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1. Einleitung 

1.1 Lungenkarzinom 

Mit der Postulierung seiner Zelltheorie hat Rudolf Virchow bereits in den 1850 er Jahren 

den Grundstein für die Definition der Karzinogenese gelegt: Jede Zelle entsteht aus einer 

Zelle (1). Heute ist bekannt, dass Krebs eine genetische Erkrankung ist, welche im Rah-

men eines mehrstufigen Prozesses entsteht (2). Dieser führt durch den Erwerb replika-

tiver Unsterblichkeit und Umgehung der Apoptose zu einer Entartung der Krebszellen. 

Das weitere Tumorwachstum wird nun durch die Aufrechterhaltung proliferativer Signal-

wege und die Unempfindlichkeit gegenüber antiproliferativen Signalen sowie die Initiie-

rung der Angiogenese unterhalten (3). 

Laut Statistik der International Agency for Research in Cancer war das Lungenkarzinom 

im Jahr 2020 weltweit bei Männern die häufigste und bei Frauen die dritthäufigste Krebs-

erkrankung. Dabei lag die altersstandardisierte Inzidenz für das Lungenkarzinom bei 

22,4 pro 100.000 Menschen, was 11,4 % der diagnostizierten Krebsfälle ausmacht. Mit 

einer Mortalitätsrate von 18 pro 100.000 Menschen war das Lungenkarzinom die Krebs-

erkrankung mit der höchsten Mortalität weltweit (4). 

Anhand der Zellteilungsrate lassen sich zwei Hauptgruppen des Lungenkarzinoms ab-

grenzen: das kleinzellige (SCLC) und das häufigere nicht-kleinzellige (NSCLC) Lungen-

karzinom. Histologisch erfolgt die weitere Klassifizierung des NSCLC in die häufiger vor-

kommenden Plattenepithelkarzinome und Adenokarzinome und die vergleichsweise sel-

tenen großzelligen Karzinome und neuroendokrinen Tumore (5). Das Plattenepithelkar-

zinom entwickelt sich aus dem Epithel der Hauptbronchi und ist assoziiert mit Rauchen, 

dem Hauptrisikofaktor von Lungenkarzinomen (6). Das Adenokarzinom entwickelt sich 

aus den kleinen Bronchien, Bronchiolen oder alveolären Epithelzellen und macht mit 

insgesamt 40 % den größten Anteil aller Lungenkarzinome aus (7). Die Noxen des Ta-

bakrauchs induzieren KRAS-Mutationen (Kirsten Rat Sarcoma), welche die Karzinoge-

nese des Adenokarzinoms vorantreiben (8). Aktivierende KRAS-Mutationen liegen in bis 

zu 30 % der Adenokarzinome vor und sind damit die häufigste Treibermutation (9). Dabei 

macht die K-Ras-Mutation G12C mit einem Austausch des Glycins an Position 12 gegen 

ein Cystein mit 40 % die häufigste KRAS-Mutation des NSCLC unabhängig vom histolo-

gischen Subtyp aus (10). Das K-Ras-Onkoprotein ist eine GTPase, die zwischen der 

inaktiven GDP-gebundenen und der aktiven GTP-gebundenen Form wechselt. Die akti-

vierende K-Ras-Mutation G12C führt durch eine Konformationsänderung dazu, dass die 

Affinität von K-Ras zu GTP extrem gesteigert wird. Der nun mehrheitlich vorliegende 

aktive Zustand von K-Ras bedingt eine Hyperaktivierung nachgeschalteter onkogener 

Signalwege mit konsekutiv unkontrollierter Proliferation (11). 
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Insgesamt ist das Lungenkarzinom ein Tumor mit einer sehr hohen Mutationslast. Wäh-

rend KRAS- und TP53-Mutationen (Tumor Protein 53) mit Rauchen assoziiert sind, sind 

EGFR-Mutationen (Epidermal-Growth-Factor-Rezeptor) häufiger in Adenokarzinomen 

bei weiblichen Nichtrauchern beschrieben (12) (13). Weitere für das NSCLC beschrie-

bene Treibermutationen befinden sich u. a. im ALK, PIK3CA (katalytische Untereinheit 

der Phosphoinositid-3-Kinase), BRAF, ROS1, HER2/neu (Humaner Epidermaler Wachs-

tumsfaktor-Rezeptor Typ 2) und PTEN-Gen (Phosphatase and Tensin homolog) (14). 

Eine Mutationsanalyse des Tumors ist nicht nur von prognostischer Bedeutung, sondern 

ermöglicht auch die Auswahl einer zielgerichteten Therapie (15) (16). Das Thera-

pieschema richtet sich neben individuellen Faktoren wie den Komorbiditäten des Pati-

enten v. a. nach der TNM-Klassifikation des NSCLC. Während in den Stadien I und II 

primär eine operative Resektion erfolgen soll, wird in den Stadien III und IV eine mole-

kularpathologische Analyse der Treibermutationen EGFR, KRAS, ALK, ROS1 und die 

immunhistochemische Bestimmung der PD-L1-Expression (programmed death ligand 1) 

empfohlen, sodass hier neben der chemotherapeutischen Systemtherapie auch eine 

mutationsspezifische zielgerichtete Therapie eingesetzt werden kann (17). Dies ist ins-

besondere relevant, da die meisten Diagnosen eines Lungenkarzinoms erst im fortge-

schrittenen Stadium gestellt werden (18).  

 

Seit 2022 ist in der Europäischen Union mit AMG-510 (Freiname Sotorasib) der erste K-

Ras-Inhibitor zugelassen. Grundlage für die Zulassung ist die CodeBreak-100-Studie, 

die für diesen K-Ras G12C-Inhibitor in der Phase-II-Studie eine Therapieansprache von 

37 % zeigte, wobei das mediane progressionsfreie Überleben 6,8 Monate und die medi-

ane Gesamtüberlebenszeit 12,5 Monate betrugen (19). AMG-510 hemmt K-Ras G12C 

irreversibel durch Bindung an die Switch II Region, welche nur in der inaktiven GDP-

gebundenen K-Ras-Konformation vorliegt, wodurch das G-Protein in seinem inaktiven 

Zustand gehalten wird (20). Zuvor galt das K-Ras-Onkoprotein über Jahrzehnte als nicht 

für eine Inhibition zugänglich, da eine direkte Inhibition aufgrund der extrem hohen Affi-

nität von K-Ras zu GTP nicht gelang (21). Mit MRTX-849 (Freiname Adagrasib) befindet 

sich nun bereits ein zweiter kovalenter, irreversibler K-Ras G12C-Inhibitor in der Zulas-

sungsphase (22).  

Die beiden oben genannten K-Ras-Inhibitoren wurden in dieser Arbeit zur K-Ras G12C-

Inhibition eingesetzt. Die dabei verwendeten Lungenkarzinom-Zelllinien (H1299, H23, 

H358 und HCC-44) wurden alle aus einem NSCLC vom Subtyp des Adenokarzinoms 

etabliert. 
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1.2 Die Rolle der epithelial-mesenchymalen Transition in der Karzinogenese 

Der Grund für die hohe Mortalität des Lungenkarzinoms liegt v. a. darin, dass die Diag-

nosestellung häufig erst im fortgeschrittenen, bereits metastasierten Stadium erfolgt, 

wodurch die 5-Jahres-Überlebensrate von 52,2 % auf 3,7 % sinkt (23). Damit im Rahmen 

des mehrstufigen Metastasierungsprozesses die Blut- oder Lymphgefäßinvasion mit pe-

ripherer Absiedelung einer Fernmetastase möglich ist, muss initial eine Ablösung der 

malignen Zelle aus dem Zellverband des Primarius erfolgen (24). Dies erfordert eine 

histologische Dedifferenzierung der ursprünglich epithelialen Tumorzelle (25) (26). Im 

Rahmen der epithelial-mesenchymalen Transition (EMT) verliert die Zelle typische 

epitheliale Charakteristika und gewinnt stattdessen vermehrt mesenchymale Eigen-

schaften, welche eine Metastasierung begünstigen. Während der EMT-Prozess in der 

Embryogenese, der Organogenese und der Wundheilung streng reguliert abläuft, wird 

die EMT in der Karzinogenese weniger geordnet reaktiviert (27). Eine EMT umfasst da-

bei auch verschiedene Zwischenzustände, die als partielle EMT bezeichnet werden (28) 

(29) (30). Diese Zellen machen in der Regel die Mehrheit der Tumorzellen aus (31) und 

sind gekennzeichnet durch eine hohe Plastizität mit invasions- und progressionsfördern-

den Eigenschaften (32). 

 

Im Rahmen der EMT kommt es initial zu einer Reduktion der Zell-Zell-Adhäsion, was die 

epitheliale Integrität des Gewebes zerstört. Eine zentrale Rolle spielt hierbei der Verlust 

des E-Cadherin-Catenin-Adhäsionskomplexes (33). Der E-Cadherin-Catenin-Adhäsi-

onskomplex ist der wesentliche Bestandteil von Adherens Junctions (34). Zu dem Pro-

teinkomplex gehören u. a. β- und γ- Catenin, welche über die Catenin-Bindungsdomäne 

an E-Cadherin binden und p120-Catenin, welches über die Juxta-Membran-Domäne an 

E-Cadherin bindet. Β- und γ- Catenin verbinden wiederum über α-Catenin E-Cadherin 

mit dem Aktinzytoskelett (35). Auch andere Arten von interzellulären Kontakten wie die 

Tight Junctions, Gap Junctions und Desmosomen werden während einer EMT herunter-

reguliert (36). Dies resultiert in einem Verlust der Zellpolarität, welche für die Barriere-

funktion des Epithels unabdingbar ist (37). 

Darüber hinaus verändert sich auch die Proteinexpression der Transmembranproteinfa-

milie der Cadherine. Während das klassisch epitheliale E-Cadherin herunterreguliert 

wird, wird das mesenchymale N-Cadherin verstärkt exprimiert. Dabei sind N-Cadherin-

vermittelte Zell-Zell-Kontakte deutlich instabiler, was die Zellmigration und -invasion er-

leichtert (38). Dieser sog. Cadherin Switch geht daher in Tumorentitäten mit epithelialem 

Ursprung mit einer Verschlechterung der Prognose einher (39). Darüber hinaus konnten 

Lechuga et al. zeigen, dass auch die Hochregulierung der Expression des mesenchyma-

len Cadherin 11 eine wichtige Rolle bei der beschleunigten Motilität von manchen 
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NSCLC-Zellen spielt (40). Auch Paxillin, welches als Adapterprotein in fokalen Adhäsio-

nen fungiert (41), moduliert die Zellmigration (42). Wenn Paxillin transkriptionell hochre-

guliert wird, induziert dies die Proliferation und Migration von NSCLC-Zellen (43). 

Außerdem ändert sich die Organisation des Zytoskeletts im Rahmen der EMT. So wird 

das für epitheliale Zellen charakteristische Intermediärfilament Zytokeratin durch das ty-

pisch mesenchymale Intermediärfilament Vimentin ersetzt (44). Im Gegensatz zu Zyto-

keratinen erfolgt jedoch durch Vimentin kein Transport von E-Cadherin zur Zellmembran 

(45). Anstelle des kortikalen Aktins werden nun außerdem vermehrt Aktin-Stressfasern 

gebildet, welche eine gerichtete Motilität ermöglichen (46).  

Durch den Um- und Abbau der extrazellulären Matrix über eine EMT-bedingte vermehrte 

Genexpression und Exozytose u. a. von MMP9 (Matrixmetalloprotease 9), wird außer-

dem die Invasion der Tumorzellen erleichtert (47). Darüber hinaus sind MMPs auch am 

Abbau von E-Cadherin und der Aktivierung von Vorläufer-Enzymen der EMT beteiligt 

(48). In einer Meta-Analyse konnten Gong et al. zeigen, dass sowohl die Aktivität als 

auch die Expression der MMP9 in NSCLC-Gewebeproben mit einer fortgeschrittenen 

Tumorgröße korrelieren (49). 

 

Die EMT wird durch zahlreiche regulatorische Mechanismen und Signalwege gesteuert. 

Das bereits gut charakterisierte Zytokin TGFβ1 (transformierender Wachstumsfaktor β1) 

spielt hierbei eine Schlüsselrolle (50). Wie Katsuno et al. zusammenfassend darstellen, 

ist schon länger bekannt, dass TGFβ1 zwei konträre Funktionen während der Karzino-

genese innehat. Im Frühstadium wirkt TGFβ1 als Tumorsuppressor proliferationshem-

mend und proapoptotisch. Im Verlauf der Krebsprogression hingegen verliert TGFβ1 

diese Wirkung und fördert Karzinomwachstum, Invasion und Metastasierung (51). Auch 

in NSCLC-Zellen induziert eine anhaltende Stimulation mit TGFβ1 eine EMT-ähnliche 

Proteinexpression (52) (53). Die Ergebnisse der Meta-Analyse von Li et al. weisen da-

rauf hin, dass eine hohe Expression von TGFβ mit einem schlechteren Überleben bei 

NSCLC-Patienten einhergeht (54). TGFβ kann in Tumorzellen sowohl autokrin (55) als 

auch parakrin (56) stimulierend wirken. Die Genexpression der bisher bekannten klassi-

schen EMT-Transkriptionsfaktoren Snail1, Slug, ZEB1, ZEB2 und Twist1 wird Smad-

vermittelt gesteuert (57). TGFβ interagiert zudem mit weiteren Signalwegen wie Wnt 

oder Ras, um eine vollständige EMT auszulösen (58).  

Wie bereits in Kapitel 1.1 beschrieben, kommen in Lungenadenokarzinomen häufig ak-

tivierende Ras-Mutationen wie K-Ras G12C vor. Die aktiven Ras-Signale hemmen wie-

derum die tumorsuppressive Funktion von TGFβ (59), indem sie den Abbau von Smad-

Proteinen fördern. Dadurch vergrößert sich die Population der Krebszellen mit Ras-Mu-

tation schnell. Zusätzlich fördert Ras die autonome Sekretion von TGFβ (60). Demnach 
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wirken TGFβ und Ras synergistisch als EMT-Induktoren. Für NSCLC-Zellen wurde dar-

über hinaus bereits gezeigt, dass das Onkoprotein K-Ras die EMT fördert, indem es über 

die Aktivierung des Transkriptionfaktors Slug die Genexpression von E-Cadherin hemmt 

(61).  

Neben den bereits erwähnten charakteristischen EMT-Transkriptionsfaktoren Snail1, 

Slug, ZEB1, ZEB2 und Twist, sind im Rahmen dieser Arbeit noch weitere Transkriptions-

faktoren und Kinasen verwendet worden, auf die ebenso im nachfolgenden Kapitel näher 

eingegangen wird. 

 

1.3 TGFβ-vermittelte Signalwege und EMT-Transkriptionsfaktoren 

Im vorherigen Kapitel wurde bereits die Schlüsselfunktion von TGFβ1 im Rahmen der 

EMT dargestellt. Wie Tzavlaki zusammenfassend dargestellt, vermittelt TGFβ1 seine 

Signalwirkung über einen transmembranen tetrameren Serin/Threonin-Kinase-Rezep-

torkomplex aus Typ 1 (TGFβR1) und Typ 2 TGFβ-Rezeptoren (TGFβR2) (62). Dabei 

trans-phosphoryliert TGFβR2 den TGFβR1. TGFβR1 initiiert sowohl über Smad-abhän-

gige als auch über Smad-unabhängige Signalwege schließlich die transkriptionelle Akti-

vierung bzw. Repression zahlreicher Zielgene. Zu den Smad-unabhängigen Signalwe-

gen zählen neben dem p38/JNK (c-Jun N-terminale Kinase)- und NFκB-Signalweg u. a. 

auch der ERK-MAPK (Mitogen-aktivierte Proteinkinasen)-Signalweg (63) und der PI3K-

AKT-Signalweg (64). In den ersten beiden genannten Signalwegen wird die Kinase 

TAK1 (TGFβ-aktivierte-Kinase 1) aktiviert (65) (66) (67). TAK1 kann abhängig vom Sig-

nalweg und der Zellart die Tumorentstehung, Proliferation und Metastasierung sowohl 

fördern als auch hemmen (68). 

Der PI3K-Akt-Signalweg ist in mehreren Krebserkrankungen aberrant aktiviert (69) (70). 

In einer Sequenzierungsstudie zeigten Scheffler et al., dass bei 3,7 % der NSCLC-Pati-

enten das Gen der katalytischen Untereinheit p110α der Kinase PI3K mutiert ist (71). In 

einer weiteren Studie wurden entsprechende Mutationen wie auch Genamplifikationen 

von p110α häufiger in Plattenepithelkarzinomen der Lunge als in Adenokarzinomen ge-

funden (72). Der Tumorsuppressor PTEN unterbricht die Signaltransduktion des PI3K-

Akt-Signalwegs durch Dephosphorylierung eines Zwischenprodukts und kann deshalb 

als Gegenspieler von p110α gesehen werden (73). 

 

Neben TGFβ-vermittelten Signalwegen spielen auch einige Transkriptionsfaktoren eine 

tragende Rolle in der EMT und somit in der Metastasierung von Karzinomen. Im Beson-

deren zu nennen sind hier die EMT-Transkriptionsfaktoren Snail1, Slug, Twist1, ZEB1 

und ZEB2 die schon seit längerem als Repressoren unter anderem der E-Cadherin-Ex-

pression beschrieben sind (74) (75).  
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Die Transkriptionsfaktoren Snail1 und Slug gehören zur Zinkfinger-Proteinfamilie Snail. 

Über dieses Strukturmotiv werden sequenzspezifische Interaktionen mit E-Box-Sequen-

zen (CAGGTG) innerhalb von DNA-Promotoren vermittelt (76). Das CDH1-Gen, welches 

E-Cadherin exprimiert, beinhaltet mehrere E-Box-Elemente (77) sowie eine palindromi-

sche Sequenz innerhalb einer E-Box (E-pal), die als negatives regulatorisches Element 

(78) von mehreren Zink-Finger-Transkriptionsfaktoren u. a. Snail1, Slug und Twist1 ge-

bunden wird (79). In immunhistochemischen Untersuchungen an Gewebeproben von 

Lungenadenokarzinomen konnte verglichen mit gesundem Lungengewebe eine ver-

mehrte Expression von Twist1, jedoch nicht von Snail1 oder Slug nachgewiesen werden 

(80). Die vermehrte Expression von Twist1 korreliert dabei mit dem TNM-Stadium und 

damit auch mit Metastasierung und außerdem auch mit dem Risikofaktor Rauchen (81). 

Twist1 ist ein Transkriptionsfaktor der Twist-Familie mit helix-loop-helix-Motiv, welches 

ebenfalls über E-Box-Motive mit DNA-Promotoren interagiert (82). Anders als die ande-

ren hier genannten EMT-Transkriptionsfaktoren reprimiert Twist1 die E-Cadherin-Ex-

pression nur indirekt, indem Twist1 die Expression von Slug induziert (83). In Adenokar-

zinomen der Lunge mit EGFR-Mutation wird häufig auch eine Genamplifikation von 

Twist1 festgestellt (84). Tran et al. konnten bereits im Mausmodell zeigen, dass die Ex-

pression von Twist1 in Kombination mit aktiviertem K-Ras die Entstehung von Lungen-

tumoren durch Unterdrückung zellulärer Seneszenzmechanismen beschleunigt (85).  

ZEB1 und ZEB2 gehören zur Zinkfinger- und E-Box-Bindeproteinfamilie ZEB (86). ZEB-

Proteine können die Transkription unterdrücken, indem sie direkt an E-Box-ähnlichen-

Motive binden, die sich in verschiedenen Promotoren befinden (87). Die genaue Funk-

tion der ZEB-Transkriptionsfaktoren in der Karzinogenese ist noch nicht geklärt. Die 

überwiegende Forschungsmeinung ist, dass das als Onkogen wirkende ZEB1 v. a. die 

Invasivität der Tumorzellen erhöht (88) (89). In KRAS-mutierten NSCLC-Zellen gibt es 

jedoch auch Hinweise, dass ZEB-Faktoren antiapoptotisch wirken können (90). In A-

denokarzinomen der Lunge ist v. a. bei Nichtrauchern ZEB1 deutlich reprimiert, was da-

rauf hindeutet, dass ZEB eine wachstumsunterdrückende Funktion haben könnte (91). 

In KRAS-mutierten NSCLC-Zellen wirken ZEB-Faktoren hingegen antiapoptotisch (90) 

und fördern anders als im EGFR-mutierten Adenokarzinom der Lunge das Tumorwachs-

tum (91). 

Obwohl alle diese EMT-Transkriptionsfaktoren über E-Box-ähnliche-Sequenzen mit 

DNA-Promotoren interagieren, wirken sie nicht redundant. Die ZEB-Proteine können zu-

sätzlich auch an Z-Motive (CACCT) binden (87). Darüber hinaus ist für ZEB1 die an die 

E-Box angrenzende Sequenz entscheidend, wobei die N-terminalen Zinkfinger bevor-

zugt E-Boxen mit der zusätzlichen Sequenz GTTTG/C binden (92). Außerdem binden 

ZEB1 und ZEB2 bevorzugt Promotoren, die zwei E-Boxen mit variablem Abstand 
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enthalten (93), z. B. auch in der häufig vorkommenden Form von Tandemwiederholun-

gen (94). Für Snail1 und Slug hingegen sind bereits Varianten der Art und Anzahl der 

Zinkfinger beschrieben, die funktionelle Unterschiede erklären können (95). Twist1 wie-

derum wirkt als Dimer und kann daher nur mit zwei Bindungselementen in einem Ab-

stand von fünf Nukleotiden interagieren (96). Und nicht zuletzt ist die Wirkung der EMT-

Transkriptionsfaktoren entscheidend vom (epi-)genomischen Kontext der Zielgene ab-

hängig (97). 

 

Es gibt darüber hinaus weitere Transkriptionsfaktoren und Gene, die die Differenzierung 

und Dedifferenzierung von Epithelzellen steuern und somit potenziell für den Prozess 

der EMT und Metastasierung relevant sein könnten. Hierzu zählen z. B. Cut-like-Tran-

skriptionsfaktoren. Eine Genduplikation während der Evolution hat dazu geführt, dass es 

zwei CUX-Gene bei Säugetieren gibt: Cut-like 1, das ubiquitär exprimiert wird und Cut-

like 2, das v. a. in Nervengewebe exprimiert wird (98), (99). Am Mausmodell konnte 

erstmals gezeigt werden, dass Cut-like 1 für die Differenzierung des Lungenepithels re-

levant ist (100). Tumorzellen mit onkogenem Ras und induziertem Cut-like 1 haben u.U. 

einen Vorteil, da sie besser mit oxidativem Stress umgehen können (101), (102). Inte-

ressanterweise ist Cut-like 1 funktionell nicht nur als Onkogen, sondern in erster Linie 

als Tumorsuppressor beschrieben worden (103). CUX1 (Cut-like 1) gilt als haploinsuffi-

zientes Tumorsuppressorgen. Eine Isoform von Cut-like 1 wirkt z. B. in der Basenexzisi-

onsreparatur mit (104). 

 

1.4 Rolle des Wnt/β-Catenin-Signalweges in der EMT 

Neben TGFβ- und K-Ras-regulierten Signalwegen, sind weitere Signalwege in den EMT-

Prozess involviert. Über den Wnt/β-Catenin-Signalweg werden Signale zwischen be-

nachbarten Zellen vermittelt um u. a. Prozesse wie Proliferation, Zellmigration und Mor-

phologie zu steuern (105). Im Rahmen der Wnt-vermittelten Signalübertragung wird die 

GSK-3 (Glykogen-Synthase-Kinase 3) gehemmt, welche im aktiven Zustand β-Catenin 

für den proteasomalen Abbau markiert. Nukleäres β-Catenin bildet einen transkriptionell 

aktiven Komplex mit den high-mobility-group-Proteinen LEF1 (lymphoid enhancer factor) 

und TCF (T cell factor 1) um die Transkription von Zielgenen zu aktivieren (106) (107). 

Wnt3a aktiviert als Wnt-Ligand diesen sogenannten kanonischen Wnt-Signalweg. In 

Lungenadenokarzinomen ist die Wnt/TCF-LEF-Aktivierung mit der Entwicklung von Me-

tastasen und einer Verkürzung der Überlebenszeit assoziiert (108). Anhand von respi-

ratorischem Epithel in Zellkultur konnte gezeigt werden, dass Bestandteile von Zigaret-

tenrauch den Wnt-Signalweg hochregulieren (109). Daher verwundert es nicht, dass die 

Mehrheit der NSCLC-Zelllinien einen aktivierten Wnt-Signalweg aufweist (110). 
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Überraschenderweise ist entgegen dieser Beobachtung der Verlust der β-Catenin-Pro-

teinexpression in NSCLC-Tumoren mit einer Zunahme der Tumorgröße assoziiert, was 

möglicherweise auf die negative Auswirkung des β-Catenin-Verlusts in Bezug auf den 

E-Cadherin-Catenin-Adhäsionskomplexes zurückzuführen ist (111). 

Darüber hinaus bestehen Wechselwirkungen zwischen TGFβ- und K-Ras-regulierten 

Signalwegen und dem Wnt-vermittelten Signalweg. Wie β-Catenin werden auch K-Ras-

Proteine durch das Fehlen der GSK3β-vermittelten Phosphorylierungen angereichert 

und bleiben aktiv (112). Unter TGFβ-Stimulation kann der Wnt-Signalweg Smad-unab-

hängig aktiviert werden (113). GSK3β wiederum markiert in Abwesenheit von TGFβ 

Smad-Proteine zum Abbau (114).  

Als eines der Schlüsselenzyme des Wnt-Signalwegs kontrolliert GSK-3β durch Phos-

phorylierung die zytoplasmatischen Konzentrationen der EMT-Transkriptionsfaktoren 

Snail1 und Slug (115) (116). Anhand von Brustkrebszellen konnten Wu et al. zeigen, 

dass die Aktivierung des kanonischen Wnt-Signalweges Slug durch Hemmung der 

GSK3β-Kinase-Aktivität stabilisiert und schließlich EMT-Transkriptionsprogramme initi-

iert (115).  

Aufgrund der wichtigen Rolle des Wnt-Signalwegs in der Tumorentstehung und -pro-

gression, könnten GSK-3-Inhibitoren einen weiteren Ansatzpunkt in der Krebs-Therapie 

bieten. Der GSK-3-Inhibitor XIII wirkt als starker Inhibitor an den ATP-Bindestellen (117). 

SB216763 ist ebenfalls ein selektiver und ATP-kompetitiver GSK-3-Inhibitor der beiden 

aktiven Formen GSK-3α und GSK-3β (118). 

 

1.5 Die Rolle von cis- und trans-wirkenden Faktoren bei der Genregulation 

Doch wie vermitteln Transkriptionsfaktoren ihre Wirkung? Es ist allgemein anerkannt, 

dass der Vorgang der eukaryotischen Proteinbiosynthese aus zwei Hauptschritten be-

steht. Im Rahmen der Transkription wird zunächst ein Abschnitt der DNA in RNA umge-

schrieben, welche anschließend während der Translation in eine Aminosäuresequenz 

übersetzt wird. Die Proteinbiosynthese ist mit einem enormen Energieverbrauch verbun-

den, weshalb die Genexpression stark reguliert wird. Transkriptionsfaktoren sind Prote-

ine, die DNA auf sequenzspezifische Weise binden und dadurch die Transkription regu-

lieren können (119). Die meisten Transkriptionsfaktor-Bindestellen sind kurz (ca. 6-12 

Basen), sodass ein typisches menschliches Gen (>20 kb) mehrere potenzielle Binde-

stellen für Transkriptionsfaktoren enthält (120). Dabei sind die regulatorischen Sequen-

zen der Transkriptionsfaktoren oft hoch konserviert zwischen Metazoen (121). Somit 

kann ein Transkriptionsfaktor unterschiedliche Gene in verschiedenen Zelltypen regulie-

ren. Die meisten eukaryotischen Transkriptionsfaktoren wirken durch die Rekrutierung 

von Kofaktoren (122). 
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Sowohl die Smad- als auch die Ras-ERK-vermittelte Transkription wird u. a. über die 

Transkriptionsfaktoren Ets und AP1 reguliert (123) (124) (125). Die humanen Ets-Prote-

ine gehören zu einer großen Familie von insgesamt 28 Transkriptionsfaktoren (126). 

Ihnen gemeinsam ist die Ets-Domäne, die GGAA/T-Motive bindet (127). Da Zellen meh-

rere Ets-Proteine gleichzeitig exprimieren können, ist eine funktionelle Redundanz ge-

geben (128). Die Ets-Transkriptionsfaktoren steuern u. a. Proliferation, Zelldifferenzie-

rung und den Zellzyklus (129). Wenn der Transkriptionsaktivator Ets1 in Krebszellen ex-

primiert wird, durchlaufen diese Zellen eine EMT (130) und MMPs werden aktiviert (131), 

wodurch die Invasivität des Tumors steigt. Die Ergebnisse einer kleinen Stichprobenana-

lyse von Zhou et. al weisen darauf hin, dass eine verstärkte Genexpression von Ets mit 

einem höheren Grading des NSCLC nach TNM-Klassifikation und folglich auch mit einer 

verringerten Gesamtüberlebenszeit korreliert (132). Die Transkriptionsfaktoren der AP1-

Familie sind Dimere der Jun- und Fos-Familie (133) und wirken vor allem als Effektoren 

von vorgeschalteten onkogenen Signalwegen (134).  

 

Als DNA-bindende Proteine benötigen Transkriptionsfaktoren besondere Strukturmo-

tive, die in Luscombe et al. zusammenfassend dargestellt sind: Hierzu zählen u. a. Zink-

finger-, Leucin-Zipper-, Helix-Loop-Helix- und Helix-Turn-Helix-Motive. Zinkfinger-Tran-

skriptionsfaktoren wie die ZEB- und Snail-Familie bestehen aus zwei antiparallelen β-

Faltblatt-Strukturen gefolgt von einer α-Helix, die koordinativ ein Zink-Ion binden. Über 

die α-Helix binden sie an die große Furche der DNA. Meist folgen mehrere Zinkfinger-

Domänen kettenartig hintereinander. Leucin-Zipper-Proteine wie AP1 (133) bestehen 

aus zwei a-Helices, die über hydrophobe Aminosäuren wie Leucin dimerisieren. Helix-

Loop-Helix-Motive wie in Twist1 entsprechen modifizierten Leucin-Zipper-Strukturen, in 

denen die DNA-bindende Domäne durch eine Schleife von der Dimerisierungsdomäne 

getrennt ist. Helix-Turn-Helix-Proteine wie die zur Homöobox-Familie zählenden Tran-

skriptionsfaktoren Cut-like 1 und 2 oder Ets-Proteine (127) binden die große Furche der 

DNA über zwei senkrecht zueinanderstehende α-Helices, welche über eine β-Faltblatt-

struktur miteinander verknüpft sind. (135). 

