5.1.2). Behandelt wurden MMTV-PyMT Tumorzellen mit den etablierten 

Brustkrebs-Zytostatika Cyclophosphamid, Docetaxel, Doxorubicin und 5-Fluorouracil (5-FU) 

(Abbildung 9.5 – Abbildung 9.6).  



 
 

124 
 

 

  

Abbildung 5.23: Einfluss des IK-Kanals auf den AKT- oder mTORC1-Signalweg in MMTV-PyMT Tumorzel-

len 

(A) Repräsentative FRET- (gelb, links), CFP- (cyan, Mitte) und Ratio-Bilder (pseudo-koloriert, rechts) von MMTV-

PyMT WT- (obere Reihe) und MMTV-PyMT IK KO-Zellen (untere Reihe), welche den FRET-basierten AKT Aktivi-

täts-Antwort Indikator AKTAR (AKTA) exprimieren. Maßstabsbalken: 20 µm. (B) Basale FRET-Ratio von MMTV-

PyMT WT- (schwarzer Balken) und MMTV-PyMT IK KO-Zellen (roter Balken), welche AKTAR exprimieren. Die 

Daten stellen den Mittelwert ± SEM von N=5 WT; N=5 IK KO dar. Statistische Analyse durch (ungepaarten) t-Test 

für unabhängige Stichproben. (C) Repräsentative FRET- (gelb, links), CFP- (cyan, Mitte) und Ratio-Bilder (pseudo-

koloriert, rechts) von MMTV-PyMT WT- (obere Reihe) und MMTV-PyMT IK KO-Zellen (untere Reihe), welche den 

FRET-basierten mTORC1 Aktivitäts-Antwort Indikator mTORC1AR (mTORC1A) exprimieren. Maßstabsbalken: 20 

µm. (D) Basale FRET-Ratio von MMTV-PyMT WT- (schwarzer Balken) und MMTV-PyMT IK KO-Zellen (roter Bal-

ken), welche mTORC1AR exprimieren. Die Daten stellen den Mittelwert ± SEM von N=6 WT; N=6 IK KO dar. 

Statistische Analyse durch (ungepaarten) t-Test für unabhängige Stichproben. (AKTAR: FRET-basierter AKT (Pro-

teinkinase B) Aktivitäts-Indikator/ AKT activity reporter; mTORC1AR: FRET-basierter mTORC1 (mechanistisches 

Ziel von Rapamycin-Komplex 1/ mechanistic target of rapamycin complex 1) Aktivitäts-Indikator/ mTORC1 activity 

reporter). Modifizierte Grafiken A–D basierend auf (Gross et al., 2022). 

 

Die Behandlung mit Cyclophosphamid zeigte eine dosisabhängige Reduktion der Proliferation 

im Grid-basierten Assay (Abbildung 9.5 A) und des Ki-67 Index (Abbildung 9.5 B), jedoch keine 

signifikanten Unterschiede zwischen den Genotypen. Die pharmakologische Co-Applikation 

von TRAM-34 führte in MMTV PyMT WT-Zellen zu einer verminderten Wirksamkeit des Zyto-

statikums auf die Proliferation im Vergleich zum unbehandelten WT (Abbildung 9.6 A). Dieser 

TRAM-34-Effekt wurden in den Ki-67 Färbungen allerdings nicht verifiziert (Abbildung 9.6 B). 

Unter Docetaxel wurden in beiden Genotypen stärkere dosisabhängige Effekte auf das Zell-

wachstum und den Ki-67 Index beobachtet, als unter Cyclophosphamid (Abbildung 9.5 C). 

Interessanterweise zeigten sich WT-Zellen hierbei sensitiver, was sich für einige Wirkstoffkon-

zentrationen in einer teilweise signifikanten Reduktion der Proliferation im Grid-Assay äußerte. 

Diese dosisabhängige Verminderung des Wachstums konnte durch den Ki-67 Index bestätigt 

werden, wenngleich Docetaxel keine signifikante Änderungen zwischen den Genotypen zeigte 
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(Abbildung 9.5 D). Analoge Versuche in MMTV-PyMT WT-Zellen mit TRAM-34 führten zu fast 

identischen Resultaten (Abbildung 9.6 C, D).  

Unter Doxorubicin-Behandlung konnte sowohl im genetischen IK KO (Abbildung 9.5 E, F), als 

auch unter pharmakologischer Inhibition (Abbildung 9.6 E, F) ein konzentrationsabhängiger, 

aber kein mit dem Genotyp korrelierender, Effekt auf das Zellwachstums nachgewiesen wer-

den. 

Ähnliche Effekte wurden auch bei Behandlung der Zellen mit 5-FU beobachtet. Sowohl die 

relative Proliferation im Grid-Assay (Abbildung 9.5 G, Abbildung 9.6 G) als auch der Ki-67 

Index (Abbildung 9.5 H, Abbildung 9.6 H) der MMTV PyMT Zellen zeigte sich klar sensitiv 

gegenüber 5-FU. Im Vergleich der Genotypen ergaben sich jedoch für keine der untersuchten 

5-FU Konzentrationen signifikanten Effekte.  

Zusammengefasst zeigten die im Rahmen der vorliegenden Arbeit ausgewählten Zytostatika 

dosisabhängige  Effekte auf die Proliferation bzw. das Zellüberleben. Inwiefern der IK-Status 

der Zellen oder IK-abhängige Effekte auf den autophagischen Flux die Chemosensitivität der 

MMTV PyMT Zellen beeinflussen, konnte jedoch nicht abschließend geklärt werden. Insbe-

sondere die Ergebnisse zu Docetaxel und Doxurubicin (Abbildung 9.5 und Abbildung 9.6) sind 

aber vielversprechend und rechtfertigen zukünftig eine Erweiterung der hier durchgeführten 

Chemosensitivitätstests. 
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6 Diskussion 

Laut statistischem Bundesamt zählen malige Neubildungen zu den zweit häufigsten Todesur-

sachen in Deutschland (Stand 2022). Platz eins der Tumorentitäten belegt bei den Frauen das 

Mammakarzinom. Die Inzidenz liegt in Deutschland bei 70.000/Jahr mit einer sehr hohen Mor-

talitätsrate von 18.400/Jahr (Stand 2018) (Zentrum für Krebsregisterdaten, 2018). Trotz unter-

schiedlichster Therapieansätze kommt es immer wieder zur Resistenz- und Rezidivbildung 

(Nagini, 2017). Aufgrund dessen ist es von größter Bedeutung, neue Zielproteine zu finden, 

welche die Chemoresistenz umgehen, die Wirkung anderer Therapeutika verstärken, oder 

selbst die Tumorentwicklung stoppen können. Grundlage der Entwicklung neuer Wirkstoffe ist 

die Erforschung der patho-/physiologischen Mechanismen einer Krebszelle. Dabei werden et-

waige Unterschiede zwischen Tumor- und gesunden Zellen aufgedeckt, um diese als Angriffs-

ziel (Target) nutzen zu können. Einige Targets, wie zum Beispiel HER2, VEGF oder Estrogen-

rezeptoren werden bereits klinisch genutzt und sind in Leitlinientherapien verankert (Cancer-

Research-UK, 2020). Ein weiteres Zielprotein ist mTORC1. Dieses zeigte neben einer anti-

proliferativen Wirkung über die Downstream-Proteine 4EBP1 und S6K1, auch Einfluss auf den 

Energiemetabolismus, welcher in Tumorzellen durch spezifische Remodeling-Prozesse erhöht 

ist (Masoud and Pages, 2017, Bhaskar and Hay, 2007, Deleyto-Seldas and Efeyan, 2021, 

Harris, 2013, Warburg et al., 1927, Zhang and Yang, 2013). Auch Ionen-Kanäle nehmen Ein-

fluss auf die Tumorgenese. Durch ihre ubiquitäre Distribution und vielseitigen (patho-)physio-

logischen Eigenschaften können pro-proliferative und -tumoröse Prozesse gefördert werden 

(Kunzelmann, 2005). Besonderer Bedeutung kommt hierbei der Expression von K+-Kanälen 

zu. Diese ist in vielen Tumorentitäten verändert, weshalb ihnen eine Rolle hinsichtlich Malig-

nität, Progression und Metabolismus eines Tumors zugeschrieben wird (Ganser et al., 2021, 

Lastraioli et al., 2015, Nilius and Wohlrab, 1992). Da sowohl K+ als auch Ca2+ eine wichtige 

Bedeutung in der Tumorgenese haben, sind IK-Kanäle in den Fokus des Interesses gerückt. 

Entsprechend zeigen vorangegangene Studien, dass die Expression der Kanäle im 

Mammakarzinom verändert ist, woraus sich eine Pro-Tumor-Aktivität ergibt, die insbesondere 

auf das Proliferations- und Migrationsverhalten der Krebszellen Einfluss zu nehmen scheint 

(Ibrahim et al., 2021, Steudel et al., 2017, Todesca et al., 2021, Bloch et al., 2007). Inwiefern 

die potentielle onkogene Wirkung von IK auch Einfluss auf den Energiemetabolismus der 

Brustkrebszellen hat, wurde bislang noch nicht analysiert. Ziel dieser Arbeit war dementspre-

chend die Aufklärung von IK-spezifischen Einflüssen auf die Tumorgenese, den Metabolismus 

und die zugrundeliegenden Signalwege. 

 

6.1 Einfluss des IK-Kanals auf den Metabolismus von Brusttumo-

ren im MMTV-PyMT Modell 

Die bisherigen Untersuchungen des IKs im Mammakarzinom, basierend auf globalen IK KO- 

und WT-Mäusen, zeigten einen starken Einfluss auf die Tumorgenese (Mohr et al., 2019a, 

Steudel et al., 2017). Eine Veränderung des Energiemetabolismus (Hanahan, 2022) konnte 

bisher nicht nachgewiesen werden, und diente deshalb als Ziel dieser Dissertation. Um letzt-

endlich diese pathophysiologische Rolle des IK-Kanals im Mammakarzinom zu untersuchen, 

wurden die bereits etablierten genetisch veränderten (KO-) Mausmodelle und zugehörige Pri-

märzellkulturen verwendet.  

In Pankreaskarzinomszellen lieferten Seahorse-Untersuchungen, mittels KCNN4-siRNA oder 

pharmakologischer Kanal-Inhibition durch Rac-16, erste Hinweise auf einen möglichen Ein-

fluss des IKs auf den Metabolismus (Kovalenko et al., 2016). Initiale Befunde, dass der IK auch 

im Mammakarzinom Einfluss auf die Energie-Homöostase hat, konnte im Rahmen dieser Dok-

torarbeit durch reduzierte ECAR- und OCR-Level in MMTV-PyMT KO-Zellen erbracht werden 
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(Abbildung 5.4 und Abbildung 5.8). Da die ECAR primär die glykolytische Aktivität und die 

OCR die ATP-Produktion über die OxPhos beschreiben, wurde zunächst deren Abhängigkeit 

vom IK-Kanal näher untersucht. 

 

6.1.1 Relevanz des IK-Kanals für die Glykolyse 

Wie Otto Warburg postulierte, haben Tumorzellen oft erhöhte Laktatkonzentrationen, welche 

auf eine vermehrte Glykolyse-Aktivität zurückzuführen sind. Selbst unter aeroben Bedingun-

gen versuchen die Zellen den steigenden Energiebedarf durch Glykolyse auszugleichen, 

wenngleich diese weniger ATP produziert als die Steigerung der OxPhos (Liberti and 

Locasale, 2016, Warburg et al., 1927). Da die Tumorzelle mehr Pyruvat verstoffwechselt, als 

sie für weitere Prozesse benötigt bzw. verwerten kann, wird dieses zu Laktat metabolisiert und 

über MCT aus der Zelle geschleust (Sun et al., 2020, Goodwin et al., 2014, Harris, 2013). Die 

Laktatsekretion sorgt dabei für eine extrazelluläre Ansäuerung, welche durch Sensoren der 

Seahorse-Messeinheit als ECAR registriert wird. Wie bereits beschrieben, zeigte der geneti-

sche KO des IKs eine signifikant verminderte basale glykolytische Aktivität (ECAR), im Ver-

gleich zum MMTV-PyMT WT (Abbildung 5.4). Die Inhibition des Kanals mittels TRAM-34 be-

stätigte tendenziell die IK-abhängige Erniedrigung der Glykolyse. Da im IK KO + TRAM-34 

keine additive Reduktion der ECAR-Level detektiert werden konnten, sind off-target Effekte 

des Inhibitors auszuschließen.  

Neben der Laktat-bedingten extrazellulären Ansäuerung (siehe ECAR) sollte auch die intra-

zelluläre Laktatkonzentration analysiert werden. Mittels FRET-basiertem Biosensor zeigte sich 

auch diesbezüglich eine intrazellulär geringere basale [Laktat] in MMTV-PyMT KO-Zellen (Ab-

bildung 5.5). Durch die parallele Messung der intra- und extrazellulären Parameter ([Laktat], 

ECAR) konnte im IK KO (I) ein verstärkter Laktat-Efflux über den MCT ausgeschlossen werden 

und (II) eine IK-abhängige Reduktion der glykolytischen Aktivität gezeigt werden. Verifiziert 

wurde dies durch die Inhibition der MCT (via Bay 8002), was in einem schwächeren Anstieg 

der [Laktat]-FRET-Ratio im IK KO resultierte, als im WT. Der direkte Einfluss des IK-Kanals 

auf die Glykolyse konnte ebenfalls in Leberkarzinom (Stamm-)Zellen bestätigt werden. Die 

Überexpression des IK-Kanals sorgte dabei für einen deutlichen Anstieg der ECAR- (und 

OCR-) Level, was als klares Indiz für einen gesteigerten Metabolismus gewertet werden kann 

(Fan et al., 2022b). 

Während einige glykolytische Enzyme abhängig von monovalenten Kationen (wie K+) sind 

(Gohara and Di Cera, 2016), ist nur wenig über den initialen Schritt der Glukose-Aufnahme 

und des IK-Kanals bekannt. Dabei zählt der Glukose-Transport über die Familie der GLUTs 

und der SGLTs zu den meist beschriebenen (Scheepers et al., 2004). Klumpp et al. postulie-

ren, dass in genotoxisch gestressten Adenokarzinomzellen der Lunge die Aktivierung des IK-

Kanals parallel zum Anstieg der Glukoseaufnahme verläuft, evtl. bedingt durch einen Na+-ge-

koppelten Co-Transport (Klumpp et al., 2018). Auch in Leberkarzinom-Stammzellen konnte 

via qPCR und Seahorse Analysen der IK-Kanal mit einem erhöhten Glukose Metabolismus 

und einer IK-abhängigen Steigerung des GLUT1 in Verbindung gebracht werden (Fan et al., 

2022a). Eine gleichzeitige Überexpression des KCNN4-Gens mit GLUT1 konnte ebenfalls in 

Lymphomen verifiziert werden (Magi et al., 2019). Auch weitere K+-Kanäle, wie zum Beispiel 

KATP-Kanäle, zeigten über die Regulation der [K+]cyto Effekte auf die GLUT1-Transporter 

(McTaggart et al., 2010). Auch die Na+-Homöostase der Zelle, welche essentiell für den Glu-

kose-Symport via SGLT ist, scheint von K+ abhängig zu sein (Liu et al., 2021). Dies deutet auf 

eine Korrelation zwischen dem IK-Kanal und der Glukoseaufnahme hin und beschreibt 

dadurch eine direkte Auswirkung auf die glykolytische Aktivität. Passend zu diesen Befunden 

zeigten Untersuchungen der MMTV-PyMT IK KO-Tumorzellen mit einem 7-
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Nitrobenzofurazan-Fluorophore-substituierten Glukoseanalogon eine reduzierte Glukoseauf-

nahme (um ca. 50%) im Vergleich zum WT (Abbildung 5.7). 

Zusammenfassend kann durch Seahorse- und FRET-Analysen, sowie Detektion der Glukose-

aufnahme eine signifikante Verringerung der glykolytischen Aktivität unter IK-Depletion nach-

gewiesen werden. Um eine genaue Aussage treffen zu können, wie der IK-Kanal die Glykolyse 

beeinflusst, müssen zukünftig weitere Experimente durchgeführt werden. In diesem Zusam-

menhang dürften mRNA-Expressionsanalysen der Glukosetransporter, Messungen der K+- 

und Ca2+-Konzentrationen unter 2-DG, sowie die Analyse der Glykolyse-Metaboliten mittels 

LC/MS vielversprechende Ansätze sein (Burgstaller et al., 2022a, Gohara and Di Cera, 2016, 

Walvekar et al., 2018). 

