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1 Zusammenfassung

Die Rho-GTPase Racl und seine Splei3-Isoform Raclb sind in vielen humanen, nicht-
kleinzelligen  Lungentumoren  (NSCLC)  Uberexprimiert.  Aufgrund der  hohen
Sequenzhomologie wurde jedoch in vielen Studien nicht zwischen diesen beiden Rac-
Isoformen unterschieden, weswegen bisher kaum Raclb-spezifische Funktionen bekannt
sind. Raclb enthalt ein zusatzliches Exon 3b, was in einer 19 Aminosaure-langen Insertion
resultiert. Dadurch liegt Raclb hauptséchlich in seinem aktiven, GTP-gebundenen Zustand
vor.

In dieser Arbeit wurde der Einfluss von Raclb auf die Proliferation, den Differenzierungs-
status, die Migrationsfahigkeit und die Genregulation untersucht. Hierfir wurde die Lungen-
adenokarzinom-Zelllinie H23 verwendet, die transient oder stabil EGFP, EGFP-Racl bzw.
EGFP-Raclb exprimierte. Dabei konnte gezeigt werden, dass stabil exprimierte EGFP-Rac-
Isoformen die Proliferationsgeschwindigkeit der H23-Zellen steigerten, was mit einer
erhdhten Aktivitat der Proteinkinasen p38, JNK2 und Akt korrelierte.

Durch die Analyse des Differenzierungsstatus, der Migrationsfahigkeit und der Genregulation
wurden Raclb-spezifische Funktionen in den stabil EGFP-Rac-exprimierenden H23-Klonen
identifiziert, die sich von den Racl-induzierten Effekten unterschieden: Wahrend EGFP-Racl
einen Cadherin Switch von E-Cadherin zu N-Cadherin und somit eine EMT in den H23-
Zellen induziert, wurde der Differenzierungsstatus der stabil EGFP-Raclb-exprimierenden
Zellen, verglichen mit den Kontrollzellen, nicht veréndert. Dies geht mit einer unverénderten
Migrationsgeschwindigkeit der stabil EGFP-Raclb-exprimierenden H23-Zellen einher, die in
stabil EGFP-Racl-exprimierenden H23-Zellen reduziert vorlag. AuflRerdem wurde in
Genreporter-Assays gezeigt, dass transient exprimiertes HA-Rac1lb(G12V), im Gegensatz zu
HA-Racl1(G12V), keine Promotoraktivierung verschiedener Gene bewirken kann. Nur die
stabile Expression von EGFP-Raclb bewirkte in H23-Zellen eine Aktivierung des SRE.L-
Reporterkonstrukts, was auf eine Adaptation durch die langfristige Raclb-Expression
zurlickgefihrt werden konnte. In dieser Arbeit konnte fir Raclb keine tumor-fordernde
Funktion in der NSCLC-Zelllinie H23 identifiziert werden.

Des Weiteren wurden in dieser Arbeit verschiedene 3D-Kultivierungsmethoden miteinander
verglichen, die weitere Einflisse auf das Zellverhalten bericksichtigen und so die komplexe
Situation im Tumor eher nachstellen kdnnen als 2D-Kulturen. Darunter fallen das Wachstum
als 3-dimensionaler Zellverbund und die Kultivierung in einer Hydrogelmatrix. Dabei wurden
die NSCLC-Zelllinien H358 und H23 mit verschiedenen 3D-Kultivierungsmethoden kultiviert.
Durch die anschlieBende Analyse der Zell/Zell- und Zell/Matrix-Kontakte wurde die
Interaktion der Tumorzellen untereinander und mit ihrer Mikroumgebung unter diesen
Kultivierungsbedingungen charakterisiert. Dabei wurde gezeigt, dass die magnetische
Levitation und die Kultivierung in und auf einer Matrigelmatrix verglichen mit der
2D-Kultivierung zu einer epithelialen Differenzierung, verdnderten Aktivitat der
Proteinkinasen ERK1/2, p38 und Akt sowie einer veranderten Genexpression in den Zellen
fuhrt. Zusammenfassend stellt die modifizierte ,3D on-top“-Kultivierung auf einer dinnen
Matrigelschicht die geeignetste 3D-Kultivierungsmethode dar, um die in vivo-Situation von
NSCLC nachzustellen und besser verstehen zu konnen.
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2 Abstract

The Rho-GTPase Racl and its splice isoform Raclb are overexpressed in many human non-
small cell lung cancer. Due to their high sequence homology, most studies did not
differentiate between these two isoforms and Raclb-specific functions are barely
characterized so far. Raclb consists of an additional exon 3b, resulting in a 19 amino acid
insertion and is primarily detectable in its active, GTP-bound form.

In this study, the impact of Raclb on tumor cell proliferation, differentiation status, migration,
and gene regulation were analyzed. Therefore, the lung adenocarcinoma cell line H23 was
used that transiently or stably expressed EGFP, EGFP-Racl or EGFP-Raclb. It could be
shown that stably expressed Rac isoforms both increased the proliferation rate of the H23
cells correlating with an increased activity of the protein kinases p38, JNK2 and Akt.

By analyzing the differentiation status, migration and gene regulation in H23 cell clones
stably expressing EGFP-Rac isoforms, we identified Raclb-specific functions that
differentiate from effects induced by Racl: While EGFP-Racl can induce a cadherin switch
from E-Cadherin to N-Cadherin and thus an EMT in H23 cells, the differentiation status of
H23 cells stably expressing EGFP-Raclb remains comparable to that of control cells. The
stable expression of EGFP-Raclb had no effect on the migration rate of these cell clones,
whereas in H23 cells stably expressing EGFP-Racl the migration rate is reduced.
Furthermore, gene reporter assays showed that the transient expression of
HA-Racl1b(G12V), in contrast to HA-Racl1(G12V), did not result in any activation of several
promoter constructs. On the contrary, stably expressed EGFP-Raclb induced an activation
of the SRE.L reporter construct. Our results do not support a tumor-promoting function of
Raclb in the NSCLC cell line H23.

Furthermore, in this study, different 3D cultivation methods were compared which consider
the role of additional factors in the cellular behavior in order to mimic the complex situation in
a tumor. This includes cellular growth in a 3-dimensional association of cells and cultivation
in a hydrogel matrix. Here, the NSCLC cell lines H358 and H23 were used in different 3D
cultivation methods. By analyzing cell/cell and cell/matrix contacts, the interaction of the
tumor cells with each other and with their microenvironment was characterized. We could
show that magnetic levitation and cultivation in and on a Matrigel matrix can lead to epithelial
differentiation, altered activity of the protein kinases ERK1/2, p38 and Akt as well as to a
modified gene expression compared to 2D cultivation. This suggests that the modified
“3D on-top” cultivation on a thin Matrigel matrix is one of the most appropriate methods to
cultivate cells in 3D to mimic and further comprehend the in vivo situation of non-small cell

lung cancer.
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3 Einleitung

3.1 Humane Lungentumore

Humane Lungentumore zahlen zu den haufigsten Tumorerkrankungen in Deutschland. Im
Jahr 2013 (Stand 2017) wurde in Deutschland bei etwa 53.300 Menschen Lungenkrebs
diagnostiziert. Demnach ist sie bei Mannern die zweithaufigste und bei Frauen die
dritthaufigste Tumorerkrankung [1]. Die absoluten Zahlen zeigen dabei, dass beinahe
doppelt so viele Manner wie Frauen betroffen sind (Manner: 34.690; Frauen: 18.800), was

sich auch in der altersstandardisierten Inzidenz- und Mortalitatsrate widerspiegelt (Abbildung

1) [1].

Lungentumore in Deutschland

Wl mannlich — Inzidenz
80+ mmweiblich  -—-- Mortalitat

40

20 e B

IR S bl

altersstandardisierte Rate
pro 100.000 Einwohner

0 {Stand 29.11.2017)

2000 2005 2010 2015

Abbildung 1 Altersstandardisierte Inzidenz- und Mortalitatsrate von Lungentumoren in Deutschland.
Daten des Zentrums fir Krebsregisterkarten des Robert-Koch-Instituts belegen eine Abnahme der Inzidenz und
Mortalitdt von Lungentumoren bei den Mannern und einen Anstieg bei den Frauen. Diese Daten basieren auf
dem Stand von November 2017 [1].

Aufgrund ihrer Histologie kdnnen humane Lungentumore in zwei Gruppen unterteilt werden:
in kleinzellige (SCLC, small cell lung cancer) und in nicht-kleinzellige (NSCLC, non-small cell
lung cancer) Lungentumore.

Die World Health Organization klassifizierte 1999 SCLC als einen malignen epithelialen
Tumor aus kleinen Zellen mit wenig Zytoplasma und unscharfen Zellgrenzen. Die Zellen
haben eine runde, ovale oder spindelférmige Form und weisen haufig Verformungen des
Zellkerns und einen hohen Mitose-Index auf [2]. Bei etwa 15 % der neu-diagnostizierten
Lungentumore handelt es sich um SCLC, der eine sehr aggressive Tumorart darstellt und
schon in frihen Stadien disseminiert und Metastasen (h&ufig im Gehirn) ausbildet. Daher
sind die meisten SCLC-Patienten bei der Diagnose bereits in einem fortgeschrittenen

Krankheitsstadium. Mehr als 95 % der diagnostizierten SCLC-Patienten sind Raucher [2].

Etwa 85 % der neu-diagnostizierten Lungentumore gehort den NSCLC an. Diese lassen sich

weiter in drei Subtypen unterteilen: Adenokarzinome, Plattenepithelkarzinome und
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grofRzellige Karzinome. Diese drei Subtypen unterscheiden sich durch den zellularen
Ursprung des Karzinoms, durch die Lokalisation in der Lunge und durch das
Wachstumsverhalten voneinander [3, 4].

Das grof3zellige Lungenkarzinom wird in etwa 5-10 % der diagnostizierten Lungentumore
nachgewiesen und besteht aus undifferenzierten bis kaum differenzierten Zellen [3].

Das Plattenepithelkarzinom wird in 25-30 % der Falle diagnostiziert und tritt nur sehr selten
bei Nicht-Rauchern auf (<10 %) [5]. Dieser Subtyp entsteht aus transformierten, basalen
Zellen der zentralen Atemwege [3], weswegen dieser Tumor hauptsachlich im Zentrum der
Lunge diagnostiziert wird [6].

Der in Rauchern und Nichtrauchern am haufigsten vorkommende Lungentumor ist das
Adenokarzinom, das etwa die Halfte aller Lungentumor-Diagnosen ausmacht. Dieser Subtyp
entsteht durch die maligne Transformation des Drisenepithels (Typ Il Pneumozyten; Clara-
Zellen) [3] und kann daher durch eine Muzin-Farbung immunhistologisch nachgewiesen
werden [7]. Die Diagnose dieses Tumortyps erfolgt durch den Nachweis der Biomarker
EGFR (epidermaler Wachstumsfaktor) und ALK (anaplastische Lymphomkinase) [7]. Eine
aktivierende Mutation des EGFRs tritt schon frih in der Entstehung des humanen
Lungenadenokarzinoms auf und aktiviert die PI3K/Akt- und Ras/Raf/MEK/ERK-Signalwege
[7], was unter anderem eine Zunahme der Proliferationsrate der Tumorzellen zur Folge hat.
Weitere epidemiologische Studien konnten zeigen, dass aktivierende EGFR-Mutationen
hauptséachlich bei Nichtrauchern, Frauen und Asiaten nachgewiesen werden konnten [8, 9].
Bei Rauchern wurden dagegen hauptsachlich aktivierende K-RAS (Kristen rat sarcoma)-

Mutationen fir die Entstehung der Adenokarzinome verantwortlich gemacht [10].

3.2 Erhohte Expression der Rho-GTPasen Racl und Raclb in

humanen Lungentumoren
Um Therapien gegen Lungentumore zu verbessern, missen weitere Zielstrukturen
identifiziert werden, die in der Entstehung und Entwicklung humaner Lungentumore eine
wichtige Rolle spielen. Um Lungentumor-spezifische Mutationen zu identifizieren,
analysierten Liu et al. 19 etablierte Lungenkrebszelllinien und 3 Lungentumor-Gewebepaare
mittels Next Generation-Sequenzierung [11]. Ein Vergleich der Ergebnisse aus der
Transkriptom-Sequenzierung von Tumor- und Normalgewebe ermdglichte die Analyse von
SpleiR-Isoformen und deren differenzielle Expression in Lungentumoren. Dabei wurde fur die
Rho (Ras homologous)-GTPase Racl eine 2-fache Hochregulation und fir dessen
SpleiRvariante Raclb eine 10-fache Hochregulation in Lungentumoren nachgewiesen [11].
Immunhistochemische Farbungen bestatigten eine deutliche Zunahme von Racl in
Lungentumorgeweben. Durch Uberlebenszeitanalysen von NSCLC-Patienten wurde zudem

nachgewiesen, dass eine hohe Racl-Expression das progressionsfreie und generelle
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Uberleben deutlich verkirzt, verglichen mit einer geringeren Racl-Expression [12, 13].
AuBerdem wurde eine verstarkte Raclb-Expression auf Protein- und mRNA-Ebene in
Lungentumorgewebe verglichen mit Normalgewebe gezeigt. Fur die Tumor-fordernden
Eigenschaften von Raclb scheinen zusatzliche, aktivierende K-RAS-Mutationen notwendig
zu sein [14-16].

3.3 Rho-GTPasen

3.3.1 Aktivierungszyklus der Rho-GTPasen

Rho-GTPasen sind eine Unterfamilie der Ras-verwandten kleinen GTPasen und bestehen
aus 22 Mitgliedern, die in allen Saugetieren vorkommen. Zu den klassischen Rho-GTPasen
gehoren die Rho-, Cdc42- und die Rac- (Ras-related-C3 botulinum toxin substrate) Proteine,
wobei RhoA, Cdc42 und Racl die am besten charakterisierten Mitglieder darstellen [17, 18].
Wie alle regulatorischen GTPasen wirken die Rho-GTPasen als molekulare Schalter: Sie
wechseln dabei zwischen einem inaktiven, GDP-gebundenen und einem aktiven, GTP-

gebundenen Zustand.

Zellmembran Aktivierung der

Effektorenmolekile

Rho-GTPase '
GTP

GAP GEF

Rho-GTPase

Abbildung 2 Aktivierungszyklus der Rho-GTPasen.

Die Aktivierung der Rho-GTPase erfolgt durch GEFs (Guanin-Nukleotid-Austauschfaktoren), die einen Austausch
von GDP gegen ein GTP bewirken. Die aktive Rho-GTPase ist an der Zellmembran lokalisiert, wo sie mit
Effektorproteinen interagieren kann. Fir die Inaktivierung katalysieren GAPs (GTPase-aktivierende Proteine) die
Hydrolyse des gebundenen Nukleotids. Im Zytosol verhindern Rho-GDIs (Guanin-Dissoziations-Inhibitoren) die
erneute Aktivierung der Rho-GTPase.

Zytosol

Dieser Zyklus wird durch Guanin-Nukleotid-Austauschfaktoren (GEFs) und GTPase-
aktivierende Proteine (GAPs) reguliert. Wahrend der Aktivierung binden GEFs an die
Rho-GTPase und katalysieren den Austausch des gebundenen GDPs gegen ein GTP.
AnschlieRend wandert die aktive, GTP-gebundene Rho-GTPase an die Membran, wo sie mit
ihren Effektorproteinen interagieren kann. Fir die Deaktivierung binden GAPs an die
Rho-GTPase und beschleunigen die Hydrolyse von GTP zu GDP. Die inaktive,
GDP-gebundene Rho-GTPase ist in diesem Zustand im Zytoplasma lokalisiert. Dort wird sie
von Guanin-Dissoziations-Inhibitoren (Rho-GDIs) gebunden, wodurch eine Dissoziation des

GDPs verhindert wird [17, 19, 20]. Zusammen mit der Maskierung der Geranylgeranyl-
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Modifikation nahe des C-Terminus [21, 22] wird eine erneute Aktivierung und Translokation
an die Zellmembran verhindert (Abbildung 2). Auf diese Weise regulieren die Rho-GTPasen
mehr als 70 Effektormolekdle, die an verschiedenen biologischen Prozessen beteiligt sind.
Darunter fallen unter anderem die Regulation des Aktin-Zytoskeletts, die Migration, die
Proliferation und die Genexpression [23].

3.3.2 Die Rho-GTPasen Racl und Raclb

In dieser Arbeit werden die Racl- und Raclb-induzierten Effekte in Lungentumorzellen
untersucht. Racl gehort zu den klassischen und am besten charakterisierten Rho-GTPasen
und wird ubiquitéar exprimiert. Es spielt eine essentielle Rolle in der Entwicklung eines
Organismus. So ist ein homozygoter racl-Knockout in murinen, embryonalen Stammzellen
schon in frihen Entwicklungsstadien letal (E9.5) [24], weshalb die Funktion von Racl in
Geweben und Tumorarten nur mithilfe von konditionellen Knockout-Modellen untersucht
werden konnte. Fir Pankreas- und Lungentumore wurden konditionelle Knockout-Mause
generiert, die die Funktion von Racl in der Tumorgenese weiter aufklaren sollten [25, 26].
Dabei wurde in beiden Tumorarten eine Verzdgerung der Tumorentstehung durch das
Fehlen von Racl beobachtet, was auf eine pro-tumorigene Eigenschaft von Racl hinweist.
Diese Eigenschaft wird durch die Uberexpression von Racl in Brust-, Magen-, und

Hodenkarzinomen sowie in oralen Plattenepithelkarzinomen weiter unterstutzt [27-30].

A Ei )
| E2 E3 E3b E4 ES5|

G | =

UTR A =

M

P ———— —— |
e -

B

Rac1 SN E2 | E3 E5
Racib [HN E2 | E3 E3b E5

Abbildung 3 Genstruktur der Rho-GTPasen Racl und Rac1b.

[A] Darstellung des Rac-Gens mit seinen Exons (E1-E6) und Introns inkl. 5‘- und 3'-UTR (untranslatierte Region).
Der vergroRerte Bereich von E3 bis E4 zeigt die unterschiedlichen Spleivarianten Racl (oben) und Raclb
(unten). [B] Schema der gesplei3ten mRNA von Racl bzw. Raclb. Raclb enthélt das alternative Exon 3b (E3b).

Bei der Rho-GTPase Raclb handelt es sich um eine Splei3-Isoform von Racl, die ein
zusatzliches Exon 3b besitzt. Dabei werden 57 Nukleotide bzw. 19 Aminosduren im
Leserahmen (zwischen Kodon 75 und 76) eingebaut (Abbildung 3). Die 19 zusatzlichen
Aminosauren befinden sich direkt hinter der sog. Switch II-Region. Die Switch-Regionen sind
an den meisten Protein/Protein-Interaktionen von Racl bzw. Raclb mit ihren

Effektorproteinen beteiligt [31]. Zwischen den beiden Switch-Regionen befindet sich die
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Nukleotid-Bindestelle, die eine Konformationséanderung der Rac-Proteine in Abhangigkeit
des gebundenen Nukleotids (GDP oder GTP) bewirkt (Abbildung 4). Dieser strukturelle
Unterschied nimmt durch die GPPNP-Bindung (nicht-hydrolysierbares GTP-Analog,
Abbildung 4) an das Racl-Protein eine geschlossene Konformation an, bei der die beiden
Switch-Regionen eng beieinander liegen, wahrend die GPPNP-Bindung an das Raclb-
Protein eine gedffnete Konformation aufrechterhdlt und die Switch-Regionen weiter
voneinander entfernt bleiben (Abbildung 4) [32]. Dies resultiert in einer unterschiedlichen

Aktivierbarkeit der beiden Rac-Isoformen.

GDP- GPPNP-
gebunden gebunden

Rac1

Rac1b

Abbildung 4 Konformationsdnderung von Racl und Rac1b durch die Bindung von Nukleotiden.

Die Konformation der Switch | (rot)- und Switch Il (orange)-Region wird durch die Bindung von GDP bzw. GPPNP
(nicht-hydrolysierbares GTP-Analog) beeinflusst. Die Bindung von GPPNP bewirkt bei Racl eine geschlossene
Switch I-Region. Diese bleibt bei Raclb trotz GPPNP-Bindung gedffnet. Diese Abbildung wurde mit der
Genehmigung des Verlages aus Orlichenko et al. entnommen [32].

Biochemische Analysen zeigen fir Raclb einen schnelleren Austausch von GDP zu GTP
sowie eine beeintrachtigte GTP-Hydrolyse, die durch die offene Konformation der Switch-
Regionen bedingt ist. Dadurch fehlen stabilisierende strukturelle Elemente nahe der GTP-
Hydrolyse-Doméane. Des Weiteren wird Raclb nicht durch Rho-GDIs gebunden [33] und
kann daher nicht im Zytoplasma zurtickgehalten werden. Raclb liegt im Gegensatz zu Racl

somit hauptséchlich als aktive, GTP-gebundene Rho-GTPase an der Zellmembran vor [34].
3.3.3 Rac-induzierte Signalwege

3.3.3.1 Serin/Threonin-Kinase PAK
Die Aktivierung der Rho-GTPase Racl stimuliert mehrere Signalwege, die an verschiedenen
biologischen Prozessen beteiligt sind.
Als erstes Racl-Effektorprotein wurde die Serin/Threonin-Kinase PAK (p21l-activated kinase)
beschrieben. Sie gehoért zu den am besten charakterisierten Racl-Effektoren. Die Aktivitat

von PAK ist unter nicht-stimulierten Bedingungen durch eine auto-inhibitorische Doméne
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gehemmt, die die PAK-Kinase-Domane blockiert. Die Bindung von aktivem Racl an PAK
bewirkt eine Konformationsanderung, die die Kinase-Domane freilegt [35]. Zusammen mit
der Autophosphorylierung an T423 wird PAK vollstandig aktiviert [36] und reguliert zum einen
das Aktin-Zytoskelett (siehe 3.3.4) [37] und zum anderen den MAPK (mitogen-activated
protein kinase)-Signalweg (siehe 3.3.3.2) [38].