 

Die Mehrheit der menschlichen Gene ist grundlegend ähnlich aufgebaut. Dabei sind den 

kodierenden Abschnitten eines Gens am 5'-Ende cis-wirkende Elemente vorgeschaltet. 

Hierzu gehören Promotoren, Enhancer und Silencer. Der Promotor liegt stromaufwärts 

in der Nähe des Transkriptionsstarts und besteht aus einem Kernpromotor und einer 

proximalen Promotorsequenz. Der Kernpromotor beinhaltet u. a. die TATA-Box als Start-

stelle für die Transkriptionsinitiation. Die proximale Promotorregion ist i.d.R. unmittelbar 
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bis zu einigen hundert Basenpaaren stromaufwärts gelegen und beinhaltet vor allem 

Bindestellen für Transkriptionsfaktoren (136). Während manche Gene konstitutiv expri-

miert werden, unterliegen die meisten Gene Regulationsmechanismen. Als Repressoren 

bezeichnet man DNA-bindende Proteine, die die Transkription hemmen, indem sie an 

sogenannte Silencer-Sequenzen binden. Im Gegensatz dazu binden als Aktivatoren 

wirksame Transkriptionsfaktoren an Enhancer-Sequenzen und stimulieren dadurch die 

Transkription. Enhancer und Silencer zählen zu den distalen regulatorischen Elementen 

und können bis zu mehrere tausend Basenpaare weiter stromaufwärts des regulierten 

Gens liegen (137). Darüber hinaus ist seit langem bekannt, dass die Genexpression 

auch passiv über weitere kaskadenartig dazwischen geschaltete regulatorische Ele-

mente beeinflusst werden kann wie z. B. durch sogenannte nicht-klassische negative 

regulatorische Elemente (138). Lange Zeit wurden Transkriptionsfaktoren entweder als 

Aktivatoren oder Repressoren klassifiziert. Heute ist bekannt, dass viele Transkriptions-

faktoren abhängig vom lokalen Sequenzkontext und der Verfügbarkeit unterschiedliche 

Kofaktoren rekrutieren, die entgegengesetzte Wirkungen haben können (139).  

 

Bei der Genregulation im Rahmen der Karzinogenese spielen zwei besondere Gruppen 

von Genen eine entscheidende Rolle: Onkogene und Tumorsuppressorgene. Onkogene 

steuern Zellwachstum und -differenzierung. Durch sogenannte Gain-of-Function-Mutati-

onen kann aus einem Protoonkogen ein Onkogen entstehen. Besonders gut charakteri-

siert für das NSCLC ist zum einen das Protoonkogen KRAS, das u. a. durch die 

Punktmutation KRAS G12C konstitutiv aktiviert wird sowie die Überexpression des On-

kogens c-MYC durch Genamplifikation (140). Tumorsuppressorgene codieren häufig für 

Proteine, die den Zellzyklus kontrollieren und Apoptose induzieren. Die Inaktivierung ei-

nes Tumorsuppressorgens wie z. B. CDH1 (E-Cadherin) oder PTEN durch Loss-of-

Function-Mutationen fördert somit die Karzinogenese (141) (142). 

 

Zur Untersuchung der transkriptionellen Genregulation gibt es verschiedene Methoden. 

Die Transkriptionsregulation ist häufig mit DNA-Protein-Interaktionen verbunden. DNA-

Protein-Interaktionen können z. B. mithilfe des von Garner und Revzin beschriebenen 

Electrophoretic Mobility Shift Assays nachgewiesen werden. Dabei werden Proteine mit 

bereits bekannten Nukleotidsequenzen inkubiert und anschließend elektrophoretisch 

aufgetrennt. Wenn das Protein an die DNA-Sequenz gebunden hat, ist dies an einer 

Verschiebung der Laufweite erkennbar (143). Die Bindestellen von DNA-assoziierten 

Proteinen lassen sich dann im nachfolgenden Schritt u. a. mittels ChIP-Analyse (Chro-

matin-Immunopräzipitation-Analyse) analysieren (144). Hierfür wird das Protein-DNA-

Gemisch mit Formaldehyd zunächst quervernetzt. Danach wird das Chromatin 
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fragmentiert, um eine Immunpräzipitation spezifischer Proteindurchführen zu können. 

Kopräzipitierte DNA-Sequenzen können nach Trennung der Protein-DNA-Komplexe 

durch PCR oder DNA-Sequenzierung identifiziert werden. Als Weiterentwicklung des 

nuklearen Run-on-Assays können schließlich mithilfe des von Core et al. entwickelten 

Global Run-on Sequencing genomweit die Gene identifiziert werden, die zu einem be-

stimmten Zeitpunkt durch aktive RNA-Polymerasen transkribiert werden. Dazu werden 

die Zellen isoliert und neu synthetisierte Transkripte mit Bromouridin markiert. Die zeit-

gleiche Inkubation mit Sarkosyl verhindert die Anlagerung neuer RNA-Polymerasen, so-

dass nur von den Genen, die bereits zuvor von einer RNA-Polymerase gebunden wur-

den, markierte Transkripte erstellt werden. Im Anschluss können diese sog. Run-on-

Transkripte mithilfe von Antikörpern gebunden, in cDNAs umgeschrieben und schließlich 

mittels Next-Generation-DNA-Sequenzierung identifiziert werden (145). Um nun darüber 

hinausgehend die Funktion spezifischer regulatorischer Sequenzen im Rahmen der 

Genregulation untersuchen zu können, nutzt man sog. Reporterassays. Dabei werden 

Reportergene wie gfp (grün fluoreszierendes Protein) oder luciferase hinter die Promo-

torregion in den ursprünglichen codierenden Bereich eingefügt. Die Genprodukte dieser 

Reportergene können mittels Fluoreszenz, bzw. Lumineszenz detektiert und quantifiziert 

werden (146). Duale Reportersysteme verbessern durch Verwendung eines zweiten Re-

porters mit experimenteller Erfassung der Basisreaktion die Genauigkeit. Somit lässt 

sich quantitativ die Promotoraktivität von Genen erfassen (147). Mit dieser Methode ist 

im Rahmen vergleichender Messungen auch die Ermittlung dynamischer Transkriptions-

reaktionen auf externe Stimuli möglich (148). 

 

1.6 Zielsetzung 

Das Ziel dieser Arbeit ist die Charakterisierung der EMT-assoziierten Genregulation im 

NSCLC anhand von Zellkultursystemen, um ein detaillierteres Verständnis der zellulären 

und subzellulären Prozesse der Metastasierung zu gewinnen. Hierfür wurde initial mit 

Hilfe von Reporterassays die Regulation der Promotoraktivität von potentiellen Zielge-

nen (c-MYC, Snail1, Slug, p21Cip1, Cyclin D1, MnSOD, G6Pase, NFAT, MMP9) und 

regulatorischen Elementen (Ets, AP1, Ets-AP1, NFκB, C/EBP, TCF (TOPflash-Repor-

ter), Smad/TGFβ-Bindungselement (3TP-Lux-Reporter), SRE) durch Transkriptionsfak-

toren (ZEB1 in den Isoformen 1 und 2, ZEB2, Snail1 und Slug, Twist1, LEF1, FOXO3a, 

Cut-like 1 und Cut-like 2, TGFβR1 ca, TAK ca, p110α, Fer sowie PTEN), die in Zusam-

menhang mit der Differenzierung und Dedifferenzierung von Epithelzellen beschrieben 

sind, untersucht. Ein Schwerpunkt dieser Arbeit ist insbesondere in der Analyse der Rolle 

TGFβ1-vermittelter Signalwege. 
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Wie zahlreiche Untersuchungen bereits zeigen, treibt onkogenes K-Ras die Karzinoge-

nese des NSCLC maßgeblich voran. Daher wurde in weiterführenden Reporterassays 

untersucht, welchen Einfluss eine K-Ras-Inhibition auf die EMT-assoziierte Genregula-

tion KRAS-mutierter Lungenkrebszellen hat.  

Im zweiten Teil dieser Arbeit wird darüber hinaus in Form eines Ausblicks der Frage 

nachgegangen, welche Rolle der Wnt/β-Catenin-Signalweg in der Metastasierung des 

NSCLC spielt. Ziel ist es hierbei zu analysieren, welchen Einfluss eine GSK-3-Inhibition 

auf die Expression exemplarischer EMT- und Zellkontakt-Proteinen hat. 
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2. Material   

         

2.1 Chemikalien  

Alle unten nicht explizit genannten Chemikalien wurden in der höchsten erhältlichen 

Qualität von den Firmen AppliChem (Darmstadt), Biozym (Hessisch-Oldendorf), Cap-

ricorn (Ebsdorfergrund), Carl Roth (Karlsruhe), Merck Millipore (Darmstadt), Serva 

Electrophoresis (Heidelberg), Sigma-Aldrich (Taufkirchen), Thermo Fisher Scientific 

(Dreieich) und VWR (Darmstadt) bezogen. 

Chemikalie      Hersteller 

30 % Acrylamid (Rotiphorese® Gel A)  Carl Roth, Karlsruhe 

2 % Bisacrylamid (Rotiphorese® Gel B)   Carl Roth, Karlsruhe 

Bovines Serumalbumin, Fraktion V (pH 7,0)  Serva Electrophoresis, Heidelberg 

Dulbecco’s Modified Eagle medium (DMEM)  Thermo Fisher Scientific, Dreieich 

(Glukosekonzentration 1g/L)  

Fetales Kälberserum (FCS)    Capricorn, Ebsdorfergrund  

Milchpulver (Blotting-Qualität)   Carl Roth, Karlsruhe 

Opti-MEM reduziertes Medium               Thermo Fisher Scientific, Dreieich 

Phosphatase-Inhibitor-Mix PhosSTOP  Sigma-Aldrich Taufkirchen 

SuperSignal West Pico PLUS    Thermo Fisher Scientific, Dreieich 

chemilumineszierendes Substrat     

0,05 % Trypsin-EDTA     Thermo Fisher Scientific, Dreieich 

 

2.2 Lösungen und Puffer 

10 x Agarosegel-Ladepuffer  0,25 % (M/V) Orange G 

 50 % (V/V) Glyzerin 

 1 mM EDTA 

BCA-Färbereagenz 50 Volumenteile: Pierce BCA Protein Assay Re-

agenz A 

 1 Volumenteil: 4 % (M/V) CuSO4 in ddH2O 

1 x CMF-PBS  140 mM NaCl 

 2,7 mM KCl 

 10 mM Na2PO4 

 2 mM KH2PO4 

 pH 7,4 in ddH2O 

DMEM-Wachstumsmedium  10 % (V/V) Fetales Kälberserum (FCS) 

 1 % (V/V) GlutaMAX 
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 1 % (V/V) MEM Nicht-essentielle AS 

LB-Medium 1 % (M/V) Trypton 

 0,5 % (M/V) Hefeextrakt 

 1 % (M/V) NaCl 

 pH 7,5 in ddH2O 

Ponceau-S-Lösung 0,2 % (M/V) Ponceau-S 

 3 % (M/V) Trichloressigsäure (TCA) 

100 x Proteaseinhibitor-Mix  40 mg Pefabloc 

 10 mg Aprotinin 

 1 mg Leupeptin 

 100 mg Trypsin-Inhibitor (Sojabohne) 

 50 mM Tris/HCl 

 pH 7,4 

1 x RIPA-Puffer 50 mM Tris/HCl 

 150 mM NaCl 

 0,5 % (M/V) Na-Deoxycholat 

 1 % (V/V) Triton x-100 

 0,1 % (M/V) SDS 

 pH 7,2 

1 x SDS-Laufpuffer   50 mM Tris/HCl 

 0,5 M Glycin 

 0,1 % (M/V) SDS 

5 x SDS-Probenpuffer    0,2 M Tris/HCl 

 1 M Saccharose 

 5 mM EDTA 

 1 mM DTT 

 2 % (M/V) SDS 

 0,1 % (M/V) Bromphenolblau 

 pH 8,8 

1 x TAE-Puffer     40 mM Tris/HCl 

 20 mM Essigsäure 

 1 mM EDTA 

 pH 8,0 

1 x TBS      10 mM Tris/HCl 

 150 mM NaCl 

 pH 7,4 
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1 x TBS/T      10 mM Tris/HCl 

 150 mM NaCl 

 0,1 % (V/V) Tween 20 

 pH 7,4 

TCM-Puffer    10 mM Tris/HCl 

 10 mM CaCl2 

 10 mM MgCl2 

 pH 7,5 in ddH2O 

1 x TE-Puffer 10 mM Tris/HCl 

 5 mM EDTA 

 pH 8,8 in ddH2O 

Transferpuffer  25 mM Tris/HCl 

 1,5 % (M/V) Glycin 

 0,1 % (M/V) SDS 

 20 % (V/V) Methanol 

 

2.3 Verbrauchsmaterialien  

Alle unten genannten Verbrauchsmaterialien wurden in Standardqualität bezogen. 

Verbrauchsmaterial     Hersteller 

96-Well Mikroplatte      Greiner Bio-One, Frickenhausen  

96-Well Mikroplatte, schwarz    Nunc, Roskilde, Dänemark  

Kanülen 26 G (0,45 × 16 mm)    BD Biosciences, Heidelberg  

Nitrozellulosemembran     GE Healthcare, Freiburg 

Amersham Protran 0,45 µm 

Pipettenspitzen     Sarstedt, Nümbrecht  

Polypropylenröhrchen 15 µl     Sarstedt, Nümbrecht  

Polypropylenröhrchen 50 ml     Greiner Bio-One, Frickenhausen   

Reaktionsgefäße     Eppendorf, Hamburg Steritop  

Sterilfilter Millex-GS     Merck Millipore, Darmstadt  

Tuberkulinspritzen 1 ml     BD Biosciences, Heidelberg  

Whatman Chromatographie-Papier    GE Healthcare, Freiburg  

Zellkulturplatte 6-Well und 24-Well    Sarstedt, Nümbrecht  

Zellkulturschale 60 mm und 100 mm   Sarstedt, Nümbrecht  

Zellschaber       Sarstedt, Nümbrecht 

 

2.4 Geräte  

Gerät       Hersteller 
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Absorptions-Reader ELx800     BioTek, Bad Friedrichshall  

Bakterienschüttler MaxQ400    Thermo Fisher Scientific, Dreieich 

Blotkammer  C.B.S. Scientific Co., San Diego, CA, 

USA  

Centro XS3 LB 960 Luminometer    Berthold Technologies, Bad Wildbad  

Elektrophoresekammer BlueMarine™ 100   Serva Electrophoresis, Heidelberg 

Feinwaage Analytical Balance A200S   Sartorius Lab Instruments, Göttin-

gen 

Fusion-SL 3500.WL      Vilber Lourmat, Eberhardzell  

Heizblock Analog      VWR, Darmstadt 

HERACELL 150i CO2 Inkubator    Thermo Fisher Scientific, Dreieich  

Heraeus Megafuge 16R Kühlzentrifuge   Thermo Fisher Scientific, Dreieich 

Heraeus Megafuge X1R Tischzentrifuge   Thermo Fisher Scientific, Dreieich  

Inkubationsschüttler Ecotron    Infors HT, Bottmingen, Schweiz  

Kühlzentrifuge 5415R     Eppendorf, Hamburg  

Lichtmikroskop Axiovert 25     Zeiss, Oberkochen  

LI-COR Odyssey Sa und CLx  LI-COR Biosciences, Bad Homburg 

vor der Höhe  

Mikroskop Primovert      Zeiss, Oberkochen 

Mini-Zentrifuge Sprout     Biozym, Hessisch Oldendorf 

NanoDrop ND-1000 Spektrophotometer   Thermo Fisher Scientific, Dreieich  

PAULA Cell Imager      Leica, Wetzlar 

pH-Meter       Mettler Toledo, Gießen 

Pipetten PIPETMAN Classic     Gilson, Villiers le Bel, Frankreich 

P10, P20, P200, P1000   

Plattformschüttler Duomax 1030    Heidolph Instruments, Schwabach 

Sicherheitswerkbank Labgard    ibs tecnomara, Fernwald  

Thermomixer kompakt  Eppendorf, Hamburg  

Tischzentrifuge 5417C     Eppendorf, Hamburg  

Ultraschallreiniger Transsonic T310    ELMA Sonic, Singen 

UV-Transilluminator GeneFlash    Syngene, Cambridge, England  

Waage 1264MP      Sartorius Lab Instruments, Göttin-

gen 

Wasseraufbereitungssystem    Thermo Fisher Scientific, Dreieich 

Barnstead GenPure    

Zellkulturzentrifuge Heraeus Labofuge 400   Thermo Fisher Scientific, Dreieich 
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2.5 Prokaryotische und eukaryotische Zellen 

 

2.5.1 Escherichia coli Stämme 

OneShot TOP10 kompetente E. coli   Invitrogen, Groningen, Niederlande 

 

2.5.2 Eukaryotische Zelllinien 

Alle verwendeten Zelllinien wurden aus dem Material verschiedener NSCLC etabliert. 

Dabei haben H1299, H23 und HCC-44 eine eher mesenchymale Morphologie, während 

H358 eine eher epitheliale Morphologie zeigt. Die Zelllinien H23 und H358 tragen hete-

rozygot und HCC-44 homozygot, die aktivierende KRAS-Punktmutation G12C. H1299 

ist heterozygot für die NRAS-Punktmutation Q61K. Die Angaben über die Zelllinien wur-

den den offiziellen Informationen der ATCC (Amercian Type Culture Collection, Manas-

sas, VA, USA) und DSMZ (Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen, 

Braunschweig) sowie der Datenbank Cellosaurus (149) entnommen. 

Tabelle 1: Verwendete Zelllinien 

Zelllinie Eigenschaften Referenz Bestellnummer 

HCC-44 Adenokarzinom; polyploider Karyotyp; 

homozygot für KRAS G12C 

DSMZ #ACC 534 

NCI-H1299 Adenokarzinom, abgeleitet aus dem 

Lymphknoten; p53-Deletion; heterozygot 

für NRAS Q61K  

ATCC #CRL-5803 

 

NCl-H23 Adenokarzinom; Expression von a-Myc, 

c-Raf 1, Ha-Ras, Ki-Ras und N-Ras; he-

terozygot für KRAS G12C 

ATCC #CRL-5800 

 

NCl-H358 bronchoalveoläres Karzinom; p53-Dele-

tion; heterozygot für KRAS G12C 

ATCC #CRL-5807 

 

2.6 Enzyme, Marker und molekularbiologische Kits 

Enzyme     Hersteller 

Restriktionsenzyme und -puffer  New England Biolabs, Frankfurt am Main  

Marker      Hersteller 

1 kb DNA Ladder  New England Biolabs, Frankfurt am Main 

(#N3232) 

PageRuler Prestained Proteine Ladder Thermo Fisher Scientific, Dreieich 

(#26617) 

Molekularbiologisches Kit   Hersteller 

Dual-Luziferase Reporter Assay System  Promega, Mannheim 
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NucleoBond Finalizer    Macherey-Nagel, Düren 

Plasmid Midi Kit     Qiagen, Hilden  

 

2.7 Transfektionsreagenzien  

Tabelle 2: Verwendete Transfektionsreagenzien 

Transfektionsreagenz Zelllinie Hersteller Bestellnummer 

Lipofektamine 3000 H358 Thermo Fisher 

Scientific, Drei-

eich 

#L3000015 

Polyethylenimin (PEI) H1299, H23, HCC-44 Sigma-Aldrich, 

Taufkirchen 

#9002986 

 

2.8 Plasmide 

2.8.1 Reporterplasmide 

Tabelle 3: Verwendete Reporterplasmide 

Reporterplasmid Bezugsquelle Referenz 

pRL-TK Promega, # E2241  

pTopflash Upstate, # 21-170 (150) 

p3TPLux Addgene, #11767 (151) 

pGL3-c-myc Del.1 Addgene, #16601 (152) 

pGL3-NFκB Prof. Roland Schmidt, 

LMU München 

(153) 

(154) 

pAP1(PMA)-TA-Luc Clontech, #631906 (155) 

pGL3-Cyclin D1 human (-962) Addgene, #32727 (156) 

pGL3-SRE.L Prof. Alfred Nordheim,  

Universität Tübingen 

(157) 

pGL3-NFAT Addgene, #10959 (158) 

pGL4-luc2P/C/EBP-RE/minP/Hygro Promega, #CS185201  

pGL3-MnSOD luc Prof. Lars-Oliver Klotz,  

Universität Jena 

(159) 

(160) 

pGL3-Glucose-6-Phosphatase luc Prof. Lars-Oliver Klotz,  

Universität Jena 

(161) 

 

pGL4-Ets-AP1 Prof. Peter C. Hollenhorst, 

Universität Indiana, Bloomington 

(162) 

pGL3-Ets Frank McCormick,  

Universität California, San Francisco 

(156) 

pGL2-MMP9 Addgene, #53434 (163) 

pGL4.10-Claudin-1 Addgene, #46387 (164) 

pGL2/p21 promotor-Luc Addgene, #33021 (165) 
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2.8.2 Expressionsplasmide 

Tabelle 4: Verwendete Expressionsplasmide 

Expressions-

plasmid 

Bezugs-

quelle 

UniProt. 

Nr. 

Referenz Bemerkung Konsensusse-

quenz der  

Transkriptions-

faktoren 

Quelle: JASPAR 

(170) 

pcDNA3.1 (+) Thermo Fis-

her Scienti-

fic, #V79020 

-    

pEGFP-C1 Clontech -    

pEGFP/TGFβR1 

ca 

AG Menke P36897 

 

(123) gleiches Insert wie 

in pCMV/TGFβR1 

ca 

 

pCMV5/TGFβR1 

HA/T20D 

Jeffrey L. 

Wrana;  

Liliana Atti-

sano 

P36897 (123) durch Mutation 

T20D konstitutiv 

aktiv 

 

pEGFP/TAK1 AG Menke; 

addgene, 

#44161 

Q62073 (171) konstitutiv aktiv; 

aus der Maus 

 

pEGFP/FER Gerhard Wi-

che 

P70451 (172) full length; aus der 

Maus 

 

pcDNA/LEF1  AG Menke; 

Alexander 

König 

Q9UJU2 (173) full length 

 

pcDNA3/p110α Markus The-

len 

P42336 (174) Wildtyp  

pcDNA/PTEN AG Menke, 

Alexander 

König 

P60484 (175)   

pCMV3/ZEB1-t1 Sino Biologi-

cal, 

#HG17705-

UT 

P37275-1 NM_001

128128.2 

Isoform 1, mittels 

Sequenzierung be-

stätigt 
 

(166) 

pGL2/Snail1 Addgene, #31694 (167) 

pGL2/Slug Addgene, #31695 (167) 

(168) 

pGL3/E-Cadherin 

(-1008/+49) human 

Dr. Morag Park,  

McGill University Montreal, Quebec 

(169) 

pGL3/N-Cadherin  

-1087 

AG Menke, 

Universität Gießen 

AG Menke 
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pCIneo/ZEB1 Michel M. 

Sanders 

P37275-2 (176) Isoform 2, mittels 

Sequenzierung be-

stätigt 
 

pCMV/ZEB2 AG Menke, 

Yukiko Ima-

michi 

O60315 (87), 

(175) 

 5´-CACCT-3´ 

pcDNA/Snail1 Sino Biologi-

cal, 

#HG16844-

UT 

O95863 NM_005

985.3 

ursprünglich 

pCMV3-Vektor 

 

pcDNA/Slug-Flag Sino Biologi-

cal, 

#HG11196-

CF 

O43623 NM_003

068.3 

ursprünglich 

pCMV3-Vektor 

 

 

 

 

pCMV3/Twist1-t1 Sino Biologi-

cal, 

#HG17462-

UT 

Q15672 NM_000

474.3 

 

 

pcDNA6.2/nLu-

mino-

DEST/FoxO3a 

(pnLum/FoxO3a) 

Lars O. Klotz O43524 (177) Wildtyp; mit HA-

tag; ursprünglich 

HA-FOXO3a WT 

von Addgene, 

#1787 verwendet 

 

pcDNA3.1/Cut-

like 2  

Alain Nep-

veu 

O14529  full length 

AS 1-1426 

 

pMX-Cut-like1  Julian Down-

ward 

P39880 (178) full length 

 

 

2.9 Kontrollreagenzien, Inhibitoren und Stimulanzien 

Kontrollreagenz     Hersteller 

Citronensäure-Monohydrat    Merck Millipore, Darmstadt 

 Stammlösung 10 mM in ddH2O 

Dimethylsulfoxid (DMSO)     PanReac AppliChem, Darmstadt 

 

Inhibitor    Hersteller; Bestellnummer; Literatur 

AMG-510                                           MedChemExpress, Monmouth  

Stammlösung 10 mM in DMSO Junction, NJ, USA; #HY-114277; (20) 

GSK3 Inhibitor XIII   Cayman Chemical, Ann Arbor,  
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Stammlösung 10 mM in DMSO MI, USA; #21190; (117) 

Lithiumchlorid    Sigma-Aldrich, Taufkirchen;  

Stammlösung 5 M in PBS  #L0505; (179)  

MRTX849    MedCemExpress, Monmouth   

Stammlösung 1 mM in DMSO Junction, NJ, USA; #HY-130149; (180)  

SB216763                                         Cayman Chemical, Ann Arbor,  

Stammlösung 100 mM in DMSO MI, USA; #10010246; (118) 

 

Stimulanz Hersteller; Bestellnummer   

TGFβ1 PeproTech, Rocky Hill, NJ, USA 

Stammlösung 5 µg/ml in Citrat #100-21 

Wnt3a       R & D Systems, Minneapolis, MN 

 Stammlösung 50 mg/ml in PBS  USA; #5036-WN 

 

2.10 Antikörper 

2.10.1 Primäre Antikörper  

Verdünnung in 3 % BSA/TBS-T  

Tabelle 5: Verwendete primäre Antikörper 

Antigen Verdün-

nung WB 

Spezies 

(Klonalität) 

Hersteller Bestellnummer Größe  

-Aktin 1:5000 Maus (mk) Sigma-Ald-

rich 

#A-5441 42 kDa 

-Aktin 1:10000 Kaninchen 

(pk) 

GeneTex #GTX109639 42 kDa 

E-Cadherin 1:3000 Maus (mk) BD 

Bioscience 

#610182 120 kDa 

E-Cadherin 1:5000 Kaninchen 

(mk) 

Cell Signaling 

Technology 

 

#3195S 120 kDa 

N-Cadherin 1:500 Kaninchen 

(pk) 

Takara Bio 

 

#M142 130 kDa 

Cadherin 11 1:500 Kaninchen 

(pk) 

Invitrogen  #71-7600 115 kDa 

Cut-like 1 1:500 Kaninchen 

(pk) 

Santa Cruz 

 

#sc-13024 21 kDa 

Cut-like 2 1:500 Kaninchen 

(pk) 

Sigma-Al-

drich 

 

#SAB2100508 154 kDa 

ERK1/2 1:2000 Maus (mk) Cell Signaling 

Technology 

 

#4696 44 kDa + 

42 kDa 

FoxO3a 1:1000 Kaninchen 

(mk) 

Cell Signaling 

Technology 

 

#2497 82-97 kDa 
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GAPDH 1:2000 Maus (mk) Acris 

 

#ACR001P 38 kDa 

GAPDH 1:10000 Kaninchen 

(pk) 

Rockland 

 

#600-401-GV0 38 kDa 

GFP 1:1000 Kaninchen 

(pk) 

Santa Cruz #Sc-8334  

LEF1 1:2000 Kaninchen 

(mk) 

Cell Signaling 

Technology 

 

#C12A5 48-55 kDa 

Paxillin 1:5000 Maus (mk) BD 

Bioscience 

 

#610052 68 kDa 

Slug 1:500 Kaninchen 

(mk) 

Cell Signaling 

Technology 

 

#9585 30 kDa 

Snail1 1:1000 Kaninchen 

(mk) 

Cell Signaling 

Technology 

 

#3879 30 kDa 

Twist-1 1:1000 Kaninchen 

(mk) 

Protein Tech-

nology 

 

#25465-1-AP 26 kDa 

Vimentin 1:500 Maus (mk) Sigma-Ald-

rich 

 

#V-6630 53-67 kDa 

Vimentin 1:1000 Kaninchen 

(mk) 

Cell Signaling 

Technology 

 

#5741 57 kDa 

ZEB1 1:1000 Kaninchen 

(pk) 

Sigma-Ald-

rich 

 

#HPA027524 130 kDa 

ZEB2 1:1000 Kaninchen 

(pk) 

Sigma-Ald-

rich 

 

#AV33694 137 kDa 

p-ERK1/2 

Thr202/Tyr204 

1:3000 Kaninchen 

(pk) 

Cell Signaling 

Technology 

 

#9101 42 kDa + 

44 kDa 

 

2.10.2 Sekundäre Antikörper 

Verdünnung in 3 % BSA/TBS-T 

Tabelle 6: Verwendete sekundäre Antikörper 

Antigen Verdünnung 

WB 

Funktionsweise Hersteller Bestell-num-

mer 

α-Kaninchen IgG 1:5000 HRP-gekoppelt Sigma-Aldrich #A-6154 

α-Kaninchen IRDye 

800CW 

1:600.000 Nahinfrarot-Fluo-

reszenz 

LI-COR 

Biosciences 

#926-32211 

α-Maus  

IRDye 680LT 

1:600.000 Infrarot-Fluoreszenz LI-COR 

Biosciences 

#926-68021 

 

2.11 Software  

AnalySIS Version 3.2    SIS, Münster  

Fusion Molecular Imaging Version 15.18  Vilber Lourmat, Eberhardzell 

Gen5 2.00      BioTek, Bad Friedrichshall  

GraphPad Prism Version 7.0   Graphpad Software, San Diego, CA, USA 
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ImageJ 1.45b   U.S. National Institutes of Health, Bethesda, 

WA, USA  

Image Studio Version 5.2 LI-COR Biosciences, Bad Homburg vor der 

Höhe  

Microsoft Office 2016 für Windows  Microsoft, Redmond, WA, USA 

MikroWin 2000 Version 4.41    Mikrotek Laborsysteme, Overath  

NanoDrop 1000 Version 3.8.1  NanoDrop Technologies, Wilmington, DE, 

USA 

PAULA Cell Imager    Leica, Wetzlar 

 

3. Methoden  

Alle Methoden wurden nach dem etablierten Standardprotokoll der AG Menke durchge-

führt. Die verwendeten Puffer und Lösungen wurden in doppelt destilliertem Wasser an-

gesetzt. 