 

6.1.2 IK-abhängige Regulation der oxidativen Phosphorylierung 

Die Glykolyse und die OxPhos sind zwei eng miteinander verbundene Prozesse der ATP-

Produktion. So kann das in der Glykolyse produzierte Pyruvat aerob in Acetyl-CoA umgewan-

delt werden. Über die darauf anschließende Verstoffwechslung im Citrat-Zyklus werden NADH 

und Succinat für die Atmungskette gewonnen (siehe Abschnitt 1.1.2.1).  

In dieser Arbeit wurden Seahorse-Experimente durchgeführt, um genau diesen Zusammen-

hang in Abhängigkeit des IK-Kanals zu untersuchen (Abbildung 5.8). Eine Inhibition der 

Atmungskette/OxPhos via Oligomycin-A, FCCP und Antimycin-A induziert einen Anstieg der 

ECAR (Abbildung 5.4). Darüber hinaus scheint, die Atmungskette durch niedrigere [Pyruvat] 

beeinträchtigt zu werden, wie im IK KO detektiert wurde (Abbildung 5.6). Gleichzeitig bekräfti-

gen reduzierte OCR-Level in IK-depletierten Brusttumorzellen einen Kanal-abhängigen Effekt 

auf die mitochondriale ATP-Produktion (Abbildung 5.10).  

Um diese Wechselwirkungen zwischen dem IK KO und der OxPhos genauer zu untersuchen, 

wurden zusätzliche Experimente mit den oben genannten Blockern durchgeführt. Oligomycin-

A inhibiert die FOF1-ATP Synthase, was wiederum den H+-Transport über die IMM und damit 

verbunden den O2-Verbrauch vermindert. Die Differenz zwischen basalen OCR-Leveln und 

dem nach Inhibition gemessenen OCR-Minimum spiegelt die tatsächliche ATP-Produktion im 

Mitochondrium wider. Diese zeigte sich ebenfalls im KO signifikant reduziert (Abbildung 5.8 C, 

II). Daraus ergaben sich erste Hinweise, dass der IK-Kanal einen gravierenden Einfluss auf 

den mitochondriellen Energie-Metabolismus nimmt. Ähnliche Ergebnisse erzielten Kovalenko 

et al. in Pankreaskarzinomzellen. Mittels KCNN4-siRNA oder pharmakologischer IK-Inhibition 

konnte eine Abnahme der OCR induziert werden (Kovalenko et al., 2016).  

Darüber hinaus zeigte auch die Behandlung mit dem H+-Entkoppler FCCP, dass unter IK-

Depletion nicht nur basal weniger ATP in den Mitochondrien produziert wurde, sondern auch 

die Möglichkeit mehr zu produzieren, eingeschränkt war (Abbildung 5.8 C, III). Dem Auflösen 

des H+-Gradienten (unter FCCP) versuchte die Zelle durch vermehrten Sauerstoffverbrauch 

entgegenzuwirken (siehe 4.11), was sich in einem Maximum der OCR-Level widerspiegelte 

(Abbildung 5.8 C, III). Die daraus resultierende maximale Leistungsfähigkeit der OxPhos war 

im IK KO deutlich eingeschränkt und untermauert somit vorangegangene Daten (Abbildung 

5.8 A). Folglich konnte ein deutlicher Effekt des IKs auf die Komplexe III und V, sowie den 

Aufbau des H+-Gradienten aufgezeigt werden. 

Letzteres ist essentiell für die ATP-Produktion und dient als Energiequelle für die finale Phos-

phorylierung des ADPs in Komplex V. Zusammen mit weiteren Ionen wie K+, oder Ca2+ ist 

dieser Gradient maßgeblich am Aufbau des mitochondriellen Membranpotentials beteiligt 

(Haumann et al., 2018, Szabo et al., 2021) und dient als Parameter des oxidativen Energie-

stoffwechsels (Gerencser et al., 2012). Bemerkenswert ist, dass Krebszellen ein abnorm 
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hohes ΔΨmito aufweisen, das mit verstärkten invasiven Eigenschaften in Verbindung gebracht 

wird (Zhang et al., 2015, Begum and Shen, 2023). Interessanterweise wird der IK-Kanal neben 

der Plasmamembran, auch in der IMM exprimiert (Bachmann et al., 2022, Bulk et al., 2022). 

Zusammen mit dem Einfluss des (auch mitochondriellen) Kanals auf die K+- und Ca2+-Homö-

ostase, ist eine Korrelation mit dem ΔΨmito in MMTV-PyMT Tumorzellen zu vermuten.   

TMRM-basierte Messungen zeigten ein positiveres mitochondrielles Membranpotential in IK 

KO- und TRAM-34 inhibierten WT-Zellen (Abbildung 5.9). Ein positiveres Membranpotential 

setzt einen geringeren H+-Gradienten voraus, was sich mit einer geringeren OxPhos-Aktivität 

deckt. Ein möglicher Verlust von H+ (durch Übertragung in die mitochondrielle Matrix) konnte 

via Antimycin-A Behandlung durch Seahorse-Analysen ausgeschlossen werden (Abbildung 

5.8 C, V). Somit zeigte das verringerte ΔΨmito eine direkte Abhängigkeit vom IK-Status der 

Tumorzelle. Wie der IK-Kanal das Membranpotential genau beeinflusst, ist allerdings nicht be-

kannt. Lediglich in NSCLC Zelllinien konnte unter Senicapoc-Gabe eine Hyperpolarisation mit-

tels TMRM-Fluoreszenz detektiert werden (Bulk et al., 2022). Ob dabei der mitochondrielle IK-

Kanal eine direkte Rolle spielt oder nachfolgend die Modulation der K+-Homöostase das ΔΨmito 

verändert, bleibt, nicht zuletzt durch Fehlen direkter mitochondriell adressierter IK-Modulato-

ren, unklar (Laskowski et al., 2016). Weiter postulieren Laskowski et al., dass mitochondrielle 

K+-Kanäle für einen K+-Einstrom in die Matrix sorgen und dabei Einfluss auf die ROS-Produk-

tion, das mitochondriale Volumen, die OxPhos und das Membranpotential nehmen (Laskowski 

et al., 2016). Anders als erwartet, zeigte der IK KO durch FRET-basierte Messungen eine 

erhöhte [K+] in der Matrix der Mitochondrien (Abbildung 5.13, B). Dies könnte allerdings auf 

das mitoGEPII 1.0 Plasmid zurückzuführen sein, welches lediglich in der Matrix, nicht jedoch 

im Intermembranraum exprimiert wird. Somit ist nicht auszuschließen, dass auch gesteigerte 

[K+] im IMS detektiert werden. Eine etwaige Hochregulation/-Expression (Kompensation) an-

derer K+-Kanäle nach globalem IK-Knockout könnte ebenfalls die gestiegenen [K+]mito in der 

Matrix erklären (El-Brolosy and Stainier, 2017). 

Betrachtet man die [K+] des Cytosols, so ist die Konzentration ähnlich derer in der mitochond-

riellen Matrix (Laskowski et al., 2016), was einen direkten Einfluss des Cytosols auf das Mito-

chondrium vermuten lässt. In dieser Arbeit zeigten FRET-basierte Biosensoren (I) im KO eine 

deutliche Erhöhung der [K+]cyto, als auch (II) eine Korrelation der K+-Kinetik unter dem Ionophor 

Gramicidin (Abbildung 5.13, G und I). Es zeigte sich, dass die Gramicidin-induzierte Verringe-

rung der [K+]cyto der [K+]mito um ca. 1 min vorausging (Abbildung 5.13, G). Die zeitliche Korrela-

tion der beiden K+-Level könnte folglich auch die erhöhte basale [K+]mito in der Matrix erklären. 

Kongruent zu Kovalenkos Vermutung, könnte so die Ablation des IK-Kanals  die K+-Homöstase 

modulieren und nachfolgend das ΔΨmito verändern, sowie die OxPhos-Aktivität vermindern 

(Kovalenko et al., 2016). Da neben K+ auch Ca2+ als ubiquitärer sekundärer Botenstoff die 

OxPhos beeinflussen kann (Wulff and Castle, 2010, Gellerich et al., 2010), sowie der IK-Kanal 

die [Ca2+] verändern kann (Wolfle et al., 2009, Wulff and Castle, 2010), wurde dahingehend 

die Ca2+-Homöostase als Modulator der ATP-Produktion überprüft. 

 

6.1.3 IK als Effektor der Ca2+-Homöostase 

Bisherige Untersuchungen zeigten einen direkten Ca2+-Einstrom in das Cytosol nach Öffnen 

des IK-Kanals (Ibrahim et al., 2021, Kshatri et al., 2018, Mohr et al., 2019b, Todesca et al., 

2021). Eine IK-bedingte Hyperpolarisation des Membranpotentials in nicht-erregbaren Zellen 

öffnet dabei nach innen gerichtete Kanäle wie CRAC oder TRP. Diese induzieren nachfolgend 

einen Ca2+-Einstrom in die Zelle (Wulff and Castle, 2010). Interessanterweise handelt es sich 

dabei um einen direkten Feedback-Mechanismus, da auch der Kanal selbst von der cytosoli-

schen [Ca2+] abhängig ist (Mohr et al., 2019b). Des Weiteren ist Ca2+, neben pro-proliferativen 

und -migrativen Prozessen in der Tumorgenese (Bettaieb et al., 2021, Bong and Monteith, 
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2018), auch direkt am Energie-Metabolismus beteiligt (Bustos et al., 2017, Gellerich et al., 

2010). Dabei kann sowohl cytosolisches, als auch mitochondrielles Ca2+ das ΔΨmito, den 

„Pyruvatstoffwechsel“ und die OxPhos beeinflussen (McKenzie et al., 2017). 

Kongruent mit vorangegangenen FURA-2 Messungen (Steudel et al., 2017), zeigten IK-deple-

tierte MMTV-PyMT Zellen eine signifikante Reduktion der basalen Ca2+-Homöostase im Cyto-

sol ([Ca2+]cyto) (Abbildung 5.12). TRAM-34 inhibierte WT-Zellen bestätigten eine IK-abhängige 

Reduktion der [Ca2+]cyto. Entsprechende Effekte des TRAM-34 oder KCNN4-siRNA wurden in 

Prostatakarzinomzellen ebenfalls beschrieben (Lallet-Daher et al., 2009). Die geringeren 

[Ca2+]cyto könnten die Folge der erhöhten [K+]cyto im IK KO sein (Abbildung 5.13). Durch einen 

induzierten Einstrom von Ca2+ in das Cytosol mittels extrazellulärem ATP (Seiler et al., 1999, 

Yamada et al., 1996) bestätigte sich ebenfalls eine verminderte Ca2+-Aufnahme im IK KO (Abb. 

5.11 E–H). Der IK-Kanal hat somit direkte Auswirkungen auf die Ca2+-Homöostase in MMTV-

PyMT Brustkrebszellen. 

Um einen möglichen Einfluss des IKs auf intrazelluläre Ca2+-Speicher und folglich auf die Ca2+-

Aufnahme in das Mitochondrium zu analysieren (Ashby and Tepikin, 2001, Bernardi, 1999, 

Bustos et al., 2017), wurden durch eine Ca2+-Depletion (+ EGTA) der Einfluss des extrazellu-

lären Ca2+ exkludiert und anschließend die [Ca2+]cyto erneut bestimmt. Mittels des SERCA-In-

hibitors BHQ wurde der Ca2+-Efflux aus dem ER in das Cytosol induziert. Es konnte eine ein-

geschränkte Ca2+-Speicherkapazität (bzw. [Ca2+]ER) im IK KO und im TRAM-34 behandelten 

WT gezeigt werden (Abbildung 5.12). Durch den ER-spezifischen FRET-Sensor D1ER wurden 

diese Ergebnisse zusätzlich validiert (Abbildung 5.12, G). Ebenfalls bestätigen Lallet-Daher et 

al. reduzierte Ca2+-Ströme (Patch-Clamp) unter IK-Inhibition und Thapsigargin (TP)-Behand-

lung (Lallet-Daher et al., 2009). Clotrimazol und TRAM-34 induzierten in Prostata-Adenokarzi-

nom-Zellen (LNCaP) einen geringeren Ca2+-Strom unter Behandlung mit dem SERCA-Inhibitor 

TP, als unbehandelte Kontrollzellen. Ursache der verringerten [Ca2+]ER könnte der Einfluss des 

IKs auf den SOCE sein. SOCE bewirkt nach Entleeren der Ca2+-Speicher des ERs einen Ca2+-

Einstrom durch die Plasmamembran (Hogan and Rao, 2015). Eine IK-abhängige Modulation 

der SOCE ist aus anderen Zelltypen bekannt (Yu et al., 2018, Gao et al., 2010, Ferreira and 

Schlichter, 2013), und könnte folglich die Ca2+-Depletion im ER des MMTV-PyMT IK KOs er-

klären. Die niedrigeren [Ca2+]cyto und [Ca2+]ER induzieren des Weiteren einen verringerten Ca2+-

Einstrom in die mitochondrielle Matrix (Abbildung 5.11 A–D). Soweit bekannt, wird der Ca2+-

Transfer durch VDAC (voltage dependent anion channel) oder mitochondrielle Ca2+-selektive 

Uniporter (MCU) mit hoher Kapazität und niedriger Affinität vermittelt. Diese sind in unmittel-

barere Nähe der Ryanodin-Rezeptoren, oder spannungsabhängen Ca2+-Kanälen des ERs 

(Ashby and Tepikin, 2001, Lee et al., 2018, Bustos et al., 2017). Induziert wird der Ca2+-Trans-

port ins Mitochondrium durch ein hohes mitochondrielles Membranpotential oder die Aufkon-

zentrierung des Ca2+ in der sogenannten mitochondria-associated membrane. Mitochondriel-

les Ca2+ dient dabei der Generierung von Stoffwechselprodukten für die Atmungskette, der 

Aufrechterhaltung des Pyruvat-Stoffwechsels und schlussendlich der OxPhos (Ashby and 

Tepikin, 2001, Lee et al., 2018, Bustos et al., 2017). Pyruvat als Endprodukt der Glykolyse 

kann durch die Pyruvat Dehydrogenase aerob zu Acetyl-CoA metabolisiert werden und im 

weiteren Verlauf über den Citratzyklus der OxPhos bereitgestellt werden. Publikationen zeig-

ten dabei, dass Ca2+-Oszillationen im Mitochondrium Einfluss auf die PDH haben (Rutter et 

al., 1996) und die PDH-Aktivität durch eine mitochondriale Ca2+-sensitive Phosphatase herun-

terreguliert wird (Denton et al., 1972, Lander et al., 2018). Auch weitere Dehydrogenasen des 

Citratzyklus wie die Isozitrat Dehydrogenase, sind direkt abhängig von der mitochondriellen 

Ca2+-Konzentration (Bustos et al., 2017). Für eine signifikante Steigerung der NADH-Level und 

nachfolgend der OxPhos, sind schon geringe Erhöhungen von 0,1–10 µM [Ca2+]mito ausrei-

chend (Bustos et al., 2017). Inwieweit die mitochondriellen Ca2+-Konzentrationen in MMTV-

PyMT Tumorzellen verändert sind, wurde durch den Mitochondrien-spezifischen Ca2+-



131 
 

Indikator (4mtD3cpV) untersucht. Hierdurch konnte eine zumindest tendenziell geringere 

[Ca2+]mito, sowie ein signifikant reduzierter Ca2+-Influx (AUC) im IK KO beobachtet werden (Ab-

bildung 5.11 A–D).  

Im Rahmen dieser Arbeit konnte folglich aufgezeigt werden, dass der IK-Kanal für eine Re-

duktion der Ca2+-Konzentration im Cytosol und dem ER mit verantwortlich ist und nachfolgend 

die Ca2+-Homöostase des Mitochondriums beeinflusst.  