Die strukturellen Unterschiede in der Spleil3-Isoform Raclb verhindern eine Bindung und
Aktivierung der Serin/Threonin-Kinase PAK, was in einer differenziellen Signaltransduktion
resultiert [34].

3.3.3.2 MAPKs

MAPKs sind Serin/Threonin-Proteinkinasen, die extrazellulare Stimuli in eine Vielzahl
intrazellularer Prozesse umwandelt. Darunter fallen unter anderem die Regulation der
Proliferation, der Migration, des Uberlebens und der Differenzierung [39]. Es sind 14 MAPKs
bekannt, die sich in sieben Gruppen unterteilen lassen: ERK1/2 (extracellular signal-
regulated kinase 1/2), INK1/2/3 (c-jun N-terminal kinases 1/2/3), p38a/f/y/5, ERK5, ERK3/4,
ERK7 und NLK (Nemo-like kinase) [39]. Diese MAPKs werden durch eine evolutionar stark
konservierte Signaltransduktions-Kaskade aktiviert: Extrazellulare Stimuli fuhren zur
Aktivierung der MAPKKKs (MAP-Kinase-Kinase-Kinasen). Diese phosphorylieren und
aktivieren die MAPKKs (MAP-Kinase-Kinasen), die dann die oben genannten MAPKs
phosphorylieren und aktivieren (Abbildung 5).

Raf-1/A/B MEKK1-4, DLK, MLK2,

MEK1 MEK4 MEK3
MAPKK
MAPK ERK1/2 INK1/2/3 p38a/B(y/d)

! ! ! l

Proliferation, Migration, Uberleben, Differenzierung, ...

Abbildung 5 MAPK-Signaltransduktions-Kaskade.

Verschiedene Stimuli aktivieren die MAPK-Signaltransduktions-Kaskade, die aus MAP-Kinase-Kinase-Kinasen
(MAPKKKSs), MAP-Kinase-Kinasen (MAPKKs) und MAP-Kinasen (MAPKSs) bestehen. Die Aktivierungskaskaden
der drei konventionellen MAPKs ERK1/2, JNK1/2/3 und p38a/B/y/d sind mit ihren entsprechenden, bekannten
MAPKKKs und MAPKKs dargestellt.

Die Aktivierung von ERK1/2 spielt eine zentrale Rolle in der Proliferation. Dabei bewirkt
aktives ERK1/2 die Phosphorylierung des Transkriptionsfaktors Elkl [40], was zur
Transkription von immediate early-Genen fuhrt. Darunter fallt beispielsweise c-fos, dessen
Protein zusatzlich durch die ERK1/2-abhéngige Phosphorylierung stabilisiert wird [41].

Zusammen mit c-jun bildet es den AP-1-Komplex, der die Cyclin D1-Expression induziert
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[42]. Cyclin D1 ist ein zentraler Faktor, der durch die Bindung an Cyclin-abhéangige Kinasen
(CDKs) die G,/S-Transition bewirkt [39].

Verschiedene Stress-Stimuli, wie UV-Strahlung oder oxidativer Stress, sind fur die
Aktivierung der MAPK-Kaskade verantwortlich, die in einer Aktivierung der MAPKs JNK1/2/3
resultiert (Abbildung 5) [39]. JNK1/2/3 ist an der Regulation der Proliferation, Apoptose,
Motilitat, des Metabolismus und der DNA-Reparatur beteiligt [43].

Das am besten charakterisierte Substrat von JNK1/2/3 ist c-jun, welches mit c-fos am Aufbau
des AP-1-Komplexes beteiligt ist und die Proliferation der Zellen steigern kann. Neben der
pro-proliferativen Eigenschaft weist JNK auch pro-apoptotische Funktionen auf. Durch den
kombinierten Knockout von jnk1 und jnk2 in MEFs (mouse embryonic fibroblasts) wurde eine
reduzierte Apoptose-Rate nach UV-Bestrahlung nachgewiesen [44].

Die Rho-GTPase Racl ist ebenfalls in der Lage den JNK-Signalweg zu aktivieren [45, 46].
Dabei handelt es sich um einen PAK-unabhdngigen Effekt, da die Expression von aktivem
PAK keine gesteigerte Aktivierung von JNK bewirkt [47]. Stattdessen aktiviert Racl die
Serin/Threonin-Kinase MLK3 (mixed lineage kinase 3), die eine SH3 (Src homology 3)- und
eine CRIB (Cdc42/Racl interactive binding)-Doméne aufweist. Diese bewirkt dann die
Aktivierung der MAPK-Kaskade, indem sie MEKK, eine MAPKKK, phosphoryliert und
aktiviert [47].

Bei den MAPKs p38a/B/y/d handelt es sich wie bei JNK1/2/3 um Stress-induzierte
Proteinkinasen. Sie werden daher unter anderem durch oxidativen Stress und TNF-a (tumor
necrosis factor a) aktiviert [39, 48]. Die Bindung von TNF-a an seinen Rezeptor TNFR
bewirkt die Rekrutierung des Adaptorproteins TRAF2 (TNF receptor associated factor 2).
Daran kénnen verschiedene MAPKKKSs binden [48], die teilweise auch an der Aktivierung
von JNK1/2/3 beteiligt sind. Dies deutet auf eine starke wechselseitige Beeinflussung des
JNK- und p38-Signalweges hin (Abbildung 5) [48, 49].

Der p38-Signalweg ist insbesondere an der Regulation von Entziindungsreaktionen beteiligt,
wobei es die Transkription von pro-inflammatorischen Zytokinen (z. B. IL-13, TNF-a) fordert
[50, 51]. AuRBerdem weist aktives p38 anti-proliferative Eigenschaften auf, indem es den
Tumorsuppressor p53 aktiviert. Dies fiihrt zur Transkription des CDK-Inhibitors p21“"* und
zu einer Inhibierung des Cdc2/Cyclin B-Komplexes, der fir die G,/M-Transition erforderlich
ist [39, 52].

3.3.3.3 PI3K/Akt

Unabhangig von den MAPK-Signalwegen kann Racl das Zelliberleben durch die
Aktivierung des PI3K (Phosphoinositid-3-Kinasen)/Akt-Signalweges fordern [53, 54]. Dabei
kann Racl direkt an die p85-Untereinheit der PI3K binden und sie so aktivieren [53, 55].

Aktive PI3K phosphoryliert bestimmte Membranproteine, die die Konvertierung von PIP,
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Zellmembran

Zytosol Proliferation, Migration, Uberleben, ...

Abbildung 6 Schema des PI3K/Akt-Sighalwegs.

Die Bindung des Liganden (L) bewirkt die Aktivierung des spezifischen Rezeptors (R). Dadurch wird die
Phosphoinositid-3-Kinase (PI3K) einerseits durch Ras und andererseits direkt durch Rac aktiviert. Dies bewirkt
die Phosphorylierung von Phophatidylinositol-(3,4)-biphosphat (PIP2) zu Phosphatidylinositol-(3,4,5)-triphosphat
(PIP3). Dadurch kann Akt an die Zellmembran binden, wo es von PDK-1 (3-phosphoinositide-dependent protein
kinase 1) an T308 teilweise aktiviert wird. Die zuséatzliche Phosphorylierung an S473 durch mTORC2 (mammalian
target of rapamycin complex 2) oder durch DNA-PK (DNA-dependent protein kinase) fuhrt zur vollstandigen
Aktivierung von Akt und reguliert biologische Prozesse wie Proliferation, Migration und Uberleben. IRS: insulin
receptor substrate.

(Phosphatidylinositol-(3,4)-Bisphosphat) zu PIP; (Phosphatidylinositol-(3,4,5)-Triphosphat)
bewirken. Anschliel3end bindet Akt an der Plasmamembran an PIP3, woraufhin es von PDK1
(3-phosphoinositide-dependent protein kinase 1) an T308 und von mTORC2 (mammalian
target of rapamycin complex 2) oder der DNA-PK (DNA-dependent protein kinase) an S473
phosphoryliert wird. Erst durch die Phosphorylierung an diesen beiden Positionen wird Akt
vollstandig aktiviert und kann biologische Prozesse wie Migration, Proliferation und
Zelliiberleben steuern (Abbildung 6) [56].

Singh et al. wiesen eine Aktivierung des PI3K/Akt-Signalweges durch das ektope Einbringen
der Rho-GTPase Raclb in NIH3T3-Zellen nach. Damit aktiviert Raclb zumindest in

Fibroblasten selektiv einen Teil der Racl-induzierten Signalwege [57].

3.3.3.4 SRF

Ein weiterer Signalweg, an dem Racl beteiligt ist, stellt der SRF (serum response factor)-
Signalweg dar. SRF ist ein Transkriptionsfaktor, der je nach gebundenen Ko-Faktoren zwei
unterschiedliche Gruppen von Zielgenen aktivieren kann. Dabei handelt es sich zum einen
um immediate early-Gene [58, 59] und zum anderen um Gene, die Komponenten des Aktin-
Zytoskeletts oder Aktin-bindende Proteine kodieren [59, 60].

Fur die Induktion der immediate early-Gene bindet SRF an Ko-Faktoren der TCF (ternary
complex factor)-Familie wie Elk-1, Sap-1 oder Net. Diese werden durch die Serum- oder
Wachstumsfaktor-induzierte MAPK-Signaltransduktion aktiviert (Abbildung 7) und induzieren

die Transkription von immediate early-Gene wie c-fos und c-jun [58].
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Abbildung 7 Aktivierung der SRF-abhéngigen Genexpression.

Der Transkriptionsfaktor SRF kann je nach gebundenen Ko-Aktivatoren die Expression zweier Gengruppen
induzieren. Die Expression der immediate early-Gene wird durch die Bindung von SRF an Mitglieder der TCF-
Familie (TCF) induziert, die durch die MAPK-Kaskade aktiviert werden. Die Expression der Aktin-assoziierten
Gene erfolgt durch die Bindung von SRF an den Ko-Aktivator MRTF-A (myocardin-related transcription factor A).
MRTF-A wird im inaktiven Zustand durch die Bindung an monomeres G-Aktin (G) im Zytosol zurlickgehalten.
Durch die Induktion der Aktinpolymerisation wird das MRTF-A freigesetzt und transloziert in den Nukleus. Die
Rho-GTPase Rac nimmt auf beide Signalwege Einfluss, indem es zum einen die MAPKKKs bzw. MAPKKs
aktivieren kann und zum anderen in der Aktinpolymerisation eine wichtige Rolle spielt.

Die SRF-abhangige Transkription der Aktin-assoziierten Gene wird durch die Bindung der
MRTF (myocardin-related transcription factor)-Familie unterstitzt. Die Regulation der MRTFs
wird durch das Aktin-Treadmilling reguliert. Dabei ist MRTF-A an monomeres, globulares
Aktin (G-Aktin) im Zytosol gebunden, was die Translokation in den Zellkern und somit die
Transkription verhindert. Durch eine zunehmende Aktinpolymerisation wird der Pool an
monomerem G-Aktin reduziert. Dadurch wird MRTF-A freigesetzt, transloziert in den Zellkern
und aktiviert zusammen mit SRF die Gentranskription (Abbildung 7) [61-63]. Unter die
Zielgene fallen beispielsweise VCL (Vinculin) und ACTR3 (actin-related protein 3), dessen
Genprodukt Teil des Arp2/3-Komplexes ist. Der Arp2/3-Komplex spielt an der Ausbildung
von Lamellipodien an der richtungsweisenden Front migrierender Zellen eine wichtige Rolle,
indem er eine Verzweigung des linearen Aktinfilaments und so die Bildung von Lamellipodien
ermoglicht (siehe 3.3.4) [64]. Vinculin ist ein Bestandteil von Zell/Matrix-Kontakten und
stabilisiert diese im Bereich der Lamellipodien, sodass sich die Zellen durch Kontraktion des
Zellkorpers uber das Substrat bewegen konnen [60].

Besonders die Aktin-abhangige Regulation der Genexpression wird durch die Aktivitat von
Racl reguliert, sodass unter anderem die Ausbildung von Lamellipodien ermdéglicht wird
(siehe Kapitel 3.3.4) [65].
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3.3.4 Regulation des Aktin-Zytoskeletts

Die Effekte auf das Aktin-Zytoskelett sind fir die Rho-GTPasen RhoA, Cdc42 und Racl am
besten charakterisiert, wobei sie fir die Ausbildung von Stressfasern (RhoA), Filopodien
(Cdc42) bzw. Lamellipodien (Racl) verantwortlich sind [19].

Lamellipodien sind blattartige Strukturen mit einem verzweigten Aktinnetzwerk, deren
Ausbildung durch die Rho-GTPase Racl reguliert wird. Diese Lamellipodien werden
insbesondere in migrierenden Zellen an der richtungsweisenden Front ausgebildet [66].
Dabei bewirkt Racl mithilfe des Adapterproteins der WASP-Familie eine Aktivierung des
Arp2/3-Komplexes und so die Ausbildung eines verzweigten Aktinnetzwerkes [64]. Durch
diese verstarkte Aktinpolymerisation nimmt der G-Aktin-Pool in der Zelle ab, was, wie in
3.3.3 beschrieben, zu einer Freisetzung des SRF-Ko-Transkriptionsfaktors MRTF-A flhrt.

3.3.5 Epitheliale-mesenchymale Transition (EMT)

Eine Studie von Zhou et al. beschreibt eine Korrelation der Racl-Expression mit der
Induktion der epithelialen-mesenchymalen Transition (EMT) in NSCLC-Patienten [12].

Bei der EMT handelt es sich um einen biologischen Prozess, bei dem epitheliale Zellen ihre
epithelialen Eigenschaften verlieren und stattdessen mesenchymale Charakteristika
aufweisen. Dabei wird EMT in drei verschiedenen Situationen beobachtet und daher in drei
Subtypen eingeteilt [67]: Die Typ I-EMT findet wahrend der Implantation, der Embryogenese
(Gastrulation, Bildung der Neuralleiste, Bildung der Herzklappen) und der Organentwicklung
statt [68]. Die Typ II-EMT wird wahrend der Wundheilung, der Gewebe-Regeneration und der
Fibrose beobachtet. Das Ziel ist dabei die Reparatur des verletzten Gewebes. Die Typ llI-
EMT kommt in neoplastischen Zellen wahrend der Tumorentwicklung und -metastasierung
vor. Die Ursachen und Mechanismen sind dabei noch nicht vollstandig verstanden und daher
Gegenstand intensiver Forschung [67]. Die lokale Invasion wird jedoch als erster Schritt zur
Dissemination eines Tumors angesehen.

Wahrend der EMT sind verschiedene Veranderungen zu beobachten: Zum einen &ndert sich
die Zusammensetzung der Zell/Zell- und Zell/Matrix-Kontakte. Die Zellen verlieren dabei ihre
basal-apikale Polaritat durch den Abbau der Tight Junctions [69, 70]. AulRerdem werden
E-Cadherin-vermittelte Zell/Zell-Kontakte durch die weniger stabilen N-Cadherin-vermittelten
Zell/Zell-Kontakte ersetzt (sog. Cadherin Switch) [71, 72].

Zum anderen werden Anderungen im Zytoskelett beobachtet, bei der das kortikale Aktin
zurlck- und stattdessen Stressfasern ausgebildet werden [73, 74]. Auf3erdem werden
Intermediarfilamente, die in epithelialen Zellen aus Cytokeratin zusammengesetzt sind, durch
Vimentin ersetzt [75, 76].

Diese beiden Prozesse, Anderungen der Zellkontakte und des Zytoskeletts, kénnen durch

die typischen EMT-induzierenden Transkriptionsfaktoren wie Snail, Slug, ZEB1/2 und Twist
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aktiviert werden und verursachen die beobachteten, phanotypischen Verdnderungen
wahrend der EMT, bei der die Zellen einen spindelformigen, mesenchymalen Phéanotyp
annehmen [77].

In der murinen Keratinozyten-Zelllinie PDV wurde sowohl durch die Behandlung der Zellen
mit dem EMT-induzierenden Zytokin TGFB1 als auch durch konstitutiv-aktives Rac1(Q61L)
eine Reduktion der E-Cadherin-Proteinmenge und eine Abnahme des kortikalen Aktins
beobachtet [78]. Die Abnahme von E-Cadherin korrelierte mit einer Zunahme des EMT-
induzierenden Transkriptionsfaktors Snail1, was darauf hindeutet, dass TGFB1 uber Racl
eine Induktion der EMT in Keratinozyten induzieren kann [78].

In NSCLC-Patienten wurde wie in der Keratinozyten-Zelllinie eine erhdhte Expression von
Racl und Snaill sowie eine reduzierte Expression von E-Cadherin beobachtet, wobei Racl
mit einem hoheren TNM-Status und einer erhdhten Metastasierungsrate einhergeht [12].

Aktives Racl kdnnte also auch in NSCLC-Tumoren an der Induktion einer EMT beteiligt sein.

3.3.6 E-Cadherin-vermittelte Zell/Zell-Kontakte

Wahrend der EMT sind deutliche Veranderungen in den Zell/Zell-Kontakten zu beobachten.
In epithelialen Zellen werden stabile Zell/Zell-Kontakte durch E-Cadherin-Komplexe
ausgebildet. E-Cadherin ist ein Transmembranprotein, das aus einer extrazellularen, einer

Transmembran- und einer intrazellularen Domane besteht. Der extrazellulare N-Terminus

F-Aktin

E-Cadherin

Zelle 1 Zelle 2

Abbildung 8 Aufbau eines E-Cadherin-vermittelten Zell/Zell-Kontaktes.

Die extrazellularen Subdomane EC1 der E-Cadherin-Molekiile zweier benachbarter Zellen interagieren
miteinander und bilden so Zell/Zell-Kontakte aus. An die intrazellulare Doméane binden verschiedene Catenin-
Molekile. p120-Catenin (p120) bindet an die Juxtamembran-Doméne und stabilisiert das E-Cadherin-Molekal.
B-Catenin (B-Cat), das direkt an die intrazellulare E-Cadherin-Doméne bindet, ist ein Adaptermolekul fur
a-Catenin (a-Cat), das wiederum direkt an F-Aktin (blau) binden kann und so den Zell/Zell-Kontakt stabilisiert. Die
Ausiibung von Zugkraften auf die F-Aktin-Fasern bewirkt eine Konformationsanderung von a-Catenin, was zur
Freilegung einer Vinculin (Vinc)-Bindestelle fiihrt. Vinculin kann so Zell/Zell-Kontakte stabilisieren, indem es
sowohl an a-Catenin als auch an F-Aktin bindet.
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kann in funf extrazellulare Subdomanen (EC1-EC5) unterteilt werden. Die EC1-Doméne
interagiert Ca**-abhangig mit E-Cadherin-Molekillen benachbarter Zellen [79-81]. Die
Bindung zweier E-Cadherin-Molekile fuhrt zur Rekrutierung weiterer E-Cadherin-Molekile
an diese Kontaktstelle, sodass ein E-Cadherin-Cluster ausgebildet wird, der sich lateral
ausbreitet und zur Stabilisierung des Zell/Zell-Kontakts fuhrt [79, 82]. Uber die intrazellulare,
C-terminale Doméane des E-Cadherins werden die Zell/Zell-Kontakte durch die Bindung an
das Aktin-Zytoskelett weiter stabilisiert [80, 82]. Daran sind mehrere Adapterproteine
beteiligt, die hauptsachlich zur Familie der Catenine gehoéren. a-Catenin bindet dabei mit
seiner Aktin-Bindedoméane direkt an F-Aktin (filamentoses Aktin), was zur Blndelung der
Aktinfasern fuhrt [83, 84]. Der a-Catenin/F-Aktin-Komplex ist Uber B-Catenin an die
intrazellulare Domane des E-Cadherins gebunden [85].

p120-Catenin bindet direkt an die Juxtamembran-Domane von E-Cadherin und verhindert so
die Internalisierung und Degradation von E-Cadherin. Somit spielt pl120-Catenin eine
wichtige Rolle in der Stabilisierung der E-Cadherin-Komplexe und damit der Zell/Zell-
Kontakte [86, 87].

Beobachtungen von Ehrlich et al. in MDCK-Zellen (Madin-Darby Canine Kidney) zeigten eine
membrandre Akkumulation von Racl an neu-gebildeten Zell/Zell-Kontakten, die sich
zusammen mit den Zell/Zell-Kontakten lateral ausbreitete [88]. An den E-Cadherin-
vermittelten Zell/Zell-Kontakten wurde Racl durch einen PI3K-abhangigen Signalweg
aktiviert [89], wo es an sein Effektorprotein IQGAP binden kann. IQGAP ist ein
Gerdustprotein, das an B-Catenin bindet und so die Ausbildung von stabilen, E-Cadherin-
abhéngigen Zell/Zell-Kontakten verhindert. An neuen Kontaktstellen bindet hingegen aktives
Racl an IQGAP und bewirkt so die Stabilisierung der E-Cadherin-vermittelten Zell/Zell-
Kontakte [90].