 

3.1 Zellbiologie  

3.1.1 Kultivierung von humanen, adhärenten Zellen 

Die verwendeten Zellkulturmaterialien entsprechen der Standardqualität. Sterile Arbei-

ten in der Zellkultur wurden an einer Sicherheitswerkbank durchgeführt. Die Zellen wur-

den in einer 100 mm Zellkulturschale mit 10 ml DMEM-Wachstumsmedium bei 37 °C, 

10 % CO2 und 90 % relativer Luftfeuchtigkeit kultiviert. Ein Medienwechsel erfolgte alle 

2-3 Tage. Bei einer Konfluenz des Monolayers von etwa 80-100 % wurden die Zellen 

passagiert. Dazu wurden die Zellen zunächst mit 1 x CMF-PBS gewaschen und mit 

0,05 % Trypsin-EDTA für 3-7 min im CO2-Inkubator inkubiert. Anschließend erfolgte die 

Resuspension in 5 ml DMEM-Wachstumsmedium und Abzentrifugation über 3 min bei 

1000 xg. Das Zellsediment wurde erneut resuspendiert und im Verhältnis 1:5 - 1:20 in 

einer neuen Zellkulturschale subkultiviert. 

Für die Behandlung der Zellen mit Inhibitoren und Stimulanzien sowie für transiente 

Transfektionen wurde die Zellzahl vor dem Aussäen mittels Neubauer-Zählkammer be-

stimmt. Hierfür wurden 10 µl der 10 ml Zellsuspension auf die Zählkammer pipettiert, bei 

zehnfacher Vergrößerung mikroskopiert und jeweils vier große Quadranten ausgezählt. 

Der sich daraus ergebende Mittelwert multipliziert mit dem Faktor 104 entsprach der Zell-

zahl in einem Milliliter Zellsuspension. 

 

3.1.2 Inhibition bzw. Stimulation von humanen, adhärenten Zellen 

Bei einer Konfluenz des Monolayers von 50-60 % erfolgte die Behandlung der Zellen mit 

den unten aufgeführten Substanzen. Die Messung der Konfluenz wurde mithilfe der 
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Confluence App des PAULA Cell Imager (Fa. Leica, Wetzlar) durchgeführt. Unmittelbar 

vor der Inhibition bzw. Stimulation erfolgte ein Medienwechsel. Im nachfolgenden 

Schema sind die verwendeten Substanzen in den jeweils verwendeten Konzentrationen 

aufgeführt. Im Anschluss erfolgte die Inkubation über einen Zeitraum von 24 h oder 48 h. 

Tabelle 7: Verwendete Konzentrationen von Inhibitoren bzw. Stimulanzien 

Behandlung Stammlösung eingesetzte Konzentrationen 

AMG-510 10 mM, in DMSO 1 nM; 2 nM; 5 nM; 10 nM; 25 nM; 50 nM 

GSK3 Inhibitor XIII 10 mM, in DMSO 5 µM; 10 µM 

LiCl 5 M, in PBS 10 mM; 25 mM; 50 mM 

MRTX849 1 mM, in DMSO 1 nM; 2 nM; 5 nM; 10 nM; 25 nM; 50 nM 

SB216763 10 mM, in DMSO 5 µM; 10 µM 

TGFβ1 5 µg/ml, in Citrat 10 ng/ml 

Wnt3a 50 mg/ml, in DMSO 50 ng/ml 

 

3.1.3 Transiente Luziferase-Transfektion von H1299 mit PEI 

Für ein 24-Well wurden 6 x 104 Zellen pro Well ausgesät. Am nächsten Tag wurde das 

Wachstumsmedium erneuert und es erfolgte bei einer Konfluenz von 70-80 % die Trans-

fektion mit dem Reagenz PEI. Die verwendeten Mengen und Volumina wurden in einem 

Mastermix angesetzt und sind der Tabelle 8 in Kapitel 3.1.5 zu entnehmen. Der Trans-

fektionsansatz bestehend aus Plasmid-DNA, PEI und DMEM pur wurde für 10 min bei 

Raumtemperatur inkubiert, bevor er langsam auf die Zellen gegeben wurde. Nach 3 h 

erfolgte die Zugabe von 100 µl Wachstumsmedium pro Well. Die transfizierten Zellen 

wurden über 24 h inkubiert. Für die Kontrolle der Transfektionseffizienz wurden zwei 

Wells mit jeweils 0,7 µg pEGFP transfiziert.  

 

3.1.4 Transiente Luziferase-Transfektion von H23 und HCC-44 mit PEI 

Für ein 24-Well wurden 1 x 105 Zellen H23 bzw. 3 x 104 Zellen HCC-44 pro Well ausgesät. 

Am nächsten Tag wurde das Wachstumsmedium erneuert und es erfolgte bei einer Kon-

fluenz von 70-80 % die Transfektion mit dem Reagenz PEI. Die verwendeten Mengen 

und Volumina wurden in einem Mastermix angesetzt und sind der Tabelle 8 in Kapitel 

3.1.5 zu entnehmen. Als Expressionsplasmid wurde stets pcDNA3.1 eingesetzt. Das 

weitere Procedere entsprach dem Protokoll zur transienten Transfektion von H1299 mit 

PEI. Zusätzlich zur Zugabe des Wachstumsmediums nach 3 h wurden die Zellen mit den 

K-Ras-Inhibitoren AMG-510 oder MRTX849 standardmäßig mit den Konzentrationen 

2 nM oder 10 nM inhibiert. In parallelen Arbeiten konnte bereits in Migrationsassays und 

Proliferationsassays gezeigt werden, dass beide Inhibitoren bei der Konzentration 10 nM 
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wirksam sind. Die Kontrollbehandlung wurde mit DMSO durchgeführt. Für die Transfek-

tionskontrolle wurden zwei Wells mit jeweils 0,7 µg pEGFP transfiziert. 

 

3.1.5 Transiente Luziferase-Transfektion von H358 mit Lipofektamine 3000 

Für ein 24-Well wurden 1,3 x 105 Zellen pro Well ausgesät. Am nächsten Tag wurde das 

Wachstumsmedium erneuert und es erfolgte bei einer Konfluenz von 70-80 % die Trans-

fektion mit dem Reagenz Lipofektamine 3000. Die verwendeten Mengen und Volumina 

wurden in einem Mastermix angesetzt und sind der Tabelle 8 zu entnehmen. Im Ansatz 

1 wurde pro Well die DNA in 25 µl Opti-MEM pipettiert und anschließend je 1 µl Lipofek-

tamine 3000 Reagenz hinzugegeben. Im Ansatz 2 wurden pro Well 0,75 µl Lipofekta-

mine 3000 zu je 25 µl Opti-MEM pipettiert. Beide Ansätze wurden getrennt gemischt und 

für 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. Im Anschluss wurde Ansatz 1 zu Ansatz 2 ge-

geben, intensiv gemischt und für 10 min bei Raumtemperatur inkubiert. Dann wurde der 

Transfektionsansatz langsam auf die Zellen gegeben. Nach 6 h erfolgte ein Medienwech-

sel und die Inhibition mit den K-Ras-Inhibitoren AMG-510 oder MRTX849 in den ange-

gebenen Konzentrationen. In parallelen Arbeiten konnte bereits in Migrationsassays und 

Proliferationsassays gezeigt werden, dass beide Inhibitoren bei der Konzentration 10 nM 

wirksam sind. Die transfizierten Zellen wurden über 24 h inkubiert. Für die Kontrolle der 

Transfektionseffizienz wurden zwei Wells mit jeweils 0,7 µg pEGFP transfiziert.  

 

Tabelle 8: Pipettierschema transiente Luziferase-Transfektion 

Zellli-

nie 

Reagenz Trans-

fektions-

effizienz 

Zellzahl Reporter- 

plasmid 

Expressions- 

plasmid 

Renilla Ansatz 

in  

Medium 

vor- 

gelegt 

H1299 2,25 µl 

PEI  

(1 µg/ µl) 

10-15 % 6 x 104 0,4 µg 0,3 µg 0,02 µg 50 µl 

DMEM 

350 µl 

H23 2,25 µl 

PEI 

(1 µg/ µl) 

5-10 % 1 x 105 0,4 µg 0,3 µg 0,02 µg 50 µl 

DMEM 

350 µl 

H358 0,75 µl 

Lipo-fek-

tamine 

3000 +  

1 µl Plus 

Reagent 

20-30 % 1,3 x 105 0,4 µg 0,3 µg 0,02 µg 50 µl 

Opti-

MEM 

300 µl 

HCC-

44 

2,25 µl 

PEI 

(1 µg/ µl) 

5-10 % 3 x 104 0,4 µg 0,3 µg 0,02 µg 50 µl 

DMEM 

350 µl 
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3.2 Proteinbiochemie 

3.2.1 Herstellung von RIPA-Zelllysaten 

Zur Isolation der Proteine aus den eukarytoischen Zellen wurden RIPA-Lysate herge-

stellt. Die Durchführung erfolgte auf Eis. Zunächst wurden die Zellen mit 4 °C kaltem 1 x 

CMF-PBS gewaschen. Die Menge des Lysepuffers richtete sich nach der Konfluenz und 

der Größe der Zellkulturschale. Für 60 mm Schalen wurden bei einer Konfluenz von 90 % 

120 µl verwendet. Je Well eines 6-Well wurden bei einer Konfluenz von 40-90 % jeweils 

50-100 µl Puffer eingesetzt. Die Zellen wurden in 1 x RIPA-Puffer mit 1:50 PI-Mix, 1:50 

Phospho-Stopp und 1:400 Okadaic Acid lysiert und für 2 min auf Eis inkubiert. Das Ab-

lösen des Monolayers erfolgte mittels Zellschaber. Danach wurden die Zellen durch 

7maliges auf- und abziehen in einer 1 ml Spritze mit einer G 26 Kanüle homogenisiert. 

Bei Lysatmengen unter 100 µl erfolgte das Homogenisieren über 3-5 min in einem mit 

Eis gekühltem Ultraschallbad. Im Anschluss wurde die Suspension über 15 min bei 4 °C 

mit 16.000 xg abzentrifugiert und der Überstand in flüssigem Stickstoff schockgefroren. 

Die Aufbewahrung der Lysate erfolgte bei -80 °C. 

 

3.2.2 Herstellung von Luziferase-Zelllysaten  

Zur Analyse der lumineszierenden Proteine aus den transient transfizierten Zellen wur-

den Lysate in Passive Lysis Buffer hergestellt. Dafür wurde das Dual-Luziferase Repor-

ter Assay System von Promega verwendet. Die Zellen wurden auf Eis mit 4 °C kaltem 

1 x CMF-PBS gewaschen. Anschließend erfolgte die Lyse in 80 µl 1 x PLB je Well eines 

24-Well unter 15 min Inkubation bei Raumtemperatur auf dem Wippschüttler. Das Lysat 

wurde bei -20 °C eingefroren und gelagert. 

 

3.2.3 Bestimmung der Proteinkonzentration mittels Bicinchoninsäure-Assay 

Zur quantitativen Bestimmung des Proteingehalts der RIPA-Lysate wurde der Bicin-

choninsäure-Assay durchgeführt. Dieser basiert auf dem Prinzip, dass in alkalischem 

pH-Bereich an Peptidbindungen assoziierende Cu2+ Kupferionen zu Cu+ reduziert wer-

den. Die einwertigen Kupferionen bilden einen violetten Farbkomplex mit der BCA. Durch 

die Messung der optischen Dichte bei einer Wellenlänge von 562 nm konnte die Absorp-

tion quantitativ bestimmt werden. Die Proteinkonzentration wurde näherungsweise er-

rechnet, indem die Absorptionswerte der Proben mit denen einer Eichkurve verglichen 

wurden. Zur Kalibrierung wurde eine Sättigungsreihe aus 0 µl, 2 µl, 4 µl, 6 µl, 8 µl, 10 µl 

und 12,5 µl einer 2 mg/ml BSA-Lösung als Doppelwerte in eine 96-Well-Platte pipettiert 

und die Volumina anschließend auf 20 µl mit ddH2O aufgefüllt. Die Lysate wurden im 

Verhältnis 1:10 in ddH2O verdünnt und jeweils 20 µl für eine Doppelwertbestimmung auf-

getragen. Danach wurden 180 µl des zuvor angesetzten BCA-Färbereagenz 
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hinzugegeben und vermischt. Es folgte eine Inkubation über 30 min bei 37 °C bevor die 

Messung der Proben im Absorptions-Reader ELx800 erfolgte.  

 

3.2.4 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-Page) 

In einer diskontinuierlichen SDS-Page nach Laemmli konnten Proteine ausschließlich 

nach ihrer Masse aufgetrennt werden. In dieser Arbeit wurden dazu Trenngele mit dem 

prozentualen Polyacrylamidgehalt 8,5 %, 10 % und 12,5 % verwendet. Die genaue Zu-

sammensetzung der Trenn- und Sammelgele ist der Tabelle 9 zu entnehmen. Die Trenn-

gele polymerisierten über Nacht bei 4 °C. Die Sammelgele wurden vor dem Beladen ge-

gossen und polymerisierten 30 min bei Raumtemperatur. Die Proben wurden mindestens 

im Verhältnis 1:5 mit 5 x SDS-Probenpuffer versetzt und für 5 min bei 95 °C aufgekocht. 

Es wurden jeweils 50 µg Protein aufgetragen. Von den Proben der Luziferase-Lysate 

wurde keine Proteinkonzentration bestimmt. Stattdessen wurden jeweils 20 µl aufgetra-

gen. Als Marker wurden 7 µl der PageRuler Prestained Proteine Ladder pipettiert. Das 

Gel wurde in eine Elekrophoresekammer eingespannt und mit 1 x SDS-Laufpuffer über-

schichtet. In den ersten 15 min wurde eine Spannung von 80 V angelegt. Für die restliche 

Laufzeit von 1-2 h lag die Spannung bei 110 V. 

 

Tabelle 9: Pipettierschema SDS-Page 

 Trenngel 

8,5 % 

Trenngel 

10 % 

Trenngel 

12,5 % 

Sammelgel 

2 Gele 2 Gele Gelgieß-

ständer 

2 Gele 2 Gele 

30 % Acrylamid 2,3 ml 2,6 ml 13 ml 3,25 ml 380 µl 

2 % Bisacrylamid 0,9 ml 1 ml 5 ml 1,2 ml 150 µl 

3 M Tris pH 8,8 1 ml 1 ml 5 ml 1 ml - 

1 M Tris pH 6,8 - - - - 380 µl 

10 % SDS 80 µl 80 µl 400 µl 80 µl 30 µl 

60 % Saccharose - - - - 750 µl 

ddH2O 3,6 ml 3,2 ml 16,5 ml 2,45 ml 1,3 ml 

TEMED 8 µl 8 µl 40 µl 8 µl 4 µl 

10 % APS 50 µl 50 µl 250 µl 50 µl 40 µl 

Trennbereich 150-50 kDa 130-30 kDa 100-20 kDa - 

 

3.2.5 Western Blot 

In einem Western Blot wurden die in der SDS-Page aufgetrennten Proteine aus dem 

Polyacrylamidgel auf eine Nitrozellulosemembran übertragen. In dieser Arbeit wurde das 
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Prinzip des Tank Blots angewendet. Dafür wurde das Gel auf die Membran gelegt und 

zwischen Filterpapier und Schwämmen in eine Transferkammer eingespannt. Die Blot-

kammer wurde mit Transferpuffer aufgefüllt. Die Zeiten für den Proteintransfer variierten 

je nach Polyacrylamidgehalt des Gels, Proteingröße und Phosphorylierungszustand des 

Proteins. Der Transfer erfolgte bei 4 °C für 8,5 % Gele über 2,5 h bei 60 V, für 10 % Gele 

über 3 h bei 60 V und für 12,5 % Gele über 11 h bei 20 V. Im Anschluss wurde die Memb-

ran in VE-H2O gewaschen. Zur Beurteilung des erfolgten Transfers wurde eine Färbung 

für 5 min in Ponceau-S-Lösung durchgeführt. Die Membran wurde gescannt und an-

schließend in 1 x TBS-T vollständig entfärbt.  

 

3.2.6 Proteinfärbung mittels spezifischer Antikörper und Proteindetektion mittels 

Chemilumineszenz und Nah-Infrarot-Lumineszenz 

Um Proteine spezifisch durch AK nachweisen zu können, erfolgte im ersten Schritt das 

Abblocken der Membran über 1 h in 5 % Milchpulver/TBS-Lösung bei Raumtemperatur. 

Anschließend wurde die Membran in TBS-T gewaschen und über mindestens 12 h bei 

4 °C in einer 3 % BSA/TBS-T-Lösung mit der entsprechenden Verdünnung des AK (siehe 

Tabelle 5 Kapitel 2.10.1) auf einem Wippschüttler inkubiert. Danach wurde die Membran 

3 x für 5 min in 1 x TBS-T gewaschen. Der Sekundärantikörper wurde in entsprechender 

Verdünnung (siehe Tabelle 6 Kapitel 2.10.2) in 3 % TBS-T für 1 h bei Raumtemperatur 

auf die Membran gegeben. Danach erfolgte erneutes Waschen über 2 x 5 min in 1 x TBS-

T und 1 x 5 min in TBS. Die Detektion der Proteine erfolgte entweder über HRP-gekop-

pelte AK durch Chemilumineszenz oder über Fluoreszenzfarbstoff-gekoppelte AK mittels 

Nah-Infrarot-Lumineszenz. 

Für die Detektion mittels Chemilumineszenz wurde das SuperSignal™ West Pico Plus 

Substrat von Thermo Fisher Scientific verwendet. HRP katalysiert die Oxidation von Lu-

minol, was zu der Emission von Lichtquanten der Wellenlänge 428 nm führt. Die ECL-

Lösung verstärkte diese Emission, wodurch sie quantitativ messbar wurde. Die ECL-

Lösung wurde in einer lichtgeschützten Box im Verhältnis 1:1 aus Luminol/Enhancer-

Lösung und stabiler Peroxid-Lösung angesetzt. Anschließend wurde die Membran für 

5 min in der ECL-Lösung inkubiert. Die Detektion erfolgte über den CCD-Sensor des 

Fusion SL4-3500.WL. Die Signale wurden regulär über einen Zeitraum von 30 s bis 6 min 

bei Full Resolution oder High Sensitivity aufgenommen.  

Für die Detektion mittels Nah-Infrarot-Lumineszenz wurden an AK gekoppelte IRDye-

Fluoreszenzfarbstoffe durch Laser der Wellenlänge 680 nm im roten Kanal oder 800 nm 

im grünen Kanal angeregt. Das emittierte Licht wurde mittels LI-COR Odyssey Sa oder 

CLx Scannern detektiert. Bei diesem Prinzip konnten zwei verschiedene Proteine 
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simultan betrachtet werden, indem zwei gegen verschiedene Spezies gerichtete Pri-

märantikörper verwendet wurden. 

Für die quantitative Auswertung wurde eine Densitometrie mit der Software Image Stu-

dio Version 5.2 durchgeführt. Dabei wurde die Bandenstärke der jeweiligen Proteine, auf 

die der Beladungskontrolle normiert. Die Normierung der densitometrischen Messung 

phosphorylierter Proteine hingegen erfolgte auf die Bandenstärke des jeweiligen nicht 

phosphorylierten Proteins. 

 

3.2.7 Dual Luziferase Reporter Assay 

Für den Dual Luziferase Reporter Assay wurde das Dual-Luziferase Reporter Assay 

System von Promega nach Herstellerangaben verwendet. In diesem Assay wurde die 

relative Promotoraktivität bestimmter Gene erfasst. Die beiden Reportergene Firefly und 

Renilla codieren für Luziferasen, deren Biolumineszenz mittels Luminometer erfasst 

wurde. Das pRL-TK-Plasmid codiert dabei für die Luziferase aus Renilla reniformis und 

diente als interne Kontrolle der Normierung der Transfektionseffizienz. Die Promotoren, 

deren Aktivität erfasst werden sollte, waren an die Firefly-Luziferase aus Photinus pyralis 

kloniert. Bei der Transfektion wurden Reporterplasmid, Expressionsplasmid und Kon-

trollplasmid simultan transfiziert. Die experimentellen Ansätze wurden als Doppelbestim-

mungen in mind. drei unabhängigen Transfektionen durchgeführt. Pro Transfektionsan-

satz wurden zwei Wells ausschließlich mit je 0,7 µg des Expressionsplasmides pEGFP-

C1 transfiziert. Dies diente als Transfektionskontrolle und als Wert für den unspezifi-

schen Hintergrund. Das Plasmid pcDNA3.1 codiert für kein Protein und diente der Nor-

mierung auf die Grundaktivität des Promoters. Durch diesen methodischen Aufbau des 

Luziferase-Assays werden experimentelle Ungenauigkeiten wie eine unterschiedliche 

Zellzahl; Transfektionseffizienz und Effizienz der Lyse minimiert. Die eingesetzten Men-

gen und Volumina sind der Tabelle 8 in Kapitel 3.1.5 zu entnehmen. Vor der Messung 

erfolgte eine Zentrifugation der Lysate über 20 s bei 20.000 xg. 40 µl des Überstandes 

wurden in eine schwarze 96-Well-Platte pipettiert. Die Detektion der Biolumineszenz er-

folgte mittels Luminometer Centro XS3 LB 960. Während der Messung wurden über ei-

nen Autoinjektor jeweils 40 µl Luziferase Assay Reagenz II und später 40 µl Stop & Glo® 

Reagenz hinzugegeben. 

In der Auswertung wurden die Werte für den unspezifischen Hintergrund von den Werten 

der Luziferasen subtrahiert. Die relative Luziferaseaktivität entsprach dem Verhältnis von 

Firefly-Luziferase zur Renilla-Luziferase. Die relative Luziferaseaktivität wurde auf die 

pcDNA3.1, bzw. auf den DMSO-Wert normiert, welche gleich 1 gesetzt wurde. Der ge-

messene Hintergrund lag für den Luziferase-Wert im Bereich von 15-40 Lumeneinheiten. 

In den Ergebnissen abgebildet werden Konstrukte, deren Luziferase-Werte bei ≥ 
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300 Lumeneinheiten lagen. Die Luziferase-Werte lagen i.d.R. zwischen 1.500 und 

40.000 Lumeneinheiten. Es wurden die Mittelwerte (MW) und Standardabweichungen 

(SD) berechnet. Der Mittelwert entspricht der relativen Promotoraktivität des auf 

pcDNA3.1 normierten Verhältnis von Firefly-Luziferase-Aktivität zu Renilla-Luziferase-

Aktivität. Zur Abschätzung der Transfektioneffizienz wurde in einem gesonderten Ansatz 

der leere pEGFP-Vektor verwendet und die Anzahl grün-fluoreszierender Zellen als pro-

zentualer Anteil der Gesamtzellzahl bestimmt. Folgende Grenzwerte wurden in dieser 

Arbeit für eine Reprimierung bzw. Aktivierung der relativen Promotoraktivität festgelegt: 

Für die in den Kapiteln 4.2 und 4.4 beschriebenen Luziferase-Assays, in denen mit einer 

Überexpression von Expressionsplasmiden gearbeitet wurde, wurde ≤ 0,65 x bzw. ≥1,9 x 

definiert (H1299 und H358). Für die in den Kapiteln 4.3 und 4.6 beschriebenen Luzi-

ferase-Assays in denen mit K-Ras-Inhibition gearbeitet wurde, wurde ≤ 0,7 x bzw. ≥1,6 x 

(H358) und ≤ 0,7 x bzw. ≥1,9 x (HCC-44 und H23) definiert. Bei einem Wert, der maximal 

0,1 x unter bzw. über dem Grenzwert liegt, wird im Folgenden von einer tendenziellen 

Erhöhung bzw. Verminderung der relativen Promotoraktivität gesprochen. Die Grenz-

werte für die Zelllinie H358 wurden großzügiger gewählt, weil hier die Standardabwei-

chungen deutlich geringer, die Ergebnisse demnach besser reproduzierbar und kleinere 

Abweichungen messbar waren. Alle Experimente mit den Zelllinien H1299 und H358 

wurden unabhängig voneinander i.d.R. dreimal durchgeführt. Konstrukte, deren Ergeb-

nis innerhalb des zuvor für diese Arbeit festgelegten Grenzwertintervalles lagen, wurden 

z. T. nur zweimal transfiziert. Alle Experimente mit den Zelllinien H23 und HCC-44 wur-

den unabhängig voneinander in der Regel dreimal durchgeführt. Abweichende Stichpro-

benzahlen sind entsprechend aufgeführt.  

 

3.3 Mikrobiologische Methoden 

3.3.1 Transformation von chemisch kompetenten E. coli TOP10 

Der Ansatz für die Transformation bestand aus 200 µl auf Eis aufgetauten, kompetenten 

E. coli TOP10, 0,2 µg des Plasmids und 100 µl 4 °C kaltem TCM-Puffer und wurde für 

30 min auf Eis inkubiert. Anschließend erfolgte eine Wärmebehandlung für 1 min bei 

42 °C, gefolgt von 1 min auf Eis. Es wurden 700 µl LB-Medium (Raumtemperatur) hinzu-

gefügt und der Transformationsansatz für 45 min bei 37 °C und 650 rpm inkubiert. An-

schließend wurden 200 µl auf eine mit dem entsprechenden Selektionsmedium versetzte 

LB-Agarplatte ausgestrichen und über Nacht bei 37 °C inkubiert. Am nächsten Tag 

wurde ein einzelner Klon von der Platte in 5 ml LB-Medium überführt, mit Selektionsan-

tibiotikum versetzt und über Nacht bei 37 °C und 180 rpm inkubiert. 
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3.4 Molekularbiologische Methoden 

3.4.1 Isolation der Plasmid-DNA 

Die Isolation der Plasmid-DNA erfolgte mit dem Plasmid Midi Kit von Qiagen nach Her-

stellerangaben. Die Aufreinigung der DNA wurde mit dem NucleoBond Finalizer von Ma-

cherey-Nagel nach Anleitung des Herstellers durchgeführt und die DNA in 500 µl 1 x TE-

Puffer eluiert. Die DNA-Konzentration wurde mit dem Spektrophotometer NanoDrop ND-

1000 bei einer Wellenlänge von 260 nm und 280 nm gemessen. Ab einem Verhältnis des 

Absorptionswertes 260 nm zu 280 nm von > 1,9 galt die DNA als rein. 

 

3.4.2 Restriktionsverdau 

Die Plasmid-DNA wurde mittels Restriktionsendonukleasen hydrolysiert, um die korrekte 

Länge des Inserts zu überprüfen. Der Restriktionsansatz bestand aus 0,5 µg Plasmid, 

2,5 U Restriktionsenzym (10 U/µl) und 1 µl des dazugehörigen 10 x Puffers. Der Ansatz 

wurde mit ddH2O auf ein Endvolumen von 10 µl aufgefüllt und für 1 h bei 37 °C inkubiert.

  

3.4.3 Agarose-Gelelektrophorese 

In der Agarose-Gelelektrophorese erfolgte die Auftrennung der DNA nach Größe und 

Ladung. Dazu wurde ein 1 % Agarosegel aus 0,8 g Agarose und 80 ml 1 x TAE-Puffer 

aufgekocht. Nach dem Abkühlen auf 45 °C wurden 10 µl Midori Green Advance hinzuge-

fügt. Das Gel verfestigte sich beim Abkühlen über mindestens 45 min und wurde an-

schließend mit 1 x TAE-Puffer beschichtet. Für die Proben wurden 0,5 – 1 µg Plasmid-

DNA im Verhältnis 1:5 mit 10 x Agarose-Ladepuffer angesetzt und mit ddH2O auf 10 µl 

aufgefüllt. Als Marker wurden 5 µl der 1 kb DNA ladder aufgetragen. Die Elektrophorese 

lief für 1 h bei 80 V. Die Detektion des zwischen die DNA interkalierenden Midori Greens 

erfolgte mit dem UV-Transilluminator GeneFlash. 

 

3.5 Statistik 

Alle Experimente, die mindestens dreimal unabhängig voneinander durchgeführt wur-

den, wurden statistisch ausgewertet. Für die Luziferase-Assays wurden Mittelwert (MW) 

und Standardabweichung (SD) berechnet. Die Werte wurden auf zwei Nachkommastel-

len gerundet. Aus Gründen der besseren Übersichtlichkeit wurde die Abbildung auf die 

Darstellung von MW+ SD beschränkt. Die Auswertung erfolgte mittels one sample t-Test, 

bzw. mittels zweiseitigem t-Test mit vorheriger Testung auf eine Normalverteilung mittels 

Shapiro-Wilk-Test. Dabei wurden folgende Signifikanzniveaus unterschieden: p < 0,05 = 

*; p < 0,01 = **; p < 0,001 = ***. 
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4. Ergebnisse 

4.1 Morphologische Betrachtung der verwendeten NSCLC-Zelllinien 

Alle verwendeten Zelllinien wurden aus dem Material verschiedener NSCLC-Proben 

etabliert. Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Analyse auf folgende Adenokarzinomzell-

linien beschränkt: H1299, H23, HCC-44 und H358. H1299 wurde aus einem Lymphkno-

ten abgeleitet. H358 entspricht dem Subtyp des bronchoalveolären Karzinoms. H358- 

und H23-Zellen tragen heterozygot, HCC-44 trägt homozygot, die aktivierende KRAS-

Punktmutation G12C. H1299 trägt keine KRAS-Mutation, ist aber heterozygot für die 

aktivierende NRAS-Punktmutation Q61K (siehe Kapitel 2.5.2). 