 

6.1.4 Einfluss des IKs auf die ATP-Konzentration  

Die bereits in den vorherigen Abschnitten diskutierte Hypothese einer IK-abhängigen Runter-

regulation des Energiestoffwechsels durch eine mögliche Modulation der Ca2+-Homöostase, 

bestätigte sich auch bei der Betrachtung der mitochondriellen ATP-Konzentration (Abbildung 

5.10, B). Mittels eines FRET-Biosensors wurde eine signifikant erniedrigte [ATP]mito in IK-

depletierten Brusttumorzellen festgestellt (Abbildung 5.10, B). Kongruent zu vorangegangenen 

Analysen der OxPhos, ΔΨmito und des mitoCa2+ (Abbildung 5.8–Abbildung 5.12), konnte an-

hand der relativen ATP-Konzentration eine IK-bedingte Reduktion der mitochondriellen ATP-

Produktion aufgezeigt werden.  Eine Inhibition der Glykolyse (via Glukose Deprivation), sowie 

der OxPhos (via Oligomycin-A) resultierte in einem identischen Minimum der [ATP]mito FRET-

Ratio in beiden Genotypen (Abbildung 5.10 A–E). Dies zeigte  einerseits die Sensitivität des 

ATP-abhängigen FRET-Biosensors auf intrazelluläre Energieschwankungen und andererseits 

eine kurzzeitige Kompensation der mitochondriellen ATP-Produktion nach Glykolyse-Inhibition 

(temporärer Anstieg der FRET-Ratio unter Glukose-Deprivation, Abbildung 5.10 B, ca. Minute 

6). Erklärbar durch den Warburg-Effekt, induziert die Glukose-Deprivation ein zu starkes Ener-

giedefizit, was längerfristig nicht durch die OxPhos ausgeglichen werden kann und in einem 

nachfolgenden Abfall der FRET-Ratio in beiden Genotypen zu erkennen ist. Diese temporäre 

Erhöhung der [ATP]mito (Minute 6 auf Minute 7, Abbildung 5.10 B) wurde auch von Depaoli et 

al. ebenfalls in HeLa Zellen beobachtet (Depaoli et al., 2018). Depaoli postuliert, dass nach 

Glukose-Deprivation zunächst der mitochondrielle ATP-Pool betroffen ist, was über die Akti-

vierung von Import-Mechanismen z.B. über die ANT oder anderen ATP-Transportern zu einem 

Anstieg der [ATP]mito führt. Da dieser vermutlich zugrundeliegende  Kompensationsmechanis-

mus lediglich im WT induziert wurde, bestätigte dies erneut die eingeschränkte „Leistungsfä-

higkeit“ der OxPhos im IK KO. Auch wenn die mechanistischen Details aktuell noch unklar 

sind, scheint der IK-Kanal dennoch die Aktivität verschiedener Komponenten des Ca2+/ 

ΔΨmito/FOF1-ATP Synthase-Signalwegs zu beeinflussen.  

Generell korreliert die glykolytische- und mitochondrielle Aktivität mit der Energie-Homöostase 

(Voronina et al., 2010, Imamura et al., 2009). Konträr zur vorangegangenen Rolle des IKs auf 

den Metabolismus und den Energiehaushalt in Brustkrebszellen, zeigten die Untersuchungen 

der cytosolischen ATP-Konzentration allerdings reverse Ergebnisse. In dieser Arbeit induzierte 

der IK KO eine signifikante Erhöhung der FRET-basierten [ATP]cyto, trotz abgeschwächter 

Energieproduktion (Abbildung 5.4–Abbildung 5.9). Durch die Verwendung einer Glykolyse- 

und OxPhos-Inhibition konnten falsch positive Ergebnisse des Plasmids, ausgeschlossen wer-

den. Sowohl die Glukose-Deprivation, als auch Oligomycin-A Behandlung reduzierten die 

FRET-Ratio wie erwartet. Da der Versuch nach 20 Minuten abgebrochen wurde, aber noch 

keine Plateauphase der FRET-Ratio (wie in Abbildung 5.10, [ATP]mito) unter Oligomycin-A er-

kennbar war, wurden zusätzlich Langzeitbehandlungen über 24 h durchgeführt. Auch diese 

Langzeit-Messungen zeigten eine klare IK-abhängige Reduktion der [ATP]cyto in beiden Geno-

typen unter Oligomycin-A, sowie eine signifikante [ATP]cyto-Steigerung des KOs in der unbe-

handelten Kontrolle (Abbildung 5.10, J). Da die erreichten [ATP]cyto-FRET-Minima unter Oligo-

mycin-A (und basal) im IK KO dennoch signifikant höher waren als im WT, wird von einer 
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Kompensation der [ATP]cyto durch weitere energiesparende/-produzierende Prozesse im KO 

ausgegangen.  

Um diese Hypothese zu untermauern, wurde zunächst der Warburg Effekt näher beleuchtet. 

Anders als in nicht malignen eukaryotischen Zellen (90% des cytosolischen ATPs wird durch 

die OxPhos bereitgestellt) (White, 2023), dient in Tumorzellen die Glykolyse als primärer Ener-

gielieferant. Wie bereits beschrieben geht die Malignität einer Krebszelle mit einer erhöhten 

Proliferation, Zellstress und weiterführend mit einem O2-Mangel einher (White, 2023). Die Hy-

poxie erklärt folglich (I) die beschränkte (aerobe) OxPhos und gesteigerte (anaerobe) Glyko-

lyse zum Erhalt der Homöostase und (II) veranlasst gleichzeitig die Zelle zur Hydrolyse (Kon-

sum) von ATP im Mitochondrium, um das ΔΨmito aufrecht zu erhalten (White, 2023, Sgarbi et 

al., 2018, Maldonado et al., 2016). (I) Die Reduktion der Glykolyse und OxPhos (Abbildung 

5.4–Abbildung 5.8) in IK-depletierten MMTV-PyMT Brustkrebszellen stellt somit eine geringere 

Energieversorgung der Zelle da, welche in einer abgeschwächten Proliferation resultiert (Ab-

bildung 5.2  und (Steudel et al., 2017, Israelsen and Vander Heiden, 2010)). Anders verhält 

sich der WT, welcher das gewonnene ATP durch gesteigerte Proliferation o. ä. „verbraucht“ 

und dadurch dessen [ATP]cyto Level sinken (Abbildung 5.10). Ob die [ATP]cyto Ratio-Level des 

WTs allerdings unter die des IK KOs fallen, oder der KO eine  kompensatorische Energieer-

höhungen durch weitere Prozesse erfährt, bleibt zu untersuchen.  

(II) Des Weiteren ist im IK KO aufgrund des eingeschränkten Metabolismus und der Tumorge-

nese nicht mit hypoxischen Bedingungen zu rechnen. Anders als im WT, welcher durch die 

erhöhte Proliferationsrate (Abbildung 5.2) und OCR-Level (Abbildung 5.8) mehr O2 verbraucht 

und somit das Risiko einer Hypoxie der Krebszellen verstärkt (Muz et al., 2015). Die Hypoxie 

führt, neben der Förderung des Warburg Effekts, zur reversen Aktivierung der FOF1-ATP Syn-

thase, welche somit ATP verbraucht (hydrolysiert), statt produziert, und folglich den Protonen-

gradienten des Mitochondriums aufrecht erhält. Der Abfall des ΔΨmito würde andernfalls die 

ROS-vermittelte Apoptose der Krebszelle induzieren (Nguyen and Pandey, 2019). Interessan-

terweise ist die Induktion der Apoptose durch Hyperpolarisation des ΔΨmito ebenfalls abhängig 

von K+-Kanälen, wie durch die Inhibition des mitochondriellen Kv1.3-Kanal in Lymphozyten 

gezeigt wurde (Bortner and Cidlowski, 2014). Da auch der IK-Kanal in der IMM exprimiert wird, 

ist eine Wirkung des mitoIKs ebenfalls nicht auszuschließen. Wie Chinopoulos des Weiteren 

aufzeigt, kann neben der FOF1-ATP Synthase auch die ANT revers wirken (Chinopoulos, 

2011). Durch die verstärkte Proliferation des MMTV-PyMT WTs könnte es zur Hypoxie der 

Tumorzelle und somit zur Reduktion der aeroben OxPhos und folglich des ΔΨmito kommen. 

Laut Hypothese transportiert die revers „laufende“ ANT daraufhin ATP aus dem Cytosol in die 

Matrix, welches von der revers-wirkenden FOF1-ATP Synthase zur Aufrechterhaltung des 

ΔΨmito hydrolysiert wird. Folglich sind erhöhte [ATP]mito und reduzierte [ATP]cyto im MMTV-

PyMT WT detektierbar (Abbildung 5.10). Erste Versuche mit dem ANT-Inhibitor Carboxyat-

ractylosid (ATR) zeigten in WT-Zellen eine Erniedrigung der [ATP]mito und [ATP]cyto, im Ver-

gleich zur unbehandelten WT-Kontrolle. Im IK KO wiederum steigerte ATR die [ATP]mito und 

reduzierte [ATP]cyto (Daten nicht gezeigt). Die erhöhte [ATP]mito im KO ist durch den inhibierten 

Export des ATPs aus dem Mitochondrium zu begründen. Folglich zeigen diese präliminären 

Daten, dass im IK KO sowohl die FOF1-ATP Synthase als auch die ANT vorwärts (forward) 

wirken (im WT beide revers) und letztendlich die gesteigerte [ATP]cyto im KO nur durch weitere 

energiesparende/-produzierende Prozesse erklärt werden können. 

Da eukaryotische Zellen immer nach einem Gleichgewicht zwischen Energie-Verbrauch und 

Produktion streben (Hardie, 2018, Hardie et al., 2012), ergibt sich die Frage nach möglichen 

Mechanismen zur Kompensation des Energie-Defizits im KO. Insbesondere dieser Aspekt 

wurde in der vorliegenden Arbeit experimentell eingehend adressiert. Als intrazellulärer De-

tektor der Energie-Homöostase wurde dabei die AMPK eingesetzt (Hardie, 2018, Hardie et al., 

2012, Garcia and Shaw, 2017, Inoki et al., 2012).  
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6.2 IK-abhängige Regulation der AMPK-Aktivität  

Erste Hinweise der Kompensation in Tumorzellen lieferten Bustos et al., welche eine direkte 

Abhängigkeit von Ca2+, dem Metabolismus und der AMPK postulierten. Viele Zellen transpor-

tieren Ca2+ über die IP3-Rezeptoren des ERs direkt in das Mitochondrium (über den MCU), 

um dort Schlüsselenzyme insb. -Dehydrogenasen des Citratzyklus zu aktivieren. Diese sind 

essenziell für die ATP-Produktion und gewährleisten zusätzlich die Bildung von Fettsäuren, 

Aminosäuren und Nukleotiden, welche unerlässlich für den Zellzyklus und die Proliferation sind 

(Bustos et al., 2017). Bei einem eingeschränkten Ca2+-Influx ins Mitochondrium, schlussfolgern 

die Autoren, dass diese Prozesse verlangsamt ablaufen und der Zellzyklus heruntergefahren 

wird. Die AMPK und nachfolgend autophagische Prozesse der Zelle werden aktiviert, um das 

Energiedefizit zu kompensieren (Bustos et al., 2017). Da sowohl der Ca2+-Einstrom, als auch 

die Proliferation der MMTV-PyMT IK KO-Zellen abgeschwächt bzw. verlangsamt sind (Abbil-

dung 5.2Abbildung 5.12), wurde im weiteren Verlauf die AMPK als Energie-Sensor untersucht 

(Abschnitt 1.1.2.3). Die Aktivierung der AMPK (bspw. durch Phosphorylierung des Thr172) 

würde über die Aktivierung verschiedener Downstream-Signalwege (u. A. Autophagie) ana-

bole Prozesse drosseln und katabole, energieerzeugende Wege, verstärken (Yadav et al., 

2017), was in einer Steigerung der [ATP]cyto resultiert. 

Western Blot Analysen bestätigten eine verstärkte Phosphorylierung der -Untereinheit der 

AMPK an Thr172 im MMTV-PyMT KO und nach pharmakologischer Inhibition des IKs durch 

TRAM-34 im WT. Diese Befunde wurden durch Versuche mit einem FRET-basierten Indikator 

der AMPK-Aktivität (AMPKA) bestätigt (Abbildung 5.14–Abbildung 5.15). Auch die Re-Expres-

sion des Kanals im IK KO (IK rescue) zeigte ähnlich reduzierte FRET-Ratios wie der WT und 

bekräftigte den direkten Einfluss des IKs auf die AMPK (Abbildung 5.15, E). Darüber hinaus 

konnten Klein et al. durch Co-Immunopräzipitation einen weiteren Einfluss des IKs auf die 

AMPK durch direkte Interaktion des C-Terminus des IK-Kanals mit der γ1-Untereinheit der 

AMPK, in welcher die Bindestelle für AMP und ADP verankert sind (Energie-sensitive Zone) 

zeigen (Klein et al., 2009, Willows et al., 2017, Garcia and Shaw, 2017). Die Aktivierung der 

AMPK in NuLi-Zellen (Epithelzellen der humanen Atemwege) regulierte dabei die IK-Funktio-

nalität herunter (Klein et al., 2009). Wenngleich die Wechselwirkung des Kanals mit der AMPK 

mechanistisch nicht vollständig aufgeklärt sind, ist durchaus eine Abhängigkeit des IK-Kanals 

auf den Energiestoffwechsel (vor allem via AMPK) zu erkennen. Wechselwirkungen zwischen 

weiteren Ionenkanälen und der AMPK sind ebenfalls bekannt (Lang and Foller, 2014, Yadav 

et al., 2017). Um zu überprüfen inwiefern mit IK verwandte K+-Kanäle (bzw. deren Funktion) 

mit der AMPK Aktivität korrelieren, wurden MMTV-PyMT BK KO-Zellen via Western Blot und 

AMPKA-Sensor untersucht. Analog zum IK KO zeigte auch der BK KO eine tendenziell erhöhte 

Phosphorylierung am Thr172, sowie signifikant erhöhte AMPKA-FRET-Ratios im Vergleich zum 

WT (Abbildung 9.11 undAbbildung 9.12).  

 

6.2.1 Bedeutung der Ca2+-Homöostase für die AMPK-Aktivität 

Zur Aufklärung eines möglichen Zusammenhangs zwischen dem IK und der AMPK wurde zu-

nächst die Ca2+-Abhängigkeit der AMPK analysiert (Garcia and Shaw, 2017, Hardie et al., 

2012, Marcelo et al., 2016). Vermittelt wird diese über den CaMKK2-Signalweg, welcher letzt-

endlich die AMPK an der α-Untereinheit (Thr172) zur Phosphorylierung freigibt (Lin et al., 2021a, 

Marcelo et al., 2016, Nguyen et al., 2016). Der genaue Phosphorylierungs-Mechanismus ist 

indes noch nicht bekannt. Analog vorangegangener Versuche (Abbildung 5.11) wurde zu-

nächst mittels extrazellulärem ATP purinerg ein Ca2+-Einstrom in die Zelle induziert, was in 

einer gesteigerten AMPK-Ratio in beiden Genotypen resultierte (Abbildung 5.15). Es wurde 

somit eine direkte Abhängigkeit der AMPK von Ca2+ bestätigt, allerdings genotypunabhängig. 
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Auch die nachfolgende Co-Transfektion des AMPKA- mit einem intensiometrischen Ca2+-Sen-

sors (Abbildung 5.16) zeigte lediglich bei höheren Ca2+-Leveln und längerer Exposition (nicht 

bei Ionomycin Behandlung unter Ca2+-Depletion, Abbildung 5.16) eine Steigerung der AMPK 

FRET-Ratio. Allerdings wurden erneut keine Unterschiede zwischen IK KO und WT festge-

stellt. Dass die schnelle Ca2+-Komplexbildung des Chelators EGTA eventuelle Auswirkungen 

des Ca2+ auf die AMPK maskiert, konnte durch MEFs, HeLa oder MDA-MB-231 Zellen gezeigt 

werden. Erst der Ca2+-Entzug ± BAPTA-AM (Ca2+-Chelator) über einen längeren Zeitpunkt 

sorgte für eine Reduktion der pAMPK-Level im Western Blot (Ghislat et al., 2012, 

Sundararaman et al., 2016). Letztlich besteht die Möglichkeit, dass Auswirkungen der Ca2+-

Homöostase auf die AMPKA mittels Live Imaging ohne Langzeit-Deprivation übersehen wur-

den. Weitere Versuche zur Aufklärung, ob der IK-Kanal über die Modulation der Ca2+-Homö-

stase die AMPK aktiviert, blieben ohne Erkenntnis. Expressionsanalysen der vorgeschalteten 

Signalproteine CaM und CaMKK2 zeigten weder auf Protein- noch mRNA-Ebene signifikante 

Unterschiede zwischen den Genotypen. Die pharmakologische Blockade der CaMKK2 mittels 

Sto-609 resultierte zwar in einer Abnahme der AMPKA FRET-Ratio in MMTV-PyMT Brust-

krebszellen, konnte aber aufgrund starker Autofluoreszenz des Inhibitors nicht verifiziert wer-

den (Daten nicht gezeigt). Ähnliche Untersuchungen mit dem AMPK-Inhibitor Compound C 

wurden ebenfalls aus technischen Gründen (Autofluoreszenz) ausgesetzt (Daten nicht ge-

zeigt). Letztlich konnte der zugrundeliegende Mechanismus einer Korrelation von erniedrigter 

[Ca2+]cyto und erhöhter AMPK-Aktivität nicht final aufgeklärt werden. 