3.3.7 Integrin-vermittelte Zell/Matrix-Kontakte

Wahrend der Zellmigration bildet die Zelle standig neue Kontakte mit der extrazellularen
Matrix (EZM) aus. Diese kurzzeitigen Zell/Matrix-Verbindungen werden als fokale
Adhasionen bezeichnet, die hauptséchlich Uber Integrin-Rezeptoren vermittelt werden.
Integrin-Rezeptoren sind Heterodimere, die jeweils aus einer a- und einer B-Untereinheit
bestehen. Dabei sind 18 a- und 8 [-Untereinheiten beschrieben, die sich zu 24
verschiedenen Heterodimeren zusammenlagern (Tabelle 1) [91]. Sie bestehen aus einer
grof3en extrazellularen Domane, die fiur die Bindung der EZM-Proteine verantwortlich ist,
einer Transmembrandomane und einer kurzen intrazellularen Domane (Ausnahme:
B4-Integrin), die Gber Adaptermolekiile an das Aktin-Zytoskelett bindet [92].

Die extrazellulare Doméane kann in mehrere Subdomanen eingeteilt werden. Der globulare,
N-terminale Kopf der a-Untereinheit ist wie ein gefalteter, sieben-blattriger B-Propeller

aufgebaut, der auf einer Schenkel- und zwei Waden-Domanen steht. Diese Kopfdoméane des
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Tabelle 1 Einteilung der Integrin-Rezeptoren.

Alle Integrin-Rezeptoren werden mit ihren Liganden in die vier Integrin-Rezeptor-Gruppen eingeteilt. Dabei
werden dieselben Liganden von unterschiedlichen Integrin-Rezeptoren gebunden und einzelne Integrin-
Rezeptoren kdnnen unterschiedliche Liganden binden. Kol: Kollagen. LN: Laminin. S1/S2: SpleiRvariante 1/2.
VCAM: vascular cell adhesion molecule. MadCAM: mucosal addressin cell adhesion molecule. VEGF: vascular

endothelial growth factor. ICAM: intercellular adhesion molecule.

Integrin-Rezeptor

Ligand(en)

a3, (CD49e; VLAS)

Fibronektin

§ asﬁl Fibronektin; Vitronektin; Nephronektin
o
g a, B, (CD41; Gplib) Fibrinogen; Fibronektin
14
© a, f, (CD51) Fibronektin; Vitronektin
©
é GVBS Vitronektin; Fibronektin; Fibrinogen
c
40? avﬁs Vitronektin
8 aVBG Vitronektin
GVBS Vitronektin

a B, (CD49a; VLAL)

Kol IV > Kol I; Kol IX

a,B, (CD49b; VLA2)

Kol | > Kol IV; Kol IX

a1o[31

Kollagen-
Rezeptor

Kol IV > Kol VI > Kol II; Kol IX

allﬁl

Kol | > Kol IV; Kol IX

a,B, (CD49c; VLAJ)

LN-511 > LN-332 > LN-211

£ S | o, (CD49f; VLAG) | LN-511>LN332 > LN-111 > LN411
= o
5 2 |ap, LN-332; LN-511
—
ap, S1:LN-511 > LN-211 > LN-411 > LN111

a,B, (CD49d; VLA4)

Fibronektin; VCAM-1

a,B, MadCAM-1; Fibronektin; VCAM-1
a,B, Tenascin-C; VEGF-C; VEGF-D
a B, (CD11d) ICAM-3; VCAM-1

a_B, (CD103; HML-1)

E-Cadherin

a,B,(CD11a)

ICAM-1; ICAM-2; ICAM-3; ICAM-5

a,B,(CD11b)

Leukozyten-spez. Rezeptor

iC3b; Fibrinogen

a,B,(CD1lc)

iC3b; Fibrinogen




Einleitung

a-Integrins ist fur die Ligandenbindung und -spezifitat verantwortlich [93, 94]. Etwa die Halfte
aller a-Integrine enthélt zuséatzlich eine weitere Subdomane, die sogenannte I-Domane
(inserted; auch A-Domane genannt). Sie befindet sich innerhalb der B-Propeller-Subdoméane
und enthalt eine konservierte Metallionen-abhéngige Adhasionsstelle (MIDAS; metal-ion-
dependent adhesive site). Durch die Bindung eines extrazellularen Liganden wird die
Koordination des MIDAS-gebundenen Mg®* verandert. Dies bewirkt eine Offnung der
I-Doméanen-Konformation und die Steigerung der Liganden-Bindungsaffinitat [95-97].

Die extrazellulare Domane der B-Untereinheit besteht aus einer Plexin-Semaphorin-Integrin
(PSI)-, einer Hybrid-, einer I-&hnlichen Doméane und vier Cystein-reichen EGF-
Wiederholungen. Wie die |-Domane der a-Integrine enthalt die I-ahnliche Domane der
B-Integrine eine MIDAS. Fehlt die I-Domane der a-Untereinheit des Integrin-Rezeptors, so ist
die B-Untereinheit mit ihrer I-ahnlichen Doméne fir die Ligandenbindung verantwortlich [97,
9g].

Integrin-Rezeptoren kdnnen entsprechend ihrer Liganden-Spezifitdt in vier Gruppen
eingeteilt werden: die Kollagen-, die Laminin, die Leukozyten-spezifischen und die RGD-
bindenden Rezeptoren. Die RGD-bindenende Integrin-Rezeptoren erkennen das Tripeptid
Arginin-Glyzin-Aspartat (RGD-Motiv), das in vielen EZM-Proteinen nachgewiesen wurde.
Dazu gehoren unter anderem Fibronektin, Vitronektin, Osteopontin, Thrombospondin sowie
manche Kollagene (Tabelle 1) [92]. Uber die Transmembrandoméane wird die Liganden-
bindende, extrazellulare Domane mit der kurzen intrazellularen Domé&ne verbunden. Die
intrazellulare Domane der B-Untereinheit ist flr die Verankerung an das Aktin-Zytoskelett
verantwortlich [99]. An dieser Verankerung wurden in verschiedenen Kombinationen mehr
als 50 Adapterproteine nachgewiesen (Abbildung 9).

Eine kleine Gruppe dieser Adapterproteine bildet eine direkte Verbindung zwischen der
intrazelluldaren Domane der B-Integrin-Untereinheit und dem Aktin-Zytoskelett. Zu dieser
Gruppe gehoéren unter anderem Talin, Tensin, a-Actinin und Filamin [100, 101]. Andere
Integrin-assoziierten Molekile konnen nur indirekt Uber andere Mitglieder des
Adhasionskomplexes an Aktinfasern binden und umgekehrt kdnnen Aktin-assoziierte

Molekdile nur indirekt Uber weitere Adaptorproteine an den Integrinkomplex binden [101].

Durch die Cluster-Bildung der Integrine aufgrund der Liganden-Bindung werden neben den
strukturellen  Adapterproteinen  zusatzlich  Signaltransduktions-Molekile an  den
Adhasionskomplex rekrutiert [102], die in der Aktivierung verschiedener Integrin-abhangiger
Signalwege resultiert und die Adhasion, die Migration, das Uberleben, das Wachstum und
die Differenzierung beeinflussen [103]. Eines der ersten Signalmolekile, die im Integrin-
Adhasionskomplex nachgewiesen wurden, ist die Proteinkinase FAK (focal adhesion kinase).

Sie besteht aus einer N-terminalen FERM-Domane (protein 4.1, ezrin, radixin and moesin
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Abbildung 9 Fokale Kontakte und damit assoziierte Proteine.

Fokale Kontakte sind Zell/Matrix-Verbindungen, die durch Integrin-Rezeptoren (orange Zylinder in der EZM)
vermittelt werden. Diese sind Uber verschiedene Adapterproteine mit dem Aktin-Zytoskelett verbunden, was die
fokalen Kontakte stabilisiert. Dabei bilden Adapterproteine eine direkte Verbindung mit dem Aktin-Zytoskelett
(braun; Ten (Tensin), a-Act (a-Actinin), Tal (Talin), Fil (Filamin)) oder mehrere Adapterproteine sind in Reihe
geschaltet (blau: Integrin-bindende Proteine, griin: Aktin-assoziierte Proteine). Aul3erdem sind in helleren Farben
Proteine dargestellt, die an der Integrin-abhangigen Signaltransduktion beteiligt sind: Src FK (Src Kinasen), CSK
(C-terminale Src-Kinase), PKC (Proteinkinase C). Diese Abbildung wurde mit der Genehmigung des Verlages von
Geiger et al. Ubernommen [101].

homology-Doméne), einer zentralen Kinase-Doméane und einer C-terminalen Doméne, die
die FAT (focal adhesion targeting)-Sequenz enthalt. Im inaktiven Zustand ist die Kinase-
Domaéane direkt durch die FERM-Domaéane blockiert [104]. Die Bindung von FAK an die
intrazelluldre Domane der B-Integrin-Untereinheit bewirkt eine Konformationsdnderung der
FERM-Doméane, was die Freilegung der Kinase-Doméne und der Auto-
Phosphorylierungsstelle Y397 bewirkt. An dieses auto-phosphorylierte Tyrosin kénnen nun
weitere Proteine, wie Mitglieder der Src-Familie oder die p85-Untereinheit der PI3K binden
[103, 104]. Die C-terminale Doméane von FAK enthélt weitere Protein/Protein-Bindestellen,
wodurch FAK an der Regulation der Migration und der Invasion beteiligt [105, 106].

Ein zentrales Protein des Adhéasionskomplexes, Paxillin, bindet ebenfalls an FAK. Das
Paxillin-Protein ist durch viele Protein/Protein-Bindestellen (SH2- und SH3-Domaéanen-
Bindestellen, LIM-Domanen, LD-Motive) sowie durch zusatzliche Phosphorylierungsstellen
charakterisiert, die weitere Protein/Protein-Bindestellen darstellen kénnen [107]. Durch die
groRe Anzahl an Protein/Protein-Bindungsstellen vermittelt das Adaptermolekil Paxillin die
Bindung an Kinasen (z. B. FAK, Src), an Phosphatasen (z. B. PTP-PEST (protein tyrosine
phosphatase-PEST)), an Aktivatoren der Familie der Rho-GTPasen (Crkll-DOCK180-ELMO-

Komplex, PIX) und an Aktin-bindende Proteine (z. B. Vinculin, Parvin).



Einleitung

Vinculin wurde als erster Bindungspartner von Paxillin identifiziert, der das Aktin-Zytoskelett
mit den fokalen Adhasionen verbindet [108]. Dabei wurden fir das Vinculin-Protein neben
der Paxillin-Bindestelle weitere Interaktionsstellen mit Talin und Aktin nachgewiesen [109].
Somit nimmt Vinculin neben seiner Funktion in E-Cadherin-vermittelten Zell/Zell-Kontakten
auch eine wichtige Rolle in der Stabilisierung der fokalen Kontakte ein.

3.4 3D-Zellkultur

3.4.1 Unterschiede zwischen der 2D- und 3D-Zellkultur

Bei dem wohl am haufigsten angewandten Modell zur Untersuchung der zellularen
Eigenschaften und Verhaltensweisen handelt es sich um die 2-dimensionale (2D) Zellkultur.
Sie wurde das erste Mal im Jahr 1907 zur Untersuchung von Nervenfasern von Harrison et
al. verwendet [110]. Seitdem wurde die Methode stetig verbessert, sodass biologische
Prozesse in diesem System unter einheitlichen Bedingungen untersucht werden kénnen. Bei
der 2D-Zellkultur wachsen adhéarente Zellen als Monolayer auf einer Plastik- oder Glas-
Oberflache. Uber verschiedene Zellkulturmedien werden die Zellen mit Wachstumsfaktoren
und Nahrstoffen versorgt und koénnen mithilfe verschiedener Faktoren direkt manipuliert
werden. Diese sind fur alle Zellen gleichermal3en zuganglich, was in einem homogenen
Wachstums- und Proliferationsverhalten der Zellen resultiert (Abbildung 10A) [111]. Durch
die Anwendung dieser Standard-Kultivierungsmethode wurde lber viele Jahre hinweg eine
Vielzahl an Daten generiert, die zum heutigen Verstandnis der zellularen Prozesse einen
grofRen Beitrag leistete. Dadurch wird eine gute Vergleichbarkeit und die Einordnung der
Daten in einen fachwissenschaftlichen Kontext ermdglicht. Bei der 2D-Zellkultur handelt es
sich also um eine einfache, Kosten- und Zeit-effiziente Methode um Zellen zu beobachten,
zu manipulieren und zu analysieren [112, 113].

Dennoch spiegelt diese Kultivierungsart nicht die Bedingungen humaner Gewebe und
Tumore wider, bei der verschiedene Zellarten, die EZM und weitere Faktoren miteinander
interagieren [112, 113]. Humane Gewebe und Tumore sind 3-dimensional aufgebaut, wobei
die Zellen in eine EZM eingebettet sind bzw. auf einer Basalmembran wachsen und mit
dieser und untereinander interagieren. Dadurch werden viele zellulare Prozesse wie
beispielsweise die Differenzierung, Proliferation und Migration reguliert [113, 114]. Um die
Situation im Tumor besser nachstellen zu kénnen, wurden verschiedene Kaultivierungs-
methoden entwickelt, bei denen die Zellen innerhalb und aulRerhalb einer EZM
3-dimensionale Strukturen ausbilden kénnen (siehe 3.4.2). Durch die Verwendung dieser
3D-Kultivierungsmethoden  wurden  Zell-Cluster  generiert, die  aufgrund ihrer
3-Dimensionalitat einen Nahrstoff- und Sauerstoff-Gradienten ausbilden. Da nur die auf3eren
Zellschichten mittels Diffusion mit Nahrstoffen und Sauerstoff versorgt werden kénnen, gibt

es zum Zentrum hin einen stark abnehmenden Gradienten.
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Abbildung 10 Schematischer Vergleich der 2D- und 3D-Kultivierung.

[A] Bei der 2D-Zellkultur wachsen die Zellen als Monolayer auf einer Glas- oder Plastik-Oberflache und sind mit
Zellkulturmedium Uberschichtet. Dabei werden alle Zellen homogen mit Sauerstoff (O2) und Nahrstoffen versorgt,
wéahrend Kohlenstoffdioxid (CO.) und Abfallstoffe direkt an das Zellkulturmedium abgegeben werden kdénnen. [B]
Bei der 3D-Zellkultur steht nur die auRere Zellschicht in direktem Kontakt mit dem Zellkulturmedium. Der
Sauerstoff und die Nahrstoffe kénnen nur durch Diffusion ins Innere des Zell-Clusters gelangen, weswegen ein
zum Zentrum abnehmender Gradient entsteht. Auferdem akkumulieren dadurch Kohlenstoffdioxid und
Abfallstoffe im Zentrum des Zell-Clusters. Aufgrund dieser Gradienten entstehen innerhalb des Zell-Clusters
verschiedene Proliferationszonen. In der Peripherie ist eine hohe Proliferationsrate nachweisbar, die tUber einen
seneszenten Bereich in einen nekrotischen Kern ubergehen kann.

Gleichzeitig akkumulieren die im Zentrum der Zell-Cluster gebildeten Abfallprodukte und das
produzierte Kohlenstoffdioxid, sodass weitere Gradienten entstehen, die zur Peripherie hin
abnehmen (Abbildung 10B) [115]. Unter anderem sind diese Gradienten fir die Ausbildung
verschiedener Proliferationszonen innerhalb eines Zell-Clusters verantwortlich: Im Zentrum
findet oft aufgrund der schlechten Nahrstoff- und Sauerstoff-Versorgung wenig Proliferation
statt. Bei Zell-Clustern mit einem gré3eren Durchmesser (ab ca. 500-600 um) kann haufig
ein nekrotischer Kern nachgewiesen werden. Die Nahrstoff- und Sauerstoff-Versorgung in
den auBeren Zellschichten ist hingegen kontinuierlich gewahrleistet, was in einer hohen
Proliferationsrate resultiert (Abbildung 10B) [115, 116].

3.4.2 3D-Kultivierungsmethoden

Bei den 3D-Kultivierungsmethoden kann man zwei grundlegende Methoden unterscheiden,
bei der die Zellen entweder ohne oder mit einer Tragerstruktur kultiviert werden.

Bei der 3D-Kultivierung ohne eine Tragerstruktur wird die Adhasion der Zellen an
Oberflachen mit unterschiedlichen Methoden verhindert und die normalerweise adharenten
Zellen werden in Suspension kultiviert. Dabei bilden die Einzelzellen untereinander Zell/Zell-
Kontakte und schlieBlich 3-dimensionale Zellverbande aus (siehe 3.4.2.1, 3.4.2.2, 3.4.2.3,
3.4.2.4) [117).

Fiur die 3D-Kultivierung mit einer Tragerstruktur werden die Zellen in eine Hydrogelmatrix
eingebettet, wo sie neben Zell/Zell-Kontakten zusatzlich Zell/Matrix-Kontakte ausbilden
koénnen (siehe 3.4.2.5) [117, 118].
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3.4.2.1 Die Suspensions-Kultur

Bei dieser Methode werden die Zellen in Bioreaktoren durch standige Bewegung des
Zellkulturmediums an der Oberflaschenadhasion gehindert. Bei einer kleineren Variante der
Bioreaktoren handelt es sich um die sog. Spinner-Flasche (Abbildung 11A, B) [119, 120].

= N

Bioreaktoren Spinner-Flasche

Abbildung 11 Schematische Darstellung der Bioreaktoren und der Spinner-Flaschen.

[A] In Bioreaktoren werden die Zellen als Einzelzell-Suspension ausgesét. Durch das stédndige Rotieren des
Bioreaktors um die eigene Achse wird ein Adhéarieren der Zellen verhindert. Im Laufe der Zeit bilden sie durch
Zell/Zell-Kontakte kompakte Sphéaroide aus. [B] Spinner-Flaschen sind kleine Bioreaktoren, bei denen ein
rotierendes Element die Zellen in Bewegung héalt. Die schematische Darstellung wurde mit Genehmigung des
Verlages aus Hoarau-Véchot et al. entnommen [117].

Bei dieser 3D-Kultivierungsmethode bilden sich 3-dimensionale Sphéroide mit einem relativ
einheitlichen Durchmesser aus und die standige Bewergung gewahrleistet eine gute

Nahrstoff- und Sauerstoff-Versorgung [121].

3.4.2.2 Spontane Spharoid-Bildung

Bei dieser Methode wird die Oberflaschenadhasion der Zellen durch die Beschichtung der
Plastikoberflache mit Agar oder poly-HEMA (poly-2-Hydroxyethyl-methacrylat) verhindert
(Abbildung 12) [122, 123]. Der Vorteil dieser Methode ist die einfache Durchfiihrung und die
hohe Reproduzierbarkeit der Sphéaroide hinsichtlich ihrer Gréf3e, die durch die Erhéhung

oder Reduktion der eingesetzten Zellkonzentrationen angepasst werden kann [123].

Abbildung 12 Schematische Darstellung der spontanen Sphéaroid-Bildung.
Die Einzelzell-Suspension wird in Zellkulturgefalle ausgesat, die durch eine Agar- bzw. poly-HEMA-Beschichtung
die Adhasion der Zellen verhindern. Die Zellen bilden tber Zell/Zell-Kontakte kompakte Sphéaroide aus.

3.4.2.3 Hanging Drop-Methode
Bei der Hanging Drop-Methode wird die Zellsuspension auf die Unterseite eines
Petrischalen-Deckels pipettiert. Nach dem Umdrehen akkumulieren die Zellen durch die

Gravitation an der Spitze des Tropfens, wo sie Spharoide ausbilden kdnnen. Mit dieser
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Methode konnen Sphéaroide hinsichtlich ihrer Grof3e, Zellzahl und Zusammensetzung
reproduzierbar hergestellt werden (Abbildung 13). Obwohl die Durchfihrung der Hanging
Drop-Methode einfach ist und keine spezielle Ausristung bendétigt wird, ist der Zeit- und
Materialaufwand Uberdurchschnittlich hoch [124].

Abbildung 13 Schematische Darstellung der Hanging Drop-Methode.

Ein Tropfen der Einzelzellsuspension wird auf den Deckel einer Petrischale pipettiert und umgedreht. Durch die
Schwerkraft sammeln sich die Zellen an der Spitze des Tropfens und bilden Uber Zell/Zell-Kontakte ein
kompaktes Zellspharoid pro Tropfen aus.

3.4.2.4 Magnetische Levitation

Mit der zellularen Aufnahme von magnetischem Eisenoxid und dem Anlegen eines
magnetischen Feldes entwickelten Souza et al. die magnetische Levitation als weitere 3D-
Kultivierungsmethode (Abbildung 14) [125]. Durch die Aggregation der Zellen werden nicht
nur Zell/Zell-Kontakte ausgebildet, Tseng et al. wies zusatzlich die Sekretion einer EZM
durch die 3D-kultivierten Zellen nach [126].

Magnet

Abbildung 14 Schematische Darstellung der magnetischen Levitation.

Zellen, die als Monolayer kultiviert wurden, nehmen die magnetischen Eisenoxid-Nanopartikeln (graue Kugeln)
auf. Durch Aussaat der magnetisierten Zellen und das Anlegen eines magnetischen Feldes werden kompakte
Sphéroide generiert.

Bei der magentischen Levitation handelt es sich um eine 3D-Kultivierungsmethode, die
Sphéaroide mit einem Durchmesser im Millimeterbereich generieren kann, wodurch unter
Umstanden ein nekrotischer und hypoxischer Kern ausgebildet werden kann [117].

Nachteile dieser Methode stellen die bendétigten Eisenoxid-Nanopartikel dar, die teuer sind

und bei zu hohen Konzentrationen auf die Zellen toxisch wirken kénnen [117].

3.4.2.5 Hydrogel-basierte 3D-Kultivierung

Bei der Hydrogel-basierten 3D-Kultivierung handelt es sich um eine 3D-Kultivierungs-
methode innerhalb einer Tragerstruktur, mit der neben den Zell/Zell-Kontakten auch die
Zell/Matrix-Kontakte analysiert werden koénnen [117, 118]. Sie wurde das erste Mal von
Elsdale & Bard im Jahre 1972 beschrieben [127]. Dabei werden die Zellen entweder als
Sphéroide oder als Einzelzellsuspension in die Hydrogelmatrix eingebettet, die die EZM
nachstellen soll (Abbildung 15A).