Dargestellt sind Phasenkontrastaufnahmen der Zelllinien H1299, H359, HCC-44 und 

H23 mit einer Zellkonfluenz von etwa 50 % (Abb. 1 A-D), bzw. 100% (Abb. 1E-H). Die 

Zellen der verschiedenen Zelllinien zeigen deutliche Unterschiede in ihrer mikroskopi-

schen Morphologie. Die Zellen der Zelllinie H1299 haben einen polygonalen Zellkörper 

mit großem, zentralem Zellkern (Abb. 1 A+E). Die Zelllinie H358 ist epithelialer und 

wächst gruppiert in Zellverbänden. Die Zellkörper sind v. a. an den Randbereichen der 

Zellgruppen spindelförmig mit zentral gelegenem Zellkern. (Abb. 1 B+F). Die Zellen der 

Zelllinie HCC-44 sind am größten. Bei mittlerer Konfluenz bilden sich multiple elongierte 

Zellausläufer, die die mesenchymale Morphologie der HCC-44-Zellen bedingen. (Abb. 1 

C+G). Die Morphologie der Zelllinie H23 ist verglichen mit den anderen in dieser Arbeit 

verwendeten Zelllinien sehr heterogen. Der zelluläre Pleomorphismus innerhalb der Zell-

linie zeigt sich in einer deutlichen Variationsbreite der Größe der einzelnen Zelle sowie 

des Zellkerns. Es sind rundliche H23-Zellen, die untereinander Zell-Zell-Kontakte ausbil-

den, ebenso wie kleinere fibroblastenähnliche, spindelförmige H23-Zellen mit multiplen 

z. T. langen Zellausläufern abgebildet (Abb. 1 D+H). 

Die in Abb. 1 A-H jeweils erkennbaren hellen abgekugelten Zellen, liegen auf der adhä-

renten Zelllage und stellen zum einen Teil in Suspension gegangene Zellen und zum 

anderen Teil bereits abgestorbene Zellen dar. 
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Abb. 1 Phasenkontrastaufnahmen der verwendeten NSCLC-Zelllinien. 
Dargestellt sind Ausschnitte von Phasenkontrastaufnahmen der Zelllinien H1299, H359, HCC-44 und H23. Die 
zelluläre Konfluenz beträgt ca. 50 % (A-D), bzw. 100 % (E-H). 

 
4.2 Einfluss von Transkriptionsfaktoren und Kinasen auf die Regulation der Pro-

motoraktivität von Reporterkonstrukten in der Zelllinie H1299 

Das Ziel dieser Arbeit ist die Analyse der Rolle von onkogenem K-Ras und TGFβ1 in der 

EMT-assoziierten Genregulation des NSCLC. Dafür wurde die Regulation der Promotor-

aktivität verschiedener Reporterkonstrukte durch die Überexpression verschiedener 

Transkriptionsfaktoren, Kinasen und einer Phosphatase mittels Dual Luziferase Reporter 

Assay untersucht. 

Die verwendeten Reporterplasmide enthielten endogene Promotorsequenzen oder Mo-

tive für Bindungselemente von Transkriptionsfaktoren, die vor die cDNA der Firefly-Lu-

ziferase aus Photinus pyralis kloniert wurden. Die Expressionsplasmide codieren jeweils 

für Signalmoleküle, die nach erfolgreicher Transfektion der Plasmide überexprimiert wer-

den. Bei der Transfektion wurde ein Reporterplasmid zeitgleich mit je einem Expressi-

onsplasmid oder pcDNA3.1 und dem Kontroll-Reporterplasmid pRL-TK cotransfiziert. 

Das Kontrollplasmid pRL-TK codiert für die Renilla-Luziferase aus Renilla reniformis un-

ter der Kontrolle des konstitutiv-aktiven Promotors der Tymidin Kinase (TK) und dient als 

interne Kontrolle zur Normierung der Transfektionseffizienz. Das Plasmid pcDNA3.1 ist 

der leere Vektor und codiert für kein Signalprotein; die entsprechenden Ansätze dienen 

der Normierung auf die zelluläre Grundaktivität des jeweiligen Promoters. Diese relative 

Promotoraktivität wurde in den Auswertungen gleich 1 gesetzt. Die Inkubation nach 

Transfektion erfolgte über 24 h. Die experimentellen Ansätze wurden als Doppelbestim-

mungen in mind. drei unabhängigen Transfektionen durchgeführt. Die in den Abbildun-

gen dargestellten MW + SD der relativen Promotoraktivitäten entsprechen dem auf 
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pcDNA3.1 normierten Verhältnis von Firefly-Luziferase-Aktivität zu Renilla-Luziferase-

Aktivität. 

 

Die Dual Luziferase Reporter Assays wurden wie in den Kapiteln 3.1.3 und 3.2.7 be-

schrieben durchgeführt. In dieser Arbeit wurde für die H1299-Zellen eine Veränderung 

der Messwerte um ≥ 1,9 x bzw. eine Reduktion ≤ 0,65 x als Grenzwert für eine Erhöhung 

bzw. Reprimierung der relativen Promotoraktivität festgelegt. 

Reporterplasmide mit endogenen Promotorsequenzen der Gene folgender Proteine wur-

den verwendet: c-MYC, Snail1, Slug, p21Cip1 (cyclin-dependent kinase inhibitor protein 

1), Cyclin D1, MnSOD (Mangan-Superoxid-Dismutase), G6Pase (Glucose-6-Phospha-

tase), NFAT (Nuclear factor of activated T-cells), MMP9 (Matrixmetalloproteinase 9). 

Außerdem wurden synthetische Reporterplasmide mit z.T. repetitiven Sequenzen der 

Bindungselementen der folgenden Transkriptionsfaktoren verwendet: Ets (Erythroblast 

transformation specific), AP1 (Activator protein 1), Ets-AP1, NFκB (nuclear factor 'kappa-

light-chain-enhancer' of activated B-cells), C/EBP (CCAAT/Enhancer-Binding-Proteine), 

TCF (T-cell factor) (TOPflash-Reporter), Smad/TGFβ-Bindungselement (3TP-Lux-Re-

porter), SRE (serum response element). 

Zur Überexpression folgender Proteine wurden Expressionsplasmide eingesetzt: ZEB1 

(Zinc finger E-box-binding homeobox 1) in den Isoformen 1 und 2, ZEB2, Snail1 und 

Slug, Twist1, LEF1 (lymphoid enhancer factor), FOXO3a (Forkhead-Box-Protein O3a), 

Homöobox-Proteine Cut-like 1 und Cut-like 2, TGFβR1 ca (TGFβ-Rezeptor 1 konstitutiv 

aktiv), TAK ca (TGFβ-aktivierte-Kinase konstitutiv aktiv), p110α (katalytische Unterein-

heit α der Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat-3-Kinase), die Tyrosin-Kinase Fer sowie 

die Phosphatase PTEN (Phosphatase and Tensin homolog). 

Die Mehrheit der Ergebnisse von Fer und PTEN war gegenüber den Kontrollen nicht 

verändert und wird daher im Ergebnisteil nicht abgebildet.  

Im ersten Schritt wurden die Sequenzmotive und Bindestellen der verwendeten Re-

porterplasmide näher betrachtet. Hierzu wurde unter Verwendung der Datenbanken 

Nukleotide BLAST (181), PubMed (182) und JASPAR (170) eine in silico Analyse durch-

geführt. Die Ergebnisse sind in der nachfolgenden Tabelle 10 zusammenfassend darge-

stellt. 
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Tabelle 10: Sequenzmotive und Bindestellen der verwendeten Reporterplasmide 

Reporter-

plasmid 

DNA-Se-

quenz 

nBLAST 

Transkriptionsfaktor-Bindestellen  

(Konsensussequenzen in der Fußnote) 

Referenz 

pTopflash synthetisch 2 Sets a 3 TCF/Lef1-Bindestellen (Wildtyp), davon 

ein Set invers orientiert, ein WRE22 

(150) 

p3TPLux synthetisch 3 AP12-Bindestellen, davon eine invers orientiert 

(Vervielfältigung des Bereichs -73 bis -42 des hu-

manen Kollagen-Gens) und ein TGFβ-Bindungs-

element, welches 3 AP1-ähnliche Bindestellen ent-

hält (der Bereich -636 bis -740 des humanen PAI-

Promotors) 

(151) 

pGL3- 

c-myc 

Del.1 

-2788/-29 

Del-1 

(XmnI 

->PvuII) 

Chr. 8 

(q24.21) 

2 TCF/Lef1-Bindestellen, die (APC)- und β-Catenin-

Response-Elemente des Promotors sind deletiert; 

c-MYC Bindesequenz: 5‘-CACGTG-3‘, zwei WRE22 

(152) 

pGL3-

NFκB 

synthetisch 3 NFκB3-Motive; 2 davon invers orientiert:  

NFkB Bindesequenz: 5‘-GGGACTTTCC-3‘ 

(154) 

pAP1(PMA

)-TA-Luc 

synthetisch vier Kopien der AP12-Bindestelle  Clontech/brab 

Bio Company 

(155) 

pGL3-Cyc-

lin D1 hu-

man (-962) 

-962/+134 

Chr. 11 

(q13) 

3 Ets4-Bindestellen, eine AP12-Bindestelle, ein 

CREB5-Motiv, eine TCF/Lef1-Bindestelle und vier 

potenzielle in nur einer Base abweichende 

TCF/Lef1-Bindestellen; außerdem u.a. ein E-Box6-

Element, zwei Sp17- und mind. drei NFκB3-Binde-

stellen, ein WRE22 und vier in nur einer Base ab-

weichende WRE22 

 (156) 

(183) 

pGL3-

SRE.L 

synthetisch 2 Kopien von SRE8-Bindungselementen aus dem 

c-Fos-Gen 

(157) 

pGL3-

NFAT 

synthetisch 

 

 

3 Tandem-Wiederholungen eines Fragments des 

IL-2-Promotors mit NFAT9-Bindestellen  

(158) 

pGL4-

luc2P/C/E

BP-

RE/minP/H

ygro 

synthetisch 5 C/EBP10-Bindestellen  

 

Direktauskunft 

des Herstellers 

Promega, un-

veröffentlicht 

pGL3-

MnSOD luc 

-3340/ 

+260; bein-

haltet die 

5´-Region, 

Exon 1 und 

anteilig Int-

ron 1  

Chr. 6 

(q25.3) 

2 AP12-, 3 AP211-, 6 Sp17-Bindestellen, ein CREB5- 

und 2 NFκB3-Motive sowie eine dem CREB5 ähnli-

che Sequenz (TPA-sensitiv) und eine inverse 

DBE/FOXO12-Bindestelle 

(159) 

(160) 

pGL3-Glu-

cose-6-

-1227/+57  

Chr. 17 

(q21.31) 

u.a. 3 AP12-, 5 AP211-Bindestellen sowie 4 

C/EBP10-, 3 CREB5-, 2 IRE/FOXO13- und ein 

(161) 

(184) 
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Phospha-

tase luc 

GRE14-Element wurden für die im Plasmid enthal-

tene Sequenz beschrieben 

pGL4-Ets-

AP1 

synthetisch 3 Ets4- und 3 AP12-Bindesstellen (162) 

pGL3-Ets -962/+134 

des Cyclin 

D1-Promo-

tors 

Chr. 11 

(q24.3) 

3 Ets4-Bindestellen, eine AP12-Bindestelle, ein 

CREB5-Motiv, eine TCF/Lef1-Bindestelle 

(156) 

 

pGL2-

MMP9 

mind. -

693/+ 36 

(Insert 

900 bp) 

Chr. 20 

(q13.12) 

ein NFκB3-Motiv, eine Sp17- und 2 AP12-Bindestel-

len; eine Ets4-Bindestelle sowie ein TGFβ-Bin-

dungselement16 

(163) 

pGL4.10-

Claudin-1 

 

Mind. -

1303 bis -

262 

Chr. 3 

(q28) 

u.a. 2 TCF/Lef1-Bindestellen sowie 4 GATA16-Se-

quenzen 

(164) 

pGL2/p21 

promoter-

Luc 

-7698/-

5363 

Chr. 6 

(p21.2) 

2 potentielle VDRE17-Sequenzen, außerdem be-

schrieben für den p21-Promotor ist u.a. ein 

C/EBP10-Element, Sp17-Bindestellen, mehrere 

p5318-Bindestellen 

(165) 

(166) 

 

pGL2/Snail -1045/-56 

Chr. 20 

(q13.13) 

u.a. NFκB3-, HRE19- und SMAD20-Bindemotive und 

ein E-Box6-Element 

(167) 

(185) 

pGL2/Slug -908/-2 

 

Chr. 8 

(q11.21) 

3 von 7 beschriebenen E-Box6-Elementen und eine 

TGFβ-sensitive Sp17-Bindestelle liegen innerhalb 

der vom Plasmid codierten SNAI2-Reporterse-

quenz; darüber hinaus sind für den SNAI2-Promo-

tor AP12-, SMAD20- und TCF/Lef1-Bindestellen be-

schrieben 

(167) 

(77) 

(186) 

(168) 

pGL3/E-

Cadherin 

(-1008/ 

+49)  

human 

-1008/+49 

Chr. 16 

(q22.1) 

3 E-Box6- und ein E-pal21-Element, 2 Sp17-sowie 2 

AP211-Bindestellen  

(169) 

(77) 

pGL2/N-

Cadherin  

-1087 

-1087/+86 

Kpn-Ver-

dau 

Chr. 18 

(q12.1) 

u.a. ein E-Box6-Element und 2 SMAD20-Bindestel-

len  

AG Menke 

(187) 

 
1 TCF/Lef-Konsensussequenz 5'-CCTTTGATC-3' 
2 AP1-Konsensussequenz 5'-TGAG/CTCA-3' 
3 NFκB-Konsensussequenz 5'-GGRNNYYCC-3' 
4 Ets-Konsensussequenz 5'-GGAA/T-3'  
5 CREB-Konsensussequenz 5'-TGACGTCA-3' 
6 E-Box-Konsensussequenz 5'-CANNTG-3' 
7 Sp1-Konsensussequenz (entspricht GC-Box-Element) 5'-(G/T)GGGCGG(G/A)(G/A)(C/T)-3′ 
8 SRE-Konsensussequenz 5'-CC(A+T)6GG-3'  
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9 NFAT-Konsensussequenz 5'-AGGAGGAAAAACTGTTTC-3' 
10 C/EBP-Konsensussequenz 5'-T(TG)NNGNAA(TG)-3',  
11 AP2-Konsensussequenz 5'-GCCNNNGGC-3' 
12 DBE/FOXO-Konsensussequenz 5'-TT(G/A)TTTAC-3'  
13 IRE/FOXO-Konsensussequenz 5'-TT(G/A)TTTTG-3' 
14 GRE-Konsensussequenz 5'-AGAACANNNTGTTCT-3' 
15 TGFβ-Bindungselement 5'-GNNTTGGNGN-3' 
16 GATA-Konsensussequenz 5'-(T/A)GATA(A/G)-3' 
17 VDRE-Konsensussequenz 5'-AGGTCA-3' 
18p53-Konsensussequenz, ein Tandem aus zwei palindromischen Sequenzen, 5'-

RRRCA/TA/TGYYY-3' 
19 HRE-Konsensussequenz 5'-A/G CGTG-3' mit einer hochvariablen Ankersequenz 
20 SMAD-Konsensussequenz 5'-GTCTAGAC-3' 
21 E-pal-Element in E-Cadherin 5'-CACCTGCAGGTG-3' 
22 WRE-Konsensussequenz 5'-CTTTGAT-3' 
Abkürzungen: Purinbase [R], Pyrimidinbase [Y], beliebiges Nukleotid [N]. 
 

4.2.1 Nachweis der Proteinexpression in Luziferase-Lysaten 

Zunächst wurde getestet, ob nach transienter Transfektion wie im Methodenteil be-

schrieben, das ektop exprimiert Protein in den Luziferase-Lysaten mittels Western Blot 

nachgewiesen werden konnte. Der Nachweis wurde mittels Western Blot exemplarisch 

für die im Nachfolgenden aufgeführten Proteine geführt, da hierfür zum Zeitpunkt der 

Arbeit bereits spezifische Antikörper etabliert waren: ZEB1 Isoformen 1 und 2, ZEB2, 

Snail1, Slug, Twist1, LEF1, FOXO3a, Cut-like 1, Cut-like 2.  

 
Abb. 2 Nachweis der Proteinüberexpression in Luziferase-Lysaten.  
Zur Analyse der ektop exprimierten Proteine in transient transfizierten H1299-Zellen, wurden Lysate mit Passive 
Lysis Buffer hergestellt. Die Lysate wurden in SDS-Polyacrylamidgelen aufgetrennt und im Western-Blot-Verfahren 
analysiert. Der Proteinnachweis erfolgte mittels spezifischer Fluoreszenzfarbstoff-gekoppelter Antikörper. Als Ne-
gativkontrolle dienen Lysate von mit pEGFP bzw. mit dem Leervektor pcDNA3.1 transfizierten H1299-Zellen. Als 
Beladungskontrolle dient der Nachweis von β-Aktin. Die Nachweise wurden expemplarisch mit n=1 durchgeführt. 

 

In Abb. 2 ist dargestellt, dass die Expressionsplasmide ZEB1 Isoform 1 (berechnete mo-

lekulare Masse 124 kDa), Slug (berechnete molekulare Masse 30 kDa), Twist1 (berech-

nete molekulare Masse 26 kDa) und FOXO3a (berechnete molekulare Masse 90 kDa) 

nach transienter Transfektion in H1299-Zellen deutlich exprimiert werden. Das Protein 
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ZEB1 Isoform 1 ist als Doppelbande nicht nur bei 124 kDa nachweisbar, sondern darüber 

hinaus auch bei etwa 170 kDa. Diese Bande stellt wahrscheinlich ein posttranslational 

modifiziertes Produkt dar. Die Expressionsplasmide ZEB1 Isoform 2 (berechnete mole-

kulare Masse 124 kDa), ZEB2 (berechnete molekulare Masse 136 kDa), Snail1 (berech-

nete molekulare Masse 29 kDa), LEF1 (berechnete molekulare Masse 37 kDa) und Cut-

like 2 (berechnete molekulare Masse 155 kDa) hingegen werden nach Transfektion von 

den H1299-Zellen in geringerem Ausmaß exprimiert. Verglichen mit der Kontrollbehand-

lung lässt sich aber auch hier in allen Fällen eine Expression detektieren. Das Protein 

Cut-like 2 lässt sich in der Abbildung allerdings nicht auf Höhe der berechneten Moleku-

larmasse, sondern bei etwa 60 kDa detektieren, da das verwendete Plasmid nur für ein 

verkürztes Protein codiert (siehe Kapitel 2.8.2). Das Protein Cut-like 1 (berechnete mo-

lekulare Masse 164 kDa) wird nach Transfektion des Expressionsplasmids in den 

H1299-Zellen im Vergleich zur Negativkontrolle nicht vermehrt exprimiert. 

Größtenteils lassen sich die Banden nicht exakt auf der zu erwartenden Höhe der äqui-

valenten endogenen Proteine detektieren, da die exprimierten Proteine u. a. mit zusätz-

lichen Tags versehen sind.  

Zusammenfassend kann mithilfe des Western-Blot-Verfahrens gezeigt werden, dass 

eine Expression der von den Expressionsplasmiden codierten Proteine im Rahmen der 

transienten Luziferase-Assays bei den exemplarisch ausgewählten Proteinen (bis auf 

Cut-like 1) nachweisbar war. 

 

4.2.2 Einfluss von Transkriptionsfaktoren und Kinasen auf die Regulation der Re-

porter für Ets- und AP1-Bindungselemente 

In Abb. 3 sind die Aktivitäten der Reporter für Ets- und AP1-Bindestellen grafisch mit 

Abbildung der Einzelwerte dargestellt. 

Der Transkriptionsfaktor ZEB1 Isoform 1 steigert die relative Aktivität der Ets- (6,42 ± 

1,72), AP1- (18,58 ± 13,78) und Ets-AP1- Reporter (10,14 ± 2,87). 

Die Überexpression von ZEB1 Isoform 2 erhöht in drei von vier Versuchsansätzen die 

Aktivitäten der Reporter für Ets- (2,43 ± 1,28) und AP1-Bindungselemente (2,64 ± 1,51). 

In jeweils einem der Experimente davon steigert ZEB1 Isoform 2 die Reporteraktivitäten 

so stark, dass die Standardabweichungen hier sehr groß sind. Darüber hinaus wirkt 

ZEB1 Isoform 2 tendenziell aktivierend auf den Ets-AP1-Reporter (1,80 ± 0,01).  
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Abb. 3: Regulation der relativen Promotoraktivität von Ets- und AP1-Bindungselementen. 
H1299-Zellen wurden zeitgleich mit einem Firefly-Promotorkonstrukt, einem Expressionsplasmid oder pcDNA3.1 
und dem Renilla-Reporterkonstrukt pRL-TK cotransfiziert. Die Inkubation erfolgte über 24 h. Die Luziferase-Trans-
fektion erfolgte jeweils in Doppelwerten. Die dargestellten relativen Promotoraktivitäten entsprechen dem auf 
pcDNA3.1 normierten Verhältnis von Firefly-Luziferase-Aktivität zur Renilla-Luziferase-Aktivität. Abgebildet sind 
die MW + SD von i.d.R. drei unabhängigen Experimenten mit Darstellung der Einzelwerte. Die statistische Signifi-
kanz wurde mittels one sample t-Test bestimmt und wird wie folgt abgebildet: p ≤ 0,05 = *; p ≤ 0,01 = **; p ≤ 0,001 
= ***. Abkürzung: relative Units [rU]. 

 

Slug steigert die relative Aktivität des Ets-AP1-Reporters (1,99 ± 0,09) und erhöht in zwei 

von vier Experimenten die Aktivität des Reporters für Ets-Elemente (1,91 ± 0,12) sowie 

in allen drei Versuchen die Aktivität des Reporters für AP1-Bindestellen (3,33 SD ± 1,59). 

Die hohe Standardabweichung des AP1-Reporters ist auf einen sehr hohen Einzelwert 

zurückzuführen.  

Snail1 erhöht die Aktivität des Ets-Reporters (2,10 ± 0,18) und in drei von vier Versuchs-

ansätzen auch die Aktivität der Reporter für Ets-AP1-Bindestellen (2,21 ± 0,46). Wohin-

gegen die Überexpression von Snail keinen Einfluss auf die relative Aktivität des Repor-

ters für AP1-Bindestellen hat (1,07 ± 0,03).  

Sowohl ZEB2 als auch FOXO3a steigern nur die Aktivität des AP1-Reporters (2,20 ± 

0,28; 2,50 ± 0,78). Dabei erhöht FOXO3a die AP1-Reporteraktivität deutlich in zwei der 
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drei Versuchsansätze, allerdings mit großer Streuung der Einzelwerte, woraus die hohe 

Standardabweichung der Ergebnisse resultiert.  

Die relative Aktivität des kombinierten Ets-AP1-Reporters wird durch Überexpression der 

Transkriptionsfaktoren LEF1 (4,14 ± 1,07), Twist1 (2,32 ± 0,40), Cut-like 1 (5,18 ± 0,90) 

und Cut-like 2 (3,87 ± 0,88) erhöht. Cut-like 2 reprimiert darüber hinaus die Aktivität des 

AP1-Reporterkonstruktes (0,51 ± 0,10). Die anderen Transkriptionsfaktoren LEF1, 

Twist1 und Cut-like 1 haben keinen Einfluss auf die Aktivität der alleinigen Ets- und AP1-

Reporter. 

Während die Expression des konstitutiv aktiven TGFβR1 ca die relative Aktivität des 

Reporters für Ets-Bindungselemente nicht beeinflusst (1,20 ± 0,61), reprimiert die Über-

expression des TGFβR1 ca die Aktivität des Ets-AP1-Reporters (0,58 ± 0,05). Die Über-

expression von TGFβR1 ca bedingte zweimal eine Steigerung der Aktivität des AP1-

Reporters und hatte zweimal keinen Einfluss auf die AP1-Reporteraktivität (3,15 ± 1,77) 

im Vergleich zu pcDNA3.1.  

Die Expression der konstitutiv-aktiven TAK beeinflusst weder die relative Aktivität des 

Ets- (1,81 ± 0,90) noch die des AP1-Reporters (1,68 ± 0,80) oder des Ets-AP1-Reporters 

(1,53 ± 0,04). 

P110α erhöht die Aktivität des AP1-Reporters (4,33 ± 2,78) (mit mittleren relativen Akti-

vitäten von 2,70 bis 8,77) in vier von fünf Versuchen und steigert die Ets-AP1-Reporter-

aktivität (2,73 ± 0,08) in allen drei Versuchen. Die Steigerung dieser Reporteraktivitäten 

durch p110α kann über eine Wirkung an den AP1-Bindestellen erklärt werden, da p110α 

die Aktivität des Reporters für die Ets-Bindestelle im Vergleich zu pcDNA3.1 nicht beein-

flusst (2,19 ± 1,28). Lediglich in einem von vier Experimenten wurde eine deutliche Er-

höhung der relativen Promotoraktivität gemessen. 

Die Überexpression der Phosphatase PTEN hat keinen Einfluss auf die Ets- (1,48 ± 0,80) 

oder die Ets-AP1-Reporteraktivität (1,42 ± 0,43) verglichen mit der Kontrolle (Ergebnisse 

nicht abgebildet). 

Obwohl sich der Ets-AP1-Reporter aus Bindungselementen zusammensetzt, die jeweils 

auch in dem alleinigen Ets- bzw. AP1-Reporter enthalten sind, haben alle drei deutlich 

unterschiedliche Reporter-Aktivitätsprofile. Es fällt auf, dass der Ets-AP1-Reporter dabei 

durch die meisten der getesteten Transkriptionsfaktoren reguliert wird. 

 

4.2.3 Einfluss von Transkriptionsfaktoren und Kinasen auf die Regulation der Re-

porter für den c-MYC- und Slug-Promotor und für NFκB- und C/EBP-Bindungsele-

mente 

Die im Luziferase-Experiment bestimmten Aktivitäten der genannten Reporter sind in 

Abb. 4 zusammengefasst dargestellt.  



4. Ergebnisse 

41 
 

Durch Überexpression von ZEB1 Isoform 1 werden die Aktivitäten der Reporter für den 

c-MYC- (11,50 ± 5,23) und Slug-Promotor (13,56 ± 2,81) sowie der Reporter für NFκB- 

(10,55 ± 3,54) und C/EBP-Bindungselemente (4,74 ± 0,68) deutlich gesteigert.  

ZEB1 Isoform 2 steigert jeweils in drei von drei Versuchsansätzen die Aktivität der Re-

porter für den Slug- (2,42 ± 0,27), den c-MYC-Promotor (2,69 ± 1,05) sowie die Aktivität 

des Reporters für NFκB-Bindungselemente (3,13 ± 1,38). Die hohen Standardabwei-

chungen der letzten beiden Werte kommen dabei durch je einen stark erhöhten Mess-

wert der Reporteraktivität zustande.  

Die Überexpression von ZEB2 aktiviert den Slug- (2,38 ± 0,34) in allen drei und den c-

MYC-Reporter (1,90 ± 0,15) in zwei von drei Versuchen.  

P110α erhöht die Aktivität des c-MYC- (2,96 ± 0,81) und des C/EBP-Reporters (3,07 ± 

0,30) und steigert die NFκB-Reporteraktivität in zwei von drei Experimenten (3,41 ± 

1,99).  

TAK ca und Fer erhöhen die relative Aktivität des NFκB-Reporters (2,61 ± 0,31; 2,86 ± 

0,61). Twist1 (2,24 ± 0,45) steigert die NFκB-Reporteraktivität in zwei von drei Versu-

chen.  

Der Transkriptionsfaktor FOXO3a wirkt aktivierend auf den c-MYC- (2,37 ± 0,10) und 

NFκB-Reporter (2,37 ± 0,47).  

Der Einfluss einer Überexpresssion des konstitutiv aktiven TGFβR1 ca sowohl auf die 

relative Promotoraktivität des c-MYC-Reporters (2,62 ± 3,15) als auch auf die Aktivität 

des NFκB-Reporterkonstruktes (2,03 ± 0,66) ist heterogen und anhand der Daten nicht 

eindeutig zu bestimmen. TGFβR1 ca reprimiert in den dargestellten Versuchen die rela-

tive Aktivität des Slug-Promotors (0,57 ± 0,05).  

P110 α dagegen erhöht die Aktivität des Slug-Reporters (2,56 ± 0,30) in allen drei Ver-

suchen. 
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Abb. 4 Regulation der relativen Promotoraktivität von c-MYC und Slug sowie von den Bindungselemen-
ten für C/EBP und NFκB. 
H1299-Zellen wurden zeitgleich mit einem Firefly-Promotorkonstrukt, einem Expressionsplasmid oder pcDNA3.1 
und dem Renilla-Reporterkonstrukt pRL-TK cotransfiziert. Die Inkubation erfolgte über 24 h. Die Luziferase-Trans-
fektion erfolgte jeweils in Doppelwerten. Die dargestellten relativen Promotoraktivitäten entsprechen dem auf 
pcDNA3.1 normierten Verhältnis von Firefly-Luziferase-Aktivität zur Renilla-Luziferase-Aktivität. Abgebildet sind 
die MW + SD von i.d.R. drei unabhängigen Experimenten mit Darstellung der Einzelwerte. Die statistische Signifi-
kanz wurde mittels one sample t-Test bestimmt und wird wie folgt abgebildet: p ≤ 0,05 = *; p ≤ 0,01 = **; p ≤ 0,001 
= ***. Abkürzung: relative Units [rU]. 

 

Die Überexpression der Transkriptionsfaktoren Snail1 und Slug unterscheidet sich hin-

sichtlich ihrer Wirkung auf die Aktivität der hier getesteten Reporter. Der Transkriptions-

faktor Slug aktiviert den c-MYC- (2,40 ± 0,05), den C/EBP- (3,02 ± 0,18), den NFκB-

Reporter (4,03 ± 1,33) sowie autoregulativ den Reporter des Slug-Promotors (3,20 ± 

0,57). 

Snail1 steigert in allen vier Versuchsansätzen lediglich die C/EBP-Reporter-Aktivität 

(2,13 ± 0,39).  

Die Expression von Cut-like 1 erhöht die Aktivität des C/EBP-Reporterkonstruktes (2,41 

± 0,20). Cut-like 2 hingegen reprimiert das Slug-Reporterkonstrukt (0,61 ± 0,12) in zwei 

von drei Experimenten, senkt tendenziell die relative Promotoraktivität des c-MYC-Re-

porters (0,73 ± 0,04) und steigert tendenziell die C/EBP-Reporteraktivität (1,87 ± 0,02; 

n=2).  
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LEF1 beeinflusst die Aktivität des Reporterkonstrukts für C/EBP- (1,81 SD ± 0,27) nur 

schwach und die Aktivität der Reporter für c-MYC (0,96 SD ± 0,05), Slug (0,96 SD ± 

0,09) und NFκB -Elemente (0,90 SD ± 0,19) nicht.  