 

6.2.2 Einfluss des Metabolismus auf die IK-abhängige AMPK-Aktivität 

Neben den bereits benannten [Ca2+]cyto-Abhängigkeit gilt die Phosphorylierung der AMPK 

durch die  Leberkinase 1 (im Komplex mit Mo25 und STRAD) an Thr172 als bedeutsamer Sti-

mulus der AMPK-Aktivität (Boudeau et al., 2004, Lee and Lin, 2018, Mans et al., 2017, 

Shackelford and Shaw, 2009). Der genaue Wirkmechanismus der LKB1, sowie deren Up-

stream-Signalwege sind weitestgehend unbekannt (Kullmann and Krahn, 2018). Neben AKT, 

ERK, der PKA und PKCζ wurde interessanterweise auch eine direkte AMPK-Aktivierung durch 

LKB1 bei intrazellulärem Energie-Defizit postuliert (Shaw et al., 2004, Parker et al., 2017, Xie 

et al., 2009). Western Blot Analysen von MMTV-PyMT Zelllysaten bestätigten erhöhte Level 

an phosphorylierten LKB1 (am Ser428) im IK KO, welche mit einem eingeschränkten Metabo-

lismus assoziiert sind (Abbildung 5.19). Die LKB1 könnte somit als Ca2+-unabhängiges Linker-

protein zwischen der eingeschränkten Glykolyse/OxPhos und der AMPK-Aktivierung am Thr172 

dienen, wenngleich die Upstream-Mechanismen noch aufgeklärt werden müssen. Diskutiert 

wird hier eine indirekte Wirkung der Glykolyse auf die LKB1, wobei eine reduzierte glykolyti-

sche Aktivität die Bildung von Fruktose-1,6-Bisphosphat über die Phosphofruktokinase ver-

mindert. Durch dieses Defizit bindet weniger F-1,6-P an Aldolasen und es kommt zur Bildung 

übergeordneter Komplexe, bestehend aus V-ATPasen, Axin, LKB1 und AMPK selbst, wodurch 

letztlich (über LKB1) die AMPK-Aktivität verstärkt wird (Zhang et al., 2017). Diese Erkenntnis 

wäre kongruent mit der Annahme, dass die im KO herunterregulierte Glykolyse die F-1,6-P 

Konzentration vermindert und über die Aktivierung der LKB1 letztendlich die AMPK stimuliert.  

Eine Blockade der Glykolyse mittels 2-DG führt zu einer Steigerung der AMPKA FRET-Ratios 

in MMTV-PyMT Brustkrebszellen (Abbildung 5.18, A–C). Dies bestätigt ebenfalls den Einfluss 

der Glykolyse auf die AMPK-Aktivität. Die 2-DG Behandlung resultierte in einem gemeinsamen 

Maximum der AMPKA FRET-Ratio in beiden Genotypen. Eine durch den IK KO induzierte ver-

stärkte Sensitivität der AMPK gegenüber metabolischen Schwankungen konnte somit ausge-

schlossen werden. Im Folgenden wurden analoge Ergebnisse mit dem FOF1-ATP Synthase 

Inhibitor Oligomycin-A erzielt (Abbildung 5.18, D–F). Auch hier konnte eine direkte Korrelation 

der mitochondriellen ATP-Produktion und AMPK-Aktivität aufgezeigt werden. Bestätigt wurde 
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dies ebenfalls in Pankreaskarzinomzellen (Ishino et al., 2018), Hepatozyten (Guigas et al., 

2006) und MEFs (Xie et al., 2006), welche unter Blockade der Glykolyse oder OxPhos eine 

Steigerung der pAMPK im Western Blot demonstrierten. Kosaisawe et al. zeigten des Weiteren 

in mehreren humanen Krebszelllinien via Live Imaging eine Oligomycin-A induzierte erhöhte 

AMPKA FRET-Ratio (Sensor: AMPKAR) in Abhängigkeit von verschiedenen Glukosekonzent-

rationen. Parallel wurde in den gleichen Zellen eine Erhöhung der ADP/ATP-Ratio (Sensor: 

Perceval), als auch (teilweise) eine Erhöhung der cytosolischen ATP-Level (Sensor: AT1.03) 

gezeigt (Kosaisawe et al., 2019). Übertragen auf das IK KO-Modell lässt sich somit postulieren, 

dass eine durch IK induzierte Runterregulation des Energiemetabolismus eine cytosolische 

ADP/ATP-Erhöhung bewirkt. Dies wiederum führt (evtl. LKB1-abhängig) zur Aktivierung der 

AMPKA und induziert dadurch energiesparende/ -produzierende Prozesse, welche die ATP-

Level cytosolisch erhöhen.  

 

6.3 IK-vermittelte kompensatorische Aktivierung der Autophagie 

via AMPK 

Die AMPK reguliert zur Aufrechterhaltung der ATP-Homöostase verschiedene energiespa-

rende/ -produzierende Prozesse, zu denen auch die Autophagie gehört (Alers et al., 2012). 

Die Autophagie beschreibt den Verdau defekter oder nicht benötigter Proteine, Organellen 

oder Moleküle zur Generierung neuer Nährstoffe (Alvarez-Meythaler et al., 2020, Cuervo and 

Macian, 2012, Deleyto-Seldas and Efeyan, 2021, Glick et al., 2010). Folglich ist die Rolle des 

IK-Kanals auf die Autophagie und damit verbunden die [ATP]cyto in (Tumor-) Zellen von großem 

Interesse. Hierbei ist, wie bereits erwähnt, vor allem die Induktion der Autophagie durch die 

AMPK interessant, welche durch die direkte Phosphorylierung des ULK1-Komplexes am Se-

rin555 die Bildung eines initialen Phagosoms initiiert (Alers et al., 2012). ULK1 wirkt neben Be-

clin1 als direkter Induktor der Autophagie (Ni et al., 2013). Western Blot Analysen von MMTV-

PyMT IK KO-Zelllysaten zeigten dabei erhöhte Phosphorylierungs-Level an Serin555 des ULK1 

und bestätigen somit die AMPK-Abhängigkeit (Abbildung 5.20). In Bezug auf die Autophagie 

von MMTV-PyMT Brustkrebszellen, ließen sich nach Ablation des IKs hoch- (LC3B II) bzw. 

runter-regulierte (p62) Markerproteine finden, die an der Organisation des autophagischen 

Flux beteiligt sind. Erhöhte LC3B II und erniedrigte p62 Western Blot Banden implizierten eine 

verstärkte Autophagie in MMTV-PyMT KO-Zelllysaten (Abbildung 5.20). Dieser IK-spezifische 

Effekt wurde ebenfalls durch pharmakologische Blockade mittels TRAM-34 für beide Autopha-

giemarker (LC3B II und p62) via Western Blot bestätigt (Abbildung 5.20). Validiert wurden 

diese Ergebnisse durch pH Messungen im Autolysosom mittels LC3B-gekoppeltem pH Sensor 

(pH Lemon LC3B). Der saurere pH im IK KO korrelierte dabei mit einem verstärkten autopha-

gischen Flux und der verstärkten Degradation mittels Hydrolasen (Abbildung 5.21) (Burgstaller 

et al., 2019, Maulucci et al., 2015). Ergänzende Immunfluoreszenzfärbungen zeigten eine Re-

duktion der p62 Puncta in IK-depletierten MMTV-PyMT Brusttumorzellen (Abbildung 5.20 und 

Abbildung 5.22) und somit eine verstärkte Autophagie. Im Rahmen dieser Doktorarbeit wurde 

somit erstmals ein direkter Einfluss des IK-Kanals über AMPK und ULK1 auf zentrale auto-

phagische Prozesse im Mammakarzinom aufgezeigt. Da weitere K+-Kanäle den autophagi-

schen Flux beeinflussen können (Kondratskyi et al., 2018), wurden die bisherigen Ergebnisse 

in einem weiteren KO-Modell analysiert. In BK KO-Zelllysaten zeigten sich ebenfalls signifikant 

erhöhte LC3B II-Level im Vergleich zum WT. Bestätigt wurde der verstärkte autophagische 

Flux durch Behandlung der MMTV-PyMT Brustkrebszellen mit EBSS und/oder Bafilomycin A1 

(Abbildung 9.13). Die Steigerung der LC3B II-Level unter EBSS, Bafilomycin A1 oder deren 

Co-Administration, bestätigte eine Blockade des autophagischen Flux, nicht aber dessen De-

gradations-Potentials in IK- (Abbildung 9.3) und BK-depletierten Zellen (Abbildung 9.13. Wei-

tere Details siehe Abschnitt 1.1.2.3). Eine falsch positive Interpretation der zugrundeliegenden 
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Autophagie-Befunde (via LC3B) wurde somit ausgeschlossen und eine klare IK-Abhängigkeit 

bestätigt. 

Neben der AMPK sind primär die Signalproteine mTORC1 und PI3K/AKT für die Autophagie-

Induktion verantwortlich (Huang and Manning, 2009, Xu et al., 2020, Alers et al., 2012, 

Deleyto-Seldas and Efeyan, 2021). FRET-basierte Aktivitäts-Messungen dieser Proteine 

(mTORC1A und AKTA) zeigten dabei keine Unterschiede zwischen den Genotypen (Abbildung 

5.23). Ähnliches konnte in einem Morbus Alzheimer Modell in Astroglia detektiert werden. Ba-

sal schienen keine Veränderungen der phosphorylierten AKT, mTORC1, PS6K, oder eIF4E 

zwischen WT und IK KO nachweisbar zu sein (Yu et al., 2018). Zusammenfassend deuten die 

Ergebnisse dieser Arbeit darauf hin, dass die AMPK vermittelte Aktivierung der Autophagie 

über ULK1 durch den IK-Kanal beeinflusst werden kann. Weitere Induktoren der Autophagie, 

wie PI3K/AKT oder mTORC1 blieben indes unverändert, sollten allerdings aufgrund ihrer pro-

tumorösen und pro-metabolischen Wirkung in weiteren Versuchen validiert werden. Besonde-

rer Beachtung sollte dabei auf die Signalkaskaden des cAMP- und PI3K-Weges, agonistische 

Wirkungen des mTORC1 (Ser792), sowie inhibitorische Phosphorylierungsstellen des ULK1 

(Ser757) geschenkt werden (Kim et al., 2011, Agarwal et al., 2015). 

 

6.4 Einfluss des IK-Kanals auf die Proliferation und Migration von 

Brustkrebszellen 

Einige der initialen sechs Hallmarks of cancer beschreiben die Fähigkeit einer Krebszelle un-

gehindert zu wachsen, zu proliferieren und Metastasen auszubilden (Hanahan and Weinberg, 

2011). Diese pro-tumorösen Prozesse sind dabei, unter anderem, abhängig vom Energie-An-

gebot der Zelle. Bekannt ist, dass das Remodeling des Metabolismus mit der Steigerung der 

Proliferation und Migration korreliert (Hanahan, 2022). Kongruent mit dem reduzierten Meta-

bolismus (Abbildung 5.4–Abbildung 5.9) des IK KOs wird auch das Wachstum in MMTV-PyMT 

Brustkrebszellen herunterreguliert. Grid-basierte Proliferationsanalysen, sowie Färbungen des 

Proliferationsmarkers Ki-67 zeigten eine langsamere Wachstumsrate der Brustkrebszellen in 

IK-depletierten KO-Zellen oder TRAM-34 behandelten WT-Zellen (Abbildung 5.2). Überra-

schend war die stärkere Wachstumshemmung der mit TRAM-34 behandelten WT-Zellen im 

Vergleich zum genetischen KO. Etwaige cytotoxische (off-target-) Effekte von TRAM-34 konn-

ten durch Viabilitäts-Analysen mittels MTT ausgeschlossen werden (Abbildung 9.1).  

Weitere Studien bestätigten die anti-proliferative Rolle des IKs in anderen Tumorentitäten 

(Zhang et al., 2016, Jager et al., 2004, Steudel et al., 2017). Neben IK wurde in dieser Arbeit 

auch der BK-Kanal hinsichtlich seines Wachstumsverhaltens untersucht, da bekannt ist, dass 

auch weitere K+-Kanäle Pro-Tumor-Aktivität im Mammakarzinom zeigen (Breuer et al., 2019, 

Dowd et al., 2017, Lastraioli et al., 2015, Mohr, 2020). In einem MMTV-PyMT-Mausmodell mit 

profizienten- und defizienten BK-Status  wurde das Wachstum der Brustkrebszellen evaluiert 

(Mohr et al., 2022). In Übereinstimmung mit den IK KO Brustkrebszellen, resultierte die BK-

Ablation in einem signifikant langsameren Wachstumsverhalten (in vitro) im Vergleich zum WT 

(Abbildung 9.8).  

Als ursächlich für die verminderte Proliferation wurde die Modulation der Ca2+-Oszillationen 

durch den IK-Kanal beschrieben. Diese sind essentiell für den Übergangs der G1 in die S-

Phase, sowie folglich für die Proliferation von Tumorzellen (Ouadid-Ahidouch and Ahidouch, 

2013, Steudel et al., 2017). Neben der indirekten Modulation der (sub)zellulären Ca2+-Homö-

ostase durch den IK-Kanal, liefert diese Arbeit des Weiteren neue Erkenntnisse über den mög-

lichen Einfluss des Metabolismus auf das Wachstumsverhalten im Mammakarzinom. Eine du-

ale inhibitorische Rolle der IK-Depletion (Ca2+-abhängig/metabolisch) auf die Proliferation ist 

somit nicht auszuschließen. Erste funktionelle Überprüfungen, ob die Autophagie als 
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energiesparender Prozess im KO eine direkte Auswirkung auf die Proliferation hat, wurde 

durch die Behandlung mit verschiedenen Zytostatika überprüft. Zytostatika dienen dabei als 

Autophagie-Induktoren und könnten die Wirkung des IKs auf die Tumorproliferation potenzie-

ren und einen therapeutischen Nutzen aufzeigen. Zwar wurde dosisabhängig die Tumorprolife-

ration in MMTV-PyMT Zellen vermindert, jedoch konnte kein additiver Effekt durch eine IK-

Depletion beobachtet werden (Abbildung 9.5, Abbildung 9.6 und Abbildung 9.14). Zu erklären 

sind diese Effekte evtl. durch die stark ambivalente Rolle der Autophagie (Xu et al., 2022, Liu 

et al., 2020) in der Tumortherapie (siehe 1.1.2.3). Zukünftige Untersuchungen der LC3B II- 

und p62-Level (via Western Blot) unter Zytostatikatherapie, oder die Behandlung mit metabo-

lischen Inhibitoren (bspw. 2-DG, Oligomycin-A) könnten eine direkte Korrelation zwischen dem 

Metabolismus/Autophagie und dem Wachstumsverhalten in Brustkrebszellen aufklären. 