Es konnen biologische und synthetische Hydrogelmatrices unterschieden werden [117]:
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Bei den biologischen Hydrogelmatrices handelt es sich beispielsweise um Matrigel oder
Kollagene. Matrigel wird aus dem Engelbreth-Holm-Swarm (EHS)-Maussarkom isoliert. Das
EHS-Sarkom ist ein Tumor, der durch einen grof3en Anteil an EZM charakterisiert ist. Dabei
sind neben den beiden Hauptkomponenten Laminin und Kollagen IV auch Heparansulfat-
Proteoglykane, Nidogen und verschiedene Wachstumsfaktoren enthalten. Diese
Komponenten entsprechen im Wesentlichen der Zusammensetzung der Basalmembran
[128]. Durch die 3D-Kultivierung in einer Matrigelmatrix kann sowohl fur priméare Zellen als
auch fir etablierte Zelllinien eine Differenzierung beobachtet werden, die sich durch die
Ausbildung tubulérer Strukturen oder durch die Sekretion spezieller Faktoren auszeichnet
[128-130].

Humanes Bindegewebe besteht hauptsachlich aus Kollagen |, weswegen dieses Molekl
haufig fir dessen Modellierung verwendet wird. Dabei kdnnen unterschiedliche Kollagen I-
Konzentrationen eingesetzt werden, die die Steifheit der Matrix und somit das Verhalten der

Zellen innerhalb dieser Matrix stark beeinflussen kénnen [131].

A B
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Abbildung 15 Schematische Darstellung der Hydrogel-basierten 3D-Kultivierung.

[A] Die Zellen werden als Einzelzell-Suspension in einer Hydrogelmatrix ausgesét, in der sie dann Zell-Cluster
ausbilden. [B] Eine Variante der Hydrogel-basierten 3D-Kultivierung ist die ,3D on-top“-Kultivierung. Dabei
werden die Zellen auf einer Hydrogel-beschichteten Platte ausgesat und mit einer diunnen Hydrogelschicht
Uberschichtet.

Das Labor von M. Bissell entwickelte neben der typischen Hydrogel-basierten 3D-
Kultivierung die sog. ,3D on-top“-Kultivierung. Dabei werden die Zellen auf einer dinnen
Schicht einer Hydrogelmatrix ausgesat und mit einer weiteren dinnen Hydrogelmatrix-
Schicht Uberzogen (Abbildung 15B) [132]. Diese Methode ermdglicht eine vereinfachte
Beobachtung und Analyse der Zellen unter dem Mikroskop, da alle Zellen in einer Fokus-
Ebene wachsen [132]. Des Weiteren wird fur diese Kultivierungsmethode deutlich weniger

Hydrogelmatrix benétigt, was die Dauer der Zellisolation verkirzt.

Bei den Hydrogel-basierten 3D-Kultivierungsmethoden handelt es sich um die einzigen
Methoden, mit der intensiv Zell/Matrix-Interaktionen untersucht werden kdnnen. Gleichzeitig
wird dabei eine natirliche Umgebung imitiert, bei der die mechanischen und strukturellen

Eigenschaften sowie die Zusammensetzung der Situation im Tumor entsprechen [117].
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4 Zielsetzung

Die Rho-GTPase Racl und seine Spleivariante Raclb sind in humanen Lungentumoren
Uberexprimiert und korrelieren mit einer erhdhten Aggressivitat der Tumore [12, 15]. Diese
Beobachtungen weisen auf eine onkogene Rolle der beiden Rac-lIsoformen hin.
Biochemische Analysen zeigten, dass Racl hauptsachlich in seiner inaktiven,
GDP-gebundenen Form vorliegt und durch entsprechende Stimuli aktiviert werden kann [17].
Raclb liegt hingegen vorwiegend in seiner aktiven, GTP-gebundenen Form vor und weist
damit konstitutiv-aktive Eigenschaften auf [34]. Bisher ist jedoch wenig tiber den molekularen
Wirkungsmechanismus von Raclb bekannt und es wurden kaum Raclb-spezifische Effekte
in der Tumorigenese identifiziert. Ziel dieser Arbeit war es, die molekularen Mechanismen,
die der tumorigenen Funktion von Raclb zugrunde liegen, zu identifizieren. Hierfir wurden
H23-Zellen analysiert, die transient bzw. stabil Racl oder Raclb exprimierten und Tumor-
relevante Prozesse wie Proliferation, Migration und die epitheliale Differenzierung
untersucht. Dabei sollten die tumorigenen Effekte von Raclb im Vergleich zu denen von
Racl analysiert werden. Weiterhin sollte auf zellularer Ebene die mégliche genregulatorische
Fahigkeit von Raclb in NSCLC untersucht werden. Daher sollten diverse
Promotorkonstrukte auf eine Raclb-induzierbare Aktivierung untersucht werden. Darunter
fallen sowohl bekannte Racl-induzierbare als auch weitere Promotorkonstrukte, die

mdgliche Raclb-spezifische Funktionen identifizieren sollen.

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit war die Etablierung und Charakterisierung der 3D-Kultivierung
der NSCLC-Zelllinien H358 und H23. Die 3D-Kultivierung soll die zellularen Vorgénge in
humanen Tumoren besser nachvollziehen als die 2D-Kultivierung. In dieser Arbeit sollen
vergleichende Analysen der Zell/Zell- und Zell/Matrix-Kontakte sowie der Genexpression
zwischen 2D- und 3D-kultivierten H358- und H23-Zellen durchgefiihrt werden. Durch die
Verwendung verschiedener 3D-Kultivierungsmethoden, die sich hinsichtlich ihrer Komplexitat
unterscheiden, kbnnen dadurch einerseits 3D-induzierte Effekte identifiziert und andererseits

der Einfluss der EZM charakterisiert werden.
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5 Material und Methoden

51 Material

5.1.1 Humane Zelllinien

Tabelle 2 Verwendete eukaryotische Zelllinien.
ATCC: American Type Culture Collection, Manassas, USA

Zelllinie  Gewebe-/ Tumorart K-Ras Status  ATCC-Nummer
HEK293 Embryonale Nierenzellen ATCC® CRL-1573"
_ K-Ras(G12C), o .
H23 NSCLC, Lungenadenokarzinom ATCC™ CRL-5800
heterozygot
_ _ K-Ras(G12C), o .
H358 NSCLC, Bronchio-alveolares Karzinom ATCC" CRL-5807
heterozygot

5.1.2 Escherichia coli-Stamme
TOP10f" E.coli Invitrogen, Karlsruhe

5.1.3 RT?Profiler™ PCR Array
RT? Profiler™ PCR Array ,Human Extracellular Matrix & Adhesion Molecules*
PAHS-013ZA-6, Qiagen, Hilden

5.1.4 Primer

Die folgenden Primer wurden fir gRT-PCR eingsetzt. Die Sequenzen wurden selbst
bestimmt und die PCR-Bedingungen optimiert. Jede Reaktion enthielt 2,5 uM pro Primer. Die
Annealing-Temperatur aller Primer betragt 55 °C und die Elongationsdauer betragt fur alle

folgenden Primerpaare 1 min.

Tabelle 3 Sequenzen der verwendeten qRT-PCR-Primer.

Primer-Name Sequenz (5° --> 3)

CTNNB1_fw TGAGACATTAGATGAGGGCA
CTNNB1_rev AAGGTTATGCAAGGTCCCAG
PYK2_fw GAAGTCCGATGAGATCCACTG
PYK2_rev CTTCTGGCAAGTAGCGGATTT
TWISTL_fw GGAGTCCGCAGTCTTACGAG
TWIST1 rev TCTGGAGGACCTGGTAGAGG

Bei den folgenden QuantiTect Primer Assays von Qiagen (Hilden) handelt es sich um

bioinformatisch-validierte Primersets, die fir SYBR green-basierte gRT-PCRs eingesetzt
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werden. Die Annealing-Temperatur betragt laut Herstellerangabe fir alle Primer 55 °C und
die Elongationsdauer betragt pro Primer Assay 30 sec.

Tabelle 4 Verwendete QuantiTect Primer Assays fir qRT-PCR.

Gen Produktname Katalog-Nummer
CDH1 Hs CDH1_1_ SG QuantiTect Primer Assay QT00080143
COLG6Al Hs_Col6al_1_SG QuantiTect Primer Assay QT00084343
COL7Al1 Hs_Col7al_1 SG QuantiTect Primer Assay QT00998886
COL12A1 Hs Coll2al 1 SG QuantiTect Primer Assay QT00017206
COL15A1 Hs_Coll5al_1_ SG QuantiTect Primer Assay QT00217392
COL16A1 Hs_Coll6al_1_SG QuantiTect Primer Assay QT00057435
CTGF Hs_CTGF_1 SG QuantiTect Primer Assay QT00052899
CTNND1 Hs CTNND1 1 SG QuantiTect Primer Assay QT00033831
FN1 Hs FN1 1 SG QuantiTect Primer Assay QT00038024
GAPDH Hs_GAPDH_1 SG QuantiTect Primer Assay QT00079247
ITGA2 Hs_ITGA2_1 SG QuantiTect Primer Assay QT00086695
ITGA4 Hs ITGA4 1 SG QuantiTect Primer Assay QT00060627
ITGAS Hs ITGA5 1 SG QuantiTect Primer Assay QT00080871
ITGB4 Hs_ITGB4_1 SG QuantiTect Primer Assay QT00049147
MMP1 Hs_MMP1_1 SG QuantiTect Primer Assay QT00014581
MMP13 Hs_MMP13_1 SG QuantiTect Primer Assay QT00001764
NCAM1 Hs NCAM1 1 SG QuantiTect Primer Assay QT00071211
SLUG Hs_SNAI2_1 SG QuantiTect Primer Assay QT00044128
SNAIL Hs_SNAI1_1 SG QuantiTect Primer Assay QT00010010
SPARC Hs_SPARC_1_ SG QuantiTect Primer Assay QT00018620
TGFBI Hs_TGFBI_1_SG QuantiTect Primer Assay QT01009477
ZEB1 Hs ZEB1 1 SG QuantiTect Primer Assay QT00020972
ZEB2 Hs_ZEB2_1_SG QuantiTect Primer Assay QT00008554

5.1.5 Plasmide

Fur die Herstellung der transient und stabil EGFP-, EGFP-Racl- und EGFP-Raclb-
exprimierenden HEK293- bzw. H23-Zellen wurden die Zellen mit folgenden Plasmiden
transifziert. Sie enthalten eine G418-Antibiotika-Resistenz, mit der die Zellen selektioniert

wurden.



Material und Methoden

Tabelle 5 Verwendete Plasmide fir die ektope Expression der Rac-Isoformen.

Plasmid Herkunft

pCGN/HA Addgene, Watertown, USA [133]
pCGN/HA-Racl WT AG Giehl, GielRen
pCGN/HA-Raclb WT AG Giehl, GielRen

pEGFP N1 Clontech, Heidelberg
pEGFP/Racl WT AG Menke / AG Giehl, Giel3en
pEGFP/Raclb WT AG Menke / AG Giehl, Giel3en
pCGN/HA-Rac1(G12V) AG Menke / AG Giehl, Gielsen
pCGN/HA-Raclb(G12V) AG Menke / AG Giehl, Giel3en

Die folgenden Plasmide wurden in den Genreporter-Assays verwendet:

Tabelle 6 In dieser Arbeit verwendete Plasmide fur Genreporter-Assays.

Plasmid Reporter- Herkunft
konstrukt
pPRLTK - Promega, Mannheim
p3TP-lux Ja Prof. Massagué, Memorial Sloan-Kettering Cancer
Center, New York

pGL/AP1 Ja AG Menke / AG Giehl, GielRen
pGL3/c-Myc Ja AG Menke / AG Giehl, Giel3en
pGL/Cyclin D1 Ja AG Menke / AG Giehl, Giel3en
pGL3/E-Cadherin  Ja Prof. Park, University of Montreal
pGL3/Ets2 Ja Addgene, Watertown, USA
pGL3/Ets-AP-1 Ja Prof. Hollenhorst, Indiana University, USA
pGL3/N-Cadherin  Ja AG Menke / AG Giehl, GielRen
pGL3/NFAT Ja AG Menke / AG Giehl, Giel3en
pGL3/NFkB Ja AG Menke / AG Giehl, Giel3en
pGL/SRE.L Ja Prof. Posern, Universitat Halle
pGL3/TOPflash Ja Upstate Biotechnology, Lake Placid, USA
pGL/XFN Ja Dr. Wedlich, Universitat Karlsruhe




5.1.6 Primar-Antikorper

Tabelle 7 Verwendete Primar-Antikdrper.
MG: Molekulargewicht; WB: Western Blot; IF: Immunfluoreszenz; pk: polyklonal; mk: monoklonal;
Abcam (Berlin); Acris: Acris Antibodies GmbH (Herford); BD: BD Biosciences (Heidelberg); Bio-Rad: Bio-Rad
AbD Serotec GmbH (Puchheim); CST: Cell Signaling (Frankfurt a. M.); Dianova (Hamburg); Millipore: Merck

Millipore (Darmstadt);

Roche: Roche Diagnostics (Mannheim);

Santa Cruz:
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(Heidelberg); Sigma-Aldrich (Taufkirchen); Thermo: Thermo Fisher Scientific (Langenselbold).

Santa Cruz Biotechnology

_ Verduln- Hersteller und
Antigen Ursprung )
nung Artikelnummer
(pan-)Akt Maus (mk) 1:1000 WB  40D4 CST, #2920 60
<473 Kaninchen
P-Akt 1:1000 wB CST, #9271 60
(k)
_ Sigma-Aldrich,
B-Aktin Maus (mk) 1:4000 WB AC-15 42
A5441
Kaninchen
Arp2 1:1000 WB CST, #3128 44
(k)
_ Kaninchen
E-Cadherin (k) 1:5000 WB  EP700Y Abcam, ab40772 120
m
N-Cadherin Maus (mk) 1:2000 WB Clone32 BD, 610920 130
_ Kaninchen Sigma-Aldrich,
a-Catenin 1:5000 WB 102
(pk) C2081
B-Catenin Maus (mk) 1:2000 WB Clone 14  BD, 610154 94
. Kaninchen Sigma-Aldrich,
B-Catenin 1:500 IF 94
(k) C2206
y-Catenin Maus (mk) 1:4000 WB  Clone 15 BD, 610253 86
_ Kaninchen Santa Cruz, 90-
p120-Catenin 1:1000 WB
(pk) sc-1101 120
_ Kaninchen
Caveolin 1:3000 wB BD, 610059 21
(k)
Cofilin Maus (mk) 1:1000 WB Clone32 BD, 612144 19
o sa Kaninchen
P-Cofilin 1:1000 wB CST, #3311 19
(pk)
ERK1/2 Maus (mk) 1:2000 WB  L34F12 CST, #4696 42/44
Kaninchen XP
P-ERK 1/2720%/Y204 1:1000 WB CST, #4370 42/44
(mk) D13.14.4E
, Kaninchen
Ezrin 1:1000 WB CST, #3145 81
(pk)
FAK Maus (mk) 1:1000 WB Clone 77  BD, 610088 125




Antigen

Ursprung
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Hersteller und

Artikelnummer

(Pk)

GAPDH Maus (mk) 1:5000 WB  6C5 Acris, ACROO1P 36
Kaninchen Rockland,
GAPDH 1:5000 WB 36
(pk) 600-401-A33
Kaninchen Santa Cruz,
GFP 1:1000 WB 27
(pk) sc-8334
GSK3p Maus (mk) 1:1000 WB 3D10 CST, #9832 46
P-GSK3a/p5%5* Kaninchen 1:1000 WB CST, #9331 46/51
(PK) ' ’
HA Maus (mk) 1:1000 WB  12CA5 Roche, 1583816 1
Bio-Rad,
Integrin ay Maus (mk) 1:500 WB  TS2/7 130
MCA1133
_ Kaninchen Millipore,
Integrin a, 1:500 WB 160
(pk) MAB1936
Millipore,
Integrin B Maus (mk) 1:1000 WB JB1A P 130
MAB1965
Kaninchen Santa Cruz,
JNK1/2 1:1000 wB 46/55
(k) sc-571
P-JNK1/2™%1%  Maus (mk) 1:1000 WB Clone 41  BD, 612541 46/55
_ Dianova,
Ki67 Maus (mk) 1:200 IF MIB1 359
DIA-505
p38 Maus (mk) 1:1000 WB  Clone 27 BD, 612168 43
Kaninchen
P-p3gTieovisz 1:1000 WB CST, #9211 43
(k)
Paxillin (mk) Maus (mk) 1:1000 WB  Clone 349 BD610052 68
o viis Kaninchen Thermo,
P-Paxillin 1:1000 WB 68
(k) #44-722G
o s106 Kaninchen Thermo,
P-Paxillin 1:1000 WB 68
(pk) #44-1022G
- s17s Kaninchen Thermo,
P-Paxillin 1:1000 WB 68
(pk) #44-1026G
Racl Maus (mk) 1:2000 WB Clone 102 BD, 610650 21
Kaninchen o
Raclb 1:1000 WB Millipore, 09-271 24
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Hersteller und MG

Antigen Ursprung _
Artikelnummer  [kDa]
Kaninchen Santa Cruz,
RhoGDla 1:1000 WB K21 23
(mk) sc-359
_ _ Kaninchen
Vimentin 1:1000 WB  D21H3 CST, #5741 57
(mk)
, _ Sigma-Aldrich,
Vinculin Maus (pk) 1:4000 WB 116
V4139
_ _ Sigma-Aldrich,
Vinculin Maus (pk) 1:400 IF 116
V4139

5.1.7 Sekundar-Antikorper

Tabelle 8 Verwendete Fluoreszenz- bzw. HRP-gekoppelte Sekundar-Antikérper.
pk: polyklonal; Biomol (Hamburg); Dianova (Hamburg); Li-Cor (Bad Homburg); NEB: New England BioLabs
(Frankfurt a. M.); Sigma-Aldrich (Taufkirchen).

Hersteller und

Antikdrper Ursprung Verdlinnung _
Artikelnummer
IRDye® 680LT _ _
. Ziege (pk) 1:15000 Li-Cor, 926-68020
anti-mouse IgG (H+L)
IRDye® 800CW _ _
_ Ziege (pk) 1:15000 Li-Cor, 926-32210
anti-mouse IgG (H+L)
IRDye® 680LT _ .
) ) Ziege (pk) 1:15000 Li-Cor, 926-68021
anti-rabbit IgG (H+L)
IRDye® 800CW _ _
. _ Ziege (pk) 1:15000 Li-Cor, 926-32211
anti-rabbit IgG (H+L)
Anti-mouse IgG, _ Sigma-Aldrich,
. Ziege (pk) 1:4000
HRP-linked A5278
Anti-rabbit I1gG, _
_ Ziege (pk) 1:4000 NEB, #7074
HRP-linked
Cy3 AffiniPure anti- _ Dianova,
. Ziege (pk) 1:2000
rabbit IgG (H+L) 111-166-045
Cy3 conjugated anti- Biomol,
Esel (pk) 1:2000
goat IgG (H+L) 605-704-125
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5.1.9 Zellbiologische und molekularbiologische Kits

24 Well Bio-Assembler™ Kit
DNA-midi™ GT Purification Kit
Dual-Luciferase Reporter Assay System
NucleoBond Finalizer

ProtoScript || Reverse Transcriptase
RNeasy Mini Kit

RNase-Free DNase Set

5.1.10 Marker

5.1.10.1 Proteinmarker

Page Ruler Prestained Protein Ladder

5.1.10.2 DNA-Marker
1 kb DNA Ladder (N3232L)

greiner bio-one, Frickenhausen

Intron Biotechnology, Korea
Promega, Mannheim
Macherey-Nagel, Diren

New England BioLabs, Frankfurt a. M.
Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

Fermentas, St. Leon-Rot

New England BioLabs, Frankfurt a. M.

DNA Molecular Weight Marker IIl (0,12-21,2 kbp) Roche Diagnostics, Mannheim

5.1.11 Chemikalien

Alle Chemikalien wurden von AppliChem (Darmstadt), Carl Roth (Karlsruhe) oder Sigma-

Aldrich (Taufkirchen) bezogen, wenn nicht anders angegeben.