Vergleicht man die transkriptionelle Regulation der genannten Reporter miteinander, so 

fällt auf, dass die Promotor-Aktivitätsprofile des c-MYC- und Slug-Reporters (ZEB1 Iso-

form 2 (+), ZEB2 (+), Slug (+), p110α (+), Cut-like 2 (-)) sowie des c-MYC- und NFκB-

Reporters (ZEB1 Isoform 2 (+), Slug (+), FOXO3a (+), p110α (+)) ähnlich sind. Da der 

Transkriptionsfaktor ZEB1 Isoform 1 auf alle Reporter in dieser Gruppe eine deutlich 

aktivierende Wirkung hatte, wurde er im Vergleich der Reporter-Aktivitätsprofile nicht 

berücksichtigt. 

 

4.2.4 Einfluss von Transkriptionsfaktoren und Kinasen auf die Regulation der Re-

porter für Promotoren der Zellzyklusproteine Cyclin D1 und p21Cip1 

Die experimentell bestimmten Aktivitäten der genannten Reporter sind in Abb. 5 zusam-

mengefasst dargestellt. Die Transkriptionsfaktoren ZEB1 Isoform 1 und Slug erhöhen die 

relative Promotoraktivität des Cyclin D1- (11,60 ± 3,61; 2,65 ± 0,58) und des p21Cip1-

Reporters (4,27 ± 0,07; 2,14 ± 0,07).  

 

 
Abb. 5: Regulation der relativen Promotoraktivität der Reporter für Promotoren der Zellzyklusproteine 
Cyclin D1 und p21Cip1. 
H1299-Zellen wurden zeitgleich mit einem Firefly-Promotorkonstrukt, einem Expressionsplasmid oder pcDNA3.1 
und dem Renilla-Reporterkonstrukt pRL-TK cotransfiziert. Die Inkubation erfolgte über 24 h. Die Luziferase-Trans-
fektion erfolgte jeweils in Doppelwerten. Die dargestellten relativen Promotoraktivitäten entsprechen dem auf 
pcDNA3.1 normierten Verhältnis von Firefly-Luziferase-Aktivität zur Renilla-Luziferase-Aktivität. Abgebildet sind 
die MW + SD von i.d.R. drei unabhängigen Experimenten mit Darstellung der Einzelwerte. Die statistische Signifi-
kanz wurde mittels one sample t-Test bestimmt und wird wie folgt abgebildet: p ≤ 0,05 = *; p ≤ 0,01 = **; p ≤ 0,001 
= ***. Abkürzung: relative Units [rU]. 

 

Cut-like 1 steigert in diesem experimentellen Ansatz nur die Aktivität des Reporterplas-

mids für den p21Cip1-Promotor (1,91 ± 0,19) in zwei von drei Versuchen.  

TGFβR1 ca reprimiert die Aktivität des p21Cip1-Reporters (0,58 ± 0,06).  
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P110α erhöht die Reporteraktivität von p21Cip1 in zwei von drei Versuchen (2,83 ± 0,97) 

und von Cyclin D1 in einem von zwei Versuchen (1,81 ± 0,43). Die Messwerte der Kinase 

p110α variieren bei beiden Reporterkonstrukten stark.  

Die Überexpression des Transkriptionsfaktors Snail1 steigert tendenziell die Reporter-

aktivität des p21Cip1-Konstruktes (1,88 ± 0,09) wie auch tendenziell die relative Promo-

toraktivität des Cyclin D1-Reporters (1,82 ± 0,10).  

TAK ca, ZEB1 Isoform 2, PTEN, LEF1, FOXO3a und Cut-like 2 zeigen im Vergleich zu 

dem Leervektor pcDNA3.1 keinen Einfluss auf die Aktivität des p21Cip1-Reporters (0,73 

± 0,22; 1,77 ± 0,42; 1,07 ± 0,17; 1,12 ± 0,07; 1,42 ± 0,43; 0,91 ± 0,22). Die Ergebnisse 

der Überexpression dieser Transkriptionsfaktoren und dem Cyclin D1-Reporter (1,75 ± 

0,63 (TAK ca); 2,32 ± 0,74 (ZEB1 Isoform 2); 1,82 ± 0,85 (PTEN); 1,83 ± 0,64 (LEF1); 

2,08 ± 0,33 (FOXO3a); 0,77 ± 0,25 (Cut-like 2; n=2)) sind heterogen. Jeweils die Hälfte 

der Einzelwerte der gemessenen Reporteraktivitäten sind erhöht oder im Falle von Cut-

like 2 reprimiert. In weiteren Versuchsansätzen ließen sich diese Werte jedoch nicht be-

stätigen, sodass davon auszugehen ist, dass die genannten Transkriptionsfaktoren auch 

auf die relative Promotoraktivität des Cyclin D1-Reporters keinen Einfluss haben.  

Auch ZEB2 und Twist1 beeinflussen in jeweils zwei Pilotexperimenten verglichen mit 

pcDNA3.1 weder die relative Promotoraktivität des p21Cip1-Reporters (1,33 ± 0,42; 1,30 

± 0,11) noch die des Cyclin D1-Reporters (1,21 ± 0,30; 1,41 ± 0,04). 

Vergleicht man die transkriptionelle Regulation der beiden Reporter miteinander, so fällt 

auf, dass deren Promotor-Aktivitätsprofile (Snail (+), Slug (+), ZEB1 Isoform 1 (+)) ähn-

lich sind, wobei sich die Regulation des p21Cip1-Reporters insgesamt differenzierter 

darstellt. 

 

4.2.5 Analyse des Einflusses von Transkriptionsfaktoren und Kinasen auf die Ak-

tivität des TCF-Reporters TOPflash sowie des Reporters mit Smad/TGFβ-Bin-

dungselementen 3TP-Lux und des SRE-Reporters 

In Abb. 6 sind die Aktivitäten der Reporter TOPflash, 3TP-Lux und SRE grafisch in Form 

von Säulendiagrammen dargestellt. 

ZEB1 Isoform 1 erhöht die Reporteraktivität von TOPflash (5,29 ± 1,33), 3TP-Lux (8,44 

± 2,23) und dem SRE-Reporter (Reporter des serum response element 7,49 ± 2,19).  

Den SRE-Reporter wird jeweils in drei von drei Versuchsansätzen durch die Überexpres-

sion von ZEB1 Isoform 2 (2,81 ± 1,49) und Slug (2,18 ± 0,13) aktiviert. Die hohe Stan-

dardabweichung von ZEB1 Isoform 2 ist bedingt durch einen einzelnen sehr hohen 

Messwert. Slug steigert in zwei von drei Messungen darüber hinaus die Aktivität des 

TOPflash-Reporters (1,92 ± 0,17).  
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Abb. 6 Regulation der relativen Promotoraktivität von TCF- (TOPflash), TGFβ- (3TP-Lux) und SRE-Bin-
dungselementen.  
H1299-Zellen wurden zeitgleich mit einem Firefly-Promotorkonstrukt, einem Expressionsplasmid oder pcDNA3.1 
und dem Renilla-Reporterkonstrukt pRL-TK cotransfiziert. Die Inkubation erfolgte über 24 h. Die Luziferase-Trans-
fektion erfolgte jeweils in Doppelwerten. Die dargestellten relativen Promotoraktivitäten entsprechen dem auf 
pcDNA3.1 normierten Verhältnis von Firefly-Luziferase-Aktivität zur Renilla-Luziferase-Aktivität. Abgebildet sind 
die MW + SD von i.d.R. drei unabhängigen Experimenten mit Darstellung der Einzelwerte. Die statistische Signifi-
kanz wurde mittels one sample t-Test bestimmt und wird wie folgt abgebildet: p ≤ 0,05 = *; p ≤ 0,01 = **; p ≤ 0,001 
= ***. Abkürzung: relative Units [rU]. 

 

Der Einfluss der Kinase TAK ca auf die Regulation des SRE-Reporters (1,96 ± 0,96) ist 

nicht eindeutig zu bewerten. Zwei der vier Messwerte sind erhöht, während die anderen 

beiden Versuchsansätze verglichen mit pcDNA3.1 keinen Einfluss auf die Reporterakti-

vität zeigen.  

Die Überexpression der folgenden Transkriptionsfaktoren steigert ausschließlich die Ak-

tivität des Smad-responsiven 3TP-Lux-Reporters: TGFβR1 ca (6,63 ± 0,19), Cut-like 1 

(2,03 ± 0,23) und FOXO3a (2,19 ± 0,22). 

P110α erhöht die Aktivität des 3TP-Lux- (3,87 ± 0,03) sowie des SRE-Reporters (3,7 ± 

1,74).  

Während die Expression des Transkriptionsfaktors ZEB2 den 3TP-Lux-Reporter repri-

miert (0,57 ± 0,09) und die Aktivität von TOPFlash (0,71 ± 0,02) tendenziell senkt, 



4. Ergebnisse 

46 
 

reprimiert Cut-like 2 die Aktivität des TOPflash-Reporters (0,63 ± 0,03) und senkt die 

Reporteraktivität von SRE (0,71 ± 0,04) tendenziell.  

Snail1 und Twist1 beeinflussen verglichen mit pcDNA3.1 die relative Aktivität der getes-

teten Reporter TOPflash (1,73 ± 0,02; 1,29 ± 0,29), SRE (1,30 ± 0,00; 1,33 ± 0,14) und 

3TP-Lux (1,15 ± 0,07; 1,77 ± 0,24) nicht. 

Trotz einzelner Übereinstimmungen zeigen die drei genannten Reporter deutliche Un-

terschiede in ihrem Reporter-Aktivitätsprofil. 

 

4.2.6 Zusammenfassung Reporterassays H1299 

In der Tabelle 11 sind die Gesamtergebnisse der Reporterassays mit H1299 schema-

tisch zusammengefasst (inklusive der Ergebnisse aus Kapitel 8.1 im Anhang). Aufgrund 

der in Kapitel 5.1 diskutierten methodischen Limitationen wurden nur die Ergebnisse als 

Aktivierung/Reprimierung gewertet und mit einem Plus/Minus-Zeichen gekennzeichnet, 

die eines der beiden nachfolgenden Kriterien erfüllen. Entweder lag das Ergebnis auch 

nach Abzug einer SD oberhalb bzw. auch nach Addition einer SD unterhalb des gewähl-

ten Grenzwertes (relative Promotoraktivität MW – 1 SD ≥ 1,9 rU [+], relative Promotorak-

tivität MW + 1 SD ≤ 0,65 rU [-]). Oder alle gemessenen Einzelwerte lagen ober-/unterhalb 

des gewählten Grenzwertes. Der Transkriptionsfaktor ZEB1 Isoform 1 hat auf alle ver-

wendeten Reporter eine deutlich aktivierende Wirkung und wurde daher im Vergleich 

der Promotor-Aktivitätsprofile nicht berücksichtigt. 

 

Tabelle 11: Reporter-Aktivitätsprofile der Zelllinie H1299 

Signalproteine Ets- 

Reporter 

aktivität 

AP1-  

Reporter 

aktivität 

Ets-AP1- 

Reporter 

aktivität 

c-MYC- 

Reporter 

aktivität 

C/EBP- 

Reporter 

aktivität 

NFκB-  

Reporter 

aktivität 

TGFβR1 ca  ? - ?  ? 

TAK ca      g.e. 

ZEB1 Isoform 2 + + (+) +  + 

ZEB2  +  ?   

Snail1 +  +  +  

Slug ? + + + + + 

Twist1   +   ? 

P110α  + + + + ? 

PTEN       

LEF1   +    

FOXO3a  
 

 +  + 

Cut-like 1   +  +  

Cut-like 2  - + (-) (+)  

grün = erhöht; rot = verringert; weiß = ohne Einfluss; grau = nicht getestet; () = tendenziell erhöht/verrin-

gert; ? = uneindeutiges Ergebnis; g.e. = Reporter gering exprimiert 
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Signal- 

proteine 

Slug-  

Reporter 

aktivität 

Cyclin D1-  

Reporter 

aktivität 

p21Cip1- 

Reporter 

aktivität 

TOPflash- 

Reporter 

aktivität 

3TP-Lux- 

Reporter 

aktivität 

SRE-  

Reporter 

aktivität 

MMP9- 

Reporter 

aktivität 

TGFβR1 ca -  -  +   

TAK ca      ?  

ZEB1 Iso- +     + ? 

form 2        

ZEB2 +   (-) g.e.   

Snail1  (+) (+)     

Slug + + + ?  +  

Twist1        

P110α + ? ?  + + + 

PTEN        

LEF1        

FOXO3a     +   

Cut-like 1   ?  +   

Cut-like 2 ?   -  (-)  

grün = erhöht; rot = verringert; weiß = ohne Einfluss; grau = nicht getestet; () = tendenziell erhöht/verrin-

gert; ? = uneindeutiges Ergebnis; g.e. = Reporter gering exprimiert 

 

Es fällt auf, dass insbesondere TGFβR1, ZEB1 Isoform 2, ZEB2, Snail1, Slug, p110α, 

Cut-like 1 sowie Cut-like 2 viele der untersuchten Genpromotoren bzw. klassischen Tran-

skriptionsfaktorbindestellen regulieren. ZEB1 Isoform 2, ZEB2, Snail1, Slug, p110α und 

Cut-like 1 wirken dabei vor allem aktivierend auf die Genexpression. TGFβR1 und Cut-

like 2 hingegen unterdrücken die Genexpression der meisten analysierten Promotorfrag-

mente.  

Viele der untersuchten Transkriptionsfaktoren und Signalproteine regulieren häufig vor-

kommende Transkriptionsfaktor-Bindestellen wie Ets, AP1, NFκB, C/EBP und SRE. Au-

ßerdem werden insbesondere die Promotoraktivität des Onkogens c-MYC, des EMT-

Transkriptionsfaktors Slug und der Smad-assoziierte Signalweg (3TP-Lux-Reporter) 

durch die untersuchten Proteine reguliert.  

 

4.3 Einfluss der K-Ras-Inhibition auf die Regulation der Promotoraktivitäten in der 

Zelllinie H358 

Für eine bessere Charakterisierung der Rolle von onkogenem K-Ras in der EMT-asso-

ziierten Genregulation des NSCLC wurde im Folgenden der Einfluss der K-Ras-Inhibito-

ren MRTX-849 (Adagrasib) und AMG-510 (Sotorasib) auf die Promotoraktivität verschie-

dener Reporterkonstrukte in der für die KRAS G12C-Mutation heterozygoten Zelllinie 

H358 mittels Dual Luziferase Reporter Assay untersucht (siehe Tabelle 7 Kapitel 3.1.2). 
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Beide K-Ras-Inhibitoren MRTX-849 und AMG-510 inhibieren mutationsspezifisch das K-

Ras G12C-Protein durch kovalente Bindung des Cysteins C12. Dadurch wird das K-Ras 

G12C-Molekül in seiner inaktiven, GDP-gebundene-Konformation gehalten, ohne dass 

der Signalweg des Wildtyp K-Ras-Proteins beeinflusst wird.  

Die Dual Luziferase Reporter Assays wurden wie in den Kapiteln 3.1.5 und 3.2.7 be-

schrieben durchgeführt. Für die folgenden Experimente wurde für die H358-Zellen eine 

Veränderung der Messwerte um ≥ 1,6 x bzw. ≤ 0,7 x als Grenzwert für eine Erhöhung 

bzw. Reprimierung der relativen Promotoraktivität festgelegt. 

 

4.3.1 Einfluss der K-Ras-Inhibition auf die Regulation der ERK1/2-Aktivität 

Ebenso wie die GTPase K-Ras sind die MAPK ERK1 und ERK2 Teil des Ras-Raf-

MAPK-Signalwegs. Zur internen Kontrolle der Wirksamkeit der K-Ras-Inhibitoren wur-

den daher die K-Ras-Effektorproteine ERK1 und ERK2 mittels Western Blot sowohl in 

deren aktiven phosphorylierten Zustand (p-ERK1/2) als auch in deren inaktiven dephos-

phorylierten Zustand in zwei Pilotexperimenten analysiert.  

 

Abb. 7: Analyse des Einflusses der K-Ras-Inhibitoren MRTX-849 und AMG-510 auf die Aktivität des K-
Ras-Effektorproteins ERK1/2. 
H358-Zellen wurden über 48 h mit MRTX-849 10 nM oder AMG-510 10 nM behandelt. Als Kontrolle dient die Be-
handlung mit DMSO. Die Zellen wurden in RIPA-Puffer lysiert und je 50 µg Protein in 10 %igen SDS-Polyacrylamid-
gelen aufgetrennt und im Western-Blot-Verfahren analysiert. Der Proteinnachweis erfolgte mittels spezifischer Flu-
oreszenzfarbstoff-gekoppelter Antikörper über Nah-Infrarot-Lumineszenz. Als Beladungskontrolle dient β-Aktin. 
Abgebildet sind repräsentative Blots (n=2). 

 

ERK1 (44 kDa) und ERK2 (42 kDa) stellen sich als Doppelbande auf der Höhe der be-

rechneten Molekularmassen dar. Die Proteinexpression dieser inaktiven Form ist nach 

48 h K-Ras-Inhibition verglichen mit der DMSO-Kontrolle unverändert. Stattdessen hat 

der Anteil von phosphoryliertem und damit aktivem p-ERK1/2 unter Behandlung mit 

MRTX-849 10 nM sowie unter Behandlung mit AMG-510 10 nM verglichen mit der 

DMSO-Kontrolle deutlich abgenommen (siehe Abb. 7). 
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Zusammenfassend kann mithilfe des Western-Blot-Verfahrens anhand der Phosphory-

lierung des Effektorproteins p44/42 gezeigt werden, dass eine Behandlung mit MRTX-

849 10 nM sowie AMG-510 10 nM K-Ras effektiv inhibiert. 

 

4.3.2 Einfluss der K-Ras-Inhibitoren MRTX-849 und AMG-510 auf die Regulation 

der Promotoraktivität der Reporter für Ets- und AP1-Bindungselemente 

Wie bereits einleitend dargestellt, zählen Ets und AP1 zu den Effektoren des Ras-MAPK-

Signalweges. Im Rahmen einer Konzentrationsreihe von 1 nM bis 50 nM wurde daher 

anhand der Reporter für Ets- und AP1-Bindungselemente die Wirksamkeit der Inhibito-

ren MRTX-849 und AMG-510 untersucht, um die jeweils minimale wirksame Inhibitor-

konzentration herauszufinden. 

 

 

Abb. 8: Regulation der relativen Promotoraktivität von Ets- und AP1- Bindungselementen durch K-Ras-
Inhibiton.  
H358-Zellen wurden mit einem Firefly-Promotorkonstrukt, dem Expressionsplasmid pcDNA3.1 und dem Renilla-
Reporterkonstrukt pRL-TK cotransfiziert. Die Ansätze wurden mit DMSO, MRTX-849 oder AMG-510 in den abge-
bildeten Konzentrationen behandelt. Die Inkubation erfolgte über 24 h. Die dargestellten relativen Promotoraktivi-
täten entsprechen dem auf die DMSO-Kontrolle normierten Verhältnis von Firefly-Luziferase-Aktivität zur Renilla-
Luziferase-Aktivität. Abgebildet sind MW + SD von mind. zwei unabhängigen Experimenten mit Darstellung der 
Einzelwerte. Die statistische Signifikanz wurde in Assays mit mind. drei unabhängigen Versuchen mittels one 
sample t-Test bestimmt und wird wie folgt abgebildet: p ≤ 0,05 = *; p ≤ 0,01 = **; p ≤ 0,001 = ***. Abkürzung: relative 
Units [rU]. 

 

Sowohl MRTX-849 als auch AMG-510 beeinflussen in den Konzentrationen 1 nM (1,21 

± 0,26; 1,08 ± 0,28) und 2 nM (1,06 ± 0,07; 1,23 ± 0,07) die relative Luziferase-Aktivität 

des AP1-Reporters nicht. In höheren Konzentrationen reprimiert MRTX-849 (5 nM (0,60 

± 0,11), 10 nM (0,30 ± 0,08), 25 nM (0,48 ± 0,09) und 50 nM (0,33 ± 0,12)) vergleichbar 

wie AMG-510 (5 nM (0,66 ± 0,14), 10 nM (0,26 ± 0,06), 25 nM (0,30 ± 0,01) sowie 50 nM 

(0,27 ± 0,03)) die Aktivität des Reporters für AP1-Bindungselemente (siehe Abb. 8 B).  

 

Die Aktivität des synthetischen, kombinierten Ets-AP1-Reporterkonstruktes wird in der 

Konzentration 2 nM von MRTX-849 (0,68 ± 0,08) und AMG-510 (0,79 ± 0,13) nur in je-

weils einem von drei Versuchen reprimiert. In der höheren Konzentration 10 nM 
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reprimieren die K-Ras-Inhibitoren MRTX-849 (0,25 ± 0,05) und AMG-510 (0,23 ± 0,02) 

die relative Aktivität des Ets-AP1-Reporters deutlich in drei von drei Versuchsansätzen 

(siehe Abb. 8 C). 

In diesem experimentellen Setup von zwei Pilotexperimenten hat der Ets-Reporter keine 

wesentlichen Signifikanzen, auch wenn grafisch tendenziell eine abnehmende Reporter-

aktivität bei zunehmender Inhibitorkonzentration darstellbar ist (siehe Abb. 8 A). 

 

4.3.3 Einfluss der K-Ras-Inhibitoren MRTX-849 und AMG-510 auf die Promotorak-

tivität der Reporter für c-MYC, NFκB, C/EBP sowie der Reporter für die EMT-Regu-

latoren Snail1 und Slug 

Die Aktivitäten der Reporterkonstrukte für Bindungselemente von NFκB und C/EBP wer-

den jeweils nur durch die niedrigen Konzentrationen der K-Ras-Inhibitoren gesteigert. 

Auf den NFκB-Reporter wirken MRTX-849 2 nM (1,78 ± 0,11) sowie AMG-510 2 nM (1,81 

± 0,11) aktivierend. MRTX-849 2nM (1,68 ± 0,02) steigert die relative Reporteraktivität 

von C/EBP. AMG-510 2 nM (1,61 ± 0,07) erhöht in zwei von drei Experimenten die Akti-

vität des C/EBP-Reporterkonstruktes. In der höheren Konzentration beeinflussen weder 

MRTX-849 10 nM (0,99 ± 0,02; 1,13 ± 0,08) noch AMG-510 10 nM (0,93 ± 0,06; 1,02 ± 

0,17) die Aktivität des NFκB- oder des C/EBP-Reporters (siehe Abb. 9 A+B). Darüber 

hinaus hat eine weitere Steigerung der Konzentration auf MRTX-849 25 nM (relative Pro-

motoraktivität 1,35) sowie AMG-510 25 nM (relative Promotoraktivität 1,09), in einem ein-

mal durchgeführten Versuch, ebenfalls keinen Einfluss auf die relative Aktivität des 

C/EBP-Reporters (nicht abgebildet). 

Die Behandlung mit den K-Ras-Inhibitoren MRTX-849 und AMG-510 hat verglichen mit 

der DMSO-Kontrolle keinen Einfluss auf die Aktivität des Snail1- (mittlere relative Pro-

motoraktivitäten zwischen 1,12 und 1,39), des Slug- (mittlere relative Promotoraktivitäten 

zwischen 1,04 und 1,19) sowie des c-MYC-Reporters (mittlere relative Promotoraktivitä-

ten zwischen 0,83 und 1,36) (siehe Abb. 9 C-E). 
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Abb. 9 Regulation der relativen Promotoraktivität von c-MYC (Del1), Snail1 und Slug sowie von den Bin-
dungselementen NFκB und C/EBP durch K-Ras-Inhibition.  
H358-Zellen wurden mit einem Firefly-Promotorkonstrukt, dem Expressionsplasmid pcDNA3.1 und dem Renilla-
Reporterkonstrukt pRL-TK cotransfiziert. Die Ansätze wurden mit DMSO, MRTX-849 oder AMG-510 in den abge-
bildeten Konzentrationen behandelt. Die Inkubation erfolgte über 24 h. Die dargestellten relativen Promotoraktivi-
täten entsprechen dem auf die DMSO-Kontrolle normierten Verhältnis von Firefly-Luziferase-Aktivität zur Renilla-
Luziferase-Aktivität. Abgebildet sind MW + SD von mind. drei unabhängigen Experimenten mit Darstellung der 
Einzelwerte. Die statistische Signifikanz wurde mittels one sample t-Test bestimmt und wird wie folgt abgebildet: 
p ≤ 0,05 = *; p ≤ 0,01 = **; p ≤ 0,001 = ***. Abkürzung: relative Units [rU]. 

 

4.3.4 Einfluss der K-Ras-Inhibitoren MRTX-849 und AMG-510 auf die Promotorak-

tivität der Reporter der Zellzyklusproteine Cyclin D1 und p21Cip1 

Die relative Aktivität des Reporters für den Cyclin D1-Promotor wird unter Behandlung 

mit MRTX-849 2 nM (1,62 ± 0,21) tendenziell aktiviert. Die Behandlung mit AMG-510 

2 nM (1,74 ± 0,15) steigert die Aktivität des Cyclin D1-Reporters ebenfalls. Eine Behand-

lung mit der höheren Konzentration MRTX-849 10 nM (0,92 ± 0,05) oder AMG-510 10 nM 

(0,82 ± 0,07) hat verglichen mit der DMSO-Kontrolle keinen Einfluss auf die Reporterak-

tivität (siehe Abb. 10 A). Eine weitere Steigerung der Inhibitorkonzentration auf MRTX-

849 25 nM (relative Promotoraktivität 1,02) und AMG-510 25 nM (relative Promotorakti-

vität 0,71) scheint die Aktivität des Cyclin D1-Reporters ebenfalls nicht zu beeinflussen 

(nicht abgebildet).  
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Abb. 10 Regulation der relativen Promotoraktivität der Reporter für Promotoren der Zellzyklusproteine 
Cyclin D1 und p21Cip1 durch K-Ras-Inhibition. 
H358-Zellen wurden mit einem Firefly-Promotorkonstrukt, dem Expressionsplasmid pcDNA3.1 und dem Renilla-
Reporterkonstrukt pRL-TK cotransfiziert. Die Renilla-Luziferase auf dem Reporterplasmid pRL-TK diente als in-
terne Kontrolle der Transfektionseffizienz. Die Ansätze wurden mit DMSO, MRTX-849 oder AMG-510 in den ab-
gebildeten Konzentrationen behandelt. Die Inkubation erfolgte über 24 h. Die dargestellten relativen Promotorak-
tivitäten entsprechen dem auf die DMSO-Kontrolle normierten Verhältnis von Firefly-Luziferase-Aktivität zur 
Renilla-Luziferase-Aktivität. Abgebildet sind MW + SD von i.d.R. drei unabhängigen Experimenten mit Darstellung 
der Einzelwerte. Die statistische Signifikanz wurde in Assays mit mind. drei unabhängigen Versuchen mittels one 
sample t-Test bestimmt und wird wie folgt abgebildet: p ≤ 0,05 = *; p ≤ 0,01 = **; p ≤ 0,001 = ***. Abkürzung: relative 
Units [rU]. 

 

Sowohl die K-Ras-Inhibition mit MRTX-849 2 nM (1,36 ± 0,18), MRTX-849 10 nM (0,97 

± 0,12) als auch mit AMG-510 2 nM (1,25 ± 0,11) beeinflussen die p21Cip1-Reporterak-

tivität nicht signifikant. Die relative Promotoraktivität des p21Cip1-Reporters wird unter 

Behandlung mit AMG-510 10 nM (0,78 ± 0,09) in einem von drei Versuchen reprimiert 

(siehe Abb. 10 B). 

 

4.3.4.1 Einfluss von TGFβ1 auf die Regulation der relativen Promotoraktivität des 

p21Cip1-Reporters unter K-Ras-Inhibition 

Im vorherigen Kapitel 4.3.4 wurde bereits dargestellt, dass die Aktivität des p21Cip1-

Promotors unter K-Ras-Inhibition mit MRTX-849 und AMG-510 nicht moduliert wird. 

TGFβ1 ist bereits als Induktor des EMT-Prozesses in Lungentumoren bekannt und 

nimmt über die Regulation von p21Cip1 Einfluss auf die Proliferationskontrolle in einigen 

Zellarten. Daher wurde in weiteren Experimenten eine mögliche Interaktion zwischen 

TGFβ1 und K-Ras-Signalwegen analysiert (Abb. 11) (siehe auch Tabelle 7 Kapitel 

3.1.2). 

 

TGFβ1 10 ng/ml (3,16 ± 0,28) steigert die Aktivität des p21Cip1-Reporters deutlich. Die 

gleichzeitige Behandlung mit TGFβ1 10 ng/ml und MRTX-849 2 nM (2,20 ± 0,08) oder 

AMG-510 2 nM (2,18 ± 0,03) wirkt in der Summe ebenfalls noch aktivierend auf die rela-

tive Promotoraktivität des Genreporters für p21Cip1. Diese Aktivierung ist aber signifi-

kant niedriger als bei einer Behandlung mit TGFβ1 allein. Bei der höheren Konzentration 
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der K-Ras-Inhibitoren haben weder TGFβ1 10 ng/ml + MRTX-849 10 nM (1,30 ± 0,07) 

noch TGFβ1 10 ng/ml + AMG-510 10 nM (1,18 ± 0,07) einen Einfluss auf die Aktivität des 

p21Cip1-Reporters.  

Der stimulierende Effekt von TGFβ1 auf die p21Cip1-Promotoraktivität wird durch eine 

gleichzeitige Behandlung mit AMG-510 oder MRTX-849 in der wirksamen Konzentration 

von 10 nM aufgehoben. 

 

Abb. 11 Regulation der relativen Promotoraktivität des Reporters für den Promotor des Zellzykluspro-
teins p21Cip1 durch eine Cobehandlung mit TGFβ1 und K-Ras-Inhibitoren.  
H358-Zellen wurden mit einem Firefly-Promotorkonstrukt, dem Expressionsplasmid pcDNA3.1 und dem Renilla-
Reporterkonstrukt pRL-TK cotransfiziert. Die Ansätze wurden mit DMSO, MRTX-849 oder AMG-510 in den abge-
bildeten Konzentrationen behandelt. Die Inkubation erfolgte über 24 h. Die dargestellten relativen Promotoraktivi-
täten entsprechen dem auf die DMSO-Kontrolle normierten Verhältnis von Firefly-Luziferase-Aktivität zur Renilla-
Luziferase-Aktivität. Abgebildet sind MW + SD von mind. drei unabhängigen Experimenten mit Darstellung der 
Einzelwerte. Die Normalverteilung der Werte wurde mittels Shapiro-Wilk-Test bestätigt. Die statistische Signifikanz 
wurde mittels zweiseitigem t-Test bestimmt und wird wie folgt abgebildet: p ≤ 0,05 = *; p ≤ 0,01 = **; p ≤ 0,001 = 
***. Abkürzung: relative Units [rU]. 