Allen in vitro Proliferationsuntersuchungen zugrunde lag dabei die Erzeugung IK-profizienter 

und -defizienter Mäuse. Leider konnten im Zuge dieser Doktorarbeit keine genotypspezifi-

schen Unterschiede im TFS und OS der MMTV-PyMT FVB/N-Mäusen detektiert werden (Ab-

bildung 5.1). Des Weiteren konnte keine Aussage hinsichtlich eines veränderten Energiestoff-

wechsels oder eines auffälligen „metabolischen“ Phänotyps in IK-defizienten Mäusen getroffen 

werden. Weiter bestätigten die Kaplan-Maier Kurven die Ergebnisse aus vorangegangenen 

FVB/N-Zuchten des hiesigen Arbeitskreises (Mohr, 2020, Steudel, 2016). Interessanterweise 

zeigte die genetische Ablation des IK-Kanals sowohl mit einem anderen Onkogen (MMTV-

cNeutg/+) (Steudel et al., 2017), als auch nach orthotroper Transplantation im Vergleich zu WT-

Brusttumorzellen im FVB/N-WT Mausmodell einen Überlebensvorteil (Mohr et al., 2019a). Das 

signifikant verlängerte TFS und OS im IK KO war somit nicht unmittelbar vom murinen Hinter-

grund (FVB/N), aber durchaus vom  IK-Status der Brusttumorzellen selbst abhängig. Darüber 

hinaus könnte der IK-Kanal Einfluss auf das TME nehmen (Mohr et al., 2019b). Involviert sind 

dabei Immunzellen wie B- oder T-Zellen (Ghanshani et al., 2000, Wulff et al., 2004), welche 

ebenfalls IK-Kanäle exprimieren und über den TCR-Komplex aktiviert werden. Ein weiterer 

Bestandteil des TMEs ist VEGF. VEGF reguliert die IK-Expression in anderen Zellen, bspw. 

Fibroblasten (cancer associated fibroblasts, CAF), welche wiederum die Angiogenese, das 

Wachstum und das Metastasierungspotential von Tumorzellen direkt beeinflussen können 

(Mohr et al., 2019b, Qiao et al., 2016). Da es sich im MMTV-PyMT Mausmodell um einen 

globalen KO handelte, war dementsprechend auch der Kanalstatus in den Zellen des TMEs 

verändert (z.B. CAF). Eine Pro-Tumor-Aktivität des IKs im TME könnte etwaigen antiprolifera-

tiven Effekt des IK KOs in Brusttumorzellen entgegenwirken und diese sogar in vivo maskie-

ren. Entsprechend resultierte die orthotrope Transplantation von IK KO-Zellen in FVB/N WT-

Mäusen, welche den IK entsprechend im TME exprimierten, in einem deutlich reduzierten 

Brusttumorwachstum im Vergleich zu applizierten WT-Zellen (Mohr et al., 2019a). Weitere in 

vivo Studien sind notwendig, um einerseits den IK-abhängigen Energiemetabolismus und an-

dererseits die in vitro beobachtete Wachstumseinschränkung im KO miteinander zu verbinden. 

 

6.4.1 Anti-migrative Effekte der IK-Depletion in MMTV-PyMT Brustkrebszellen 

Die Rolle des Stoffwechsels für das Fortschreiten und die Metastasierung von Brustkrebs ge-

winnt seit einigen Jahren an Bedeutung (Wang et al., 2020). Nicht zuletzt aufgrund der hohen 

Mortalitätsrate des Mammakarzinoms, welche mit dem Auftreten von Fernmetastasen korre-

liert (Dillekas et al., 2019). Die Regulationsmechanismen, die zur Metastasierung durch meta-

bolische Umprogrammierung bei Brustkrebs führen, sind jedoch weitestgehend unbekannt. 

Allerdings weisen Brustkrebszellen je nach molekularem Subtyp und Metastasierungsareal 

unterschiedliche metabolische Charakteristika auf. Intrinsische Faktoren wie eine MYC-Amp-

lifikation, die EMT, PIK3CA- und P53-Mutationen, oder extrinsische Faktoren wie Hypoxie, 

oxidativer Stress und Azidose tragen zur metabolischen Reprogrammierung bei 
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metastasierendem Brustkrebs bei (Wang et al., 2020, Hanahan and Weinberg, 2011). Um 

folglich den Einfluss des IK-abhängigen Metabolismus auf das Migrationspotential von MMTV-

PyMT Brustkrebszellen zu untersuchen, wurden Wundheilungs- (Scratch)- und Boydenkam-

mer-Assays durchgeführt (Abbildung 5.3). Sowohl die genetische Depletion des IKs als auch 

die pharmakologische Inhibition des Kanals (mittels TRAM-34 im WT) verlangsamte die Zell-

migration und Invasion nach 24 h. Die ebenfalls in Wachstumsversuchen (Abbildung 5.2, E–

H) detektierte stärkere Wirkung  der TRAM-34 Behandlung (in diesem Fall die Verlangsamung 

der Migration), im Vergleich zum genetischen KO (Abbildung 5.3) spiegelte dabei ähnliche 

inhibitorische Eigenschaften wider, wie durch eine IK-Kanal-Blockade in TNBC oder Kolonkar-

zinomzellen (Ibrahim et al., 2021, Zhang et al., 2016). Auch andere K+-Kanäle, wie der BK, 

zeigten reduzierte migrative und invasive Eigenschaften, unter (BK-) Kanal Depletion (Abbil-

dung 9.9 und Abbildung 9.10) oder pharmakologischer Inhibition (He et al., 2021, Rosa et al., 

2018, Rosa et al., 2017).  

HE Färbungen muriner Lungenflügel (MMTV-PyMT) zeigten indes keine Veränderung der 

Größe und Anzahl der Lungenmetastasen (Abbildung 9.2), welche ein vermindertes Metasta-

sierungspotential in vitro bestätigen könnte. Kongruent mit den Wachstumsanalysen der Tu-

moren in vivo (Abbildung 5.1) könnte auch die Ausbildung von Fernmetastasen durch das TME 

behindert werden (Werbeck et al., 2014). Für die EMT ursächliche Proteine wie Catherine oder 

Integrine zeigten keine Expressions-Unterschiede zwischen WT und IK KO (Abbildung 9.2), 

welche den Einfluss des IKs auf die Migration erklären könnten. Die Analyse von weiteren 

Migrations-Parametern wie Snail1/2, Twist1, WNT oder verschiedene miRNAs (Luu, 2021) ist 

zur weiteren Aufklärung notwendig. Um eine direkte Korrelation des Metabolismus und des 

Metastasierungspotentials in Brustkrebszellen erklären zu können, sollten die oben beschrie-

benen Versuche (siehe 6.4) unter 2-DG und Oligomycin-A wiederholt werden. 

Zusammengenommen zeigen MMTV-PyMT IK KO-Zellen eine erhebliche Reduktion des 

Wachstums und der Migration (in vitro). Als zugrundeliegender Mechanismus wird die vermin-

derte Glykolyse und OxPhos des KOs vermutet (Pavlova et al., 2022, Zanotelli et al., 2019). 

Allerdings bedarf es weiterer Untersuchungen, um diese Korrelation zukünftig zu bestätigen.  

 

6.5  Limitation der Arbeit und Ausblick 

Die Interpretation der im Rahmen dieser Arbeit erhobenen Daten unterliegt trotz der interes-

santen Befunde noch einigen Limitationen. Dabei ist primär die Verwendung eines globalen 

murinen KO-Modells aufzuführen. Vorteil eines konventionellen KOs ist die bessere Vorher-

sehbarkeit im Vergleich zu einem überexprimierten Mausmodell, die schnelle Reproduzierbar-

keit, Verlust oder Gewinn eines spezifischen Phänotyps und die ubiquitäre Ablation des Gens 

in allen Geweben. Da allerdings die IK-Expression bereits während der embryonalen Entwick-

lung unterdrückt wird, können weitere und unerwartete genetische Veränderungen auftreten 

(Davey and MacLean, 2006). Des Weiteren sind neben den Tumorzellen (unterliegen meist 

einer Überexpression der Kanäle) auch anderer Organe oder Systeme wie das TME vom KO 

betroffen. Die Verwendung konditionaler KO-Mäuse wäre eine Alternative, um die Rolle des 

IK KO auf das Brustkrebsmodell zu begrenzen und spezifischere pathophysiologische Eigen-

schaften des IKs zu erkennen. Bedauerlicherweise sind konditionale Mutanten (Brustdrüsen-

spezifischer IK KO) aufgrund fehlender prä-mutanter IKflox/flox Tiere nicht mittels Cre/loxP ge-

nerierbar. Neben des KCNN4-Gens sollten des Weiteren die auf Grundlage des PyMT-Onko-

gens verifizierten Daten im Kontext weiterer Onkogene (bspw. cNEU+/HER2 oder Estrogen 

Rezeptor positive) in vivo / in vitro oder in humanen Brustkrebszelllinien bestätigt werden. Das 

ist bedeutsam, da ca. 25-30% aller Mammakarzinom-Patientinnen HER2 (Latta et al., 2002, 

Cooke et al., 2001) und sogar 75% (Hua et al., 2018) den Estrogen Rezeptor überexprimieren. 

Diese Expressionen korrelieren meist mit einer schlechteren Prognose für den Patienten. 
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Welche Rolle der IK-Kanal im HER2- oder Estrogen Rezeptor positiven-Modell auf den Meta-

bolismus und die Tumorprogression zeigt, bleibt allerdings abzuwarten. Ein weiterer Erkennt-

nisgewinn wäre durch die zahlreichen humanen Zelllinien wie bspw. MCF7 und MDA-MB-453 

zu erwarten, welche eine Varianz in ihrem HER2- oder Estrogen Rezeptor-Status zeigen (Mohr 

et al., 2022) und mittels KCNN4-siRNA oder IK-Inhibitoren zur Aufklärung beitragen würden. 

Letztendlich kann die Relevanz der in dieser Arbeit gezeigten Daten nur im humanen Patien-

tenmaterial überprüft werden. 

Ein weiterer Aspekt ist die im Rahmen der vorliegenden Arbeit bisher wenig beleuchtete Rolle 

der mitochondriellen IK-Kanäle (Huang et al., 2021, Mohr et al., 2019b, Todesca et al., 2021, 

De Marchi et al., 2009). Der IK-mediierte K+-Influx in die mitochondriale Matrix verändert nach-

folgend das Membranpotential und die Ca2+-Homöostase (De Marchi et al., 2009), sowie indi-

rekt auch die OxPhos, wie in Pankreaskarzinomzellen beobachtet wurde (Kovalenko et al., 

2016, Rotko et al., 2020). Diese klar differenzierten Auswirkungen des mitoIKs auf den mito-

chondriellen Metabolismus, sind aufgrund der fehlenden Adressierbarkeit von pharmakologi-

schen Inhibitoren oder siRNAs in dieser Arbeit limitierend. Weder der globale KO noch die 

pharmakologische Inhibition des Kanals mittels TRAM-34 ließen eine Differenzierung zum 

plasmamembranständigen IK zu. TRAM-34 bewies aufgrund seiner geringen molekularen 

Größe (Wulff et al., 2001) eine gute Zellpermeabilität und somit ebenfalls potentielle Wirksam-

keit auf den mitoIK. Der Vergleich eines Membran-impermeablen IK-Inhibitors Charybdotoxin 

(50 nM für 24 h) (Yu et al., 2005) sollte eine Differenzierung zwischen plasmamembranständi-

gen- und mitoIK aufklären. Seahorse-Analysen von MMTV-PyMT Brustkrebszellen mit CHX 

(analog Abbildung 5.4 und Abbildung 5.8), zeigten ähnliche ECAR- und OCR-Level wie die 

zuvor durchgeführte TRAM-34 Behandlung (Daten nicht gezeigt). WT + CHX reduzierte ten-

denziell die ECAR- und OCR-Level, im Vergleich zum unbehandelten WT (IK KO ± CHX blieb 

unverändert). Wenngleich durch diese Analyse von einer plasmamembranären IK-Wirkung 

und nicht einer mitochondriellen ausgegangen werden konnte, ist zu beachten, dass CHX ne-

ben dem IK, auch den BK und spannungsabhängige KV-Kanäle inhibiert (Hinton and Langton, 

2003). Somit bleibt die Limitation einer direkten Adressierbarkeit des mitoIK dennoch beste-

hen. Ein kürzlich veröffentlichtes TRAM-34 Derivat zur zielgerichteten Inhibition des mito-

chondriellen IKs (Bachmann et al., 2022) könnte zukünftig diese Lücke schließen und zur Auf-

klärung der metabolischen Funktion des Kanals beitragen. Die Funktionalität des mitoIK spe-

zifischen TRAM-34 Derivats konnte in Melanoma-, Pankreas- und Brustkrebszellen in vitro und 

in vivo nachgewiesen werden. Dort zeigte die Inhibition des mitoIK eine reduzierte Migration 

und verstärkten Zelltod (Bachmann et al., 2022). Zukünftige Untersuchungen der MMTV-PyMT 

Brusttumorzellen mit diesem TRAM-34 Derivat, könnten Aufschluss über das Membranpoten-

tial, die Ca2+-Homöostase und die OxPhos geben und die Rolle des mitoIKs auf den Metabo-

lismus untermauern. 

Im Rahmen der Experimente zur Untersuchung der Ca2+-Homöostase auf den Metabolismus 

in IK-depletierten MMTV-PyMT Brustkrebszellen, wurden direkte anti-proliferative und -migra-

tive Effekte des Ca2+ nicht näher beleuchtet (Berridge et al., 2003, Bong and Monteith, 2018, 

Fink et al., 2017). Die IK-(KO)-reduzierte [Ca2+] verhindert die für den Zellzyklus benötigten 

Ca2+-Oszillationen, was in einem Arrest des G0/G1- und G1/S-Übergangs resultiert (Ouadid-

Ahidouch et al., 2004, Sundelacruz et al., 2009). Daraus ergeben sich neben (indirekten) me-

tabolisch-induzierten, auch direkte Ca2+-abhängige Einflüsse auf das Wachstumsverhalten 

von MMTV-PyMT KO-Zellen. Grid- und Ki-67-Analysen unter Ca2+-Deprivation können zukünf-

tig den Einfluss der Ca2+-Homöostase auf die Proliferation besser aufklären. Weiterhin sollten 

Ca2+-abhängige Zellzyklusanalysen, oder Bromodeoxyuridin (BrdU)-Färbungen auf einen IK-

induzierten G0-Arrest (schlafend, dormant/quiescent) aufmerksam machen. Die G0-Phase 

geht mit einem geringeren ATP-Verbrauch, reduzierter Proliferation und Migration, sowie au-

tophagischer Aktivität, als auch einer Chemoresistenz einher (Vera-Ramirez et al., 2018, 
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Akkoc et al., 2021, Rossari et al., 2020), was im Rahmen dieser Arbeit für den IK KO gezeigt 

wurde. Auch der Einfluss von Ca2+, als Modulator des Zellvolumens und damit verbunden der 

zellulären Fortbewegung  (Bettaieb et al., 2021), sind von Interesse. Vor Allem das Zusam-

menspiel des IKs und der Ca2+-Homöostase auf die zelluläre Migration könnte einen dualen 

Effekt des IKs, zusätzlich zum runterregulierten Metabolismus, beschreiben. Bettaieb et al. 

zeigten in Pankreaskarzinomzellen, dass durch das TME TRP-Kanäle, ASIC (acid-sensitive 

ion channels), IP3-Rezeptoren und ORAI1 für einen Ca2+-Einstrom am Ende der Zelle sorgen 

(Bettaieb et al., 2021). Dabei kommt es zur Bildung von Ca2+-Mikrodomänen an der Migrati-

onsfront, welche die Zellmotilität erhöhen, zur Induktion der EMT und zur Aktivierung von Cl-- 

und K+-Kanälen, wie dem IK, führen. Ca2+ aktiviert den IK-Kanal, welcher durch den resultie-

renden K+-Ausstrom osmotisch Wasser nach sich zieht und das Volumen am Rear-End der 

Zelle verändert. Dieses polare „Anschwellen“ induziert die Motilität der Zelle und fördert so die 

Invasion und Migration (Bettaieb et al., 2021, Bonito et al., 2016). Übertragen auf die durchge-

führten MMTV-PyMT Analysen könnte der IK KO durch den verminderten K+-Ausstrom (Abbil-

dung 5.13) und verminderte Ca2+-Homöostase (Abbildung 5.12) die verlangsamte Migration 

erklären. Durch die Wiederholung der Scratch- und Boydenkammer-Assays in MMTV-PyMT 

Brustkrebszellen unter Ca2+-Depletion ± 2-DG/Oligomycin-A könnte eine direkte Korrelation 

zwischen Ca2+, dem Metabolismus und der Rolle des IKs aufgeklärt werden. 