AccuCount Fluorescent Particles, 10%/ml

30 % Acrylamid (Rotiphorese Gel A)
Agarose

Albumin bovine Fraction V (BSA)
Ammoniumperoxodisulfat (APS)

2 % Bisacrylamid (Rotiphorese Gel B)
Bromphenolblau

Collagen | Rat Protein, Tail

Collagenase NB 4

Coomassie Brilliant Blue R 250
Corning™ Cell Recovery Solution
Corning™ Matrigel Membranmatrix
Deoxynucleotide Mix, 10 mM
DharmaFECT 1 Transfection Reagent
4,6-Diamindin-2-phenylindol (DAPI)

Spherotech, Inc., Lake Forest (lllinois),
USA

Carl Roth, Karlsruhe

Serva Electrophoresis, Heidelberg
Serva Electrophoresis, Heidelberg
Carl Roth, Karlsruhe

Carl Roth, Karlsruhe

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

GIBCO Life Technologies, Darmstadt
SERVA Electrophoresis GmbH,
Heidelberg

Merck Millipore, Darmstadt

Fisher Scientific, Schwerte

Fisher Scientific, Schwerte
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Dharmacon, Lafayette, USA
Sigma-Aldrich, Taufkirchen



Dimethylsulfoxid (DMSO)

Dithiothreitol (DTT)

1x Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM)
10x Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM)
D(+)-Saccharose

Fetal Bovine Serum (FBS)

G-418 Sulfate (50 mg/ml)

GlutaMAX Supplement

Glutathione Sepharose 4B

Glycerin

jetPEI DNA Transfection Reagent
Lipofectamine LTX with Plus Reagent

MEM Non-Essential Amino Acids Solution (100x)
Methanol

Midori Green Advance

Milchpulver

Mitomycin C
N,N,N,N-Tetramethylethylendiamin (TEMED)
Oligo(dT)1s Primer

Opti-MEM | (1x)

Orange G

Paraformaldehyd

Pierce BCA Protein Assay Reagent A
Polyethylenimin (PEI)

Ponceau-S

QuantiTect SYBR green PCR Kit
SensiFAST SYBR LoRox Kit

SuperSignal West Pico

Texas Red-X Phalloidin

Recombinant Human TGF31

RT? SYBR Green ROX qPCR Mastermix
Trypsin-EDTA (1x), Phenol-Rot

Tween 20

5.1.12 Gebrauchswaren
6-Well Platte

96 PCR-Platte randlos

Adhesive Clear gPCR Seals, Sheets
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AppliChem, Darmstadt

AppliChem, Darmstadt

GIBCO Life Technologies, Darmstadt
GIBCO Life Technologies, Darmstadt
Carl Roth, Karlsruhe

GIBCO Life Technologies, Darmstadt
Capricorn Scientific, Ebsdorfergrund
GIBCO Life Technologies, Darmstadt
GE Healthcare, Frankfurt a. M.

VWR International, Leuven, Belgien
Polyplus transfection, lllkirch, Frankreich
Thermo Fisher Scientific, Langenselbold
GIBCO Life Technologies, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Biozym Scientific, Hessisch Oldendorf
Carl Roth, Karlsruhe

Santa Cruz, Heidelberg

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Promega, Mannheim

GIBCO Life Technologies, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Carl Roth, Karlsruhe

Thermo Fisher Scientific, Langenselbold
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Qiagen, Hilden

Bioline GmbH, Luckenwalde

Thermo Fisher Scientific, Langenselbold
Thermo Fisher Scientific, Langenselbold
PeproTech, Hamburg

Qiagen, Hilden

Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Sarstedt, Niumbrecht
Sarstedt, Numbrecht

Biozym, Hessisch Oldendorf



Amersham Protran 0,45 pm Nitrocellulose
Deckglas (22 x 22 mm)

Kanilen 25 G (0,5 x 25 mm)
Kryordhrchen (2 ml)

Objekttrager

Pasteurpipetten

Reaktionsgefaflie (1,5 ml; 2 ml)
u-Slides 8 well
Tuberkulin-Spritzen (1 ml)
Whatman Chromatography Paper
Zellkulturschalen (& 10 cm)
Zellkulturschalen (& 6 cm)
Zellschaber (25 cm)

5.1.13 Gerate

Blotkammer

CASY Cell Counter TTC

Centro XS3 LB960 High Sensitivity Microplate
Luminometer

Elektrophoresekammer

ELx800™ Absorbance Microplate Readers
EVOS FL Auto 2 Cell Imaging System
FACS Canto |l

Function line Bakterieninkubator

Fusion SL4-3000 WL Imagingsystem
GelgieRRstander

Gilson-Pipetten

HeatSealer S100

HERAcell 150i CO,-Inkubator

Heraeus™ Labofuge™ 400 Zentrifuge
Inverses Fluoreszenzmikroskop Olympus IX81
Inverses Lichtmikroskop Axiovert 25
Inverses Lichtmikroskop Primo Vert
Kuhlzentrifuge Heraeus Megafuge 16R
Li-Cor Odyssey SA Imaging System
Li-Cor Odyssey CLx Imaging System
MaxQ 400 Bakterienschuttler
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GE Healthcare, Frankfurt a. M.
Menzel-Glaser, Braunschweig
Becton Dickinson, Heidelberg
Nunc, Kamstrup, Denmark
Carl Roth, Karlsruhe

LLG Labware, Meckenheim
Eppendorf, Hamburg

ibidi, Planegg

Becton Dickinson, Heidelberg
GE Healthcare, Frankfurt a. M.
Sarstedt, Numbrecht
Sarstedt, Numbrecht
Sarstedt, Numbrecht

C. B. S. Scientific Co., California, USA
OLS, Bremen

Berthold Technologies, Bad Wildbad
SERVA Elektrophoresis GmbH,
Heidelberg

BioTek Instruments, Bad Friedrichshall
Invitrogen, Langenselbold

BD Biosciences, Heidelberg

Thermo Fisher Scientific, Langenselbold
Vilber Lourmat, Eberhardzell
Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Gilson International, Limburg-Offheim
Eppendorf, Hamburg

Thermo Fisher Scientific, Langenselbold
Thermo Fisher Scientific, Langenselbold
Olympus Europa SE, Hamburg

Carl Zeiss, Oberkochen

Carl Zeiss, Oberkochen

Thermo Fisher Scientific, Langenselbold
Li-Cor Biosciences, Bad Homburg
Li-Cor Biosciences, Bad Homburg

Thermo Fisher Scientific, Langenselbold



Material und Methoden

Nalgene Mr. Frosty Cryo 1°C Freezing Containers Thermo Fisher Scientific, Langenselbold

Neubauer Zahlkammer
Optima™ MAX-E Ultracentrifuge
pH Meter

Sicherheitswerkbank MSC-Advantage

Stratagene Mx3005P
Thermomixer compact
Tischzentrifuge 5415-R
XCELLigence RTCA-DP

5.1.14 Software
CASYdatadoc

Celleste Imaging Analysis Software
CellSens Dimension 1.6

Fiji OpenSource Software

Fusion (Version 15.18)

Genb5 (Version 2.00)

GraphPad Prism 5 (Version 5.03)
Image Studio (Version 5.2.5)
Microsoft Office 2007

Microwin 2000 (Version 4.41)

MxPro (Version 4.1)
RTCA Software (Version 2.1.0)

VWR, Darmstadt

Beckman Coulter, Indianapolis, USA
Mettler Toledo, Giel3en

Thermo Fisher Scientific, Langenselbold
Thermo Fisher Scientific, Langenselbold
Eppendorf, Hamburg

Eppendorf, Hamburg

ACEA Biosciences, Bremen

OLS, Bremen

Invitrogen, Langenselbold

LEAD Technologies, Charlotte, USA
National Institutes of Health, USA [134]
Vilber Lourmat, Eberhardzell

BioTek Instruments, Bad Friedrichshall
GraphPad Software, Inc., California, USA
Li-Cor Biosciences, Bad Homburg
Microsoft Corporation, Redmond, USA
Mikrotek Laborsysteme GmbH,
Neunkirchen-Seelscheid

Agilent Technologies, Waldbronn
ACEA Biosciences, Bremen
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5.2 Methoden

5.2.1 2D Zellkultur

5.2.1.1 Kultivieren und Passagieren von Zellen

Die verwendeten Zelllinien wurden in DMEM Basalmedium, das mit 10 % FCS,
1% GlutaMAX und 1 % nicht-essentiellen Aminosauren (wird im Folgenden als
Zellkulturmedium bezeichnet) versetzt wurde, bei 37 °C, 10 % CO, und einer relativen
Luftfeuchtigkeit von >90 % im Brutschrank inkubiert. Um ein optimales Wachstum der Zellen
zu gewahrleisten, wurde alle 2-3 Tage das Zellkulturmedium gewechselt bzw. bei einer
Konfluenz von 80-90 % ein Teil der Zellen auf neue KulturgefalRe verteilt. Hierflr wurden die
Zellen einmal mit CMF-PBS gewaschen um Mediumreste vollstandig zu entfernen. Die
Zell/Zell- und Zell/Matrix-Kontakte wurden anschlieend durch die 5-miniitige Inkubation mit
1x Trypsin-EDTA bei 37 °C gelost. Die abgelosten Zellen wurden in Zellkulturmedium
aufgenommen, wobei das darin enthaltene FCS die Aktivitat des Trypsins inhibiert. Nach
einer Zentrifugation von 3 min bei 300 x g wurde das Zellsediment in frischem
Zellkulturmedium vereinzelt und ein Teil dieser Zellsuspension wurde entsprechend ihrer

Wachstumsgeschwindigkeit auf neue Zellkulturschalen ausgesat.

1x CMFE-PBS (in H,0):
140 mM NaCl

2,7 mM KCl

8 mM Na,HPO, x 2 H,O
15 mM KH,PO,

5.2.1.2 Einfrieren und Auftauen von Zellen

Um den Bestand der Zellen zu gewahrleisten, kénnen eukaryotische Zellen eingefroren
werden. Hierfir wurden die Zellen wie in 5.2.1.1 beschrieben mit Trypsin von der
Zellkulturschale abgel6st und fur 3 min bei 300 x g zentrifugiert. Das Zellsediment wurde
anschlieRend in DMSO-haltigem Einfriermedium resuspendiert und in Einfrierrdhrchen
verteilt. Diese wurden dann in einem Isopropanol-gefillten GefalR (Thermo Fisher Scientific)
konstant und langsam auf -80 °C heruntergekihlt. Fir die langfristige Lagerung der Zellen

wurden diese nach ein paar Tagen in fliissigen Stickstoff (-196 °C) Uberfuhrt.

Um Zellen wieder in Kultur zu nehmen, wurden die gefrorenen Zellen im Wasserbad bei
37 °C aufgetaut, in 5 ml Zellkulturmedium resuspendiert und fir 3 min bei 300 x g
zentrifugiert um das enthaltene, toxische DMSO zu entfernen. Das Zellsediment wurde
anschlie3end in frischem Zellkulturmedium resuspendiert und auf einer Zellkulturschale
verteilt. Die Zellen wurden anschlieRend wie in 5.2.1.1 beschrieben bei 37 °C und 10 % CO,

kultiviert.
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DMSO-haltiges Einfriermedium (in DMEM pur):
10 % FCS
5% DMSO

5.2.1.3 Bestimmung der Zellzahl

Fur die Bestimmung der Zellzahl wurden die Zellen mithilfe von Trypsin von der Platte
abgel6st (siehe 5.2.1.1) und vereinzelt. Nach einem Zentrifugationsschritt von 3 min bei
300 x g wurden die Zellen in 5-10 ml frischem Zellkulturmedium vereinzelt. Ca. 10 pl dieser
Zellsuspension wurde in eine Neubauer Zahlkammer pipettiert und die vier grofRen
Eckquadrate ausgezahlt. Durch die Multiplikation des errechneten Mittelwerts mit dem Faktor

10* (Quadratflache x Kammertiefe) wurde die Zellkonzentration in Zellen/ml berechnet.

5.2.1.4 Automatisierte Bestimmung der Zellzahl mittels CASY Cell Counter TTC

Um die Verdopplungszeit von Zellen mit dem Casy Cell Counter TTC (OLS) zu bestimmen,
wurden diese pro Zellklon viermal mit der gleichen Zellzahl ausgesét. Alle 24 h wurden die
Zellen eines Wells pro Zellklon abgel6st (siehe 5.2.1.1) und mithilfe des CASY Cell Counter
TTC (OLS) automatisch gezahlt. Daflr wurden 10 pl der Zellsuspension mit 10 ml CASYton-
Ldsung durch mehrmaliges Kippen gemischt. Die anschlielende Messung mit dem CASY
Cell Counter TTC (OLS) bestimmte die Anzahl der lebenden Zellen pro ml. Daraus wurde die
Zellzahl der lebenden Zellen pro Well berechnet. Um die Unterschiede in der ausgesaten
Zellzahl zwischen den Zelllinien zu minimieren, wurden die gemessenen Zellzahlen auf die
Zellzahl zum Zeitpunkt 24 h normiert. Dieser normierte Wert wurde gegen die Zeit
aufgetragen und eine Ausgleichskurve mittels Excel generiert. Die daraus erhaltene Steigung
entspricht der Verdopplungskonstante A. Mithilfe der Formel N(t) = N, *e?t fir
exponentielles Wachstum wurde die Verdopplungszeit fur alle stabil EGFP-, EGFP-Racl-

und EGFP-Racl1b-exprimierenden Klone bestimmt.

5.2.1.5 Automatisierte Bestimmung der Zellzahl mittels FACS Canto Il

Um die Verdopplungszeit der griin-fluoreszierenden Zellklone zu bestimmen, wurden die
stabil EGFP-, EGFP-Racl- und EGFP-Raclb-exprimierenden Zellen je viermal pro Zellklon
ausgesat. Alle 24 h wurde die Zellzahl der grun-fluoreszierenden Zellen mithilfe des FACS
Canto Il (BD) bestimmt. Dabei wurde am ersten Messtag eine nicht-transfizierte Kontrolle
mitgefuhrt, um die GFP-exprimierenden Zellen von den nicht-GFP-exprimierenden Zellen zu
unterscheiden (,Gating®). Fur die eigentliche Zellzéhlung wurden 90 pl der jeweiligen
Zellsuspensionen mit 10 pl SPHERO AccuCount Particles (Spherotech, ¢ = 10%/ml) versetzt,
damit in allen Proben gleiche Volumina gemessen wurden. Mit der gemessenen Anzahl
GFP-positiver Zellen wurde wie in 5.2.1.4 beschrieben die relative Verdopplungszeit

berechnet.
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5.2.1.6 Impedanz-Messung zur Bestimmung der Proliferationsgeschwindigkeit

Um die Proliferationsgeschwindigkeit der EGFP-, EGFP-Racl- und EGFP-Raclb-
exprimierenden H23-Klone zu bestimmen, wurden diese mithilfe des xCELLigence RTCA-DP
biosensor technology-Systems (ACEA Biosciences) in Echtzeit nach Herstellerangaben
analysiert. Dafiir wurden 1,2 x 10° Zellen pro Well in 10 % FCS-haltigem Zellkulturmedium
auf einer E-plate-16 ausgeséat. Diese enthalt mikro-elektronische Sensoren, mit denen Uber
einen Zeitraum von 72 h kontinuierlich die Impedanz gemessen wurde. Mit der RTCA
Software (ACEA Biosciences) wurde der Zellindex berechnet, der linear mit der Zellzahl
korreliert und daraus die Verdopplungszeiten bestimmt. Um die
Proliferationsgeschwindigkeiten der H23-Klone untereinander vergleichen zu koénnen,
wurden die jeweiligen Verdopplungszeiten auf die Verdopplungszeit des EGFP A3-Klons

normiert.

5.2.1.7 Plasmidtransfektion von HEK293 Zellen mit PEI

Um HA, HA-Racl bzw. HA-Raclb ektop in HEK293-Zellen zu exprimieren, wurden diese
Zellen transient mit entsprechenden Plasmiden transfiziert. Hierfur wurden 6 x 10° Zellen pro
6 Well ausgesat. Bei einer Konfluenz von 70-80 % wurden die Zellen am néchsten Tag mit
dem Transfektionsreagenz PEI (Polyethylenimin) transfiziert. Hierflr wurden 2,2 ug Plasmid-
DNA mit 10 ul PEI (c =1 mg/ ml) in 100 pl DMEM durch mehrmaliges Auf- und Abpipettieren
gemischt und die Transfektionslosung tropfchenweise zu dem Zellkulturmedium der
HEK293-Zellen gegeben. Nach 3 h Inkubation der Zellen bei 37 °C und 10 % CO, wurde
1 ml Zellkulturmedium hinzugegeben. Die Zellen wurden etwa 24 h nach der Transfektion

lysiert und proteinbiochemisch analysiert.

Fur die Herstellung der stabil EGFP-, EGFP-Racl- und EGFP-Raclb-exprimierenden
HEK293-Klone wurden die HEK293-Zellen mit wie oben beschrieben mit pEGFP, pEGFP-
Racl bzw. peEGFP-Rac1b transfiziert und durch die Zugabe des G418-Antibiotikums auf das

Uberleben transfizierter Zellen selektioniert.

5.2.1.8 Plasmidtransfektion von H23-Zellen mit Lipofectamine LTX

Um Plasmid-DNA in H23-Zellen zu transfizieren, wurden diese einen Tag vor der
Transfektion mit einer Zelldichte von 8 x 10° Zellen pro 60 mm-Schale ausgesét. Bei einer
Konfluenz von 70-80 % wurden die Zellen mit dem Transfektionsreagenz Lipofectamine LTX
nach Herstellerangaben transfiziert, wobei 5 pg Plasmid-DNA eingesetzt wurden. Um die
toxische Wirkung des Transfektionsreagenz zu reduzieren, wurde nach 6 h ein
Mediumwechsel durchgefihrt. Die H23-Zellen wurden ca. 24 h nach Transfektion lysiert und
proteinbiochemisch analysiert.

Fur die stabile Integration des Konstrukts wurden die transfizierten Zellen durch die Zugabe

des G418-Antibiotikums auf das Uberleben der transfizierten Zellen selektioniert.



Material und Methoden

5.2.1.9 siRNA-Transfektion der EGFP- und EGFP-Raclb-exprimierenden H23-Klone
Um Adaptationseffekte der stabil EGFP-Raclb-exprimierenden H23-Zellklone von den
Raclb-spezifischen Effekten zu unterscheiden, wurde beispielhaft mit dem EGFP A3- und
dem EGFP-Raclb B1-Klon Knockdown-Experimente durchgefuhrt.

Hierfir wurden die Zellen mit 3,75 x 10° Zellen pro 6 Well ausgesét. Bei einer Konfluenz von
ca. 80% wurden die Zellen mit dem Transfektionsreagenz DharmaFECT 1 nach
Herstellerangaben transfiziert, wobei 50 nM siRNA eingesetzt wurden. Das
Transfektionsgemisch wurde nun tropfchenweise zu 1,8 ml frischem Zellkulturmedium
gegeben. Zur Reduktion der Toxizitat wurde nach 6 h ein Mediumwechsel durchgefihrt. Die

proteinbiochemische Analyse erfolgte 72 h nach der Transfektion.

5.2.1.10 Dual Luciferase Reporter Assay

Um die Fahigkeit von Racl und Raclb auf die Aktivierung von Promotoren zu untersuchen,
wurden die H23-Zellen mit einem Reporterkonstrukt transfiziert, das die Firefly Luciferase
unter der Kontrolle des zu untersuchenden Promotors kodiert. Anschlie3end wurde die
Luciferase-Menge spektralphotometrisch am Luminometer bestimmt.

Dafiir wurden 1 x 10° Zellen pro Well in einer 24 Well-Platte ausgeséat und am néchsten Tag
mit drei Plasmiden und dem Transfektionsreagenz jetPEl (Polyplus transfection) nach
Herstellerangaben transfiziert. In Tabelle 9 sind die eingesetzten Plasmid- und
Transfektionsreagenz-Mengen pro Well aufgelistet. Die angegebenen Plasmide bzw. das
Transfektionsreagenz wurden hierflr mit jeweils 50 ul NaCl-Losung (c = 150 mM) getrennt
voneinander gemischt. AnschlieBend wurde die Transfektionsreagenz-enthaltende Ldsung
zu der Plasmid-enthaltenden Lésung gegeben wund sorgféaltig gemischt. Das
Transfektionsgemisch wurde tropfchenweise zu dem frischen Zellkulturmedium der H23-
Zellen gegeben. Nach 24 h wurde die Luciferase-Aktivitat mithilfe des Dual-Luciferase
Reporter Assay-Kits (Promega) gemessen. Die Zellen wurden dafiir in Passive Lysis Buffer
fur 15 min bei Raumtemperatur lysiert und in Duplikaten (je 20 ul Probe) von einem Centro
XS® LB960 High Sensitivity Microplate Luminometer gemessen. Dieser applizierte
automatisch 100 pl LAR Il (Luciferase Assay Substrate in Luciferase Assay Buffer II) pro
Well. Diese Ldsung enthalt das Substrat der Firefly Luciferase, das wahrend der Luciferase-
katalysierten Reaktion Licht emittiert, das vom Luminometer gemessen wurde. Anschliel3end
wurden 100 pl Stop & Glo Reagent pro Well hinzugefiigt, die die Firefly Luciferase-Aktivitat
inhibierte und das Substrat fur die Renilla Luciferase enthielt. Dabei wurden im Luminometer
relative Lichteinheiten (RLU) gemessen, die mit der jeweiligen Luciferase-Menge korrelierte.
Bei der anschlieRenden Auswertung wurde eine Hintergrunds-Substraktion durchgefiihrt. Fir
den Vergleich der Promotor-Aktivitaten spielte die Transfektionseffizienz eine wichtige Rolle,
die mit den Renilla-Luciferase-Werten korrelierte. Daher wurde ein Quotient aus den

gemessenen Firefly Luciferase-Werten und den gemessenen Renilla Luciferase-Werten
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gebildet und aus den Duplikaten der Mittelwert bestimmt. Diese Mittelwerte wurden auf die
Leervektor-transfizierten (pCGN) Proben normiert, um die Effekte von konstitutiv-aktivem
HA-Racl1(G12V) und Kkonstitutiv-aktivem HA-Raclb(G12V) miteinander vergleichen zu

kdnnen.

Tabelle 9 Pipettierschema der Luciferase-Transfektion im 24 Well-Format.