  

4.3.5 Einfluss der K-Ras-Inhibitoren MRTX-849 und AMG-510 auf die Aktivität des 

TCF-Reporters TOPflash, des TGFβ1-sensitiven Smad-Reportes 3TP-Lux und des 

SRE-Reporters 

Eine Behandlung der H358-Zellen mit 2 nM MRTX-849 hat eine leichte Erhöhung der 

Aktivität sowohl des TOPflash- als auch des 3TP-Lux-Reporters (1,44 ± 0,06; 1,37 ± 

0,09) zur Folge, die statistisch signifikant (p ≤ 0,01; p ≤ 0,05) ist, aber unter der selbst 

gewählten Grenze von 1,6 liegt. Auch die Behandlung mit 2 nM AMG-510 steigert in zwei 
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der drei Versuche die TOPflash- (1,57 ± 0,21), nicht jedoch die 3TP-Lux-Reporteraktivi-

tät. 

 

Abb. 12: Regulation der relativen Promotoraktivität von TCF- (TOPflash), TGFβ- (3TP-Lux) und SRE-Bin-
dungselementen durch K-Ras-Inhibition. 
H358-Zellen wurden mit einem Firefly-Promotorkonstrukt, dem Expressionsplasmid pcDNA3.1 und dem Renilla-
Reporterkonstrukt pRL-TK cotransfiziert. Die Ansätze wurden mit DMSO, MRTX-849 oder AMG-510 in den abge-
bildeten Konzentrationen behandelt. Die Inkubation erfolgte über 24 h. Die dargestellten relativen Promotoraktivi-
täten entsprechen dem auf die DMSO-Kontrolle normierten Verhältnis von Firefly-Luziferase-Aktivität zur Renilla-
Luziferase-Aktivität. Abgebildet sind MW + SD von mind. drei unabhängigen Experimenten mit Darstellung der 
Einzelwerte. Die statistische Signifikanz wurde mittels one sample t-Test bestimmt und wird wie folgt abgebildet: 
p ≤ 0,05 = *; p ≤ 0,01 = **; p ≤ 0,001 = ***. Abkürzung: relative Units [rU]. 

 

Auffällig ist, dass die Behandlung mit AMG-510 10 nM (0,76 ± 0,10; 0,90 ± 0,05;) oder 

MRTX-849 10 nM (0,84 ± 0,10; 0,95 ± 0,06) verglichen mit der DMSO-Kontrolle keinen 

Einfluss auf die Aktivität des TOPflash- oder des 3TP-Lux-Reporters hat (siehe Abb. 12 

B+C). Auch die in einem Versuchsansatz durchgeführte Steigerung der Konzentration 

von MRTX-849 oder AMG-510 auf 25 nM hat keinen Einfluss auf die Reporteraktivitäten 

(nicht abgebildet). 

Die SRE-Reporteraktivität wird durch die Behandlung mit MRTX-849 2 nM (1,14 ± 0,10), 

10 nM (0,82 ± 0,08) oder mit AMG-510 2 nM (1,05 ± 0,04) im Vergleich zur DMSO-Kon-

trolle nicht beeinflusst. Die Behandlung mit AMG-510 10 nM (0,75 ± 0,09) reprimiert in 

drei von sechs Experimenten leicht die Aktivität des SRE-Konstruktes. Eine weitere Er-

höhung der Konzentration von AMG-510 auf 25 nM (0,66 ± 0,02) zeigt eine signifikante 

Repression der relativen Reporteraktivität von SRE in allen drei experimentellen Ansät-

zen (siehe Abb. 12 A). MRTX-849 25 nM (0,73 ± 0,06) reprimiert in der höchsten einge-

setzten Konzentration die SRE-Reporteraktivität tendenziell nur leicht, jedoch statistisch 

signifikant (p ≤ 0,05). 

 
4.3.6 Einfluss der K-Ras-Inhibitoren MRTX-849 und AMG-510 auf die Promotorak-

tivität der Reporter für die Gene der Zell-Zell-Kontakt-Adhäsionsproteine E-Cad-

herin, N-Cadherin und Claudin 1 

Die relative Promotoraktivität des Claudin 1-Reporters wird konzentrationsabhängig 

durch die Behandlung mit MRTX-849 2 nM (1,66 ± 0,08), 10 nM (1,87 ± 0,07), 25 nM 
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(2,56 ± 0,13; n=2) und 50 nM (2,73 ± 0,11; n=2) gesteigert. Die Behandlung mit AMG-

510 hingegen steigert die Aktivität des Claudin 1-Reporters erst bei den höheren Kon-

zentrationen 25 nM (2,4 ± 0,22) und 50 nM (2,34 ± 0,34) deutlich (AMG-510 2 nM (1,54 

± 0,07) oder 10 nM (1,48 ± 0,16)) (siehe Abb. 13 C). 

Sowohl MRTX-849 als auch AMG-510 beeinflussen in der Konzentration 2 nM (0,93 ± 

0,13; 0,86 ± 0,13) die relative Promotoraktivität des E-Cadherin-Reporters nicht. Bei Be-

handlung mit 10 nM (0,76 ± 0,06; 0,80 ± 0,05) ist die relative Promotoraktivität des E-

Cadherin-Reporters tendenziell leicht reprimiert (siehe Abb. 13 A). 

 

 

Abb. 13: Regulation der relativen Promotoraktivität der Reporter für Promotoren der Zell-Zell-Kon¬takt-
Adhäsionsproteine E-Cadherin, N-Cadherin und Claudin 1 durch K-Ras-Inhibition. 
 H358-Zellen wurden mit einem Firefly-Promotorkonstrukt, dem Expressionsplasmid pcDNA3.1 und dem Renilla-
Reporterkonstrukt pRL-TK cotransfiziert. Die Ansätze wurden mit DMSO, MRTX-849 oder AMG-510 in den abge-
bildeten Konzentrationen behandelt. Die Inkubation erfolgte über 24 h. Die dargestellten relativen Promotoraktivi-
täten entsprechen dem auf die DMSO-Kontrolle normierten Verhältnis von Firefly-Luziferase-Aktivität zur Renilla-
Luziferase-Aktivität. Abgebildet sind MW + SD von i.d.R. drei unabhängigen Experimenten mit Darstellung der 
Einzelwerte. Die statistische Signifikanz wurde in Assays mit mind. drei unabhängigen Versuchen mittels one 
sample t-Test bestimmt und wird wie folgt abgebildet: p ≤ 0,05 = *; p ≤ 0,01 = **; p ≤ 0,001 = ***. Abkürzung: relative 
Units [rU]. 

 

Die relative Promotoraktivität des Reporterkonstruktes für N-Cadherin wird in zwei von 

drei Experimenten unter Behandlung mit der niedrigen K-Ras-Inhibitor-Konzentration 

MRTX-849 2 nM erhöht (1,61 ± 0,19). Eine Behandlung mit AMG-510 2 nM hat ebenfalls 

eine leichte Erhöhung der N-Cadherin-Promotoraktivität (1,55 ± 0,13) zur Folge, die sta-

tistisch signifikant ist (p ≤ 0,05), aber knapp unterhalb des selbstgewählten Grenzwertes 

von 1,6 liegt. Eine Behandlung mit den höheren Konzentrationen MRTX-849 10 nM (1,04 

± 0,10) sowie AMG-510 10 nM (0,96 ± 0,05) hat wiederum verglichen mit der DMSO-

Kontrolle keinen Einfluss auf die Aktivität des N-Cadherin-Konstruktes (siehe Abb. 13 B). 

 
4.4 Transkriptionelle Regulation der Promotoraktivität von E-Cadherin- und N-

Cadherin-Reportern 

In Zusammenschau der Ergebnisse der Luziferase-Assays aus Kapitel 4.2 spielen po-

tenziell folgende Transkriptionsfaktoren in der Regulation der EMT-assoziierten 
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Genexpression im NSCLC eine vielversprechende Rolle: ZEB1 Isoform 2, ZEB2, Snail1, 

Slug, Twist1, Cut-like 1 sowie Cut-like 2. Darauf aufbauend wurden in zwei Pilotexperi-

menten Luziferase-Assays mit der für die KRAS-Mutation G12C heterozygoten Zelllinie 

H358 unter Verwendung von Expressionsplasmiden der oben genannten Transkriptions-

faktoren und Reportern mit endogenen Promotorsequenzen der Zell-Zell-Adhäsionsmo-

leküle E- und N-Cadherin durchgeführt (Abb. 14). 

Die Dual Luziferase Reporter Assays wurden wie in den Kapiteln 3.1.5 und 3.2.7 be-

schrieben durchgeführt. In diesem Experiment wurde, wie auch in den H1299-Luzi-

ferase-Assays mit Coexpression eines Signalproteins, für die H358-Zellen eine Verän-

derung der Messwerte um ≥ 1,9 x bzw. ≤ 0,65 x als Grenzwert für eine Erhöhung bzw. 

Reprimierung der relativen Promotoraktivität festgelegt.  

 

 

Abb. 14: Regulation der relativen Promotoraktivität der Reporter für Promotoren der Zell-Zell-Kontakt-
Adhäsionsproteine E-Cadherin und N-Cadherin durch Transkriptionsfaktoren. 
H358-Zellen wurden zeitgleich mit einem Firefly-Promotorkonstrukt, einem Expressionsplasmid oder pcDNA3.1 
und dem Renilla-Reporterkonstrukt pRL-TK cotransfiziert. Die Inkubation erfolgte über 24 h. Die Luziferase-Trans-
fektion erfolgte jeweils in Doppelwerten. Die dargestellten relativen Promotoraktivitäten entsprechen dem auf 
pcDNA3.1 normierten Verhältnis von Firefly-Luziferase-Aktivität zur Renilla-Luziferase-Aktivität. Abgebildet sind 
MW + SD von zwei unabhängigen Pilotexperimenten mit Darstellung der Einzelwerte. Abkürzung: relative Units 
[rU]. 
 

Die beiden Reporter zeigen deutliche Unterschiede in ihrem Promotor-Aktivitätsprofil. 

Alle untersuchten Transkriptionsfaktoren reprimieren die relative Promotoraktivität des 

E-Cadherin-Reporters. Dabei wird die E-Cadherin-Reporteraktivität unter Überexpres-

sion von ZEB2 (0,13 ± 0,02), Cut-like 1 (0,16 ± 0,03) und Cut-like 2 (0,17 ± 0,02) sowie 

Slug (0,22 ± 0,04) und ZEB1 Isoform 2 (0,30 ± 0,01) besonders stark gehemmt. Die 

Transkriptionsfaktoren Snail1 (0,53 ± 0,01) und Twist1 (0,55 ± 0,05) reprimieren ver-

gleichsweise in geringerem Ausmaß die relative Promotoraktivität des E-Cadherin-Re-

porters.  
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Die Promotoraktivität des N-Cadherin-Reporters wird durch Überexpression von Slug 

(2,90 ± 0,23) deutlich gesteigert. Die Homöobox-Transkriptionsfaktoren Cut-like 1 (0,53 

± 0,07) und Cut-like 2 (0,43 ± 0,12) wirken reprimierend auf den N-Cadherin-Reporter. 

Verglichen mit den Ergebnissen des E-Cadherin-Reporters, wird die Aktivität des N-Cad-

herin-Reporters durch Cut-like 1 und Cut-like 2 jedoch weniger stark gehemmt. Die Tran-

skriptionsfaktoren der ZEB-Familie ZEB1 Isoform 2 (1,46 ± 0,43) und ZEB2 (1,63 ± 0,19) 

sowie die Transkriptionsfaktoren Snail1 (1,62 ± 0,18) und Twist1 (1,04 ± 0,13) beeinflus-

sen verglichen mit pcDNA3.1 die relative Promotoraktivität des N-Cadherin-Reporters 

hingegen nicht. Die Regulation des N-Cadherin-Reporters stellt sich damit differenzierter 

dar als die des E-Cadherin-Reporters. Betrachtet man die Transkriptionsfaktoren ZEB1 

Isoform 2, ZEB2, Snail1 und Slug, so haben die beiden Reporter ein konträres Promotor-

Aktivitätsprofil. 

 

4.5 Zusammenfassung Reporterassays H358  

In der Tabelle 12 sind die Ergebnisse der Reporterassays mit H358-Zellen schematisch 

dargestellt (inklusive der Teilergebnisse aus Kapitel 8.2 im Anhang).  

 

Tabelle 12: Reporter-Aktivitätsprofile der Zelllinie H358 unter K-Ras-Inhibition 

Reporter MRTX-849 2 nM MRTX-849 10 nM AMG-510 2 nM AMG-510 10 nM 

Ets     

AP1  -   -  

Ets-AP1 - - ? - 

c-MYC     

C/EBP +  +  

NFκB +  +  

Slug     

Cyclin D1 ?  +  

P21Cip1     

TOPflash   ? (-) 

3TP-Lux     

SRE    (-) 

MMP9  (-)  - 

E-Cadherin  (-)  (-) 

N-Cadherin (+)  ?  

Claudin + + (+)  

grün = erhöht; rot = verringert; (+) = tendenziell erhöht; (-) = tendenziell erhöht; weiß = ohne Einfluss; ? = 

uneindeutiges Ergebnis 

 

Die Ergebnisse wurden wie folgt als Aktivierung/Reprimierung gewertet: relative Promo-

toraktivität MW ≥ 1,6 rU [+], relative Promotoraktivität MW ≤ 0,7 rU [-]. Als tendenzielle 
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Aktivierung/Reprimierung wurde eine relative Promotoraktivität MW ≥ 1,5 rU [(+)], bzw. 

eine relative Promotoraktivität MW ≤ 0,8 rU [(-)] gewertet. Es wurden Standardabwei-

chungen bis ± 0,15 toleriert. Ergebnisse, die ober-/unterhalb der gewählten Grenze la-

gen, jedoch eine höhere Standardabweichung aufweisen, wurden wie folgt markiert [?]. 

 

Einige der Reporter werden vor allem durch Behandlung mit einem K-Ras-Inhibitor in 

der niedrigeren eingesetzten Konzentration in ihrer Aktivität beeinflusst (C/EBP, NFκB, 

Cyclin D1, N-Cadherin, Claudin). 

Hingegen werden die Aktivitäten der AP1-, Ets-AP1-, MMP9-, E-Cadherin- und z. T. des 

TOPflash-Reporters v. a. durch K-Ras-Inhibition in der höheren Konzentration gehemmt. 

 

4.6 Einfluss der K-Ras-Inhibitoren MRTX-849 und AMG-510 auf die Regulation der 

Promotoraktivität von Reportern in den Zelllinien HCC-44 und H23 

Um die Ergebnisse der K-Ras-Inhibitionsversuche mit der Zelllinie H358 aus dem Kapitel 

4.3 besser einzuordnen, wurde das Experiment um zwei Zelllinien erweitert. Die Zelllinie 

HCC-44 ist anders als H358 homozygot für die KRAS G12C-Mutation. Die Zelllinie H23 

ist heterozygot für KRAS G12C. Darüber hinaus ist für diese Zellen jedoch die Expres-

sion von u. a. c-MYC, c-Raf 1, H-Ras, K-Ras und N-Ras beschrieben. 

Die Dual Luziferase Reporter Assays wurden wie in den Kapiteln 3.1.4 und 3.2.7 be-

schrieben durchgeführt (siehe auch Tabelle 7 Kapitel 3.1.2). In dieser Arbeit wurden für 

die Zelllinien HCC-44 und H23 ≥ 1,9 x bzw. ≤ 0,7 x als Grenzwert für die Feststellung 

einer Erhöhung bzw. Reprimierung der relativen Promotoraktivität festgelegt. 

Die Ets-AP1-Reporteraktivität wird in HCC-44-Zellen durch jeweils beide Inhibitoren so-

wohl in der niedrigen als auch in der hohen Konzentration stark reprimiert: MRTX-849 

2 nM (0,17 ± 0,04), MRTX-849 10 nM (0,28 ± 0,12), AMG-510 2 nM (0,21 ± 0,11) und 

AMG-510 10 nM (0,38 ± 0,07) (Siehe Abb. 15 A und Abb. 8 C). Diese Ergebnisse sind 

ähnlich zu den entsprechenden Luziferase-Assays mit H358-Zellen. 

Die nachfolgend aufgeführten Ergebnisse der Behandlung mit den K-Ras-Inhibitoren in 

der Zelllinie HCC-44 unterscheiden sich hinsichtlich der Regulation der im Folgenden 

beschriebenen Reporteraktivitäten von der Zelllinie H358:  

Nur mit den niedrigen Konzentrationen der Inhibitoren MRTX-849 2 nM und AMG-510 

2 nM wird jeweils die Aktivität der Ets- (0,45 ± 0,16; 0,51 ± 0,11), c-MYC- (0,58 ± 0,06; 

0,52 ± 0,10) und SRE-Reporter (0,46 ± 0,11; 0,44 ± 0,07; n=2) reprimiert. Unter Behand-

lung mit der höheren Konzentration MRTX-849 10 nM (0,97 ± 0,06 (Ets); 1,13 ± 0,54 (c-

MYC); 0,76 ± 0,09 (SRE)) bzw. AMG-510 10 nM (0,94 ± 0,06 (Ets); 0,85 ± 0,26 (c-MYC); 

0,69 ± 0,19 (SRE)) unterscheiden sich die gemessenen Aktivitäten dieser Reporter ver-

glichen mit der DMSO-Kontrolle nicht (siehe Abb. 15 B-D). Die Ergebnisse der relativen 
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Aktivitäten des C/EBP- und des Claudin 1-Reporters unter Behandlung mit MRTX-849 

2 nM (0,65 ± 0,18; 0,67 ± 0,08) liegen in jeweils einem der zwei Pilotexperimente in dem 

Bereich, der als Repression gewertet wurde. Unter AMG-510 2 nM (0,63 ± 0,06; 0,64 ± 

0,04) werden die Reporteraktivitäten des C/EBP- und des Claudin 1-Konstruktes deutlich 

reprimiert. Die Behandlung mit den höheren Konzentrationen MRTX-849 10 nM (1,22 ± 

0,18; 1,20 ± 0,08) und AMG-510 10 nM (1,04 ± 0,37; 1,16 ± 0,24) beeinflusst die Aktivität 

beider Reporter im Vergleich zur jeweiligen DMSO-Kontrolle nicht (siehe Abb. 15 E+F). 

Die Ergebnisse der Aktivitäten des MMP9-Reporters unter Behandlung mit MRTX-849 

2 nM (0,54 ± 0,24) und AMG-510 2 nM (0,55 ± 0,24) sind nicht eindeutig. In jeweils zwei 

von drei Versuchsansätzen wirken die K-Ras-Inhibitoren in der Konzentration 2 nM re-

primierend auf die relative Promotoraktivität. Unter der Behandlung mit MRTX-849 10 nM 

(0,80 ± 0,09) und AMG-510 10 nM (0,98 ± 0,27) unterscheidet sich die relative Promo-

toraktivität des MMP9-Reporters nicht von der DMSO-Kontrolle (siehe Abb. 15 G).  

 

Abb. 15: Regulation der relativen Promotoraktivität der abgebildeten Reporter durch K-Ras-Inhibition in 
HCC-44-Zellen. 
HCC-44-Zellen wurden mit einem Firefly-Promotorkonstrukt, dem Expressionsplasmid pcDNA3.1 und dem Renilla-
Reporterkonstrukt pRL-TK cotransfiziert. Die Ansätze wurden mit DMSO, MRTX-849 oder AMG-510 in den abge-
bildeten Konzentrationen behandelt. Die Inkubation erfolgte über 24 h. Die dargestellten relativen Promotoraktivi-
täten entsprechen dem auf die DMSO-Kontrolle normierten Verhältnis von Firefly-Luziferase-Aktivität zur Renilla-
Luziferase-Aktivität. Abgebildet sind MW + SD von mind. zwei unabhängigen Experimenten mit Darstellung der 
Einzelwerte. Die statistische Signifikanz wurde in Assays mit mind. 3 unabhängigen Versuchen mittels one sample 
t-Test bestimmt und wie folgt abgebildet: p ≤ 0,05 = *; p ≤ 0,01 = **; p ≤ 0,001 = ***. Abkürzung: relative Units [rU]. 
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In der Zelllinie HCC-44 lagen die Luziferase-Werte der Reporter für AP1- und NFκB-

Bindungselemente sowie die Reporter der Promotoren von Snail1, Slug, p21Cip1, Cyclin 

D1 und MnSOD, ebenso wie die Reporter TOPflash und 3TP-Lux deutlich unterhalb von 

300 Lumeneinheiten. Gleichzeitig stabil hohe Renilla-Werte von 5.000-10.000 Lumenein-

heiten zeigen, dass die Transfektion erfolgreich war. Demnach sind die Promotorfrag-

mente der oben genannten Reporterplasmide nicht aktiv genug für eine messbare Luzi-

ferase-Expression (Ergebnisse nicht abgebildet). 

 

Die Luziferase-Assays mit der Zelllinie H23 wurden als zwei voneinander unabhängige 

Pilotexperimente durchgeführt. Die Ergebnisse sind in Abb. 16 dargestellt. Die Mittel-

werte und Standardabweichungen zu diesen Assays sind im Anhang in Kapitel 8.3 ta-

bellarisch zusammengefasst. 

 

 

Abb. 16: Regulation der relativen Promotoraktivität der ab-gebildeten Reporter durch K-Ras-Inhibition in 
H23-Zellen. 
H23-Zellen wurden mit einem Firefly-Promotorkonstrukt, dem Expressionsplasmid pcDNA3.1 und dem Renilla-
Reporterkonstrukt pRL-TK cotransfiziert. Die Ansätze wurden mit DMSO, MRTX-849 oder AMG-510 in den abge-
bildeten Konzentrationen behandelt. Die Inkubation erfolgte über 24 h. Die dargestellten relativen Promotoraktivi-
täten entsprechen dem auf die DMSO-Kontrolle normierten Verhältnis von Firefly-Luziferase-Aktivität zur Renilla-
Luziferase-Aktivität. Abgebildet sind MW + SD von zwei unabhängigen Pilotexperimenten mit Darstellung der Ein-
zelwerte. Abkürzung: relative Units [rU]. 
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Die Reporteraktivitäten von Ets-AP1 werden durch Behandlung mit einem K-Ras-Inhi-

bitor nicht beeinflusst (siehe Abb. 16 A). Allerdings wird die Aktivität des Ets-Reporters 

bei Behandlung mit einem K-Ras-Inhibitor in der niedrigen Konzentration 2 nM gehemmt 

(siehe Abb. 16 B). Auch die TOPflash-Reporteraktivität sowie die Claudin 1-Promotor-

aktivität werden bei Behandlung mit einem K-Ras-Inhibitor in der Konzentration 2 nM 

tendenziell gehemmt (siehe Abb. 16 C+E). Aufgrund zu hoher Standardabweichungen 

bei nur zwei durchgeführten Versuchen, ist keine Aussage über eine Veränderung der 

TOPflash- oder der Claudin 1- Reporteraktivität unter K-Ras-Inhibition mit der Konzent-

ration 10 nM möglich. Aus dem gleichen Grund kann auch keine Aussage über die Ver-

änderung der p21Cip1-Promotoraktivität unter K-Ras-Inhibition getroffen werden. 

Zwischen den H23-Reporteraktivitätsprofile und den Ergebnissen der Zelllinie H358 gibt 

es keine Übereinstimmung (vgl. Abb. 7, 9, 11, 12).  

 

4.7 Rolle des Wnt-Signalwegs in der Metastasierung des NSCLC 

In den Luziferase-Assays wurde der TCF/LEF-Reporter TOPflash zur Untersuchung des 

Wnt-Signalwegs eingesetzt. In Form eines Ausblicks wird hierauf aufbauend der Einfluss 

der GSK-3-Inhibitoren LiCl, GSK-3-Inhibitor XIII und SB216763 auf die zelluläre Morpho-

logie und die Expression des EMT-Proteins Vimentin und der Zellkontakt-Proteine Cad-

herin 11 und Paxillin in der NSCLC-Zelllinie H23 untersucht. 

Die Phasenkontrastaufnahmen in Abb. 17 C+D zeigen, dass sich die H23-Zellen unter 

Behandlung mit LiCl 25 mM und LiCl 50 mM verschlanken und sich elongierte Zellaus-

läufer ausbilden. Dies wird nachfolgend als mesenchymal veränderte Zellen beschrie-

ben. Diese vermutete Veränderung muss jedoch durch weitere EMT-Marker-Analysen 

validiert werden. 

 

Abb. 17: Behandlung von H23-Zellen mit LiCl in einer Konzentrationsreihe.  
Dargestellt sind Ausschnitte von Phasenkontrastaufnahmen. H23-Zellen wurden in den abgebildeten Konzentrati-
onen mit dem GSK-3-Inhibitor LiCl über 24 h behandelt. Die Kontrollbehandlung erfolgte mit PBS. Unter Behand-
lung mit LiCl zeigen sich in einer Konzentration von 25 mM (C) vereinzelt und in einer Konzentration von 50 mM 
(D) ein hoher Anteil von Zellen mit mesenchymal veränderter Morphologie. Die wirksame Konzentration des GSK-
3-Inhibitors LiCl wurde für die verwendeten NSCLC-Zelllinien auf 50 mM festgelegt. Die Ergebnisse stammen aus 
zwei unabhängigen Pilotexperimenten. 
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Unter Behandlung mit GSK-3-Inhibitor XIII bzw. SB216763 bilden die adhärenten H23-

Zellen in beiden ausgetesteten Konzentrationen eine mesenchymale Morphologie aus. 

Daneben steigt auch der Anteil abgekugelter, nicht vitaler Zellen (siehe Abb. 18 A+C-F, 

n=1).  

 

Abb. 18 GSK-3-Inhibition von H23-Zellen. 
Dargestellt sind Ausschnitte von Phasenkontrastaufnahmen. H23-Zellen wurden mit GSK-3-Inhibitor XIII oder 
SB216763 in den abgebildeten Konzentrationen über 24 h behandelt. Die Positivkontrolle erfolgte mit LiCl 50 mM. 
Die Negativkontrolle erfolgte mit DMSO. GSK-3-Inhibitor XIII zeigt bei beiden Konzentrationen einen hohen Anteil 
mesenchymal veränderter Zellen. Unter Inhibition mit SB216763 sind ab einer Konzentration von 10 µM einzelne 
mesenchymale Zellen erkennbar. Der Anteil nicht vitaler Zellen ist unter Behandlung mit dem GSK-3-Inhibitor XIII 
hoch. Die Ergebnisse stammen aus einem Pilotexperiment. 
 

Anschließend wurde mittels Western Blot untersucht, ob dieser Prozess mit einer verän-

derten Proteinexpression des mesenchymalen EMT-Proteins Vimentin oder der Zellkon-

takt-Proteine Cadherin 11 und Paxillin einhergeht. Die Behandlung mit LiCl 50 mM, GSK-

3-Inhibitor XIII 10 μM oder SB216763 10 μM führt zu einer gesteigerten Proteinmenge 

von Vimentin (53 kDa) (siehe Abb. 19 A, n=3). Cadherin 11 (115 kDa) wird unter GSK-3-

Inhibition mit dem GSK-3-Inhibitor XIII 10 μM und SB216763 10 μM leicht vermindert ex-

primiert. Auch die Proteinexpression von Paxillin (68 kDa) ist unter GSK-3-Inhibition ten-

denziell vermindert (siehe Abb. 19 A, n=1). Aufgrund der angedeuteten Unterschiede in 

der Proteinexpression wurde anschließend in einem Pilotexperiment der Wnt-Signalweg 

durch zeitgleiche Behandlung mit Wnt3a stimuliert. Insgesamt ist der Wnt-Signalweg in 

H23-Zellen jedoch nur schwach aktiv (siehe Abb. 19 B, n=1). 
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Abb. 19: Analyse des Einflusses der GSK-3-Inhibition auf die Proteinexpression des EMT-Proteins Vi-
mentin und der Zellkontakt-Proteine Cadherin 11 und Paxillin in H23-Zellen.  

H23-Zellen wurden mit GSK-3-Inhibitor XIII oder SB216763 in den abgebildeten Konzentrationen über 24 h behan-
delt (A). Darüber hinaus wurde eine Cobehandlung mit Wnt3a 50 ng/ml über 24 h durchgeführt (B). Die Positivkon-
trolle erfolgte mit LiCl 50 mM (A). Die Negativkontrolle erfolgte mit DMSO (A+B). Die Zellen wurden in RIPA-Puffer 
lysiert und je 50 µg Protein in 10 %igen SDS-Polyacrylamidgelen aufgetrennt und im Western-Blot-Verfahren ana-
lysiert. Der Proteinnachweis erfolgte mittels spezifischer Fluoreszenzfarbstoff-gekoppelter Antikörper über Nah-
Infrarot-Lumineszenz. Als Beladungskontrolle für die Gesamtzellextrakte dient β-Aktin. Abgebildet sind repräsen-
tative Blots (n=3 (Vimentin), n=1 (Paxillin, Cadherin 11)).  
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5. Diskussion  

Die Rolle von onkogenem K-Ras und TGFβ1 in der Karzinogenese und Metastasierung 

wird innerhalb der Forschung diskutiert und ist bis heute noch nicht vollständig verstan-

den. Die in dieser Arbeit vorgestellten Ergebnisse geben neue Einblicke in die Funktion 

von Transkriptionsfaktoren und regulatorischen Signalproteinen in dem Prozess der 

EMT-assoziierten Genregulation des NSCLC. 

 

5.1 Methodendiskussion 

Zur Untersuchung der Funktion spezifischer regulatorischer DNA-Sequenzen im Rah-

men der Genregulation wurden in dieser Arbeit Reporterassays verwendet. Mithilfe von 

Reporterassays kann der Aktivierungszustand von Genpromotoren bzw. typischen Tran-

skriptionsfaktorbindestellen und damit die mögliche Transkription eines Gens beurteilt 

werden. Ziel dieser Arbeit ist es, die Rolle von onkogenem K-Ras und TGFβ1 auf die 

Regulation von Genen, die mit einer EMT assoziiert sein können, zu untersuchen. Da 

die EMT ein komplexer Prozess ist, gibt es keinen bestimmten Reporter hierfür. Deshalb 

wurden zunächst Signalproteine bzw. Transkriptionsfaktoren (TGFβR1 ca, ZEB1 Isoform 

1 und 2, Snail1, Slug, Twist1, LEF1, NFκB) sowie Promotorfragmente und typische Tran-

skriptionsfaktor-Bindesequenzen (Slug, MMP9; Smad-Element (3TP-Lux), TCF/Lef-Ele-

ment (TopFlash), E-Cadherin, N-Cadherin) als Reporter ausgewählt, die in direktem Zu-

sammenhang mit EMT-Prozessen beschrieben worden sind. Zusätzlich wurden weitere 

endogene Promotorsequenzen analysiert, die in einem indirekten Zusammenhang mit 

EMT und Metastasierung stehen könnten (c-myc, Cyclin D1, p21Cip1). Mithilfe von Re-

porterassays wurde der regulatorische Einfluss der Signalproteine und Transkriptions-

faktoren auf die Aktivität der endogenen Promotorsequenzen und typischen Transkripti-

onsfaktorbindestellen untersucht. Letztendlich kann aus diesen Ergebnissen auf die Re-

gulation der Transkription EMT-assoziierter Gene geschlossen werden. 