Ein weiterer Aspekt, der zukünftig noch einige Aufmerksamkeit benötigt, sind Untersuchungen 

zur genauen Rolle des IKs im ATP-AMPK-Signalweg. Ob eine IK KO-vermittelte Runterregu-

lation der Glykolyse und OxPhos die AMPK durch verminderte AMP/ATP- bzw. ADP/ATP-

Ratios aktiviert, ist ferner zu untersuchen. Hardie et al. demonstrieren in verschiedenen Stu-

dien, dass ATP mit AMP und ADP um die Bindungsstelle der AMPK konkurrieren, und auch 

kleine Fluktuationen von AMP zu einer Aktivierung führen (Hardie, 2018). Interessanterweise 

konnten auch kleine AMP-Schwankungen in Anwesenheit höherer ATP-Konzentrationen (wie 

im IK KO cytosolisch nachgewiesen) die AMPK-Aktivität erhöhen (Gowans and Hardie, 2014). 

Als Erklärung wurde von Hardie ein evolutionärer Prozess postuliert, der auf der von Hans 

Krebs postulierten Entdeckung beruht, dass AMP unter physiologischen Bedingungen größe-

ren Schwankungen unterliegt als ADP oder ATP. Dies ist möglicherweise der Grund für die 

physiologisch stärkere Empfindlichkeit von AMPK gegenüber AMP (Hardie, 2018) und erklärt 

eine stärkere AMPKA im IK KO trotz einer erhöhten (vermutlich Autophagie bedingten) 

[ATP]cyto. Ob durch IK KO vermittelte Inhibition der Energieproduktion auch die AMP/ATP- und 

ADP/ATP-Ratios sinken, sollte zukünftig durch massenspektrometrische Analysen von AMP, 

ADP und ATP in IK-profizienten und defizienten MMTV-PyMT Brustkrebszellen analysiert wer-

den.  

Im Rahmen dieser Arbeit wurde primär die AMPK vermittelte Induktion der Autophagie unter-

sucht, welche nachfolgend die Diskrepanz zwischen erhöhtem [ATP]cyto und vermindertem Me-

tabolismus im IK KO erklären konnte. Ein weiterer Erkenntnisgewinn wäre zudem durch die 

Analyse weiterer AMPK stimulierter und inhibierter Prozesse zu erwarten. Einmal aktiviert, re-

guliert die AMPK die ATP-Level, indem sie biosynthetische Signalwege der Protein-, Fett-

säure- und Cholesterinproduktion unterdrückt und katabole Prozesse wie die β-Oxidation von 

Fettsäuren über die ACC2 (Acetyl-CoA Acetylase 2), oder die Gluconeogenese über SIRT1 

(Sirtuin-1, NAD+-abhängige Typ III Deacetylase) aktiviert (Yadav et al., 2017, Jose et al., 2013, 

Hardie and Pan, 2002). Auch regulatorische Wirkungen der AMPK auf CRAC- und Na+-Ka-

näle, sowie Ca2+-abhängige K+-Kanäle (u.a. IK), können die Energie-Homöostase nachweis-

lich verändern (Lang and Foller, 2014, Andersen and Rasmussen, 2012). Zukünftige Untersu-

chungen oben benannter energiesparender/ -produzierender Prozesse (neben der Autopha-

gie) klären folglich die Rolle des IKs auf den Tumor-Metabolismus weiter auf.  

  



141 
 

7 Zusammenfassung 

Gegenstand der vorliegenden Doktorarbeit war die Aufklärung der onkogenen und metaboli-

schen Rolle des Ca2+-aktivierten K+-Kanals mit mittlerer Leitfähigkeit (IK) im Mammakarzinom. 

Dieser Zusammenhang wurde sowohl in einer in vivo Mausstudie, als auch in vitro durch pri-

märzellbasierte Experimente untersucht. Verglichen wurden globale IK-profiziente mit defizi-

enten Mäusen und die zugehörigen Primärzellkulturen, welche in vorangegangenen Studien 

bereits etabliert wurden (Mohr et al., 2019a, Mohr et al., 2019b, Steudel et al., 2017). Eine 

Übersicht der erarbeiteten Ergebnisse ist in Abbildung 7.1 zusammengefasst. 

Die genetische Depletion und/oder pharmakologische Inhibition des IK-Kanals verhindert den 

Efflux von K+ aus dem Cytosol der MMTV-PyMT Brusttumorzellen ([K+]cyto sinkt nicht). Daraus 

resultiert keine Hyperpolarisation des Membranpotentials und ein verminderter Ca2+-Einstrom 

in die Zelle (über bspw. TRPs) (Ibrahim et al., 2021, Mohr et al., 2019b, Steudel et al., 2017). 

Neben einer reduzierten [Ca2+]cyto unter IK-Depletion, zeigt der Kanal auch einen Einfluss auf 

den SOCE (Ibrahim et al., 2021, Yu et al., 2018), was ebenfalls auf eine veränderte [Ca2+] im 

Endoplasmatischen Retikulum ([Ca2+]ER) hindeutet. Erste Befunde dieser Arbeit untermauer-

ten die Vermutung einer reduzierten Ca2+-Homöostase im IK KO. Mit Hilfe von FURA-2- und 

FRET-basiertem Echtzeitmessungen konnte entsprechend eine Reduktion der [Ca2+]cyto und 

der [Ca2+]ER in IK-depletierten Zellen bestätigt werden. Folglich ist auch der Transport von Ca2+ 

aus dem Cytosol oder ER in die Matrix der Mitochondrien verringert ([Ca2+]mito) (Ashby and 

Tepikin, 2001, Lee et al., 2018). Wenngleich noch nicht mechanistisch aufgeklärt, zeigte sich 

in dieser Arbeit eine direkte Korrelation des [Ca2+]mito und des mitochondriellen Membranpo-

tentials, sowie der OxPhos (Bernardi, 1999, Fink et al., 2017, Gellerich et al., 2010, Leanza et 

al., 2014, Petersen and Verkhratsky, 2016). Darauf Bezug nehmend blieb die Rolle des mitoIK 

auf das Membranpotential offen. Da während der Datenerhebung keine mitoIK-adressierbaren 

Inhibitoren zur Verfügung standen, war eine Differenzierung zum plasmamembranständigen 

IK und dessen Rolle nicht möglich. Vorangegangene Studien zeigen allerdings einen klaren 

Effekt des mitoIKs auf die mitochondrielle K+-, Ca2+-Homöostase und den Energiestoffwechsel 

in Tumoren (Bernardi, 1999, Klein et al., 2011, Kovalenko et al., 2016, Laskowski et al., 2016, 

Leanza et al., 2014, Bachmann et al., 2022). Das positivere Mito-Membranpotentials und die 

geringere OxPhos-Aktivität im KO resultieren in einer reduzierten ATP-Produktion des Mito-

chondriums ([ATP]mito).  

Parallel zur OxPhos reduzierte der IK KO die Energie-Homöstase der MMTV-PyMT Zellen 

auch durch eine verminderte glykolytische Aktivität. Ursache der eingeschränkten Glykolyse 

war die stark reduzierte Glukose-Aufnahme in IK-depletierten Zellen. Als Folge des somit ver-

minderten Warburg Effekts, der die aerobe Glykolyse in stark proliferierenden Tumoren be-

schreibt, sowie der Wechselwirkungen von Glykolyse mit der OxPhos durch die Verstoffwech-

selung von Pyruvat, würde dies die geringere [ATP]mito erklären (Zheng, 2012). Interessanter-

weise resultierte der eingeschränkte Metabolismus im IK KO nicht in einer verminderten, son-

dern im Gegenteil, erhöhten [ATP]cyto.  

Als Folge dieser energetischen Imbalance im IK KO wurde eine erhöhte (AMP+ADP)/ATP-

Ratio vermutet, welche über die AMPK die Energiehomöostase aufrecht erhält. Die AMPK 

zählt als cytosolischer Energiesensor der (Tumor-)Zellen. Dessen Aktivität war, wie vermutet, 

in IK-depletierten MMTV-PyMT Brustkrebszellen signifikant erhöht. Die Befunde einer modu-

lierten AMPK-Aktivität im MMTV-PyMT Modell durch die Inhibition der Glykolyse und FOF1-

ATP Synthase passen gut zu den Erkenntnissen, dass die AMPK direkt abhängig von der 

Energie-Homöostase ist (Barialai et al., 2020, Pamenter, 2014). Als Folge der inhibierten Ener-

gieproduktion (via Glykolyse und OxPhos) im IK KO, reguliert die AMPK energiesparende Pro-

zesse, wie die Autophagie hoch (Garcia and Shaw, 2017), um die energetische Imbalance 

auszugleichen. Die Quantifizierung der gängigen Marker LC3B II, p62 und ULK1 belegt eine 
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beschleunigte Autophagie, wenn der IK-Kanal genetisch oder pharmakologisch durch TRAM-

34 inhibiert wird. Diese kompensatorische Gegenregulation des KOs erklärt wiederum die zu-

nächst unterwartet hohe [ATP]cyto. Das in MMTV-PyMT IK KO-Zellen reduzierte und energie-

verbrauchende Proliferations- und Migrationspotential resultiert mutmaßlich aus dieser Ener-

gieimbalance. Es ist anzunehmen, dass den autophagischen Prozess und das hierüber er-

höhte  [ATP]cyto, die zuvor benannten energieverbrauchenden Zelleigenschaften noch stärker 

eingeschränkt werden.  

 

Abbildung 7.1 Übersicht: Konsequenzen der pharmakologischen oder genetischen Inhibition des IK-Ka-
nals auf die Energie-Homöstase von MMTV-PyMT Tumorzellen. 

Zusammenfassende Übersicht über die Auswirkungen der IK Kanal-Depletion oder der pharmakologischen Inhibi-

tion durch TRAM-34 auf MMTV-PyMT Tumorzellen (schematische graue Box). Rote Pfeile indizieren eine höhere 

(↑) oder niedrigere (↓) Aktivität, oder Konzentration von verschiedenen Signalmolekülen oder metabolischen Vor-

gängen. (AMPK: Adenosinmonophosphat-Kinase; ATP: Adenosintriphosphat; cyto: cytosolisch; ER: Endoplasma-

tisches Retikulum; Glut: Glukosetransporter; IK: Ca2+-abhängiger Kaliumkanal mit mittlerer Leitfähigkeit; mito: mi-

tochondriell; OxPhos: oxydative Phosphorylierung; ΔΨ / ΔΨM: Membranpotential/ mitochondrielles Membranpo-

tential; STIM/Orai: Stromal interaction molecule (STIM) und Calciumkanal Orai; TRP: Calciumkanal/ Transient re-

ceptor potential) 
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Zusammenfassend zeigt die vorliegende Doktorarbeit, dass der IK-Kanal eine essenzi-

elle Rolle im Mammakarzinom und dessen Metabolismus spielt. Die Depletion des Ka-

nals resultiert dabei in einer Energieimbalance, welche maßgeblich über die veränderte 

Ca2+-Homöostase, die Glykolyse und die OxPhos induziert wurde. Die AMPK versucht 

die KO-bedingte energetische Imbalance durch die Induktion der Autophagie zwar teil-

weise zu kompensieren, kann eine Beeinträchtigung der Proliferation, Migration und 

des Überlebens allerdings nicht verhindern. 

Bezogen auf die Hallmarks of cancer (siehe Zielsetzung: Kapitel 2), zeigte der IK-Kanal somit 

Einfluss auf das Remodeling der Energiehomöstase und damit verbunden ein eingeschränktes 

Tumorwachstum und Metastasierungspotential. 

Im Hinblick auf die klinische Relevanz der vorliegenden Studie lässt sich zum jetzigen Zeit-

punkt feststellen, dass eine gezielte Blockade des IK-Kanals zur einer verstärkten Vulnerabili-

tät des Tumorzellmetabolismus führen könnte und so das Wachstums- und Metastasierungs-

risiko senkt. Aufgrund seiner ubiquitären Distribution in Tumorzellen, Tumorstromazellen und 

tumorassoziierten Immunzellen zeigen sich zahlreiche Angriffsmöglichkeiten einer IK-adres-

sierten Therapie des Mammakarzinoms und möglicherweise auch die Behandlung weiterer IK 

positiver Tumorentitäten (Todesca et al., 2021). Unter Berücksichtigung, dass es sich in dieser 

Studie um eine globale Inhibition des IKs handelt und der genaue Einfluss des Kanals noch 

nicht vollständig aufgeklärt ist, präsentiert sich der IK-Kanal trotzdem als neues interessantes 

Zielprotein in der Therapie des Mammakarzinoms. Perspektivisch könnte eine Inhibition des 

Kanals als Add-On Wirkstoff bei bestehenden Chemotherapie-Regimen oder als neo-/adjuvan-

tes Therapeutikum zur Behandlung von Brusttumoren eingesetzt werden. 
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9 Anhang 
 

9.1 Ergänzende Experimente in MMTV-PyMT WT- und IK KO-Zellen 
 

 

Abbildung 9.1: Einfluss der IK-Kanal-Modulatoren auf die MMTV-PyMT Zell-Viabilität, sowie die transiente 
IK Kanal Expression 
(A) MTT-Analysen von MMTV-PyMT WT- (grauer Balken) und MMTV-PyMT IK KO (lachsfarbener Balken), welche 

48 h mit 0 bis 5 µM TRAM-34 behandelt wurden, oder IK KO-Zellen, welche mit dem IK-Kanal transfiziert wurden 

(IK rescue, hellrote Balken). Die Daten sind auf die mit DMSO behandelte Kontrolle normalisiert und stellen den 

Mittelwert ± SEM von N=9 WT ± TRAM-34; IK KO ± TRAM-34/ IK rescue-Plasmid dar. Statistische Analyse durch 

(ungepaarten) t-Test für unabhängige Stichproben. (B) Repräsentative Immunfluoreszenzbilder (IF) von DAPI 

(blau, links), Phalloidin (grün, Mitte links), IK (orange, Mitte rechts), und überlagerten Aufnahmen (Überlagert, 

rechts) von MMTV-PyMT IK KO (obere Reihe) und MMTV-PyMT IK KO, transfiziert mit dem IK-Kanal (untere 

Reihe). N= 5 IK KO; N=5 IK rescue. Maßstabsbalken: 10 µm. (DAPI: Nukleus-Marker/ 4′,6-Diamidin-2-phenylindol) 

Modifizierte Grafiken A und B basierend auf (Gross et al., 2022). 
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Abbildung 9.2: Einfluss des IK-Kanals auf das Metastasierungsverhalten in MMTV-PyMT Tumorzellen und 
Geweben 
(A) qPCR-Analyse von Integrin β1, Integrin β3, Cadherin E und Cadherin N aus cDNA von MMTV-PyMT WT 

(schwarzer Balken) und MMTV-PyMT IK KO (roter Balken). Die Balken stellen den Mittelwert ± SEM von N=5 WT; 

N=5 IK KO dar. Statistische Analyse durch (ungepaarten) t-Test für unabhängige Stichproben. (B) Übersichts-

schema der in (C) genannten Gene und deren Interaktion (schwarze Verbindungsstriche) mit gängigen Migrations- 

und Metastasierungsprozessen. (EMT: Epithelial-mesenchymale Transition) 
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Abbildung 9.3: Auswirkungen des IK-Kanals auf den autophagischen Flux in MMTV-PyMT Tumorzellen 
(A) Western Blot-Analyse von αTubulin und LC3B (I und II) von Protein Lysaten aus MMTV-PyMT WT (links) und 

MMTV-PyMT IK KO-Zellen (rechts), welche entweder nicht, mit EBSS, Bafilomycin A1 oder einer Kombination aus 

EBSS und Bafilomycin A1 behandelt wurden. Die Daten stellen den Mittelwert ± SEM von N=6 WT; N= 6 IK KO 

dar. (B) Quantifizierung der Western Blot-Bandenintensitäten aus (A) und Normalisierung von LC3B (I und II) auf 

αTubulin, von MMTV-PyMT WT (schwarze Balken) und MMTV-PyMT IK KO (rote Balken). Die Balken stellen den 

Mittelwert ± SEM von N=6 WT; N= 6 IK KO dar. Statistische Analyse durch Two-Way ANOVA und Multiplen t-Test, 

** p≤0,01; *** p≤0,001 zwischen Genotypen; ## p≤0,01; ### p≤0,001 zwischen Kontroll- und Behandlungsgruppe. 

(EBSS: Salzlösung/ Earles Balanced Salts Solution). Die Graphen wurden in Zusammenarbeit mit K. Sporbeck 

(Interfakultäres Institut für Zell Biologie, Universität Tübingen) erstellt. Modifizierte Grafiken A und B basierend auf 

(Gross et al., 2022). 
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Abbildung 9.4: Effekte der IK-Ablation auf die Proteinkinase B (AKT) in MMTV-PyMT Tumorzellen 
(A) Western Blot-Analyse von AKT, phosphoryliertem AKT an Ser473 und GAPDH von Protein Lysaten aus MMTV-

PyMT WT (links) und MMTV-PyMT IK KO-Zellen (rechts). Die Daten stellen den Mittelwert ± SEM von N=9 WT; N= 

9 IK KO dar. (B) Quantifizierung der Western Blot-Bandenintensitäten aus (A) und Normalisierung von AKT und 

phosphorylierten AKT auf GAPDH, von MMTV-PyMT WT (schwarzer Balken) und MMTV-PyMT IK KO (roter Bal-

ken). Die Balken stellen den Mittelwert ± SEM von N=9 WT; N= 9 IK KO dar. Statistische Analyse durch (ungepaar-

ten) t-Test für unabhängige Stichproben. (AKT: Proteinkinase B; GAPDH: Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydro-

genase). Modifizierte Grafiken A–C basierend auf (Gross et al., 2022). 
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Abbildung 9.5: Auswirkungen der Zytostatika-Therapie auf das Wachstumsverhalten von MMTV-PyMT WT 
und IK KO-Zellen 
Das Zellwachstum wurde quantitativ über Grid-Platten, oder die Ki-67 Expression über 3 Tage bestimmt (4.4). In 

den Panelen (A) bis (H) ist die relative Proliferation, sowie die relative Ki-67 Expression nach 72 h aufgetragen. 