Losung A L6ésung B

50 ul NaCl-Lésung 50 ul NaCl-Lésung

1,5 pl jetPEI 0,4 pg Promotor-Reporterkonstrukt (kodiert die Firefly Luciferase)
0,3 pg pCGN / pCGN-HA-Rac1(G12V) / pCGN-HA-Raclb(G12V)
0,02 ug pRLTK (kodiert die Renilla Luciferase)

5.2.1.11 Migrationsassay

Um die Migrationsgeschwindigkeit der EGFP-, EGFP-Racl- und EGFP-Raclb-
exprimierenden H23-Klone zu bestimmen, wurde der Wundverschluss mithilfe Zeit-
aufgeloster Mikroskopie gemessen. Hierfur wurden die Zellklone mit 1 x 10° Zellen pro
12 Well ausgesat, sodass am nachsten Tag eine Konfluenz von 100 % erreicht wurde. Um
die Proliferation der Zellen zu inhibieren, wurden die Zellen fir 1 h mit 0,5 pg/ml Mitomycin C
behandelt, bevor mit einer sterilen 10 pl Pipettenspitze zwei Wunden pro Well durch die
konfluente Zellschicht gezogen wurden. Um die abgel6sten Zellen aus dem Zellkulturmedium
zu entfernen, wurden die Zellen zweimal mit CMF-PBS gewaschen und vorsichtig mit
Zellkulturmedium Uberschichtet. Im Falle einer TGFB1-Behandlung wurde in diesem Schritt
10 ng/ml TGFB1 zu den Zellen pipettiert.

Die automatische Aufnahme des Wundverschlusses liber die Zeit erfolgte mit dem EVOS FL
Auto 2 Cell Imaging System (Invitrogen). Dabei wurden pro Well 6 Messpunkte definiert, die
alle 3 h Uber einen Zeitraum von 50 h dokumentiert wurden. Die anschlieRende Analyse des
Wundverschlusses erfolgte mithilfe der Celleste Imaging Analysis Software (Invitrogen) und
der darin integrierten ,Wound healing“-App. Mit der daraus berechneten Wundbreite wurde
die Migrationsgeschwindigkeit in um/h berechnet, wobei t die Zeit in Stunden angibt:

1

> (Wundverschluss (t) — Wundverschluss (t = 0 h))

t

Migration [uym pro h] =

Dabei wurde bertcksichtigt, dass die Wunde von beiden Wundréndern verschlossen wurde.
Um die Migrationsgeschwindigkeiten der Klone untereinander zu vergleichen, wurden die
erhaltenen Werte auf die Migrationsgeschwindigkeit des unbehandelten EGFP A3-Klons

normiert.
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5.2.1.12 Immunfluoreszenz

Die Immunfluoreszenz ist eine Methode, mit der die zellulare Lokalisation von Proteinen
untersucht werden kann. In dieser Arbeit wurde die Lokalisation von B-Catenin, Vinculin und
F-Aktin in den H23-Klonen EGFP A3, EGFP-Racl D1 und EGFP-Raclb Bl analysiert.
Hierfir wurden die H23-Zellklone auf einem sterilen Deckglaschen in einem 12 Well
ausgesat. Bei einer Konfluenz von 70-80 % wurden die Zellen mit 1 ml CMF-PBS
gewaschen und fir 10 min mit 1 ml 2 % PFA (in CMF-PBS) (Paraformaldehyd) fixiert. Zur
Permeabilisierung der Zellmembran wurden die Zellen nach einem weiteren Waschschritt mit
1 ml CMF-PBS fir 8 min bei Raumtemperatur mit 1 ml 0,2 % Triton X-100 (in CMF-PBS)
inkubiert. Nach einem weiteren Waschschritt mit 1 ml CMF-PBS wurden die unspezifischen
Bindungsstellen blockiert. Hierfur wurden die Zellen fiar 1 h mit 3 % BSA (in TBST) bei
Raumtemperatur unter leichtem Schutteln inkubiert. Um das BSA zu entfernen, wurden die
Zellen einmal mit 1 ml TBS gewaschen. AnschlieRend erfolgte die Inkubation mit dem
Primar-Antikorper (anti-p-Catenin, anti-Vinculin), der durch die vorherige Permeabilisierung
in die Zelle diffundieren kann. Der Primar-Antikdrper wurde in 0,3 % BSA (in TBS)
entsprechend verdinnt und 100-150 pl der Antikdrper-Losung vorsichtig auf die Zellen
getropft ohne diese abzuspilen. In einer feuchten Kammer wurde dem Antikérper fir 2 h bei
Raumtemperatur die Bindung an das Antigen erméglicht. Um nicht-gebundene Primér-
Antikdrper zu entfernen, wurden die Zellen dreimal vorsichtig mit je 1 ml TBS gewaschen.
Fur die visuelle Detektion der Proteine ist ein Sekundar-Antikorper notwendig, der gegen die
Fc-Region des Primar-Antikorpers gerichtet und mit einem Cy3-Fluoreszenz-Marker
gekoppelt ist. Dieser wurde ebenfalls, wie schon der Primar-Antikdrper, entsprechend in
0,3 % BSA (in TBS) verdunnt. Die anschlielBende Inkubation der Zellen mit 100-150 pl der
Sekundar-Antikdrper-Losung erfolgte fur 1 h bei Raumtemperatur in einer feuchten Kammer
und bei vollstandiger Dunkelheit, um ein Ausbleichen des Fluoreszenzsignals zu reduzieren.
Wahrend dieses Schrittes wurden die Zellkerne mit 0,1 ug/ml DAPI angefarbt, der zu der
Sekundar-Antikdrper-Losung hinzugegeben wurde.

Das Aktin-Zytoskelett wird nicht mithilfe von Antikérpern nachgewiesen, sondern durch die
direkte Bindung des Fluoreszenz-gekoppelten Phalloidins (Toxin des Knollenblatterpilzes) an
F-Aktin. Das Texas-Red-gekoppelte Phalloidin wurde in 0,3 % BSA (in TBS) verdinnt und
zusammen mit 0,1 pg/ml DAPI auf die Zellen pipettiert. Die Inkubation erfolgte ebenfalls fur
1 h bei Raumtemperatur in einer feuchten, abgedunkelten Kammer.

Nach der Sekundar-Antikérper-Inkubation bzw. der Phalloidin-Farbung wurden die Zellen
dreimal mit 1 ml TBS gewaschen, um ungebundene Sekundar-Antikdrper bzw. Reste des
Phalloidins zu entfernen. Fur die langfristige Lagerung und den Erhalt der Fluoreszenz
wurden die Zellen zuerst in Wasser getaucht und anschlielend mit Elvanol auf Objekttragern

eingedeckt. Das Fluoreszenzsignal und somit die Lokalisation der Proteine wurde
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anschlieend am Fluoreszenz-Mikroskop (Olympus iX81 und cellSens Software, Olympus)
analysiert.

TBST (in H,0): Elvanol (in H,0):
10 mM Tris-HCI 10 % Mowiol 4-88
150 mM NacCl 25 % Glyzerin

0,1 % Tween 20 0,1 M Tris-HCI, pH 8,5

TBS (in H,0):

10 mM Tris-HCI
150 mM NacCl

5.2.2 3-dimensionale (3D) Zellkultur

5.2.2.1 3D-Kultivierung durch magnetische Levitation

Um die Zellen 3-dimensional wachsen lassen zu kénnen, wurde die magnetische Levitation
angewendet, die von Souza et al. [125] entwickelt und von der Firma n3D Biosciences, Inc.
hergestellt wurde. Dabei wurden die Zellen nach Herstellerangaben behandelt:

Die H358- und H23-Zellen wurden bei einer Konfluenz von 80 % im 6 Well mit
NanoShuttle-PL fur 24 h behandelt. Die eingesetzte NanoShuttle-Menge wurde hierfur an die
Zellzahl angepasst (1 pl NanoShuttle-PL pro 8.000 Zellen), die durch die Bestimmung der
Zellzahl eines zweiten Ansatzes festgestellt wurde (siehe 5.2.1.3). Am nachsten Tag wurden
die Zellen abgeldst (siehe 5.2.1.1) und mit 2,5 x 10° Zellen pro 24 Well in zellabweisende
Zellkulturgefalie ausgesat. Nach Einbringen der Zellen in ein magnetisches Feld bildeten die
Zellen 3-dimensionale, im Medium schwebende Strukturen aus. Nach 72 h wurden die Zellen

einmal mit kaltem PBS gewaschen und fir die proteinbiochemische Analyse lysiert.

5.2.2.2 Kultivierung der Zellen in einer 3D-Matrigelmatrix

Um die Interaktion von 3D-kultivierten Zellen mit der EZM zu untersuchen, wurden die Zellen
in eine Matrigelmatrix eingebettet.

Hierfir wurde das Matrigel (Corning) Uber Nacht auf Eis bei 4 °C aufgetaut um eine
vorzeitige Polymerisation des Matrigels (Corning) zu verhindern. Das gekihlte
Zellkulturgefald wurde mit einer zellfreien Matrigelschicht beschichtet, wobei 100 pl Matrigel
pro 12 Well luftblasenfrei und gleichmafig im Zellkulturgefal verteilt wurden. Bei der
anschlieRenden Inkubation bei 37 °C polymerisierte das Matrigel und wurde fest.

Fur die dartiberliegende, zellhaltige Matrigelschicht wurden die Zellen mithilfe der Neubauer-
Zahlkammer gezahlt (5.2.1.3) und eine Zelllinien-spezifische Zellzahl (siehe Tabelle 10) in
50 pl Zellkulturmedium vereinzelt. Diese Zellsuspension wurde mit 500 pl Matrigel durch
Pipettieren gemischt und luftblasenfrei auf die zellfreie Matrigelbeschichtung gegeben. Durch

eine weitere Inkubation von 30 min bei 37 °C polymerisierte die zellhaltige Matrigelmatrix und
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wurde mit 1 ml Zellkulturmedium dberschichtet, um die Nahrstoffversorgung der Zellen zu
gewabhrleisten.

Die Zellen wurden fir 8-10 Tage bei 37 °C und 10 % CO, im Brutschrank inkubiert, wobei
alle 2-3 Tage das Zellkulturmedium tber dem Gel ausgetauscht wurde.

Tabelle 10 Zellzahl in einer 3D Matrigel- und Kollagen I-Matrix im 12 Well Format

Zelllinie ‘ Zellkonzentration
H358 3,5 x 10° Zellen / 12 Well
H23 7 x 10° Zellen / 12 Well

5.2.2.3 Isolierung der Zellen aus der 3D Matrigelmatrix

Um die Zellen aus der 3D-Matrigelmatrix herauszulésen, wurde das Medium abgenommen
und die Matrigelschicht mit kaltem TBS gewaschen. Die Matrigelschicht wurde mit 2 x 600 pl
Cell Recovery Solution (Corning) in ein Reaktionsgefald tberfihrt. Um die Matrigelmatrix
aufzulésen, wurde die Suspension fir ca. 1 h auf Eis inkubiert, wobei sie alle 10-15 min
gemischt wurde. Sobald sich das Matrigel komplett aufgeldst hatte, wurden die Zellen fir
5 min bei 500 x g und 4 °C zentrifugiert und einmal mit kaltem TBS gewaschen. Aus dem
Zellpellet wurde anschlieRend entweder RNA- (siehe 5.2.4.1) oder Proteine-Lysate (siehe
5.2.3.1) hergestellt und analysiert.

5.2.2.4 Kultivierung der Zellen in einer 3D-Kollagen I-Matrix

Fur die 3D-Kultivierung von H358- bzw. H23-Zellen in einer 1,5 mg/ml Kollagen I-Matrix
wurde ein 12 Well-Zellkulturgefald zundchst mit einer zellfreien Kollagen [-Schicht
beschichtet. Hierfir wurden die in Tabelle 11 angegebenen Chemikalien durch Pipettieren
gemischt und im 12 Well luftblasenfrei verteilt. Durch eine Inkubation von 30 min bei 37 °C
polymerisierte die Kollagen I-Schicht. Fir die dartiberliegende, zellhaltige Schicht wurden die
Chemikalien wie in Tabelle 11 mit 50 pl einer Zellsuspension mit definierter Zellzahl (Tabelle

10) luftblasenfrei gemischt und auf die zellfreie Kollagen I-Schicht pipettiert.

Tabelle 11 Zusammensetzung der Kollagen I-Matrix im 12 Well Format.

Chemikalien zellfreie Schicht zellhaltige Schicht
10x DMEM 6,9 pl 52,4 pl

1 M NaOH 1,7 pl 13,1yl

7.5 % NaHCO; 1,4 pl 10,5 pl

1x DMEM pur 39,1 ul 185,9 ul

Kollagen I-Losung (3 mg/ml) | 51,37 ul 393,6 pl
Zellsuspension - 50 pl
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Die Polymerisation erfolgte fir 30 min bei 37 °C.

Um die Nahrstoffversorgung der Zellen zu gewéhrleisten, wurde die Kollagen I-Matrix mit
1 ml Zellkulturmedium Uberschichtet, das alle 2-3 Tage erneuert wurde.

Die Inkubation der Zellen in der Kollagen I-Matrix erfolgte fur 8-10 Tage im Brutschrank bei
37 °C und 10 % CO,.

5.2.2.5 Isolierung der Zellen aus der 3D Kollagen I-Matrix

Um die Zellen aus der 3D-Kollagen I-Matrix herauszulésen, wurde das Medium entfernt und
die Kollagen I-Matrix mit kaltem TBS gewaschen. Die Kollagen I-Matrix wurde in 2 x 650 pl
einer 1,5 mg/ml Kollagenase-Ldsung (Serva, in DMEM) in ein Reaktionsgefald tberfuhrt. Bei
37 °C wurde das Kollagen | bei 37 °C und sténdiger Rotation verdaut. AnschlieRend wurden
die herausgelosten Zellen fir 5 min bei 500 x g und 4 °C zentrifugiert und einmal mit TBS
gewaschen. Das Zellpellet wurde entsprechend fir die Isolation von RNA (siehe 5.2.4.1)
bzw. Proteine (siehe 5.2.3.1) behandelt.

5.2.2.6 Modifizierte ,,3D on-top“ Kultivierung

Fur eine bessere Manipulation und Beobachtung der Zellen wurde eine vereinfachte 3D-
Kultivierung, eine modifizierte Variante der ,3D on-top“-Kultivierung, angewandt. Dabei
wurden die Zellen entweder auf einer diinnen Matrigel- oder einer dinnen Kollagen I-Schicht
ausgesat.

Fur die Herstellung der diinnen Matrigelschicht wurden 200 pl kaltes Matrigel mit einer
sterilen Pipettenspitze gleichmaRige und ohne Luftblasen auf einem 6 Well verteilt. Das
Matrigel polymerisierte in einem anschlielenden Inkubationsschritt fir 30 min bei 37 °C.
Fur die Herstellung einer dinnen Kollagen I-Schicht wurden 200 ul Kollagen I-Lésung
(Thermo Fisher Scientific) gleichmaRig in einem 6 Well verteilt und fir 4 h bei
Raumtemperatur getrocknet. Nach der Abnahme des Uberschiissigen Kollagen | wurde die
dunne Kollagen I-Schicht weiter tiber Nacht bei Raumtemperatur inkubiert. Am néchsten Tag
wurde die Platte sterilisiert, indem sie fir 30 min mit UV-Licht bestrahlt wurde.

AnschlieBend wurden die H358- bzw. H23-Zellen mit 1,5 x 10° Zellen pro 6 Well bzw.
1,0 x 10° Zellen pro 6 Well auf die Hydrogel-Schicht ausgesét, sodass sie nach 72 h eine

Konfluenz von 90-95 % erreichten.

5.2.2.7 Bestimmung der Proliferationsrate mittels Ki67-Farbung

Um die Proliferation von Zellen zu analysieren, die auf einer dinnen Matrigel-Schicht
kultiviert wurden, wurden p-Slides 8 well (ibidi) mit 25 pl Matrigel gleichmaRig und
luftblasenfrei beschichtet. Nach der Polymerisation bei 37 °C fur 30 min wurden
1,3 x 10° H358- bzw. 1,2 x 10° H23-Zellen pro Well ausgesét. Als Kontrolle wurden 0,8 x 10°
bzw. 0,7 x 10° H358- bzw. H23-Zellen auf unbeschichteten Wells ausgesit. Am nachsten

Tag erreichten die Zellen eine Konfluenz von 80-90 % und wurden mit 2 % PFA (in CMF-
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PBS) fur 10 min fixiert. Die Ki67-Féarbung erfolgte wie in 5.2.1.12 beschrieben. Die Farbung
erfolgte mit einem anti-Ki67-Antikdrper fur 2 h bei Raumtemperatur. Nach der Féarbung
wurden die Zellen direkt am Fluoreszenz-Mikroskop analysiert. Hierfir wurden pro
Bedingung sechs Gesichtsfelder dokumentiert und die Ki67*- und die DAPI*-Zellen gezahlt.
Der Quotient aus den Ki67*- und DAPI*-Zellen stellt den Anteil der proliferierenden Zellen
dar. Dieser wurde fir alle sechs Gesichtsfelder gemittelt.

5.2.3 Proteinbiochemische Methoden

5.2.3.1 Zelllyse

Fur die Herstellung von Proteinlysaten wurden die 2D-kultivierten Zellen, einmal mit kaltem
CMF-PBS gewaschen und anschlieRend in einer entsprechenden Menge an NOP-Lysepuffer
mit einem Zellschaber abgeschabt. Zellen, die auf oder in einer Hydrogelmatrix kultiviert
wurden, wurden aus dieser herausgeltst (siehe 5.2.2.3 bzw. 0) und das erhaltene
Zellsediment einmal mit CMF-PBS gewaschen, bevor die Zellen in NOP-Puffer resuspendiert
wurden. Um eine Degradation bzw. eine Dephosphorylierung der Proteine zu vermeiden,
wurden dem NOP-Lysepuffer ein Protease-Inihibitor-Mix bzw. ein Phosphatase-Inhibitor-Mix
beigefugt. Die Zellsuspension wurde anschlieend durch siebenmaliges Aufziehen durch
eine 26G-Injektionsnadel homogenisiert. Nach einem Zentrifugationsschritt von 10 min bei
4 °C und 16.000 x g wurden die Zelltrimmer von der proteinhaltigen Lésung getrennt. Der
Uberstand wurde dann fir weitere Experimente verwendet. Die langfristige Lagerung erfolgte
bei -80 °C.

NOP-Puffer (in H,O): 1x Protease-Inhibitor-Mix (in H,O):

10 mM Tris-HCI pH 7,4 1 uM Aprotinin
1 mM Pefabloc
150 mM NacCl

2,5 uM Sojabohnen-Trypsininhibitor
1 % NP40 2,1 uM Leupeptin

0,5 % Triton X-100
2 mM EDTA pH 8,0
2mM EGTA pH 8,0

1x Phosphatase-Inhibitor-Mix (in H,0):
10 mM NaF
1 mM Na-Orthovanadat

25 mM B-Glycerophosphat

10 mM Na-Pyrophosphat

750 nM Okadaséaure
5.2.3.2 Bestimmung der Proteinkonzentration mittels BCA
Um ein gleichméRiges Auftragen der Proben zu erméglichen, wurde die Proteinkonzentration
der Proben mithilfe des Bicinchoninic Acid Protein Assays (BCA Assay) bestimmt. Dabei
bewirkten die Peptidbindungen unter alkalischen Bedingungen die Reduktion der
enthaltenen Cu®-lonen zu Cu'-lonen. Diese Reaktion erfolgte proportional zur

Proteinmenge. Diese Cu’-lonen werden durch die Bicinchoninsidure gebunden, was zu
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einem Farbumschlag von grin nach violett fihrt und dessen Absorption bei einer
Wellenlange von 562 nm mit einem Spektrometer gemessen werden kann [135].

Fur die Konzentrationsbestimmung wurde das Proteinlysat 1:10 mit Wasser verdinnt und als
Duplikate mit je 20 pl Volumen auf eine 96 Well-Mikrotiterplatte aufgetragen. Als Referenz
wurde eine Eichreihe mit BSA-Konzentrationen zwischen 0 und 125 pg/ml (0 pg/ml,
20 pg/ml, 40 pg/ml, 60 pg/ml, 80 pg/ml, 100 pg/ml und 125 pg/ml) mitgemessen.

Zu dem 20 ul Proben- bzw. Eichreihen-Volumen wurden 180 pl des BCA-Féarbereagenz
hinzugefiigt. Dieses bestand zu 50 Teilen aus Bicinchoninsaure (Thermo Fisher Scientific)
und zu einem Teil aus 4 % Kupfer-(ll)-sulfat-Losung. Die Reaktion erfolgte fir 30 min bei
37 °C und die Absorptionsmessung wurde mithilfe des Bio-Tek ELx800 Absorbance
Microplate Reader bei 562 nm gemessen. Mit den daraus erhaltenen Extinktionswerten
wurde die Geradengleichung der Eichreihe bestimmt und anhand dieser die

Proteinkonzentrationen der Proben berechnet.

5.2.3.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Fur die ldentifikation von Proteinen wurden diese unter denaturierenden Bedingungen
mithilfe der SDS-PAGE nach ihrer GroRe aufgetrennt. Dabei wurden die Proben zunéachst
mit einem reduzierenden SDS-Probenpuffer versetzt, der unter anderem SDS und DTT
enthalt und fir 5 min bei 95 °C erhitzt. Dies bewirkte die Denaturierung der Proteine. Das im
Probenpuffer enthaltene DTT bewirkte zusatzlich eine Reduktion der freigelegten
Disulfidbriicken und das enthaltene SDS maskierte die Ladung der Aminosauren, sodass die

Proteine linearisiert und einheitlich negativ geladen vorlagen. Diese wurden anschlieRend

Tabelle 12 Herstellung eines Polyacrylamid-Gels.