 

Die Methode ist aufgrund vielfältiger Anwendungsmöglichkeiten auch in der aktuellen 

Forschung verbreitet. Der Nachweis der Reporter-Genprodukte gelingt schnell und mit 

einer guten Sensitivität (146), (188). Allerdings bildet diese Methode der Genexpressi-

onsanalyse nur einen Ausschnitt des Prozesses der Genregulation ab. Die Betrachtung 

der Ergebnisse sollte daher immer auch unter Berücksichtigung weiterer Regulationen 

anderer Prozesse der Proteinbiosynthese sowie epigenetischer Modifikationen erfolgen. 

Expressionskontrolle umfasst z. B. auch die Steuerung, ob ein Transkriptionsfaktor in 

den Kern transportiert wird (189). U. a. von der Chromatinstruktur hängt dann wiederum 

ab, ob das Gen transkribiert werden kann (190). In vivo sind die Halbwertszeiten der 

meisten Transkriptionsfaktoren eher kurz. Und aufgrund der Regulation der mRNA-
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Translation sowie der mRNA- und Proteinhalbwertszeit u. a. durch posttranskriptionelle 

Modifikationen (191) entspricht die zelluläre Proteinmenge am Ende nicht unbedingt der 

Genpromotoraktivität. 

 

Wie in Tabelle 13 dargestellt, sind die verwendeten Reporterplasmide sehr heterogen. 

Sie variieren sowohl in der Größe als auch in der Anzahl der enthaltenen Bindesequen-

zen (vgl. auch Tabelle 10). Außerdem wurden unterschiedliche Plasmide für diese Arbeit 

verwendet (u.a. pGL2, pGL3 und pGL4). Durch eine Weiterentwicklung der Plasmide 

über mehrere Generationen wird die Spezifität und Sensitivität erhöht. Die Heterogenität 

der in dieser Arbeit verwendeten Reporter erschwert also den Vergleich. Nach dieser 

explorativen Untersuchung sollten in zukünftigen systematischen Analysen idealerweise 

folgende Änderungen vorgenommen werden: a) die Bindungselemente sollten in dem-

selben Plasmid vorhanden sein, vorzugsweise pGL4, b) pGL4.13[luc2/SV40] und 

pGL4.10[luc2] sollten als Kontrollplasmide verwendet werden, c) pGL4.74[hRluc/TK] 

sollte pRL-TK ersetzen, d) die Spezifität der Bindung sollte durch Mutation der Bindungs-

elemente validiert werden. 

Die meisten endogenen Reporter werden erst durch Binden an mehrere der Bindungs-

sequenzen aktiviert. Viele Transkriptionsfaktoren werden wiederum durch Interaktion mit 

anderen DNA-bindenden Proteinen moduliert (122). Ein Beispiel hierfür ist der Smad-

abhängige TGFβ-Signalweg. Smad2 und Smad3 haben jeweils eine sehr geringe DNA-

Affinität. Erst durch Interaktionspartner wie Coaktivatoren/-repressoren und sequenz-

spezifische Transkriptionsfaktoren wie AP1 oder C/EBP wird die DNA-Affinität moduliert 

(192). Diese Interaktion von Signalproteinen mit anderen Cofaktoren wird wiederum 

durch posttranslationale Modifikationen (z. B. Acetylierung, Phosphorylierung) weiter 

moduliert. Auch der Transport der GTPase Ras innerhalb der Zelle wird auf diese Weise 

vielfach reguliert, was wiederum wesentlich für die Funktion von Ras ist (193). Mithilfe 

des Reporterassays wird demzufolge ein komplexer Prozess abstrahiert (u. a. zelluläre 

Mikroumgebung, regulierende Enzyme, Transkriptionsfaktoren, posttranskriptionelle 

Modifikationen, translationale Regulierung durch microRNAs, posttranslationale Modifi-

kation), um diesen messbar zu machen. 

 

Außerdem wird diskutiert, inwieweit das Reporterplasmid pRLTK zur internen Kontrolle 

für transiente Cotransfektions-Assays mit Ras-vermittelter Transkriptionsaktivierung ge-

eignet ist, da bereits gezeigt wurde, dass onkogenes Ras Reporter, die wie pRLTK einen 

HSV-1-TK-Promotor beinhalten, hochregulieren kann (194).  
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Für die Reporterassays wurde die NSCLC-Zelllinie H1299 ausgewählt, da die Zellen 

leicht transfizierbar sind. Im Rahmen der Reporterassays kann aber nicht zwischen di-

rekter und indirekter DNA-Interaktion unterschieden werden. Daher kann auch eine In-

teraktion der transfizierten Proteine mit endogenen Signalproteinen nicht ausgeschlos-

sen werden. Für den Nachweis von Protein-DNA-Bindungen sind also im nächsten 

Schritt weiterführende Analysen z. B. mittels ChIP-Assay nötig. 

 

Darüber hinaus können Transkriptionsfaktoren mit geringerer Affinität an Sequenzen 

binden, die strukturähnlich zu der eigentlichen Konsensussequenz sind (195), weshalb 

in dieser Arbeit nicht alle regulatorischen Stellen in den Promotoren erfasst werden. Ins-

besondere die Luziferase-Ergebnisse der endogenen Promotorfragmente sind demzu-

folge schwieriger zu interpretieren. Deshalb wurde in einem integrativen Ansatz analy-

siert, welche endogenen Reporter Bindungssequenzen aus synthetischen Reportern 

enthalten. Eine subjektive Auswahl ist schematisch in der Tabelle 13 dargestellt. 

Tabelle 13: Vergleich der enthaltenen Bindestellen zwischen synthetischen und endogenen Repor-

tern 

Synthetische 

Reporter 

 

endogene Re-

porter 

Ets AP1 NFκB C/EBP TCF/LEF 

(TopFlash) 

Smad 

(AP1-

ähnlich) 

(3TP-

Lux) 

SRE Weitere ent-

haltene Bin-

desequen-

zen 

E-Cadherin  2      3 E-Box 

1 E-pal 

2 Sp1 

N-Cadherin      2  1 E-Box 

c-myc     2    

Slug        3 E-Boxen 

1 Sp1 

Cyclin D1 3 1 3  1 (+4 poten-

tielle) 

  1 CREB 

1 E-Box 

2 Sp1 

P21Cip1    1    Mehrere 

Sp1- und 

p53 

MMP9 1 2 1   1  1 Sp1 

 

Wie in Kapitel 1.5 erläutert, können die DNA-Bindestellen von DNA-assoziierten Protei-

nen z. B. mittels ChIP-Analyse, nicht jedoch mittels Reporterassay detektiert werden. 

Dennoch lassen sich Hypothesen zum Bindeverhalten der Transkriptionsfaktoren auf-

stellen, wenn man deren genregulatorische Wirkung auf synthetische Reporter mit en-

dogenen Reportern, die diese Sequenzen enthalten, vergleicht. In den nachfolgenden 

Kapiteln wird daher auch dieser Aspekt diskutiert.  
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In der Analyse der Lysate aus Luziferaseassays mittels Western Blot Abb. 2 fällt auf, 

dass für ZEB1 Isoform 1 und Cut-like 1 mehrere Banden erkennbar sind. Dabei kann es 

sich um posttranslational modifizierte Proteine, aber auch um weitere Isoformen han-

deln. Für die Isoformen beider genannten Proteine sind jedoch funktionelle Unterschiede 

beschrieben worden, die in dem Rahmen dieses Versuchsaufbaus nicht unterschieden 

werden können (104) (196).  

 

Die ZEB Isoformen 1 und 2 wirken sehr unterschiedlich. ZEB1 Isoform 1 (Expressions-

plasmid pCMV3/ZEB1-t1) wirkt stark aktivierend auf alle getesteten Reporter. Dieser Ef-

fekt ist unabhängig von der Zelllinie H1299. Auch in der Zelllinie H358 steigert ektop 

exprimiertes ZEB1 Isoform 1 deutlich die Promotoraktivität von Slug (34,61 rU) und 

C/EBP (11,98 rU) (Ergebnisse nicht abgebildet). Diese Ergebnisse sind funktionell je-

doch nicht erklärbar. Die Sequenzen der verwendeten Expressionsplasmide stimmen 

mit den publizierten Sequenzen überein. Insgesamt ist daher von einer unspezifischen 

Wirkung des Plasmids oder einem technischen Artefakt auszugehen. Ein Grund könnte 

sein, dass der CMV-Promotor des Expressionsplasmides von ZEB1 Isoformen 1 einer 

der stärksten Promotoren ist. Das kann dazu führen, dass das rekombinante Protein 

vermehrt gebildet wird und dadurch die sehr hohe Konzentration des Proteins zu unspe-

zifischen Bindungen führt (197). Für diese Hypothese spricht, dass in der Western Blot 

Analyse der Luziferase-Lysate ZEB1 Isoform 1 die stärkste Bande hat (siehe Abb. 2). 

Die entsprechenden Daten aus den Reporterassays lassen sich daher nur sehr begrenzt 

verwenden und werden hier nicht weiter diskutiert. 

 

In den beiden hauptsächlich verwendeten Zelllinien H1299 und H358 wurde ein Teil der 

genutzten Reporterplasmide (z. B. NFAT, Glucose-6-Phosphatase, Snail 1) nur gering 

aktiviert. Die Luziferase-Werte dieser Reporter lagen in allen Versuchen deutlich unter-

halb von 300 Lumeneinheiten bei einem gemessenen Hintergrund von 15-40 Lumenein-

heiten. Gleichzeitig hohe Renilla-Werte von 10.000-70.000 Lumeneinheite zeigen, dass 

die Transfektion erfolgreich war. Da die entsprechenden Bindungssequenzen nicht aktiv 

waren, lassen sich eventuelle Aktivitätsänderungen nicht hinreichend verlässlich repro-

duzieren und interpretieren. Diese Messergebnisse sind demnach nicht valide und wur-

den daher aus den in den Kapiteln 4.2.6 und 4.5 dargestellten tabellarischen Zusam-

menfassungen der Reporter-Assays herausgenommen und im Anhang dargestellt.  

 

Eine weitere Limitation dieser Arbeit ist, dass für die experimentellen Analysen Zellen 

mit einer Passagezahl von bis zu 42 verwendet wurden. Dabei weichen einzelne Mess-

ergebnisse aus Versuchsansätzen mit einer Passagenzahl über 37 deutlich ab 
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(Messungen vom 15.10.2020 und 21.10.2020, folgende Transkriptionsfaktoren steiger-

ten einmalig enorm die Ets- und/oder die AP1-Reporteraktivität: TGFβR1 ca, TAK ca, 

ZEB1 Isoform 2 und p110α, LEF1). Diese Einzelwerte sind als Ausreißer zu werten, da 

sie in weiteren Messungen mit Zellen einer geringeren Passagenzahl nicht reproduzier-

bar waren. Dennoch sind sie in der Statistik wie auch in den Abbildungen berücksichtigt 

und bedingen dadurch hohe Standardabweichungen. Die Ergebnisse unterstützen die 

allgemeine Literaturmeinung, dass mit zunehmender Passagezahl eine positive Selek-

tion v. a. schnell wachsender Zellsubpopulationen stattfindet, wodurch einige Signal-

wege stark beeinflusst und Genexpressionsmuster, Proliferation und Migration verändert 

werden (198), (199). 

 

5.2 Genexpressionsanalyse der analysierten Transkriptionsfaktoren und Signal-

proteine in Lungenadenokarzinomen 

In der Datenbank COSMIC (Katalog der somatischen Mutationen bei Krebs) sind u. a. 

Genexpressionsanalysen verschiedener Lungentumorgewebeproben aufgeführt. Die 

Überexpression eines Gens führt tendenziell auch zu einer höheren Proteinmenge, 

wodurch wiederum nachgeschaltete Signalwege beeinflusst werden. In der nachfolgen-

den Tabelle ist der Anteil der Lungenadenokarzinom-Gewebeproben mit nachgewiese-

ner verstärkter bzw. verminderter Expression verschiedener Gene dargestellt. Aus den 

Daten geht hervor, dass die meisten Gene, der in dieser Arbeit untersuchten Signalpro-

teine häufiger verstärkt als vermindert exprimiert werden (TGFβR1 ca, TAK ca, ZEB1 

Isoform 1 und 2, Snail1, Slug, Twist1, p110α, Cut-like 1 und 2) (Tabelle 14). Die Daten 

legen nahe, dass in Lungenadenokarzinomen nicht ein Signalprotein allein, sondern viel-

mehr die Variabilität von für die Karzinogenese mitverantwortlichen Signalproteinen eine 

Rolle spielt. 

 

Tabelle 14: Genexpressionsanalyse von Signalproteinen in Lungenadenokarzinomen 

Gen (Protein) Anteil der Gewebeproben 

mit Überexpression [%] 

Anteil der Gewebe-

proben mit verminder-

ter Expression [%] 

Anzahl der unter-

suchten Gewebe-

proben insgesamt 

TGFBR1 (TGFβR1 ca) 4,0  - 378 

MAP3K7 (TAK ca) 3,7 2,6 378 

ZEB1 (ZEB1 Isoform 1 

und 2) 

3,7 0,5 378 

ZEB2 (ZEB2) 1,2  - 84 

SNAI1 (Snail1) 2,4 - 378 

SNAI2 (Slug) 3,4 - 378 

TWIST1 (Twist1) 2,1 - 378 

PIK3CA (p110α) 9,0 1,3 378 
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PTEN (PTEN) 3,4 6,1 378 

LEF1 (LEF1) 1,3 - 378 

FOXO3 (FOXO3a) 2,1 3,2 378 

CUX1 (Cut-like 1) 8,2 0,5 378 

CUX2 (Cut-like 2) 2,4 - 84 

 

Es ist interessant die Funktion dieser Proteine als Signalprotein bzw. Transkriptionsfak-

tor in Lungenadenokarzinomzellen näher zu charakterisieren. Für die Reporterassays 

wurden in dieser Arbeit daher die Lungenadenokarzinom-Zelllinie (H1299) sowie die 

Zelllinie eines bronchoalveolären Karzinoms (H358) ausgewählt. In den nachfolgenden 

Kapiteln wird der Einfluss ausgewählter Signalproteine auf EMT und Metastasierung auf 

Grundlage der aktuellen Literatur diskutiert sowie anhand der in dieser Arbeit vorgestell-

ten Ergebnisse nach ihrem möglichen Einfluss auf die Induktion einer EMT eingeordnet. 

 

5.3 Einfluss von TGFβ-assoziierten Signalproteinen auf EMT und Metastasierung 

Bereits in den einleitenden Kapiteln wurde näher auf die Schlüsselrolle von TGFβ im 

Rahmen der EMT-assoziierten Genregulation eingegangen. Die Arbeitsgruppe um Thu-

ault et al. hat gezeigt, dass TGFβ Smad-vermittelt die Genexpression von Snail1, Slug 

und Twist1 steigern kann (200). Die hier vorgestellten Daten zeigen jedoch, dass der 

TGFβR1 den Slug-Promotor hemmt. Möglicherweise ist die beobachtete Reprimierung 

von Slug auf Smad-unabhängige Signalwege zurückzuführen.  

 

Die Smad-vermittelte Genexpression wird z. B. über AP1-Bindestellen aktiviert (201). 

Smad3-Proteine können durch Interaktion mit dem sequenzspezifischen Transkriptions-

faktor AP1 einen Aktivatorkomplex bilden, der die Genexpression von Vimentin und En-

dothelin-1 steigern und darüber EMT und Proliferation steuern kann (58). Smad-Protei-

nen können außerdem mit AP1 im Rahmen der Transkription von Proteinen der EZM 

interagieren (202). Chang et al. untersuchten in vitro die zeitliche Dynamik des Tran-

skriptoms im Verlauf der EMT in NSCLC-Zellen. Dabei fanden sie heraus, dass JUNB 

neben ETS2 als einer der Haupttranskriptionsfaktoren der partiellen EMT gesehen wer-

den kann (203). Die Wirkungen der Ets- und AP1-Transkriptionsfaktoren sind miteinan-

der verknüpft. Als Teil des MAPK-Signalweges binden Ets-Transkriptionsfaktoren über 

zusammengesetzte Ets-AP-1-Bindestellen an Ras-responsive Promotoren (125). Dar-

über induziert Ets1 u. a. die Expression von Proteinen der AP1-Familie (204). Obwohl 

Smad-Proteine neben AP1- auch mit Ets-Transkriptionsfaktoren interagieren können 

(201) (124), zeigen die Daten der hier durchgeführten Genreporter-Assays, dass 

TGFβR1 nur auf kombinierte Ets-AP1-Bindungselemente, nicht aber auf alleinige Ets- 
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oder AP1-Bindungsmotive hemmend wirkt. Der verwendete AP1-Reporter enthält vier 

AP1-Bindesequenzen, der Ets-Reporter neben drei Ets-Bindestellen auch eine AP1- so-

wie eine TCF/Lef-Sequenz und der Ets-AP1-Reporter enthält jeweils drei Ets- und drei 

AP1-Sequenzen (siehe Tabelle 10). Die im Ets-AP1-Reporter enthaltene Ets-Bindese-

quenz 5'-GGAA-3' ist kurz und kann potenziell auch in anderen Konsensussequenzen 

enthalten sein (z. B. NFκB, C/EBP, NFAT). Die Ets-Konsensussequenz 5'-GGAA/T-3' 

könnte im TGFβ-Bindungselement 5'-GNNTTGGNGN-3' enthalten sein und weicht in-

vers orientiert nur in einer Base von einem in der SMAD-Konsensussequenz 5'-

GTCTAGAC-3' enthaltenen Sequenzausschnitt ab. Die im Ets-AP1-Reporter enthaltene 

AP1-Bindestelle 5'-TGACTCA-3' unterscheidet sich hingegen von den genannten Kon-

sensussequenzen. Die beschriebenen Unterschiede zwischen den Sequenzen können 

Unterschiede im Bindungsverhalten von Transkriptionsfaktoren und daraus resultie-

rende Unterschiede der Genregulation erklären. Darüber hinaus könnte die räumliche 

Nähe von Ets- und AP1-Bindestellen (Ets-AP1-Reporter) eine Bindung von Cofaktoren 

von z. B. Smad begünstigen. Auch das Vorkommen zweier verschiedener potenzieller 

Bindestellen für Cofaktoren wie Ets und AP1 könnte statistisch gesehen eine Bindung 

wahrscheinlicher machen.  

 

In der vorliegenden Arbeit wurde der AP1-Reporter durch den TGFβR1 in zwei von vier 

Versuchen aktiviert. Da auch der 3TP-Lux-Reporter, welcher drei AP1- sowie weitere 

drei AP1-ähnliche Bindestellen enthält, durch TGFβR1 aktiviert wird, könnte die aktivie-

rende Wirkung über diese vermittelt sein. Insgesamt deuten die Ergebnisse darauf hin, 

dass es vom zellulären Kontext abhängt, ob die aktivierende Wirkung vermittelt wird, da 

in den anderen zwei von vier Versuchen TGFβR1 die Reporteraktivität von AP1 nicht 

beeinflusst. 

 

Anhand der hier vorgestellten Daten ergibt sich darüber hinaus kein Anhalt für eine di-

rekte oder indirekte Wirkung der klassischen EMT-Transkriptionsfaktoren (ZEB, Snail1, 

Slug, Twist1) auf den Smad-Reporter 3TP-Lux. 

 

Wie in den nachfolgenden Kapiteln näher ausgeführt wird, vermitteln viele weitere mit 

EMT- und Metastasierung-assoziierte Signalproteine ihre Wirkung über AP1- und Ets-

Transkriptionsfaktoren. Dazu passt, dass viele in der vorliegenden Arbeit untersuchten 

Transkriptionsfaktoren (ZEB1 Isoform 2, Snail1, Slug, Twist1, LEF1, Cut-like 1 und 2) 

und Signalproteine (p110α, TGFβR1) Ets-AP1-Bindesequenzen (Ets-AP1-Reporter) re-

gulieren. 
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5.4 Einfluss von klassischen EMT-Transkriptionsfaktoren auf EMT und Metasta-

sierung 

Smad-Proteine können mit weiteren EMT-Transkriptionsfaktoren wie ZEB1, ZEB2 und 

TCF/LEF interagieren (58). Dabei bilden u. a. Smad2 und Smad3 mit ZEB1 oder ZEB2 

einen Repressorkomplex, der u. a. die Genexpression von E-Cadherin hemmen kann. 

Darüber hinaus regulieren die ZEB-Transkriptionsfaktoren die Transkriptionsaktivität der 

Smad-Proteine antagonistisch (ZEB1 wirkt aktivierend, ZEB2 wirkt reprimierend) (205).  

 

Auch ZEB1 kann über Bindung an AP1-Transkriptionsfaktoren an die DNA rekrutiert wer-

den. In Brustkrebszellen führt die Bildung eines Aktivatorkomplexes, bestehend aus 

ZEB1, AP1 und Coaktivator YAP (Yes1 associated transcriptional regulator), zu einer 

verstärkten Expression tumorfördernder Zielgene (206). Die vorgestellten Daten der Re-

porterassays demonstrieren, dass ZEB1 neben AP1- auch Ets-, SRE- und NFκB-Motive 

aktivieren kann. Des Weiteren zeigen die Daten, dass ZEB1 die Promotorsequenzen 

von c-MYC und Slug aktivieren kann. Da die beiden Reporter keine der genannten Bin-

desequenzen beinhalten und lediglich für den Slug-Reporter E-Boxen beschrieben sind, 

könnte die Wirkung auf andere enthaltene Bindestellen zurückzuführen sein (siehe Ta-

belle 13). Es ist aber auch denkbar, dass ZEB1 hier über Interaktion mit weiteren Tran-

skriptionsfaktoren genregulatorisch wirkt. Die NFκB-Bindestelle wird nicht nur durch 

ZEB1, sondern auch durch Slug aktiviert. Es wurde bereits beschrieben, dass der Tran-

skriptionsfaktor NFκB die Promotoraktivität von SNAI2 (Slug) und ZEB1 steigert (207), 

(208). Demzufolge könnten NFκB und ZEB1 bzw. Slug sich reziprok in ihrer EMT-Wir-

kung verstärken. 

 

Obwohl für die ZEB-Proteine eine funktionelle Ähnlichkeit in Bezug auf ihre DNA-Bin-

dung beschrieben wurde (209), hat ZEB1 in den Reporterassays ein von ZEB2 deutlich 

verschiedenes Regulationsprofil. ZEB2 wirkt aktivierend auf AP1-Bindeelemente und die 

Promotorregulation von SNAI2 und MnSOD. Da der MnSOD-Reporter auch AP1-Binde-

stellen enthält, könnte die aktivierende Wirkung über diese vermittelt sein. Außerdem 

wirkt ZEB2 schwach reprimierend auf den TCF/LEF1-Reporter TOPflash.  

 

Gemmill et al. haben weitere EMT-relevante ZEB-responsive Targetgene des NSCLC 

identifizieren können. Hierzu zählen u. a. die Gene des epithelialen Zelladhäsionsmole-

küls EpCAM sowie des mesenchymalen Filamentproteins VIM (Vimentin). Dabei war 

eine vermehrte mRNA-Expression von ZEB1 positiv mit einer vermehrten mRNA-Ex-

pression von Vimentin, jedoch negativ mit der mRNA-Expression von EpCAM assoziiert 

(52). Interessanterweise stellten sie außerdem fest, dass dieses mesenchymale 
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Expressionsmuster signifikant mit ZEB 1 und 2, nicht jedoch mit Twist1, Snail1 oder Slug 

assoziiert war. Die Daten der vorliegenden Reporterassays deuten jedoch darauf hin, 

dass alle klassischen EMT-Transkriptionsfaktoren (ZEB1, ZEB2, Slug, Snail1 und 

Twist1) die CDH1-Promotoraktivität (E-Cadherin) in KRAS-mutierten NSCLC-Zellen 

deutlich reprimieren. Obwohl Snail1 eigentlich als der effektivere E-Cadherin-Repressor 

gilt (210), hemmt Slug verglichen mit Snail1 die Aktivität des CDH1-Promotors in dem in 

dieser Arbeit verwendeten experimentellen Setup deutlich stärker. Darüber hinaus stei-

gert Slug als einziger der getesteten EMT-Transkriptionsfaktoren zusätzlich die CDH2-

Promotoraktivität (N-Cadherin) deutlich. Demnach weist in NSCLC-Zellen mit aktivieren-

der KRAS-Mutation v. a. Slug ein mesenchymales Expressionsmuster auf. Insbesondere 

deuten die Ergebnisse auf eine genregulatorische Funktion von Slug für den Cadherin-

Switch in Lungenkarzinomzellen hin (siehe Abb. 14). 

 

Die alleinige Inhibition von K-Ras beeinflusst weder die CDH1-Promotoraktivität (siehe 

Kapitel 4.3.6) noch die Proteinexpression von E-Cadherin (Ergebnisse nicht dargestellt) 

in KRAS-mutierten Zellen. In einer parallel durchgeführten Arbeit konnte Liz Nagel an-

hand von Western Blot-Analysen zeigen, dass in H358-Zellen insbesondere die KRAS-

mutierte Zelllinie H358 vergleichsweise viel endogenes Snail1 und Slug enthält. Ihre Da-

ten deuten darauf hin, dass KRAS G12C auf Proteinebene zu einer verminderten Ex-

pression von Slug, nicht aber von Snail1 führt (Liz Nagel, Dissertation, Justus-Liebig-

Universität Gießen, in Vorbereitung). Dies verdeutlicht, dass EMT-Transkriptionsfakto-

ren komplexer reguliert werden als stellenweise angenommen. 

 

Slug interagiert mit mehr Reportern als Snail1 oder Twist1. Neben EMT-assoziierten 

Promotorfragmenten und Bindungselementen (NFκB, Slug) reguliert Slug auch viele 

weitere Reporter (SRE, C/EBP, c-MYC, Cyclin D1, p21Cip1). Diese Beobachtung stützt 

die Hypothese, dass Slug in der EMT- und Metastasierungs-assoziierten Genregulation 

des NSCLC eine Schlüsselrolle spielen könnte.  

 

SNAI2 (Slug) wird transkriptionell u. a. direkt TGFβ1-abhängig durch Smad-Proteine und 

Wnt-abhängig durch den TCF/β-Catenin-Komplex reguliert (168). Diese Wirkung wird u. 

a. ebenfalls über mehrere im SNAI2-Promotor (Slug) enthaltene AP1-Konsensusse-

quenzen vermittelt (168). Darüber hinaus kann Slug seinen eigenen Promotor transkrip-

tionell aktivieren (211), was auch die Daten der hier vorgestellten Reporterassays bestä-

tigen. Da der SNAI2-Promotor mehrere AP1-Konsensussequenzen enthält (168), könn-

ten AP1 und Slug sich reziprok in ihrer Wirkung verstärken. Eine regulatorische Wirkung 

über andere enthaltene Bindemotive kann jedoch nicht ausgeschlossen werden. Die 
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Ergebnisse der Reporterassays zeigen darüber hinaus, dass Snail1 Ets-Elemente und 

Slug AP1-Elemente aktiviert. Beide Transkriptionsfaktoren wirken aktivierend auf kom-

binierte Ets-AP1-Elemente. Dieser Unterschied könnte auf einen möglichen molekularen 

Mechanismus deuten, der zu den unterschiedlichen Effekten von Snail1 und Slug führt. 

Das müsste in weiterführenden Experimenten detaillierter untersucht werden. 

 

Slug ist außerdem für die Einleitung der EMT durch Twist1 essenziell. Im Mausmodell 

konnten Casas et al. feststellen, dass die Expression von Twist1 nur in Kombination mit 

Slug Fernmetastasierung auslöste. Daher ist es nicht verwunderlich, dass Twist1 durch 

Bindung an im SNAI2-Promotor enthaltenen E-Boxen die Transkription von Slug direkt 

induzieren kann (83). Diese Beobachtung ist jedoch anhand der hier vorgestellten Er-

gebnisse eher nicht auf NSCLC-Zellen übertragbar, da Twist1 den Slug-Reporter in die-

sem experimentellen Setup nicht direkt reguliert. 

 

Der Transkriptionsfaktor NFκB induziert EMT durch Reprimierung der Genexpression 

von E-Cadherin und Steigerung der Genexpression von Vimentin (208). Pires et al. ha-

ben die Interaktion von NFκB mit den klassischen EMT-Transkriptionsfaktoren als mög-

liche downstream targets untersucht und dabei herausgefunden, dass ein Knockdown 

von NFκB in Brustkrebszelllinien zu einer verringerten Genexpression von Slug, Snail1, 

Twist1 und ZEB1 führt (207). In weiterführenden CHIP- und Luziferase-Assays konnte 

die Arbeitsgruppe außerdem zeigen, dass NFκB an den SNAI2-Promotor bindet und die-

sen aktiviert. Darüber hinaus wurde für NFκB beschrieben, dass es in Transfektionsver-

suchen die ZEB1-Promotoraktivität steigern und darüber EMT-Prozesse auslösen kann 

(208). Die in der vorliegenden Arbeit präsentierten Daten der Reporterassays unterstüt-

zen diese Hypothesen, da Slug und ZEB1, auf NFκB-Bindestellen aktivierend wirken 

können. 

 

Zusammenfassend deuten die Ergebnisse der hier vorgestellten Reporterassays darauf 

hin, dass im NSCLC vor allem ZEB 1 Isoform 2 und Slug an der EMT-Auslösung beteiligt 

sein können.  