Normalisiert wurde auf die unbehandelte Gruppe. (A) Relative Grid-Proliferation von MMTV-PyMT WT- (schwarze 

Balken) und MMTV-PyMT IK KO-Zellen (rote Balken), behandelt mit 0, 10, 100 oder 1000 µM Cyclophosphamid 
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über 72 h. Daten stellen den Mittelwert ± SEM von N=5 WT; N=4 IK KO dar. Statistische Analyse durch Two-Way 

ANOVA. (B) Relative Ki-67 Expression von MMTV-PyMT WT- (schwarze Balken) und MMTV-PyMT IK KO-Zellen 

(rote Balken), behandelt mit 0, 10, 100 oder 1000 µM Cyclophosphamid über 72 h. Daten stellen den Mittelwert ± 

SEM von N=4 WT; N=3 IK KO dar. Statistische Analyse durch Two-Way ANOVA. (C) Relative Grid-Proliferation 

von MMTV-PyMT WT- (schwarze Balken) und MMTV-PyMT IK KO-Zellen (rote Balken), behandelt mit 0, 1, 10 oder 

100 nM Docetaxel über 72 h. Daten stellen den Mittelwert ± SEM von N=6 WT; N=4 IK KO dar. Statistische Analyse 

durch Two-Way ANOVA. (D) Relative Ki-67 Expression von MMTV-PyMT WT- (schwarze Balken) und MMTV-

PyMT IK KO-Zellen (rote Balken), behandelt mit 0, 1, 10 oder 100 nM Docetaxel über 72 h. Daten stellen den 

Mittelwert ± SEM von N=6 WT; N=6 IK KO dar. Statistische Analyse durch Two-Way ANOVA. (E) Relative Grid-

Proliferation von MMTV-PyMT WT- (schwarze Balken) und MMTV-PyMT IK KO-Zellen (rote Balken), behandelt mit 

0, 10, 100 oder 1000 nM Doxorubicin über 72 h. Daten stellen den Mittelwert ± SEM von N=4 WT; N=5 IK KO dar. 

Statistische Analyse durch Two-Way ANOVA. (F) Relative Ki-67 Expression von MMTV-PyMT WT- (schwarze Bal-

ken) und MMTV-PyMT IK KO-Zellen (rote Balken), behandelt mit 0, 10, 100 oder 1000 nM Doxorubicin über 72 h. 

Daten stellen den Mittelwert ± SEM von N=4 WT; N=4 IK KO dar. Statistische Analyse durch Two-Way ANOVA. 

(G) Relative Grid-Proliferation von MMTV-PyMT WT- (schwarze Balken) und MMTV-PyMT IK KO-Zellen (rote Bal-

ken), behandelt mit 0, 10, 100 oder 500 nM 5-Fluorouracil über 72 h. Daten stellen den Mittelwert ± SEM von N=4 

WT; N=4 IK KO dar. Statistische Analyse durch Two-Way ANOVA. (H) Relative Ki-67 Expression von MMTV-PyMT 

WT- (schwarze Balken) und MMTV-PyMT IK KO-Zellen (rote Balken), behandelt mit 0, 10, 100 oder 500 nM 5-

Fluorouracil über 72 h. Daten stellen den Mittelwert ± SEM von N=4 WT; N=4 IK KO dar. Statistische Analyse durch 

Two-Way ANOVA. Modifizierte Grafiken A–H basierend auf (Mohr et al., 2019a). 
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Abbildung 9.6: Auswirkungen der Zytostatika-Therapie auf das Wachstumsverhalten von TRAM-34 behan-
delten MMTV-PyMT WT-Zellen 
Das Zellwachstum wurde quantitativ über Grid-Platten, oder die Ki-67 Expression über 3 Tage bestimmt (4.4). In 

den Panelen (A) bis (H) ist die relative Proliferation, sowie die relative Ki-67 Expression nach 72 h aufgetragen. 

Normalisiert wurde auf die unbehandelte Gruppe. (A) Relative Grid-Proliferation von MMTV-PyMT WT- (schwarze 

Balken) und MMTV-PyMT WT- Zellen + 10 µM TRAM-34 (graue Balken), behandelt mit 0, 10, 100 oder 1000 µM 
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Cyclophosphamid über 72 h. Daten stellen den Mittelwert ± SEM von N=5 WT; N=4 WT + TRAM-34 dar. Statistische 

Analyse durch Two-Way ANOVA, * p≤0,05; ** p≤0,01. (B) Relative Ki-67 Expression von MMTV-PyMT WT- 

(schwarze Balken) und MMTV-PyMT WT-Zellen + 10 µM TRAM-34 (graue Balken), behandelt mit 0, 10, 100 oder 

1000 µM Cyclophosphamid über 72 h. Daten stellen den Mittelwert ± SEM von N=4 WT; N=6 WT + TRAM-34 dar. 

Statistische Analyse durch Two-Way ANOVA. (C) Relative Grid-Proliferation von MMTV-PyMT WT- (schwarze Bal-

ken) und MMTV-PyMT WT-Zellen + 10 µM TRAM-34 (graue Balken), behandelt mit 0, 1, 10 oder 100 nM Docetaxel 

über 72 h. Daten stellen den Mittelwert ± SEM von N=6 WT; N=3 WT + TRAM-34 dar. Statistische Analyse durch 

Two-Way ANOVA, * p≤0,05. (D) Relative Ki-67 Expression von MMTV-PyMT WT- (schwarze Balken) und MMTV-

PyMT WT-Zellen + 10 µM TRAM-34 (graue Balken), behandelt mit 0, 1, 10 oder 100 nM Docetaxel über 72 h. Daten 

stellen den Mittelwert ± SEM von N=6 WT; N=3 WT + TRAM-34 dar. Statistische Analyse durch Two-Way ANOVA. 

(E) Relative Grid-Proliferation von MMTV-PyMT WT- (schwarze Balken) und MMTV-PyMT WT-Zellen + 10 µM 

TRAM-34 (graue Balken), behandelt mit 0, 10, 100 oder 1000 nM Doxorubicin über 72 h. Daten stellen den Mittel-

wert ± SEM von N=4 WT; N=3 WT + TRAM-34 dar. Statistische Analyse durch Two-Way ANOVA. (F) Relative Ki-

67 Expression von MMTV-PyMT WT- (schwarze Balken) und MMTV-PyMT WT-Zellen + 10 µM TRAM-34 (graue 

Balken), behandelt mit 0, 10, 100 oder 1000 nM Doxorubicin über 72 h. Daten stellen den Mittelwert ± SEM von 

N=4 WT; N=3 WT + TRAM-34 dar. Statistische Analyse durch Two-Way ANOVA. (G) Relative Grid-Proliferation 

von MMTV-PyMT WT- (schwarze Balken) und MMTV-PyMT WT-Zellen + 10 µM TRAM-34 (graue Balken), behan-

delt mit 0, 10, 100 oder 500 nM 5-Fluorouracil über 72 h. Daten stellen den Mittelwert ± SEM von N=4 WT; N=3 WT 

+ TRAM-34 dar. Statistische Analyse durch Two-Way ANOVA. (H) Relative Ki-67 Expression von MMTV-PyMT 

WT- (schwarze Balken) und MMTV-PyMT WT-Zellen + 10 µM TRAM-34 (graue Balken), behandelt mit 0, 10, 100 

oder 500 nM 5-Fluorouracil über 72 h. Daten stellen den Mittelwert ± SEM von N=4 WT; N=4 WT + TRAM-34 dar. 

Statistische Analyse durch Two-Way ANOVA. Modifizierte Grafiken A–H basierend auf (Mohr et al., 2019a). 
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Name des Plasmids: KCNN4 emiRFP670  

Backbone: pcDNA3.1(-) 

Ursprungsplasmid:  

• Name: KCNN4 untagged (MC200643, OriGene) 

• Vektor: PCMV6-Kan/Neo 

• Größe: 6197 bp, davon Insert: 1278 bp 

DNA-Insert: 

• Name: emiRFP 670 (Bereitgestellt von R.Malli/ H. Bischof) 

• Größe: 933 bp 

Klonierungsstellen: XhoI / HindIII / NheI 

Verwendete Materialien: (siehe 3.4.9) 

• Q5 DNA-Polymerase 

• Restriktionsenzym XhoI, HindIII, NheI 

• Monarch DNA-Gel Extraktions Kit  

• T4 DNA Ligase 

• Taq DNA Polymerase 

Klonierung nach Herstellerangaben 
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Sequenzierung: positiv evaluiert durch MycroSynth 

>FOR 

NATACGACTCACTATAGGGAGACCCAAGCTGGCTAGCATGGGCGGG-

GAGCTGGTGACTGGCCTGGGGGCCCTGAGACGGAGAAAGCGCCTGCTGGAGCAGGAGAAGAGGGTGGCC

GGCTGGGCGTTGGTGCTGGCGGGAACTGGCATCGGACTCATGGTTCTGCACGCTGAGATGTT-

GTGGTTCCTGGGCTGCAAGTGGGTGCTGTACCTGCTCCTGGTTAAGTGTTTGATCACCCTGTCCACTGCCTT

CCTCCTTTGTCTTATTGTGGTCTTCCATGCCAAGGAGGTCCAGCTGTTCATGACTGACAAC-

GGGCTCCGGGACTGGCGCGTGGCGCTGACCCGGCGGCAGGTGGCGCAGATCCTGCTGGAGCTGTTGGTG

TGCGGGGTGCACCCGGTGCCCCTACGGAGCCCGCACTGCGCCCTGGCGGGGGAGGCCAC-

CGACGCGCAGCCCTGGCCGGGTTTCCTGGGCGAAGGCGAGGCGTTGCTGTCCCTGGCCATGCTCCTGCGT

CTCTACCTGGTGCCCCGCGCGGTGCTGCTGCGCAGCGGGGTCCTGCTCAACGCGTCCTACCG-

CAGCATCGGGGCGCTCAACCAAGTCCGCTTCCGCCACTGGTTCGTGGCCAAGCTGTACATGAACACGCACC

CGGGTCGCCTGCTGCTGGGCCTCACGCTGGGTCTCTGGCTCACCACAGCTT-

GGGTGCTGTCTGTGGCTGAGAGGCAGGCTGTCAATGCCACGGGGCACCTCACAGACACACTGTGGCTGATT

CCGATCACATTCCTGACCATTGGCTATGGGGACGTGGTACCTGGCACCATGTGGGGCAA-

GATTGTCTGCCTGTGCACCGGAGTCATGGGGGTCTGCTGCACAGCTCTCCTGGTGGCTGTGGTGGCTCGGA

AGCTGGAGTTCAACAAGGCGGAGAAACACGTG-

CACAACTTCATGATGGACATCCATTATGCCAAAGAGATGAAGGAGTCAGCGGCGCGGCTGCTGCAGGAAGC

CTGGATGTACTACAAGCACACTCGAAGGAAGGACTCCCGGGCTGCCCGCAGACATCAGCG-

CAAGATGCTGGCCGCCATCCACMCGTTCCGCCAGGTACGGCTGAAACMCCGGAAGCTCCGG 

>REV 

TAGAAGGCACAGTCGAGGCTGATCAGCGGTTTAAACTTAAGCTTTTAGCTCTCAA-

GCGCGGTGATCCGCGTCGCGATCCTTTCGGCGAGCCGTTTGCAGATCGCCCGCAGCTCGAAACGGATGAA

GCGCGGCAGATAATGGTGACAGACAACCAGGCCCCACAGCTTGCCGCCGACCAC-

CAGCGACACCGCCAGGGTGGCGCGCACGCCCATGTCCTTCAGGAACTGCAGATGGCACGGCGACATCGAG

CGCAGGAAGCAGCCCGACATGTCGA-

GATCGCGCCCGGTCAGCGGCGACAGCCGCGGCTCCAGCGGCACCGGCTGATAGGTGACGTCGACCAGCA

CGCGGACGCGCTGCCGCACGTACAGCTGCCGCGCCATCTGCGGGACAGTCGACGACGGA-

TAGCGGTTGCCGAAATAGGATTCGAGCCCAGGCACATGGCACTCGGAGAATACCAGGCCGTGGCCTTGCTC

ATCGAAACGATACACCATCACCCGGTCGTAGCCGGTGCACTGCTGAAACAGCAGCAC-

GGTGTCATCGCACAGCGCGCGCAGTGAACCCGCCGTGCGGATCCGCTCCAGCGCCGGCGCCAGCGTGCCT

GACAGATCGATCGACGGGCCGGCACGTTCGAGTTCGATGATCAGCCCGCCTTCCG-

GAGGCCGATGCATCAGACCGCAGTACTCCGTAGAGGGATTGCCGATCCGGCAGCGCACCGCGACCGGCAT

GCCTTCGGCGGTGGGATCGAGATGCGGCAGGATCTT-

GATCAACAGATCGCCGTCGATCTCGGCGAGCGGAACGCCGAGTACGCTTCCGAGATTCAGAAATTCCGCGG

CGTTGGCGCTGGCCTGGATGACGCGATGATCATGTTCGCTGACGACCAGAA-

GCGCGCCATGCGGCTGGATCGAGCCGGCGAGGTGGATCTCTTCATGTTCGCAGGTCAAGAGGTCAGGCTG

CCTGGCGACGGAGCCTTCCGCCATCTCGAGAGAGCCTCCACCGCCAGAGCCTCCAC-

CGCCTGTGGCCTCCTGGCTGGGTTCTGGTAGCTGCTGTTGCTGCAGGGCAGTGCCGAGCAGCTCTGTCAG

GGCATCCAGCTTTCCTGCCAGACCGTCGATTCTCTTCNCCAGGGCACGGTGCGAGGANCTGAAA 

 

Abbildung 9.7 KCNN4 emiRFP 670 Plasmidkarte 

Plasmidkarte, Herstellungsprotokoll und Sequenzier-Ergebnisse des eigens klonierten emiRFP-gekoppelten 

KCNN4-Plasmids. Dieses Plasmid exprimiert einen nicht funktionalen IK-Kanal in MMTV-PyMT Zellen, welcher 

Licht mit einer Wellenlänge von 670 nm emittiert. Hergestellt wurde dieses Plasmid in Zusammenarbeit mit H. 