5 Sammelgel

Trennbereich 50-150 kDa | 40-130 kDa | 20-100 kDa | 10-60 kDa
30 % Acrylamid 190 ul 1,15 ml 1,3 ml 1,625 ml 1,975 ml
2 % Bisacrylamid 75 ul 450 pl 500 pl 600 pl 800 pl

3 M Tris-HCI pH 8,8 - 500 pl 500 ul 500 ul 500 pl

1 M Tris-HCI pH 6,8 190 pl - - - -

10 % SDS 15 pl 40 pl 40 40 pl 40 pl
60 % Saccharose 375 ul - - - -

H,O 650 pl 1,8 mi 1,6 ml 1,225 ml 700 pl
TEMED 2ul 4 ul 4 ul 4 ul 4 ul

10 % APS 20 ul 25 ul 25 ul 25 ul 25 ul
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mithilfe der Polyacrylamid-Gelelektrophorese nach ihrem Molekulargewicht aufgetrennt.
Das Polyacrylamid-Gel besteht aus einem Sammel- und einem Trenngel, die sich hinsichtlich
des pH-Wertes, der lonenkonzentration und der Porengrof3e unterscheiden. Die
Zusammensetzung der Gele ist in Tabelle 12 aufgelistet, wobei sich die Mengenangaben
jeweils auf ein Gel der Groe 80 mm x 50 mm x 1 mm bezieht. Das Trenngel wurde
zwischen zwei gereinigte Glasplatten gegossen und mit Wasser-gesattigtem Isobutanol
Uberschichtet, um eine gerade Trennschicht zu erhalten. Das Trenngel polymerisierte Uber
Nacht bei 4 °C. Am nachsten Tag wurde das Sammelgel Gber das Trenngel geschichtet und
ein Probenkamm eingefihrt. Nach einer Polymerisationsdauer von ca. 15 min wurde der
Kamm vorsichtig entfernt und das Gel in die Laufkammer gespannt und mit SDS-Laufpuffer
beflllt.

In jede Geltasche wurden gleiche Proteinmengen (30 ug bzw. 50 ug) mit SDS-Probenpuffer
gemischt und aufgetragen. Fir den Vergleich der Proteingrof3e wurde zusatzlich ein
Proteinmarker analysiert, der ausschlieBlich Proteine bekannter GroRe enthielt. Durch das
Anlegen eines elektrischen Feldes wurden die Proteine im Sammelgel fir 15 min bei 80 V
konzentriert. Die Auftrennung im Trenngel erfolgte bei 110 V, bis die Lauffront das Ende des
Gels erreichte.

5x SDS-Probenpuffer (in H,0): 1x SDS-Laufpuffer (in H,O):
200 mM Tris-HCI 50 mM Tris-HCI

5 mM EDTA pH 8,0 500 mM Glycin

1 M Saccharose 0,1 % SDS

I1mMDTT

2 % SDS

0,1 % Bromphenolblau

5.2.3.4 Western Blot und immunchemischer Nachweis

Der Transfer von Proteinen erfolgte mithilfe des Western Blots und der anschlieRende
immunologische Proteinnachweis mittels spezifischer Antikorper. Bei dieser Methode werden
die Proteine aus dem Polyacrylamid-Gel auf eine Nitrocellulose-Membran tbertragen. Hierfur
wurde das sog. Nass-Blot-Verfahren angewandt, bei dem das gesamte Blot-Verfahren in
einer mit Transferpuffer gefullten Kammer ablief. Dabei wurden zunachst die verwendeten
Schwédmme, Filterpapiere, die Nitrocellulose-Membran und das Polyacrylamid-Gel im
Transferpuffer &quilibiert. Beim Zusammenbau des Nassblots muss beachtet werden, dass
sich die Nitrocellulose auf der Anodenseite des Polyacrylamid-Gels befindet. Fiir eine gute
Transferqualitdt durfen sich zwischen dem Polyacrylamid-Gel und der Nitrocellulose-
Membran keine Luftblasen befinden. Daher wurde unter das Polyacrylamid-Gel und auf die
Nitrocellulose-Membran Filterpapiere (Whatman-Papiere) und Schwamme gelegt, die durch

ein Kunststoffgitter einen leichten und gleichméaRigen Druck auf das Gel und die Membran
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auslbten. Dieses Kunststoffgitter wurde in die mit Transferpuffer gefillte Blot-Kammer
gehangt. Durch Anlegen eines Spannungsfeldes migrierten die negativ geladenen Proteine
auf die Nitrocellulose-Membran, woran sie aufgrund ihrer polaren Eigenschaft binden
konnten. Das im Transferpuffer enthaltene Methanol verbesserte die Bindung der Proteine
an die Membran. Die Transfer-Dauer und angelegte Spannung hing dabei vom
Molekulargewicht der zu analysierenden Proteine ab: Beim Nachweis von Kleineren
Proteinen bis ca. 100 kDa bzw. beim Nachweis von Protein-Phosphorylierungen erfolgte der
Transfer fir 1 h bei 70 V, wahrend der Transfer von groReren Proteinen ab 100 kDa fir
10-12 h bei 20 V durchgefihrt wurde.

AnschlieBend wurde die Nitrocellulose-Membran mit den gebundenen Proteinen in H,O
gewaschen um Reste des Transferpuffers, insbesondere des Methanols, zu entfernen.
Um die Qualitdt des Proteintransfers zu Uberprifen, wurde die Nitrocellulose-Membran
anschlieend fur 1 min mit einer Ponceau Rot-Lésung angefarbt. Dieser Farbstoff bindet
reversibel an positiv geladene Aminosauren. Um den rot gefarbten Hintergrund zu
reduzieren, wurde die Membran mit H,O gewaschen, sodass spezifische Banden auf der
Nitrocellulose-Membran nachweisbar waren, die digital durch Scannen der Membran
dokumentiert wurden. Nach dem Zuschneiden wurde die Nitrocellulose-Membran durch die
Inkubation in TBS fiir ca. 5 min auf einer Wippe vollstandig entfarbt.

Fur den Nachweis spezifischer Proteine mittels Antikbrper wurden zunachst unspezifische
Bindungsstellen durch die Inkubation mit 5 % Milchpulver (in TBS) fur 1 h unter Schiitteln
abgesattigt. Anschliel3end wurde die Nitrocellulose-Membran einmal mit TBS gewaschen um
Uberschissiges Blocking-Reagenz zu entfernen. Die Inkubation mit dem spezifischen
Priméar-Antikorper erfolgte auf einer Wippe uber Nacht bei 4 °C. Die Primar-Antikorper
wurden in 3 % BSA (in TBST) entsprechend der Tabelle 7 verdinnt.

Am nachsten Tag wurde die Membran dreimal flir 5 min bei Raumtemperatur mit TBST
gewaschen um ungebundene Primar-Antikdrper vollstdndig zu entfernen. Anschlielend
erfolgte die Inkubation mit dem Sekundar-Antikorper, der in der Regel gegen die Fc-Region
des Primar-Antikorpers gerichtet ist. Dieser Sekundar-Antikorper wurde entsprechend der
Tabelle 8 in 3 % BSA (in TBST) verdunnt und far 1 h bei Raumtemperatur mit der
Nitrocellulose-Membran unter standigem Wippen inkubiert. Anschlieend wurde die
Nitrocellulose-Membran zweimal mit TBST und einmal mit TBS gewaschen um

ungebundene Sekundar-Antikdrper zu entfernen.

Die Sekundar-Antikdrper sind entweder an einen Fluoreszenz-Farbstoff oder eine
Meerrettich-Peroxidase (HRP, horseradish peroxidase) gekoppelt, die unter Zugabe des
Substrats ein chemilumineszente Reaktion katalysiert.

Die Fluoreszenz-Farbstoff-gekoppelten Sekundar-Antikdrper wurden mit dem Odyssey Sa
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Infrared Imaging System bzw. dem Odyssey CLx Imaging System (LI-COR) detektiert.
Hierbei wurden die gekoppelten Fluorochrome mit einer Wellenlange von 680 nm bzw.
800 nm angeregt. Diese emittierten daraufhin Licht, das von dem Odyssey-System erfasst
und abgebildet wurde. In diesem System konnten zwei verschiedene Wellenlangen
verwendet werden um die Fluorochrome unabhangig voneinander anzuregen. Daher ist es
mit diesem System mdglich verschiedene Proteine gleichzeitig nachzuweisen.

Die HRP-gekoppelten Sekundar-Antikérper wurden durch eine Chemilumineszenz-Reaktion
detektiert. Hierfir wurde die Membran fir 3 min im Dunkeln mit dem SuperSignal West Pico
Chemiluminescent Substrate inkubiert. Dieses setzt sich zu gleichen Teilen aus der
Luminol/Enhancer Solution und der Stable Peroxide Solution zusammen. Das enthaltene
Luminol wird wahrend der chemilumineszenten Reaktion von der Peroxidase zu Licht mit
einer Wellenlange von 428 nm umgewandelt, das mithilfe des Fusion SL4-3500 WL

Chemiluminescence Imaging System detektiert und als schwarze Bande dargestellt wurde.

Zur Bestimmung der relativen JNK2-Aktivitdit und der Racl-Proteinmenge wurde die
Bandenintensitat mithilfe von Fiji bzw. der Image Studio Software quantifiziert, die die
Pixelintensitat der einzelnen Banden bestimmten. Zur Berechnung der relativen JNK2-
Aktivitat wurden die gemessenen P-JNK2™8¥Y1&_\erte auf die JNK2-Werte normiert und in
Relation zur entsprechenden mock-Kontrolle dargestellit.

Fur die Bestimmung der endogenen Racl-Proteinmenge wurde die Racl-Bandenintensitat
zunachst auf die GAPDH-Bandenintensitat normiert und anschlieRend in Bezug zum 2D-

kultivierten, stabil EGFP-exprimierenden H23-Zellklon A3 dargestellt.

Transferpuffer (in H,0O): Ponceau Rot-Farbung (jn H,0):
25 mM Tris-HCL 0,2 % Ponceau S

0,1 % SDS 3 % Trichloressigsaure

1,5 % Glyzin

20 % Methanol

5.2.3.5 Triton X-100 Fraktionierung

Bei Triton X-100 handelt es sich um ein Detergenz, das Membranen aufldésen kann und so
die Triton X-100 l6slichen Proteine freisetzt. Durch diese Behandlung werden Zytoskelett-
Proteine und Zytoskelett-verankerte Proteine angereichert. Dabei wurde die Triton X-100-
Fraktionierung nach Hinck et al. [136] durchgefuhrt. Bei einer Konfluenz von ca. 90-100 %
wurden die Zellen einmal mit 5 ml 1 mM CacCl, (in TBS) gewaschen. AnschlieRend wurden
pro 10 cm-Zellkulturschale 300 pl Triton-Puffer hinzugegeben und fur 10 min bei 4 °C auf
einer Wippe inkubiert. Danach wurden die Zellen mit einem Zellschaber abgekratzt und
durch dreimaliges Aufziehen in eine 26G-Injektionsnadel homogenisiert. Durch einen
Zentrifugationsschritt fir 10 min bei 16.000 x g und 4 °C wurde die Triton X-100 l6sliche
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(Uberstand) von der Triton X-100 unloslichen (Sediment) Fraktion getrennt. Das Triton X-100
unlésliche Zellsediment wurde in 150 pl RIPA-Puffer (inkl. Protease-Inhibitor-Mix)
aufgenommen und durch achtmaliges Aufziehen in eine 26G-Injektionsnadel erneut
homogenisiert. Diese Losung wurde erneut fur 10 min bei 16.000 x g und 4 °C zentrifugiert.
Der Uberstand enthielt nun die Triton X-100 unlosliche Fraktion, die hauptsachlich
Zytoskelett-Proteine und Zytoskelett-verankerte Proteine enthielt.

Je 50 ug dieser Fraktionen wurden mittels SDS-PAGE (siehe 5.2.3.3) und Western Blot
analysiert (siehe 5.2.3.4).

10x Krebs-Ringer-HEPES-Puffer pH 7.4 (in RIPA-Puffer pH 7,2 (in H,0).
H,0): 50 mM Tris-HCI

25 mM HEPES 150 mM NacCl

100 mM NaCl 1 % Triton X-100

5 mM KCI 0,5 % Na-Deoxycholat

10 mM KH,PO, 0,1 % SDS

1,2 mM MgSO, 1 x Protease-Inhibitor-Mix
20 mM CacCl,

Triton-Puffer (in H,0):
1 x Krebs-Ringer-HEPES-Puffer
0,5 % Triton X-100

300 mM Saccharose

5.2.3.6 Herstellung von Membran- bzw. Zytosol-angereicherten Zellfraktionen

Die intrazellulare Lokalisation von EGFP, EGFP-Racl und EGFP-Raclb in den H23-Klonen
wurde durch die Herstellung Membran- bzw. Zytosol-angereicherten Zellfraktionen
analysiert. Bei einer Konfluenz von 100 % wurden die Zellen zweimal mit CMF-PBS
gewaschen um Medium-Ruckstéande vollstdndig zu entfernen. Die Zellen wurden in kaltem
HEPES-Puffer lysiert und durch mehrmaliges Aufziehen in eine 26G-Injektionsnadel
homogenisiert. Das Lysat wurde anschlieend fur 2 min bei 500 x g und 4 °C zentrifugiert,
wobei Kerne und Organelle am Boden sedimentierten und von den loslichen
Zellbestandteilen abgetrennt wurden. Der Uberstand enthalt das Gesamtlysat, wovon 50 pg
als Kontrolle mittels SDS-PAGE aufgetrennt wurden. Das restliche Gesamtlysat wurde
verwendet um mittels mehrerer Zentrifugationsschritte Membran- und Zytosol-angereicherte
Zellfraktionen herzustellen.

Hierfir wurde das Gesamtlysat fir 1 h bei 100.000 x g und 4 °C zentrifugiert, wobei die
zellularen Membranen sedimentierten. Der Uberstand enthielt die Zytosol-angereicherte
Fraktion S100 (soluble, 100.000 x g).

Auf das Membran-haltige Sediment wurde vorsichtig 250 pl HEPES-Puffer pipettiert und

direkt wieder abgenommen ohne das Pellet zu zerstéren. Bei einem weiteren Waschschritt
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wurde das Pellet in 250 pl HEPES-Puffer resuspendiert und durch einen
Zentrifugationsschritt fur 15 min bei 100.000 x g und 4 °C erneut sedimentiert. Das Sediment
wurde anschlieBend in 50-100 pl RIPA-Puffer aufgenommen, wobei das Sediment mithilfe
eines Pistills vorsichtig abgeldst wurde. Bei dieser Losung handelte es sich nun um die
Membran-angereicherte Zellfraktion P100 (partikul&r, 100.000 x g).

Fur die weitere Analyse der intrazelluldren Lokalisation von EGFP, EGFP-Racl und
EGFP-Raclb wurden 50 pg des Gesamtlysat, sowie 50 pg der Zytosol- und 25 ug der
Membran-angereicherten Fraktionen mittels SDS-PAGE und Western Blot analysiert. Dabei
wurden die Proteine Caveolin bzw. RhoGDI angefarbt, um die Reinheit der Membran- bzw.

Zytosol-angereicherten Fraktionen zu dokumentieren.

HEPES-Puffer (in H,0): RIPA-Puffer (in H,0):
50 mM HEPES pH 7,6 50 mM Tris-HCI pH 8,0
8,6 % Saccharose 150 mM NacCl

10 mM EDTA pH 8,0 0,5 % Na-Deoxycholat
10 mM EGTA pH 8,0 1 % Triton X-100

1x Protease-Inhibitor-Mix 0,1 % SDS

1x Protease-Inhibitor-Mix

5.2.3.7 Rac-Aktivitatsassay

Um den Anteil des aktiven, GTP-gebundenen EGFP-Racl bzw. EGFP-Raclb in den
EGFP-Racl- bzw. EGFP-Raclb-exprimierenden H23-Klonen zu bestimmen, wurden
Rac-Aktivitdtsassays durchgefuhrt.

Dabei wurden die H23-Klone auf 10 cm-Schalen ausgesat und nach Erreichen der Konfluenz
in Rac-RIPA-Puffer lysiert. Das Lysat wurde wie in 5.2.3.1 hergestellt und die
Proteinkonzentration nach 5.2.3.2 bestimmt.

Fur den Rac-Aktivitdtsassay wurden die Glutathion-Sepharose 4B Beads zweimal mit 200 pl
Rac-RIPA-Puffer gewaschen. AnschlieRend wurde die Rac-Bindedomane von PAK (PAK-
RBD), die an ein GST-Tag (GST-PAK-RBD) fusioniert ist, fir 30 min bei 4 °C unter Rotation
an die Glutathion-Sepharose 4B Beads gekoppelt. Nur aktives, GTP-gebundenes Rac kann
von der PAK-RBD spezifisch gebunden werden. Vor der Zugabe des jeweiligen Lysats
wurden 50 pg als Lysatkontrolle abgenommen.

Nach der Zugabe des Proteinlysats (0,5-1 mg) zu 50-200 pl GST-PAK-RBD-gekoppelten
Beads wurde die Suspension fir 1 h bei 4 °C unter Rotation inkubiert. Um andere Proteine
sowie inaktives, GDP-gebundenes EGFP-Rac zu entfernen, wurden die GST-PAK-RBD-
gekoppelten Beads dreimal mit 300 ul PAK-Waschpuffer gewaschen.

AnschlieRend wurden die Glutathion-Sepharose 4B Beads mit einer Hamiltonspritze trocken

gesaugt, bevor sie in 20 ul 5x SDS-Probenpuffer aufgenommen und fir 8 min bei 95 °C
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erhitzt wurden. Der Nachweis der GTP-gebundenen Racl- und Raclb-Mengen erfolgte
mittels Western Blot und einem anti-GFP-Antikorper.

Rac-RIPA-Puffer (in H,0): PAK-Waschpuffer (in H,0):
50 mM Tris-HCI pH 7,2 50 mM Tris-HCI pH 7,2
150 mM NacCl 150 mM NacCl

10 mM MgCl, 5 mM MgCl,

1 % Triton X-100 0,5 % Triton X-100

0,5 % Na-Deoxycholat 1mMDTT

0,1 % SDS 0,1 mM PMSF

10 pg/ml Leupeptin 10 pg/ml Aprotinin

10 pg/ml Aprotinin 10 pg/ml Leupeptin

1 mM PMSF

5.2.4 Molekularbiologische Methoden

5.2.4.1 Isolation von RNA

Die Isolation der Gesamt-RNA aus Zellen wurde mithilfe des RNeasy Mini Kits (Qiagen) nach
Herstellerangaben durchgefiihrt. Fir die Elution wurde 30 pl (6 Well) bzw. 50 pl (60 mm
Zellkulturschale) RNase-freies Wasser flr 5 min bei Raumtemperatur auf der Saule inkubiert
und anschlieRend bei 15.000 x g fir 1 min zentrifugiert. Die Konzentration der RNA-L&sung

wurde anschlieend mit dem NanoDrop 1000 (siehe 5.2.4.2) bestimmt.

5.2.4.2 Bestimmung der DNA- bzw. RNA-Konzentration

Die Bestimmung der DNA- oder RNA-Konzentration erfolgte mithilfe des NanoDrop 1000
(Thermo Fisher Scientific). Fir die Messung von doppelstrangigen DNA-Proben mit einem
anerkannten Extinktionskoeffizienten von 50 ng*cm/pl wird das Modul ,DNA-50“ und fir die
Messung von RNA-Proben mit einem Extinktionskoeffizienten von 40 ng*cm/ul wurde das
Modul ,RNA-40* verwendet.

Hierfir wurde nach der Initialisierung des Geréts eine Hintergrunds-Messung durchgefinhrt,
bei der 1 pl der Elutions-Losung spektrometrisch tber einen Wellenlangen-Bereich von
220-750 nm analysiert wurde. Anschlieend erfolgte die Messung der DNA- bzw. RNA-
Proben. Dabei wurde ebenfalls 1 pl der Probe aufgetragen und dber denselben
Wellenlangenbereich analysiert. Die Konzentration wurde bei einer Wellenlange von 260 nm

gemessen. Dafir wurde die Extinktion fur jede Wellenlange mit folgender Formel berechnet:

Intensitit [Probe]

Extinktion = — log (Intensitéit [Blank]

). Mithilfe der Beer-Lambert-Gleichung wurde die

Extinktion mit der Konzentration korreliert: c= %. Dabei entspricht A der zuvor berechneten

Extinktion [arbitrary unit], e dem Wellenlangen-abhéngigen Extinktionskoeffizienten

[ng*cm/pl], b der Pfadlange [cm] und c der Probenkonzentration [ng/pl].
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Um die Qualitdt der DNA- bzw. RNA-Probe zu Uberpriifen, wurde das 260/280- und das
260/230-Verhaltnis analysiert.

Das 260/280-Verhaltnis spiegelt die Reinheit der Probe wider. Dabei sollte das 260/280-
Verhéltnis bei DNA-Proben einen Wert von ca. 1,8 und bei RNA-Proben einen Wert von
ca. 2,0 betragen. Ein davon deutlich abweichender Wert deutet auf eine Kontamination mit
Proteinen oder Phenol hin, die stark bei ca. 280 nm absorbieren.

Mit dem 260/230-Verhaltnis kann ebenfalls die Reinheit der Probe Uberpruft werden. Diese
Werte sind meist héher als das gemessene 260/280-Verhéltnis und sollten in einem Bereich
von 2,0-2,2 liegen. Starke Abweichungen von diesen Werten deuten auf Kontaminationen

mit EDTA, Carbohydraten oder Phenol hin, die ebenfalls bei ca. 230 nm absorbieren.