 

5.5 Einfluss von Cut-like-Proteinen auf EMT und Metastasierung 

Neben den klassischen EMT-Transkriptionsfaktoren wird zunehmend auch die Rolle der 

Cut-like Proteine in der EMT-assoziierten Genregulation diskutiert. Aus der Literatur ist 

bekannt, dass TGFβ auch die Proteinexpression von Cut-like 1 steigert, welches wiede-

rum reziprok den TGFβR1 aktivieren und darüber potenziell EMT-Prozesse auslösen 

kann (178), (212). Die vorliegende Arbeit unterstützt eine synergistische Wirkung 
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zwischen Cut-like 1 und TGFβ1 über Smad-vermittelte Genregulation (3TP-Lux-Repor-

ter). Die Daten der Reporterassays deuten außerdem darauf hin, dass Cut-like 1 die 

CDH1-Promotoraktivität deutlich reprimiert. Allerdings reprimiert Cut-like 1 auch die 

CDH2-Promotoraktivität (siehe Kapitel 4.4). 

 

Cut-like 1 fungiert durch kurzzeitiges Binden an CCAAT- oder Sp1-Bindestellen häufig 

als Transkriptionsrepressor (213). Die Daten der vorliegenden Arbeit deuten darüber 

hinaus darauf hin, dass Cut-like-Proteine C/EBP- und kombinierte Ets-AP1-Bindese-

quenzen regulieren können. Coqueret et al. stellten anhand von embryonalen Zellen be-

reits fest, dass die Bindung von Cut-like 1 an die Konsensus-Bindestelle je nach Protein-

konzentration und je nach posttranslationaler Modifikation während des Zellzyklus vari-

iert. Ihren Beobachtungen entsprechend könnte Cut-like 1 ein zellzyklusabhängiger 

Transkriptionsrepressor sein, der die CDKN1A-Genexpression (Cyclin-abhängiger 

Kinase-Inhibitor p21Cip1) in der S-Phase hemmt und darüber den Zellzyklus fördert 

(214). Die Daten der Reporterassays deuten jedoch darauf hin, dass Cut-like 1 in 

NSCLC-Zellen den CDKN1A-Promotor aktiviert. 

 

Zusammenfassend deuten die Ergebnisse der Reporterassays darauf hin, dass Cut-like 

1 kein klassischer EMT-Transkriptionsfaktor ist. Allerdings könnte das Protein durch In-

teraktion z. B. mit TGFβ EMT fördern.  

 

5.6 Einfluss von ausgewählten Signalproteinen auf verwendete Zellzyklus-Repor-

ter 

Ein wichtiges Kennzeichen der Tumorzelle ist nach Hanahan et al. u. a. auch die Umge-

hung der Apoptose durch Interaktion mit Zellzyklusproteinen (3). Untersucht man EMT- 

und Metastasierungs-assoziierte Genregulation, ist daher auch eine ergänzende Ana-

lyse der Genregulation von Zellzyklusproteinen sinnvoll. 

 

Die Forschungsergebnisse von Bottazzi et al. sprechen dafür, dass p21Cip1 zu Beginn 

der G1-Phase induziert wird. Diese p21Cip1-Induktion erfordert die Interaktion mit 

Wachstumsfaktoren und ist ERK-abhängig (215). Neuere Forschungsergebnisse legen 

nahe, dass Ras in der G1-Phase hauptsächlich über Erk signalisiert, jedoch auch über 

PI3K/Akt und Cyclin D, was den Eintritt in die S-Phase fördert (216). Der Wachstums-

faktor TGFβ z. B. kann den Zellzyklus in der G1-Phase noch durch Induktion von 

p21Cip1 hemmen (217). Hierfür interagieren Smad-Proteine mit dem Sp1-Transkripti-

onsfaktor, welcher über Sp1-Bindesequenzen den CDKN1A- (p21Cip1) Promotor 
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aktiviert (218). Erst im Verlauf der G1-Phase wird p21Cip1 schließlich reprimiert, was 

Zellwachstum ermöglicht (215).  

 

Die Daten der hier vorgestellten H1299-Reporterassays deuten jedoch darauf hin, dass 

der TGFβR1 den CDKN1A-Promotor in NSCLC-Zellen hemmt und damit prinzipiell eine 

Zellzyklusprogression bewirken kann. Allerdings kann keine Aussage darüber getroffen 

werden in welcher Phase des Zellzyklus die Mehrheit der Zellen zum Messzeitpunkt war. 

Wie vorangegangen dargestellt hängt jedoch vom Zellkontext ab, wie p21Cip1 wirkt.  

 

Die Ergebnisse der H358-Reporterassays wiederum zeigen für KRAS-mutierte NSCLC-

Zellen, dass TGFβ1 entsprechend der Literaturmeinung (217) den p21Cip1-Promotor 

aktiviert. Interessanterweise ist die p21Cip1-Promotoraktivität bereits bei K-Ras-Inhibi-

tion in der geringeren Konzentration signifikant vermindert. Eine Inhibition von K-Ras in 

der wirksamen Konzentration hebt schließlich die Aktivierung des p21Cip1-Promotors 

auf. Diese Beobachtung deutet auf eine Interaktion zwischen TGFβ1 und K-Ras hin. 

Diese Hypothese wird unterstützt durch die Forschungsergebnisse der Arbeitsgruppe 

um Kivinen et al.: Anhand muriner Fibroblastenzellen konnten sie auf Proteinebene zei-

gen, dass die TGF-β1 induzierte Phosphorylierung von p21Cip1 durch MEK1(/2)-Inhibi-

tion nach zwölf-stündiger Behandlung aufgehoben wurde (219).  

 

Die im Ergebnisteil dargestellte Aktivierung der beiden Zellzyklus-Reporter p21Cip1 und 

Cyclin D1 durch Slug könnte über die jeweils enthaltenen Bindestellen AP1, NFκB bzw. 

C/EBP vermittelt werden, da Slug die jeweiligen synthetischen Reporter ebenfalls akti-

viert. Snail1 hingegen wirkt aktivierend auf Ets- und C/EBP-Motive. Da der Cyclin D1-

Reporter viele Ets-Elemente enthält und für den p21Cip1-Promotor ein C/EBP-Element 

beschrieben ist, könnte Snail1 jeweils über diese Elemente aktivierend wirken. 

 

5.7 Einfluss von K-Ras-Inhibition auf die verwendeten Reporter  

Die in dieser Arbeit durchgeführten Reporterassays in der Zelllinie H358, die eine endo-

gene KRAS G12C Mutation enthält, zeigen, dass eine K-Ras-Inhibition durch MRTX-849 

oder AMG-510 nicht nur Einfluss auf klassische Proliferationszusammenhänge (Ets-

AP1, NFκB, C/EBP), sondern z. B. auch auf E-Cadherin und MMP9 hat (siehe Tabelle 

12). 

Insgesamt fällt bei detaillierter Betrachtung der Ergebnisse auf, dass die K-Ras-Inhibition 

häufig konzentrationsabhängig wirkt. Interessanterweise werden viele Reporter eher 

durch K-Ras-Inhibition in der niedrigeren Konzentration aktiviert (NFκB, C/EBP, Cyclin 

D1, Topflash, N-Cadherin) (siehe Kapitel 4.3.2 bis 4.3.5). Diese Beobachtung kann durch 
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das in der Literatur bisher wenig beachtete pharmakologische Phänomen der Hormesis 

erklärt werden. Diese Dosis-Wirkungs-Beziehung ist dadurch gekennzeichnet, dass eine 

Stimulation bei Einsatz einer niedrigen Konzentration und eine Hemmung bei Einsatz 

einer höheren Konzentration erreicht wird. Dieser Effekt wurde in mehreren Studien be-

obachtet (220). Es wurden bereits für mehr als 130 verschiedenen humanen Tumorzell-

linien, darunter auch NSCLC-Zelllinien, hormetik-ähnliche, biphasische Dosis-Konzent-

rations-Reaktionen beschrieben (221). Diese stimulierende Reaktion im niedrigen Do-

sisbereich wird über eine kompensatorische Reaktion erklärt, welche jedoch mit Verlän-

gerung der Versuchsdauer wieder nachlässt. Da in dieser Arbeit der Fokus auf der kurz-

fristigen Genregulation lag und die Versuchsdauer daher mit 24 h eher kurz gewählt 

wurde, könnte dieses Phänomen die Beobachtung erklären. Letztendlich ist jedoch auch 

ein methodischer Einfluss im Sinne experimenteller Fehlermöglichkeiten als Ursache 

nicht auszuschließen. 

 

Für K-Ras wurde der Hormesis-Effekt bisher nur für die Wirkung von Strahlentherapie 

diskutiert, nicht jedoch für die Wirkung der neuen sogenannten zielgerichteten Thera-

pien. So konnten Kim et al. anhand humaner Zellen demonstrieren, dass besonders 

niedrig dosierte Bestrahlung die K-Ras-induzierte Zelltransformation durch Verringerung 

von ROS-Bildung reduziert (222). Bereits in den ersten pharmakokinetischen Analysen 

von MRTX-849 wurde allerdings gezeigt, dass die maximale und dauerhafte Antitumo-

raktivität dosisabhängig in den höheren Dosierungen wirksamer war (223). Insgesamt 

könnte der Versuchszeitraum mit 24 h demnach zu kurz gewählt sein. 

Da beide verwendeten K-Ras-Inhibitoren als kovalente, irreversible K-Ras G12C-Inhibi-

toren molekular und atomistisch sehr ähnlich wirken (224), unterscheiden sich die jewei-

ligen Ergebnisse in dieser Arbeit nicht nennenswert voneinander. 

 

Aufgrund von eingeschränkter Plasmidexpression in der KRAS-mutierten Vergleichszell-

linie H23 und teilweise auch in HCC-44, sind die Ergebnisse nur eingeschränkt mit den 

Daten der Reporterassays von H358 vergleichbar. Sowohl in H358- als auch in HCC-44-

Zellen bewirkt die K-Ras-Inhibition eine konzentrationsabhängige Reprimierung von Ets-

AP1-Elementen. In HCC-44-Zellen ist diese Reprimierung deutlich stärker ausgeprägt. 

Dies kann durch die Homozygotie von HCC-44-Zellen für die KRAS-Mutation G12C er-

klärt werden. In beiden Zelllinien führt die K-Ras-Inhibition außerdem zu einer Hemmung 

von SRE-Motiven. In HCC-44-Zellen kann diese Wirkung v. a. bei der niedrigsten Inhi-

bitorkonzentration (AMG-510 bzw. MRTX-849 2 nM) beobachtetet werden, während in 

H358-Zellen nur die jeweils höchste eingesetzte Inhibitorkonzentration von 25 nM SRE-

Motive reprimiert. An SRE-Motive binden u. a. SRF-Transkriptionsfaktoren (225). Diese 
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regulieren z. B. als Downstream Target des MAPK-Signalwegs die Expression von Ge-

nen, die die Aktindynamik modulieren und dadurch Zellmigration steuern können (226). 

Die Inhibition von onkogenem K-Ras könnte demnach über die Hemmung von SRE-

Elementen Migration und Metastasierung unterdrücken. Darüber hinaus bewirkt die K-

Ras-Inhibition ebenfalls in beiden Zelllinien die Hemmung des MMP9-Promotors. In 

H358-Zellen ist diese Wirkung vor allem in der höheren eingesetzten Inhibitorkonzentra-

tion von 10 nM zu beobachten. In HCC-44-Zellen eher in der geringeren Konzentration 

von 2 nM. Die Matrixmetalloprotease MMP9 baut extrazelluläre Matrix ab. Im Rahmen 

der Karzinogenese erleichtert dieser Prozess die Invasion maligner Zellen (47). Durch 

Herunterregulierung der MMP9-Promotoraktivität könnte demzufolge die Inhibition von 

onkogenem K-Ras die Invasivität von Tumorzellen hemmen.  
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6. Zusammenfassung 

Viele Tumorzellen durchlaufen während der Karzinogenese einen EMT-Prozess, in des-

sen Rahmen die Zelle epitheliale Charakteristika zugunsten mesenchymaler Eigen-

schaften verliert. Dieser Vorgang wird durch eine veränderte Genregulation mit konse-

kutiv veränderter Proteinexpression hervorgerufen. Für die Zell-Zell-Kontakte bedeutet 

dies durch den sog. Cadherin Switch mit Hochregulation von N-Cadherin und Reprimie-

rung von E-Cadherin eine Dedifferenzierung und Stabilitätsverlust, der Metastasierung 

erleichtert. Dabei spielt neben dem Zytokin TGFβ1 auch das Proto-Onkoprotein K-Ras, 

welches in vielen NSCLC-Adenokarzinomen mutiert ist, eine Schlüsselrolle in der EMT-

Induktion. Ihre Wirkung vermitteln die beiden Proteine über verschiedene nachgeschal-

tete Signalwege u. a. durch Induktion und/oder Interaktion mit den klassischen EMT-

Transkriptionsfaktoren Snail1, Slug, Twist1, ZEB1 oder ZEB2. 

In der vorliegenden Arbeit wurde anhand von Reporterassays die Rolle von K-Ras und 

TGFβ1 in der EMT-assoziierten Genregulation von NSCLC-Zelllinien untersucht. Neben 

den klassischen EMT-Transkriptionsfaktoren wurden auch weitere potenziell relevante 

Transkriptionsfaktoren und häufig vorkommende DNA-Bindesequenzen betrachtet.  

Dabei deuten die Ergebnisse auf eine genregulatorische Schlüsselrolle von Slug hin, 

während Snail1 und Twist1 eine deutlich untergeordnete Rolle spielen. ZEB1 Isoform 2 

und ZEB2 wiederum regulieren EMT-assoziierte Gene sehr unterschiedlich. Diese Arbeit 

verdeutlicht, dass die in der Literatur häufig unter dem Sammelbegriff EMT-Transkripti-

onsfaktoren zusammengefassten Proteine die Genregulation differenzierter und indivi-

dueller steuern als stellenweise angenommen. Darüber hinaus war auch eine genregu-

latorische Funktion der Smad-Transkriptionsfaktoren nach TGFβ-Rezeptor-1-Aktivie-

rung nachweisbar. Für Cut-like 1 deuten die erzielten Daten auf eine mögliche Rolle in 

der EMT-assoziierten Genregulation des NSCLC hin und sollten weiter untersucht wer-

den. 

In einem weiteren Schritt wurde außerdem der Einfluss der K-Ras-Inhibition auf die EMT-

assoziierte Genregulation analysiert. Hier weisen die Ergebnisse auf eine hormetik-ähn-

liche Dosis-Wirkungs-Beziehung beider K-Ras-Inhibitoren (MRTX-849 und AMG-510) 

bei einer Behandlungsdauer von 24 h in der Zelllinie H358, die eine heterozygote Muta-

tion im KRAS-Gen hat, hin. Interessanterweise wurden unter K-Ras-Inhibition insbeson-

dere kombinierte Ets-AP1- und C/EBP-Sequenzen sowie der Promotor von NFκB regu-

liert, welcher bis dato in der Literatur eher wenig beachtet wurden.  

Aufgrund der methodischen Limitationen kann die vorliegende Arbeit nur auf genregula-

torische Zusammenhänge hindeuten. Für den Nachweis von Protein-DNA-Bindungen 

und deren molekulare Auswirkungen auf die Regulation der EMT müssen hierauf auf-

bauende, weiterführende Analysen angeschlossen werden.   
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7. Abstract 

During carcinogenesis, many tumor cells undergo an EMT process in which the cell loses 

epithelial characteristics in favour of mesenchymal properties. This process is caused by 

altered gene regulation. For the cell-cell contacts, this means dedifferentiation and loss 

of stability due to the so-called cadherin switch with upregulation of N-cadherin and re-

pression of E-cadherin, which supports metastatic processes. In addition to the cytokine 

TGFβ1, the proto-oncoprotein K-Ras, which is mutated in many NSCLC adenocarcino-

mas, also plays a key role in EMT induction. The two proteins mediate their effect via 

various downstream signaling pathways, including induction and/or interaction with the 

classical EMT transcription factors Snail1, Slug, Twist1, ZEB1 and ZEB2. In the present 

study, the role of K-Ras and TGFβ1 in EMT-associated gene regulation of NSCLC cell 

lines was investigated using reporter assays. In addition to the classical EMT transcrip-

tion factors, other potentially relevant transcription factors and frequently occurring DNA 

binding sequences were examined.  

The results indicate a key gene regulatory role of Slug, while Snail1 and Twist1 play a 

minor role. ZEB1 isoform 2 and ZEB2 in turn regulate EMT-associated genes very dif-

ferently.  

This work illustrates that proteins often summarized in the literature under the collective 

term “EMT transcription factors” control gene regulation in a more differentiated and in-

dividual way than sometimes assumed.  

In addition, a gene regulatory function of the Smad transcription factors after TGFβ re-

ceptor 1 activation was also detectable. For Cut-like 1, the obtained data indicate a pos-

sible role in EMT-associated gene regulation of NSCLC and should be further investi-

gated. 

In a further step, the influence of K-Ras inhibition on EMT-associated gene regulation 

was also analyzed. Here, the results indicate a hormetic-like dose-response relationship 

of both KRAS inhibitors (MRTX-849 and AMG-510) after a treatment of 24 h in the cell 

line H358, which has a heterozygous mutation in the KRAS gene. Interestingly, K-Ras 

inhibition particularly regulated combined Ets-AP1 and C/EBP sequences, as well as the 

promoter of NFκB.  

Due to methodological limitations, the present work can only suggest gene regulatory 

relationships. For the detection of resulting protein changes and of additional protein-

DNA interactions and their molecular effects on the regulation of EMT, further analyses 

are necessary to provide more detailed insights.  
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8. Anhang 

8.1 Einfluss von Transkriptionsfaktoren und Kinasen auf die Regulation der Re-

porter für MnSOD-, G6Pase- MMP9- und Snail1-Promotoren sowie des Transkrip-

tionsfaktors NFAT 

Die im Luziferase-Experiment in H1299-Zellen bestimmten Aktivitäten der genannten 

Reporter sind in Abb. 20 zusammengefasst dargestellt. 

 

 

Abb. 20 Regulation der relativen Promotoraktivität von MnSOD, MMP9 und G6Pase sowie eines Fragmen-
tes eines IL-2-Promotors (NFAT) 
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H1299-Zellen wurden zeitgleich mit einem Firefly-Promotorkonstrukt, einem Expressionsplasmid oder pcDNA3.1 
und dem Renilla-Reporterkonstrukt pRL-TK cotransfiziert. Die Inkubation erfolgte über 24 h. Die Luziferase-Trans-
fektion erfolgte jeweils in Doppelwerten. Die dargestellten relativen Promotoraktivitäten entsprechen dem auf 
pcDNA3.1 normierten Verhältnis von Firefly-Luziferase-Aktivität zur Renilla-Luziferase-Aktivität. Abgebildet sind 
die MW + SD von i.d.R. drei unabhängigen Experimenten mit Darstellung der Einzelwerte. Die statistische Signifi-
kanz wurde mittels one sample t-Test bestimmt und wird wie folgt abgebildet: p ≤ 0,05 = *; p ≤ 0,01 = **; p ≤ 0,001 
= ***. Abkürzung: relative Units [rU]. 

 

Trotz einzelner Übereinstimmungen zeigen die vier genannten Reporter deutliche Un-

terschiede in ihrem Aktivitätsprofil. 

ZEB1 Isoform 1 steigert die relative Promotoraktivität des MnSOD- (5,20 ± 0,82), des 

G6Pase- (19,61 ± 1,20), des NFAT- (6,33 ± 2,70) und des MMP9-Reporters (4,82 ± 

0,36). ZEB1 Isoform 2 erhöht die Promotoraktivität der drei gemessenen Reporter für 

NFAT- (4,20 ± 2,9), MnSOD- (2,31 ± 0,48) und MMP9-Promotoren (2,10 ± 0,21) in je-

weils zwei von drei Versuchen. 

P110α steigert die relative Promotoraktivität des MnSOD- (2,36 ± 0,41) und des MMP9-

Reporters (2,10 ± 0,08). Darüber hinaus erhöht p110α die relative Promotoraktivität des 

Reporters G6Pase in zwei von drei Versuchen (2,06 ± 0,36) sowie, unter starker Streu-

ung der Einzelwerte, des Reporters für NFAT in allen vier Versuchsansätzen (5,70 ± 

3,91).  

LEF1 aktiviert den NFAT-Reporter (3,611 ± 2,25) in drei von vier Experimenten stark, 

zeigt bezüglich des MnSOD- (1,79 ± 0,31) und des G6Pase-Reporters (2,02 ± 0,36) al-

lerdings keinen Einfluss auf die Reporteraktivität. 

TAK ca wirkt aktivierend auf die relative Aktivität des NFAT-Reporters (3,55 ± 0,56). 

ZEB2 steigert wie auch Cut-like 1 nur die MnSOD-Reporteraktivität (3,26 ± 0,29; 2,52 ± 

0,50). 

Als Positivkontrolle wirkt FOXO3a aktivierend auf den G6Pase-Reporter (10,92 ± 3,06), 

während TGFβR1 ca tendenziell die Luziferaseaktivität des G6Pase-Reporters (0,70 ± 

0,06) reprimiert. 

Snail1, Slug, Twist1 und Cut-like 2 beeinflussen im Vergleich zu pcDNA3.1 weder die 

relative Promotoraktivität des MnSOD- (1,26 ± 0,27; 1,58 ± 0,25; 1,71 ± 0,01; 1,32 ± 

0,37), noch des G6Pase- (1,86 ± 0,21; 1,41 ± 0,40; 1,58 ± 0,23; 1,04 ± 0,43), noch des 

MMP9-Reporters (1,32 ± 0,03; 1,37 ± 0,08; 1,39 ± 0,07; 1,19 ± 0,07).  

In den H1299-Zellen war das Promotorfragment von Snail1 kaum aktiv. Aus diesem 

Grund ist die Aussagekraft des Snail1-Reporters entsprechend eingeschränkt. ZEB1 Is-

oform 1 und p110α erhöhten in Pilotexperimenten die Aktivität des Snail1-Reporters, 

während TGFβR1 ca diese etwa halbierte.  
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8.2 Einfluss der KRAS-Inhibitoren MRTX-849 und AMG-510 auf die Regulation der 

relativen Promotoraktivität der MnSOD-, MMP9- und NFAT-Reporter 

Die experimentell bestimmten relativen Promotoraktivitäten der oben genannten Repor-

ter sind in Abb. 21 zusammengefasst dargestellt. 

 

 

Abb. 21 Regulation der relativen Promotoraktivität von MnSOD und MMP9 sowie eines Fragmentes eines 
IL-2-Promotors (NFAT) durch K-Ras-Inhibition. 
H358-Zellen wurden zeitgleich mit einem Firefly-Promotorkonstrukt, einem Expressionsplasmid oder pcDNA3.1 
und dem Renilla-Reporterkonstrukt pRL-TK cotransfiziert. Die Inkubation erfolgte über 24 h. Die Luziferase-Trans-
fektion erfolgte jeweils in Doppelwerten. Die dargestellten relativen Promotoraktivitäten entsprechen dem auf 
pcDNA3.1 normierten Verhältnis von Firefly-Luziferase-Aktivität zur Renilla-Luziferase-Aktivität. Abgebildet sind 
MW + SD von mind. drei unabhängigen Experimenten mit Darstellung der Einzelwerte. Die statistische Signifikanz 
wurde mittels one sample t-Test bestimmt und wird wie folgt abgebildet: p ≤ 0,05 = *; p ≤ 0,01 = **; p ≤ 0,001 = ***. 
Abkürzung: rU: relative Units. 

 

Die Behandlung mit den KRAS-Inhibitoren MRTX-849 und AMG-510 hat verglichen mit 

der DMSO-Kontrolle keinen Einfluss auf die relative Aktivität des MnSOD-Reporters 

(mittlere relative Promotoraktivitäten zwischen 1,05 und 1,30). 

Die niedrige Konzentration von 2 nM der Inhibitoren MRTX-849 (0,98 ± 0,09) und AMG-

510 (0,91 ± 0,05) beeinflusst die relative Aktivität des MMP9-Konstruktes nicht. Die Er-

gebnisse der Behandlung des MMP9-Reporters mit einer Inhibitor-Konzentration von 

10 nM sind heterogen. In jeweils zwei von vier Versuchsansätzen reprimiert MRTX-849 

10 nM (0,71 ± 0,05) wie auch AMG-510 10 nM (0,70 ± 0,06) die Promotoraktivität des 

Genreporters für MMP9. Eine weitere Steigerung der Konzentration auf AMG-510 25 nM 

(mittlere relative Promotoraktivität 0,61) hat die Aktivität ebenfalls reprimiert. Die Be-

handlung mit MRTX-849 25 nM (mittlere relative Promotoraktivität 0,85) hingegen hat 

vergleichsweise keinen Einfluss auf die relative Promotoraktivität des MMP9-Reporters. 

Die Ergebnisse der letzten beiden Einzelwerte sind nicht abgebildet.  

Die relative Aktivität des NFAT-Reporters erhöht sich unter Behandlung mit MRTX-849 

2 nM (1,72 ± 0,44) und AMG-510 2 nM (1,73 ± 0,53) in jeweils zwei von drei Versuchen. 

Eine Behandlung mit der höheren Konzentration MRTX-849 10 nM (1,08 ± 0,74) und 

AMG-510 10 nM (1,90 ± 1,32) steigert je in einem von drei Versuchen die Aktivität des 
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NFAT-Reporters deutlich, wobei die Behandlung mit MRTX-849 10 nM zusätzlich einma-

lig die relative Reporteraktivität von NFAT deutlich reprimiert. Insgesamt streuen die ge-

messenen Einzelwerte stark, woraus jeweils hohe Standardabweichungen resultieren. 

 

8.3 Einfluss der KRAS-Inhibitoren MRTX-849 und AMG-510 auf die Regulation der 

Reporteraktivität von Ets-AP1, Ets, TOPflash, p21Cip1 und Claudin 1 in H23-Zellen 

 

Tabelle 15: Einfluss der verwendeten KRAS-Inhibitoren auf die Regulation der Reporteraktivität von 

Ets-AP1, Ets, TOPflash, p21Cip1 und Claudin 1 in H23-Zellen 

H23-Zellen 

Reporter Reporteraktivität MW ± SD, n=2 

MRTX-849 

2 nM 

MRTX-849 

10 nM 

AMG-510 2 nM AMG-510 

10 nM 

Ets-AP1 0,98 ± 0,03 0,95 ± 0,02 1,05 ± 0,14 0,99 ± 0,26 

Ets 0,60 ± 0,00 1,06 ± 0,14 0,59 ± 0,11 1,03 ± 0,00 

TOPflash 0,58 ± 0,18 0,79 ± 0,48 0,70 ± 0,00 0,75 ± 0,49 

p21Cip1 0,81 ± 0,37 1,15 ± 0,16 0,69 ± 0,28 0,79 ± 0,31 

Claudin 1 0,67 ± 0,18 1,31 ± 0,37 0,62 ± 0,12 1,24 ± 0,34 

 

8.4 Beispielhafte Darstellung von Primärdaten der Luziferase Assays 

Die Luziferase Assays wurden wie in den Kapitel 3.1.3 bis 3.1.5 und 3.2.7 beschrieben 

durchgeführt. Die Detektion der Biolumineszenz erfolgte mittels Luminometer Centro 

XS3 LB 960. Zur Darstellung der Primärergebnisse (siehe Abb. 22) wurde die Software 

MikroWin 2000 Version 4.41 verwendet. Anschließend wurden die Daten tabellarisch 

ausgewertet (siehe Abb. 23). 
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Abb. 22 Beispielhafte Darstellung von Primärergebnissen eines Luziferase Assays mit MikroWin 2000 Ver-
sion 4.41 
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Abb. 23 Beispielhafte tabellarische Auswertung von Primärdaten eines Luziferase Assays 

  

H358 mit Lipofektamin 3000transfiziert am 16.03.2021 LH I.

Well Nummer Bezeichnung Behandlung Luziferase Renilla norm. Luziferase norm.Renilla Ratio(Luzi/Renilla) Mittelwert Ratio Normalisierung Standartabweichung

1 pEGFP Transfektionskontrolle 19 24 21,5 21,5

2 pEGFP Transfektionskontrolle 24 19

3 pGL2/p21 DMSO 3652 30931 3630,5 30909,5 0,117 0,122 1,000 0,007

4 pGL2/p21 DMSO 3667 28635 3645,5 28613,5 0,127

5 pGL2/p21 TGFβ1 10ng/ml 6238 17883 6216,5 17861,5 0,348 0,353 2,886 0,008

6 pGL2/p21 TGFβ1 10ng/ml 5641 15689 5619,5 15667,5 0,359

7 pGL2/p21 TGFβ1 10ng/ml+MRTX 2nM 5350 19475 5328,5 19453,5 0,274 0,265 2,166 0,012

8 pGL2/p21 TGFβ1 10ng/ml+MRTX 2nM 3808 14792 3786,5 14770,5 0,256

9 pGL2/p21 TGFβ1 10ng/ml+MRTX 10nM 2668 16359 2646,5 16337,5 0,162 0,159 1,296 0,005

10 pGL2/p21 TGFβ1 10ng/ml+MRTX 10nM 2745 17553 2723,5 17531,5 0,155

11 pGL2/p21 TGFβ1 10ng/ml+AMG 2nM 5913 22416 5891,5 22394,5 0,263 0,266 2,170 0,004

12 pGL2/p21 TGFβ1 10ng/ml+AMG 2nM 5695 21178 5673,5 21156,5 0,268

13 pGL2/p21 TGFβ1 10ng/ml+AMG 10nM 3749 24387 3727,5 24365,5 0,153 0,140 1,145 0,018

14 pGL2/p21 TGFβ1 10ng/ml+AMG 10nM 2862 22305 2840,5 22283,5 0,127

15 pGL2/MMP9 DMSO 27513 34466 27491,5 34444,5 0,798 0,720 1,000 0,110

16 pGL2/MMP9 DMSO 28125 43767 28103,5 43745,5 0,642

17 pGL2/MMP9 MRTX 10nM 13224 26329 13202,5 26307,5 0,502 0,513 0,712 0,015

18 pGL2/MMP9 MRTX 10nM 10066 19213 10044,5 19191,5 0,523

19 pGL2/MMP9 MRTX 25nM 8581 14442 8559,5 14420,5 0,594 0,614 0,852 0,028

20 pGL2/MMP9 MRTX 25nM 10721 16912 10699,5 16890,5 0,633

21 pGL2/MMP9 AMG 10nM 15233 30494 15211,5 30472,5 0,499 0,542 0,752 0,060

22 pGL2/MMP9 AMG 10nM 15529 26557 15507,5 26535,5 0,584

23 pGL2/MMP9 AMG 25nM 8664 18485 8642,5 18463,5 0,468 0,440 0,611 0,039

24 pGL2/MMP9 AMG 25nM 6776 16398 6754,5 16376,5 0,412
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