Bischof (Experimentelle Pharmakologie, Universität Tübingen). 
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9.2 Ergänzende Experimente in MMTV-PyMT WT- und BK KO-Zellen 

 

Abbildung 9.8: Auswirkungen des BK-Kanals auf das Wachstumsverhalten von MMTV-PyMT Tumorzellen 
Die Zellen wurden wie in Abschnitt 4.4.1 in 500er-Grid-Platten ausgebracht und das Wachstum über 3 Tage kon-

trolliert. Maßstabsbalken 100 µm. (A) Repräsentative Abschnitte eines Raster-Quadranten von MMTV-PyMT WT- 

(obere Reihe) und BK KO-Zellen (untere Reihe) über vier Zeitpunkte (0–72 h). (B) Quantifizierung des Wachstums 

pro Quadratmillimeter von MMTV-PyMT WT (schwarze Balken) und MMTV-PyMT BK KO (blaue Balken), normiert 

auf den basalen 0 Stundenwert. Die Daten stellen den Mittelwert ± SEM von N=21 WT; N=19 BK KO dar. Statisti-

sche Analyse durch One-Way ANOVA, * p≤0,05; ***p≤0,001.  
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Abbildung 9.9: Pharmakologische und genetische BK-Inhibition und dessen Auswirkungen auf das Migra-
tions- und Invasionsverhalten von MMTV-PyMT Tumorzellen 
Das Migrationsverhalten von MMTV-PyMT Zellen wurde mittels „Scratch“-Test untersucht. (A) Repräsentative Auf-

nahmen eines „Scratch“-Tests von MMTV-PyMT WT (obere Reihe) und MMTV-PyMT BK KO (untere Reihe) zum 

Zeitpunkt 0 und 24 h. Eingezeichnet ist die Fläche des „Scratch“ (schwarze Linien) zu den indizierten Zeitpunkten. 

Maßstabsbalken 100 µm. (B) Relative Fläche des „Scratch“ nach 24 h von MMTV-PyMT WT (schwarze Balken) 

und MMTV-PyMT BK KO (blaue Balken). Die Daten stellen den Mittelwert ± SEM von N=9 WT; N=8 BK KO dar. 

Statistische Analyse durch (ungepaarten) t-Test für unabhängige Stichproben, *** p≤0,001. (C) Repräsentative Auf-

nahmen eines „Scratch“-Tests von TV-PyMT WT (obere Reihe) und MMTV-PyMT WT behandelt mit 5 µM Paxilline 

(untere Reihe) zum Zeitpunkt 0 und 24 h. Eingezeichnet ist die Fläche des „Scratch“ (schwarze Linien) zu den 

indizierten Zeitpunkten. Maßstabsbalken 100 µm. (D) Relative Fläche des „Scratch“ nach 24 h von MMTV-PyMT 

WT (schwarze Balken) und MMTV-PyMT WT + Paxilline (hellblaue Balken). Die Daten stellen den Mittelwert ± SEM 

von N=12 WT; N=4 WT + Paxilline dar. Statistische Analyse durch (ungepaarten) t-Test für unabhängige 
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Stichproben, *** p≤0,001. Das Migrations- sowie Invasionsverhalten von MMTV-PyMT Zellen wurde mit Hilfe einer 

Boyden-Kammer ± Matrigel, untersucht. (E) Repräsentative Kristallviolett-Färbungen der Membranunterseite einer 

Boyden-Kammer von MMTV-PyMT WT (links) und MMTV-PyMT BK KO (rechts). Die schwarzen Punkte repräsen-

tieren die Poren der Membran. Maßstabsbalken 20 µm. (F) Relative Migration von MMTV-PyMT WT (schwarze 

Balken) und MMTV-PyMT BK KO (blaue Balken) nach 24 h. Die Daten stellen den Mittelwert ± SEM von N=5 WT; 

N=5 BK KO dar. Statistische Analyse durch (ungepaarten) t-Test für unabhängige Stichproben, * p≤0,05. (G) Re-

präsentative Kristallviolett-Färbungen der Membranunterseite einer Boyden-Kammer von MMTV-PyMT WT (links) 

und MMTV-PyMT BK KO (rechts). Die schwarzen Punkte repräsentieren die Poren der Membran. Maßstabsbalken 

20 µm. (H) Relative Invasion von MMTV-PyMT WT (schwarze Balken) und MMTV-PyMT BK KO (blaue Balken) 

nach 24 h. Die Daten stellen den Mittelwert ± SEM von N=5 WT; N=5 IK KO dar. Statistische Analyse durch (unge-

paarten) t-Test für unabhängige Stichproben. (Paxilline: BK-Inhibitor) 
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Abbildung 9.10: Einfluss des BK-Kanals auf das Metastasierungsverhalten in MMTV-PyMT Tumorzellen 
und Geweben 
(A) Repräsentative Hämatoxylin- und Eosin Färbungen (HE) von Lungenschnitten aus MMTV-PyMT WT- (links) 

und MMTV-PyMT BK KO-Mäusen (rechts). Schwarz gestrichelte Linien umranden den tumorösen Bereich. (B) 

Quantifizierung des Tumor-Durchmessers von MMTV-PyMT WT- (schwarzer Balken) und MMTV-PyMT BK KO-

Lungenschnitten (blauer Balken). Daten stellen den Mittelwert ± SEM von N=3 WT; N=3 BK KO dar. Statistische 

Analyse durch (ungepaarten) t-Test für unabhängige Stichproben, ** p≤0,01. (C) qPCR-Analyse von Integrin β1, 

Integrin β3, Cadherin E und Cadherin N aus cDNA von MMTV-PyMT WT (schwarzer Balken) und MMTV-PyMT BK 

KO (blauer Balken). Die Balken stellen den Mittelwert ± SEM von N=5 WT; N=5 BK KO dar.  Statistische Analyse 

durch (ungepaarten) t-Test für unabhängige Stichproben. (D) Übersichtsschema der in (C) genannten Gene und 

deren Interaktion (schwarze Verbindungsstriche) mit gängigen Migrations- und Metastasierungsprozessen. 
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Abbildung 9.11: Effekte der BK-Depletion auf die AMPK Aktivität in MMTV-PyMT Tumorzellen 
(A) Western Blot-Analyse von GAPDH, AMPK und phosphorylierter AMPK an Thr 172 von Protein Lysaten aus 

MMTV-PyMT WT (links) und MMTV-PyMT BK KO-Zellen (rechts). Die Daten stellen den Mittelwert ± SEM von N=6 

WT; N= 6 IK KO dar. (B) Quantifizierung der Western Blot-Bandenintensitäten aus (A) und Normalisierung auf 

GAPDH, von MMTV-PyMT WT (schwarzer Balken) und MMTV-PyMT BK KO (blauer Balken). Die Balken stellen 

den Mittelwert ± SEM von N=9 WT; N= 9 BK KO dar. Statistische Analyse durch (ungepaarten) t-Test für unabhän-

gige Stichproben. (C) Verhältnis der phosphorylierten AMPK zu den gesamten AMPK-Intensitäten, normalisiert auf 

GAPDH, von MMTV-PyMT WT (schwarzer Balken) und MMTV-PyMT BK KO (blauer Balken). Die Balken stellen 

den Mittelwert ± SEM von N=9 WT; N= 9 BK KO dar.  Statistische Analyse durch (ungepaarten) t-Test für unab-

hängige Stichproben. 
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Abbildung 9.12: Gleichzeitiger Einfluss des BK-Kanals auf die Calcium-Homöostase und AMPK Aktivität 
(A) FRET-Ratio (AMPKA) über die Zeit von MMTV-PyMT WT- (schwarze Linie) und MMTV-PyMT BK KO-Zellen 

(blaue Linie), welche AMPKAR exprimieren. Zu dem im Panel angegebenen Zeitpunkt wurde den Zellen extrazel-

lulär ATP verabreicht, welches den Calciumeinstrom in die Zelle erhöht. Die Daten stellen den Mittelwert ± SEM 

von N=5 WT; N=3 BK KO dar. (B) Basale FRET-Ratio (Zeitpunkte 0-5 min (A)) von MMTV-PyMT WT- (schwarzer 

Balken) und MMTV-PyMT BK KO-Zellen (blauer Balken), welche AMPKAR exprimieren. Die Daten stellen den 

Mittelwert ± SEM von N=5 WT; N=3 IK KO dar. Statistische Analyse durch (ungepaarten) t-Test für unabhängige 

Stichproben, ** p≤0,01. (C) FRET-Ratio (AMPKA) über die Zeit von MMTV-PyMT WT- (schwarze Linie) und MMTV-

PyMT BK KO-Zellen (blaue Linie), welche AMPKAR exprimieren. Zu dem im Panel angegebenen Zeitpunkt wurde 

den Zellen extrazelluläres Calcium entzogen (0 mM + EGTA), das Calcium-Ionophor Ionomycin verabreicht, sowie 

extrazellulär die Calcium-Konzentration erneut erhöht (2.0 mM). Die Daten stellen den Mittelwert ± SEM von N=5 

WT; N=4 BK KO dar. (D) Basale FRET-Ratio (Zeitpunkte 0-5 min (C)) von MMTV-PyMT WT- (schwarzer Balken) 

und MMTV-PyMT BK KO-Zellen (blauer Balken), welche AMPKAR exprimieren. Die Daten stellen den Mittelwert ± 

SEM von N=5 WT; N=4 BK KO dar. Statistische Analyse durch (ungepaarten) t-Test für unabhängige Stichproben, 

*** p≤0,001. (E) Differenz aus basaler FRET-Ratio (D) und Maximum der Ratio (Maximum der Zeitpunkte 15-20 

min (C)) von MMTV-PyMT WT- (schwarzer Balken) und MMTV-PyMT BK KO-Zellen (blauer Balken), welche AMP-

KAR exprimieren. Die Daten stellen den Mittelwert ± SEM von N=5 WT; N=4 BK KO dar. Statistische Analyse durch 

(ungepaarten) t-Test für unabhängige Stichproben. (F) Normalisierte Fluoreszenzsignale über die Zeit von MMTV-

PyMT WT- (schwarze Linie) und MMTV-PyMT BK KO-Zellen (blaue Linie), welche Car-GECO1 exprimieren, einen 

rot fluoreszierenden cytosolischen Ca2+-Indikator. Zu dem im Panel angegebenen Zeitpunkt wurde den Zellen 
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extrazelluläres Calcium entzogen (0 mM + EGTA), das Calcium-Ionophor Ionomycin verabreicht, sowie extrazellu-

lär die Calcium-Konzentration erneut erhöht (2.0 mM). Die Daten stellen den Mittelwert von je 3 repräsentativen 

Messungen ± SEM von N=5 WT; N=4 BK KO dar. (G) Basale [Ca2+] (Zeitpunkte 0-5 min (F)) von MMTV-PyMT WT- 

(schwarzer Balken) und MMTV-PyMT BK KO-Zellen (blauer Balken), welche Car-GECO1 exprimieren. Die Daten 

stellen den Mittelwert ± SEM von N=5 WT; N=4 BK KO dar. Statistische Analyse durch (ungepaarten) t-Test für 

unabhängige Stichproben, ** p≤0,01. (H) Differenz aus basaler [Ca2+] und Maximum der [Ca2+] (Maximum der Zeit-

punkte 15-20 min (F)) von MMTV-PyMT WT- (schwarzer Balken) und MMTV-PyMT BK KO-Zellen (blauer Balken), 

welche Car-GECO1 exprimieren. Die Daten stellen den Mittelwert ± SEM von N=5 WT; N=4 BK KO dar. Statistische 

Analyse durch (ungepaarten) t-Test für unabhängige Stichproben, * p≤0,05. 
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Abbildung 9.13: Auswirkungen des BK-Kanals auf den autophagischen Flux in MMTV-PyMT Tumorzellen 
(A) Western Blot-Analyse von αTubulin und LC3B (I und II) von Protein Lysaten aus MMTV-PyMT WT (links) und 

MMTV-PyMT BK KO-Zellen (rechts), welche entweder nicht, mit EBSS, Bafilomycin A1 oder einer Kombination aus 

EBSS und Bafilomycin A1 behandelt wurden. Die Daten stellen den Mittelwert ± SEM von N=9 WT; N=8 BK KO 

dar. (B) Quantifizierung der Western Blot-Bandenintensitäten aus (A) und Normalisierung von LC3B (I und II) auf 

αTubulin, von MMTV-PyMT WT (schwarze Balken) und MMTV-PyMT BK KO (blaue Balken). Die Balken stellen 

den Mittelwert ± SEM von N=9 WT; N=8 BK KO dar. Statistische Analyse durch Two-Way ANOVA und Multiplen t-

Test, *** p≤0,001. Die Graphen wurden in Zusammenarbeit mit K. Sporbeck (Interfakultäres Institut für Zell Biologie, 

Universität Tübingen) erstellt. 
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Abbildung 9.14: Auswirkungen der Zytostatika-Therapie auf das Wachstumsverhalten von MMTV-PyMT 
WT- und BK KO-Zellen 

Das Zellwachstum wurde quantitativ über Grid-Platten, oder die Ki-67 Expression über 3 Tage bestimmt (4.4). In 

den Panelen (A) bis (H) ist die relative Proliferation, sowie die relative Ki-67 Expression nach 72 h aufgetragen. 

Normalisiert wurde auf die unbehandelte Gruppe. (A) Relative Grid-Proliferation von MMTV-PyMT WT- (schwarze 
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Balken) und MMTV-PyMT BK KO-Zellen (blaue Balken), behandelt mit 0, 10, 100 oder 1000 µM Cyclophosphamid 

über 72 h. Daten stellen den Mittelwert ± SEM von N=5 WT; N=4 BK KO dar. Statistische Analyse durch Two-Way 

ANOVA, ** p≤0,01. (B) Relative Ki-67 Expression von MMTV-PyMT WT- (schwarze Balken) und MMTV-PyMT BK 

KO-Zellen (blaue Balken), behandelt mit 0, 10, 100 oder 1000 µM Cyclophosphamid über 72 h. Daten stellen den 

Mittelwert ± SEM von N=4 WT; N=6 BK KO dar. Statistische Analyse durch Two-Way ANOVA. (C) Relative Grid-

Proliferation von MMTV-PyMT WT- (schwarze Balken) und MMTV-PyMT BK KO-Zellen (blaue Balken), behandelt 

mit 0, 1, 10 oder 100 nM Docetaxel über 72 h. Daten stellen den Mittelwert ± SEM von N=6 WT; N=6 BK KO dar. 

Statistische Analyse durch Two-Way ANOVA. (D) Relative Ki-67 Expression von MMTV-PyMT WT- (schwarze Bal-

ken) und MMTV-PyMT BK KO-Zellen (blaue Balken), behandelt mit 0, 1, 10 oder 100 nM Docetaxel über 72 h. 

Daten stellen den Mittelwert ± SEM von N=6 WT; N=4 BK KO dar. Statistische Analyse durch Two-Way ANOVA. 

(E) Relative Grid-Proliferation von MMTV-PyMT WT- (schwarze Balken) und MMTV-PyMT BK KO-Zellen (blaue 

Balken), behandelt mit 0, 10, 100 oder 1000 nM Doxorubicin über 72 h. Daten stellen den Mittelwert ± SEM von 

N=4 WT; N=5 BK KO dar. Statistische Analyse durch Two-Way ANOVA. (F) Relative Ki-67 Expression von MMTV-

PyMT WT- (schwarze Balken) und MMTV-PyMT BK KO-Zellen (blaue Balken), behandelt mit 0, 10, 100 oder 1000 

nM Doxorubicin über 72 h. Daten stellen den Mittelwert ± SEM von N=4 WT; N=4 BK KO dar. Statistische Analyse 

durch Two-Way ANOVA. (G) Relative Grid-Proliferation von MMTV-PyMT WT- (schwarze Balken) und MMTV-

PyMT BK KO-Zellen (blaue Balken), behandelt mit 0, 10, 100 oder 500 nM 5-Fluorouracil über 72 h. Daten stellen 

den Mittelwert ± SEM von N=4 WT; N=4 BK KO dar. Statistische Analyse durch Two-Way ANOVA. (H) Relative Ki-

67 Expression von MMTV-PyMT WT- (schwarze Balken) und MMTV-PyMT BK KO-Zellen (blaue Balken), behandelt 

mit 0, 10, 100 oder 500 nM 5-Fluorouracil über 72 h. Daten stellen den Mittelwert ± SEM von N=4 WT; N=3 BK KO 

dar. Statistische Analyse durch Two-Way ANOVA. 
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