5.2.4.3 cDNA-Synthese

Um die Genexpression in den 2D- und 3D-kultivierten Zellen zu analysieren, wurde die
isolierte  RNA (siehe 5.2.4.1) mithilfe der Reversen Transkriptase (RT) in cDNA
(complementary DNA) umgeschrieben, die in einer Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)
vervielfaltigt werden kann. Dabei wurde 1 pg RNA mit RNase-freiem Wasser auf ein
Volumen von 11 pl verdiinnt und mit 1 pl Oligo(dT)15 Primer (¢ = 500ug/ml; Promega) und
1 pl dNTP-Mix (c = 10 mM; Sigma-Aldrich) gemischt. Die RNA/Primer-Lésung wurde durch
einen 5-mindtigen Inkubationsschritt bei 65 °C denaturiert. Die Lésung wurde direkt nach
dem Erhitzen auf Eis abgekihlt. AnschlieBend wurden 4 pl 5x ProtoScript I Reverse
Transcriptase-Puffers (NEB) und 2 pl 0,1 M DTT hinzugegeben und durch Auf- und
Abpipettieren vorsichtig gemischt. Diese Losung wurde anschlieBend flr 2 min bei 25 °C
inkubiert. Nach der Zugabe von 1 pl ProtoScript Il Reverse Transcriptase (NEB) wurde die
Losung fur 10 min bei 25 °C inkubiert. In dieser Zeit binden die Oligo(dT)-Primer an den
3‘-Poly-A-Schwanz der RNA. Die reverse Transkription erfolgte anschief3end bei 42 °C fur
50 min. Danach wurde das Enzym inaktiviert, indem die Losung fir 15 min bei 70 °C erhitzt
wurde.

Die abgekuhlte cDNA-L6sung wurde mit RNase-freiem Wasser 1:10 verdinnt.

5.2.4.4 Gelelektrophoretische Analyse der DNA und RNA

Fur die Analyse der FragmentgroRe nach einem Restriktionsverdau oder einer RT-PCR
sowie fur die Qualitatsiberprufung der isolierten RNA wurde eine Agarose-
Gelelektrophorese durchgefuhrt.

Dabei wanderte die DNA und RNA aufgrund ihres negativ-geladenen Zucker-Phosphat-
Ruckgrats in einem elektrischen Feld zur Anode. Die Agarose bildete dabei ein polymeres
Netzwerk aus, das je nach eingesetzter Agarose-Konzentration unterschiedliche
PorengrofRen aufwies. Fur die Analyse von kleineren Nukleinsdure-Fragmenten wurde eine

hohere Agarose-Konzentration von 2 % verwendet, wahrend fir die Analyse grol3erer
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Nukleinsduren eine geringere Agarose-Konzentrationen von 1 % Agarose genutzt wurde.
Fur die Herstellung von 1 % bzw. 2 % Agarosegelen, wurde die entsprechende Menge
Agarose in TAE-Puffer aufgekocht und vollstandig gelost. Nach kurzem Abkuihlen unter
kaltem Wasser wurde die noch vollstdndig flissige Agarose-Losung mit Midori Green
Advanced (4 ul pro 100 ml Agarose-Losung) versetzt. Midori Green Advanced ist ein positiv
geladenes Molekil, das in einem elektrischen Feld zur Kathode wandert und daher
entgegengesetzt zu den Nukleinsauren migriert. Dabei interkaliert es mit den Nukleinsauren,
wodurch diese durch die Bestrahlung mit UV-Licht sichtbar gemacht werden kdnnen.

Die flissige Agarose-Ldsung wurde luftblasenfrei in eine Gelkammer gefiillt und ein Kamm
eingesetzt. Nach der Polymerisation wurde das Agarosegel in eine Gelkammer eingesetzt,
die mit TAE-Puffer gefiillt wurde. Die Proben wurden zunachst mit Ladepuffer versetzt und
auf das Gel aufgetragen. Als GroRenreferenz wurde ein entsprechender DNA-Marker
(100 bp bzw. 1 kb, NEB) mitgefuhrt, der DNA-Fragmente bekannter Grél3e enthielt.

Die Auftrennung der Nukleinsauren erfolgte bei 80 V fiir 60-90 min. Fir die Detektion wurden

die Nukleinsauren nach der Auftrennung durch UV-Bestrahlung sichtbar gemacht.

TAE-Puffer (in H,0): 10x Ladepuffer (in H,0):
0,8 mM Tris-HCI pH 8,0 0,25 % Orange G

0,4 mM Essigséaure 50 % Glycerin

0,02 mM EDTA pH 8,0 1 mM EDTA pH 8,0

5.2.4.5 Quantitative Real-Time PCR (qRT-PCR)

Um die Genexpression in den 2D- und 3D-kultivierten Zellen vergleichend zu analysieren,
wurde die RNA-Menge nach der reversen Transkription in cDNA mittels der quantitativen
Real-time PCR (gRT-PCR) analysiert. Bei dieser Methode interkalierte der Fluoreszenz-
Farbstoff SYBR green wahrend der Amplifikation in den DNA-Doppelstrang, wodurch er
blaues Licht (494 nm) absorbierte und grines Licht (521 nm) emittierte. Nach jedem
Amplifikationszyklus wurde die Fluoreszenz-Intensitdt gemessen, was eine DNA-
Quantifizierung in Echtzeit ermdglichte.

Die Quantifizierung erfolgte dabei in Duplikaten mit den in Tabelle 13 bzw. Tabelle 14
dargestellten Zusammensetzung in einer 96 Well-Platte. Dabei wurden in Abh&ngigkeit der
Primer unterschiedliche SYBR green Master Mixe verwendet: Fir die Validierung der RT?
Profiler PCR Arrays wurde der QuantiTect SYBR green PCR Kit (Qiagen) und fur die
Analyse der EMT-Transkriptionsfaktoren wurde der SensiFAST SYBR LoRox Kit (Bioline)
verwendet. Die Platte wurde anschlielend mithilfe einer Adhesive Clear gPCR Seal-Folie
(Biozym) und dem HeatSealer S100 (Eppendorf) versiegelt, um ein Verdampfen der

Reaktionslosung wahrend der Amplifikation zu verhindern.



Tabelle 13 Zusammensetzung eines gRT-PCR- Tabelle 14 Zusammensetzung eines gRT-PCR-

Qr;satzes mit dem QuantiTect SYBR green PCR Ansatzes mit dem SensiFAST SYBR LoRox Kit.
IT.
QuantiTect SYBR green PCR Kit 12,5 pl
10x QuantiTect Primer Assay 2,5 ul Primer (forward/back, je 10 uM) 2ul
RNase-freies H,O o ul RNase-freies H,O 7 ul
cDNA 1l cDNA 1l

Die Amplifikation der cDNA und die Messung der Fluoreszenz-Intensitat erfolgte mit dem
Stratagene Mx3005P gPCR System (Agilent) und in Abhéngigkeit des eingesetzten SYBR

green Mastermix mit dem folgenden Amplifikationsprogramm:

gRT-PCR Programm mit QuantiTect gRT-PCR Programm mit SensiFAST
SYBR green PCR Kit SYBR LoRox Kit
Denaturierung | 95 °C 15 min Denaturierung | 95 °C 5 min
Amplifikation | 94 °C 30 sec Amplifikation | 95°C 45 sec
55 °C 30 sec p 40x 55 °C 45 sec » 40x
72 °C 30 sec 72 °C 1 min
Dissoziations- | 95 °C 1 min Dissoziations- | 95 °C 1 min
kurve 55 °C 30 sec kurve 55 °C 30 sec
55-95 °C 55-95 °C

Die dabei ermittelten Ct-Werte geben die Zykluszahl an, bei der die Fluoreszenz-Intensitat
einen festgelegten Schwellenwert Gberschritt. Die relative Quantifizierung erfolgte mithilfe der
2% Methode nach Livak et al. [137]. Bei dieser Methode wurde die Expression eines
Zielgenes mit der Expression des Referenzgenes GAPDH verglichen, wobei der Mittelwert
der Duplikat-Messungen verwendet wurde: A Ct = Ctuw(Zielgen)-Ctuw(GAPDH)
Fur die Berechnung des AACt-Wertes wurde der ACt-Wert der 3D-kultivierten Zellen vom
ACt-Werte der 2D-kultivierten Zellen subtrahiert:

AACt (Zielgen) = ACt(Zielgen, 3D-kultiviert) — ACt(Zielgen, 2D-kultiviert).

Fir eine bessere Vergleichbarkeit der Werte wurde der 2**““Wert gebildet, der den
prozentualen Unterschied der Genexpression eines bestimmten Zielgenes zwischen den

Kultivierungsbedingungen darstellt.

5.2.4.6 RT? Profiler™ PCR Array
Um die Anderung der Genexpression durch die Kultivierung im groRen MaRstab zu
analysieren, wurde der ,PAHS-013Z RT? Profiler™ PCR Array Human Extracellular Matrix &

Adhesion Molecules® (Qiagen) nach Herstellerangaben verwendet. Die Auftragung der
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Primer ist in Abbildung 40 dargestellt.

Fur einen Array wurde ein Mastermix hergestellt der aus 1,35 ml RT2 SYBR Green ROX
gPCR Mastermix (Qiagen), 102 pl cDNA-LOsung und 1,248 ml RNase-freiem Wasser
bestand. Dieser wurde gut gemischt und je 25 pl pro Well zu den vorgelegten Primerpaaren
pipettiert. Die Array-Platte wurde mit Optical Thin-Wall 8-Cap Strips (Qiagen) verschlossen,
bevor die Primer mit dem Mastermix durch leichtes Schiitteln gemischt wurden. Um die
Reaktionslosung im Well zu konzentrieren und um Luftblasen zu entfernen wurde die Array-
Platte fur 1 min bei 1.000 x g zentrifugiert.

Die Amplifikation der DNA wurde im Stratagene Mx3005P gPCR System (Agilent) mit

folgendem Programm durchgefihrt;

qRT-PCR Programm (RT? Profiler™ PCR Array)

Denaturierung | 95 °C 10 min
Amplifikation | 95 °C 15 sec

60 °C 1 min } 40x
Dissoziations- | 95 °C 1 min
kurve 55 °C 30 sec

55-95 °C

Um die Arrays der unterschiedlich kultivierten Proben vergleichen zu kdnnen, wurde der
Schwellenwert fur alle Arrays derselben Zelllinie auf denselben Wert gesetzt. Die
anschlielende Analyse erfolgte mit der Online-Auswertungssoftware im Data Analysis
Center von Qiagen (https://www.giagen.com/de/shop/genes-and-pathways/data-analysis-
center-overview-page/?akamai-feo=0ff).

Nach dem Hochladen der Daten wurden im ,Sample Manager® den Proben Gruppen
zugewiesen (2D-kultivierte Zellen: Control; 3D-Matrigel-kultivierte Zellen: Group 1; 3D-
Kollagen I-kultivierte Zellen: Group 2). Im Reiter ,Data QC* wurden die Qualitatskontrollen
ausgewertet, die die PCR Array-Reproduzierbarkeit und eine mdogliche Kontamination mit
genomischer DNA dokumentieren. Fir die Normalisierung der Daten wurde das
arithmetische Mittel der beiden Referenzgene GAPDH und B2M verwendet.

Im Rahmen der weiteren Analyse wurde eine Heatmap (Clustergramm) aller 87 analysierten
Gene durch Clusteranalyse (non-supervised hierarchical clustering) generiert. Hierflr wurde
das AusmaR der Genexpression bestimmt, indem der 2““Wert fiir jedes individuelle Gen
berechnet und auf den Mittelwert der 2*““Werte aller Gene iiber alle Arrays normalisiert
wurde. Dieser Wert wurde in der Abbildung als Farbcode dargestellt.

Es wurden Gene identifiziert, die verglichen mit den 2D-kultivierten Zellen mindestens eine

doppelt so hohe oder halb so grol3e Expression aufwiesen. Die durch die beiden 3D-
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Kultivierungen regulierten Gene wurden miteinander verglichen, um gemeinsam regulierte

Gene zu identifizieren.

5.2.4.7 Re-Transformation und Kultivierung von Bakterien

Fur die Vervielfaltigung von Plasmid-DNA wurde diese in den kompetenten Bakterienstamm
TOP10f transformiert. Daflir wurden pro Transfektionsansatz 200 pl selbst hergestellte
kompetente Bakterien auf Eis aufgetaut und mit 0,5-1 pl der Plasmid-L6ésung und 100 pl
kaltem TCM-Puffer versetzt. Nachdem die Bakterien fir 30 min auf Eis inkubiert wurden,
wurde die Membran durch einen Hitzeschock fiir 3 min bei 42 °C permeablisiert, wobei die
DNA von den Bakterien aufgenommen wurde. Durch die sofortige, 1-minitige Inkubation auf
Eis wurde dieser Vorgang gestoppt. Die Bakterien erholten sich durch die Zugabe von 700 pl
LB-Medium (Raumtemperatur), wahrend sie fur 45 min bei 37 °C und 300 rpm auf dem
Thermoblock inkubierten. AnschlieBend wurden 150 pl des Ansatzes auf einer Antibiotika-
halten LB-Agar-Platte steril mit einem Drigalskispatel ausgestrichen. Die Platte inkubierte

Uber Nacht bei 37 °C im Brutschrank, wobei sich Bakterienkolonien ausbildeten.

Fur eine Plasmid-Vervielfaltigung nach einer Re-Transformation wurde eine Bakterienkolonie
fur ca. 4-8 h in Antibiotika-haltigem LB-Flussigmedium bei 37 °C im Bakterienschuttler
kultiviert. Diese Suspensionskultur wurde in 100 ml Antibiotika-haltigem LB-Medium
dberfihrt und Uber Nacht bei 37 °C im Bakterienschittler inkubiert, wo sie sich weiter

vermehrten.

TCM-Puffer (in H,0): LB-Agar-Medium (in H,0):
10 mM Tris-HCI pH 7,5 1 % Trypton

10 mM CaCl, 0,5 % Hefeextrakt

10 mM MgCl, 1 % NaCl

1,5 % Agar in LB-Medium
LB-Flussigmedium (in H;0):

1 % Trypton

0,5 % Hefeextrakt

1 % NacCl

5.2.4.8 MIDI Plasmid Praparation

Nach der Vermehrung der Plasmid-DNA in der Bakterien-Suspensionkultur, wurde die
Plasmid-DNA aus den Bakterien mithilfe des DNA-midi GT Plasmid DNA Purification Kits
(iINtRON Biotechnology) nach Herstellerangaben isoliert.

Die eluierte Plasmid-DNA wurde mithilfe des NucleoBond Finalizer Kits (Macherey-Nagel)
nach Herstellerangaben aufkonzentriert. Hierfir wurde das Eluat mit 5,6 ml Isopropanol
versetzt und fir 2 min bei Raumtemperatur inkubiert. Nach einem Waschschritt mit 70 %

Ethanol wurde die NucleoBond Finalizer-Membran getrocknet. Die Plasmid-DNA wurde in
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200 pl TE-Puffer nach einer Inkubation von 5 min bei Raumtemperatur eluiert. Anschliel3end
wurde die DNA-Konzentration mithilfe des NanoDrop 1000 (siehe 5.2.4.2) bestimmt.

TE-Puffer pH 8,0 (in H,0):
10 mM Tris-HCI pH 8,0
1 mM EDTA pH 8,0

5.2.4.9 Restriktionsverdau

Um zu Uberprifen, ob von den Bakterien das richtige Plasmid aufgenommen und vermehrt
wurde, wurde das Plasmid mit einem Plasmid-spezifischen Restriktionsverdau uberprdift.
Dabei stehen verschiedene Kombinationen aus Restriktionsendonukleasen zur Verfugung,
die die Plasmid-DNA in Fragmente mit spezifischer Gréf3e spalten.

Dabei wurde 1 pg der Plasmid-DNA im Restriktionsverdau eingesetzt. Sie wurde mit 1 pl des
10x Restriktionspuffers und 0,5-1 ul der entsprechenden Restriktionsendonuklease
(10-20 U/ml) gemischt und fir 1 h bei 37 °C inkubiert. Die DNA-Fragmente wurden
anschliel3end gelelektrophoretisch aufgetrennt (siehe 5.2.4.4) und mit den zu erwartenden

Fragment-Grof3en verglichen.

5.2.5 Statistische Analyse

Sofern nicht anders angegeben, wurden fir jedes Experiment drei unabhéngige Versuche
durchgefuhrt. Aus den Einzelwerten wurden das arithmetische Mittel und die
Standardabweichung bestimmt und im jeweiligen Diagramm dargestellit.

Die Analyse der statistischen Signifikanz erfolgte mithilfe der Software GraphPad Prism 5.03.
Dabei wurde je nach Fragestellung entweder eine one-way ANOVA mit einem Dunnett’s
(Vergleich mit der Kontrollgruppe) bzw. einem Tukey’s (Vergleich aller Gruppen) Posttest
oder eine two-way ANOVA mit einem Bonferroni (Vergleich mit Kontrollgruppe) Posttest
durchgefihrt.

Die statistische Signifikanz wurde dabei entsprechend dem Signifikanzniveau a eingeteilt,
wobei *: p < 0,05; **: p < 0,01 und ***: p < 0,005 entspricht.
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6 Ergebnis

6.1 EGFP-Raclb und EGFP-Racl beeinflussen die MAPK-Aktivitat in
HEK?293-Zellen

Analysen, die die Effekte von Racl in der Tumorentwicklung beschreiben, unterscheiden
aufgrund der starken Sequenzibereinstimmung nicht immer zwischen den beiden Isoformen
Racl und Raclb. Im Rahmen dieser Arbeit sollen Raclb-spezifische Funktionen in der
Entstehung und Entwicklung von Lungentumoren untersucht werden, die sich vor allem von
den teilweise bekannten, Racl-induzierten Effekten unterscheiden.

Daher wurden zunachst in Vorversuchen die Effekte der kurzzeitigen Expression von
HA-Raclb bzw. HA-Racl auf die Aktivitdt der MAPK-Signaltransduktion untersucht. In den
proteinbiochemischen Analysen wurden dabei spezifische Phosphorylierungsstellen der
verschiedenen MAPKSs untersucht, die mit einer Aktivierung der entsprechenden Kinasen in
Verbindung stehen.

In HEK293-Zellen war phosphoryliertes ERK1/2 in beiden Experimenten nur schwer
nachweisbar, wobei in dieser Zelllinie generell mehr ERK2 als ERK1 phosphoryliert vorliegt.
Durch die Transfektion mit dem HA-kodierenden Leervektor wurde die Aktivitat beider ERK-
Isoformen reduziert verglichen mit den untransfizierten HEK293-Zellen. Durch die transiente
Expression von EGFP-Raclb bzw. EGFP-Racl wurde dieser inhibierende Effekt auf die
Aktivitat von ERKZ1/2 nicht nachgewiesen und die ERKZ1/2-Aktivitat entsprach der in
untransfizierten HEK293-Zellen (Abbildung 16A).

Fur die MAPK p38 wurden weder eine Anderung in der Aktivitit noch der
Gesamtproteinmenge durch die kurzzeitige Expression von HA-Raclb oder HA-Racl
nachgewiesen (Abbildung 16A).

Eine Analyse der Aktivitat der MAPKs JNK1/2 zeigte, dass die Transfektion mit dem
HA-kodierenden Leervektor zu einer Aktivierung dieser MAPKs flihrte, die durch die
zusatzliche Expression von HA-Raclb bzw. HA-Racl nicht verandert wurde. Beide HA-Rac-
Isoformen bewirkten dagegen eine Reduktion der JNK1/2-Gesamtproteinmenge, die in den
HA-Raclb-exprimierenden HEK293-Zellen starker ausfielen, als in den HA-Racl-

exprimierenden Zellen (Abbildung 16A).

In humanen Tumoren wird Racl bzw. Raclb kontinuierlich Uber einen langen Zeitraum
uberexprimiert. Um diese langanhaltende Uberexpression der beiden Rac-Isoformen besser
nachstellen zu koénnen, wurden von L. Scharlibbe in unserem Labor HEK293-Zellen
generiert, die stabil EGFP, EGFP-Racl bzw. EGFP-Raclb exprimierten. Je zwei Zellklone
pro Konstrukt wurden fir die folgenden Versuche analysiert. Eine Uberpriifung der
Expression des EGFP-Rac-Fusionsproteins zeigte eine vergleichbare EGFP-Rac-
Proteinmenge in den stabil EGFP-Rac1-exprimierenden HEK293-Klonen C4 und D6.2 und
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Abbildung 16: Effekte der Raclb- und Racl-Expression in HEK293-Zellen.

[A] HA-Racl und HA-Raclb wurden in HEK293-Zellen fur 24 h exprimiert und die Effekte auf die Aktivitat der
MAPKs analysiert. Beide Rac-Isoformen fuhrten zu einer Zunahme der ERK1/2-Phosphorylierung und einer
Abnahme der JNK1/2-Proteinmenge. [B] Es wurden HEK293-Zellklone hergestellt, die EGFP, EGFP-Racl bzw.
EGFP-Racl1b stabil exprimierten und in &hnlichen Mengen aufwiesen. Eine Ausnahme bildeten der EGFP-Klon
A3 und der EGFP-Raclb-Klon D2.1, bei denen reduzierte EGFP- und EGFP-Raclb-Mengen nachgewiesen
wurden. [C] Die Effekte von EGFP-Raclb und EGFP-Racl auf die Aktivitdt der MAPKs wurde in stabil EGFP-
Raclb- bzw. EGFP-Racl-exprimierenden HEK293-Klonen analysiert, wobei eine reduzierte ERK1/2-Aktivitat
festgestellt wurde. [A-C] Die Proben wurden mit einem Western Blot analysiert, aber in veranderter Reihenfolge
abgebildet (schwarze Ké&sten). Es wurden mindestens zwei unabhéngige Experimente durchgefiihrt und ein
reprasentativer Blot dargestellt. Die GAPDH-Farbung diente in allen Abbildungen als Beladungskontrolle. [D] Die
Verdopplungszeit der stabil EGFP-Raclb- bzw. EGFP-Racl-exprimierenden HEK293-Zellen wurde mit zwei
verschiedenen, automatisierten Zéhlmethoden analysiert. Die Messung der Gesamtzellzahl mit dem Casy Cell
Counter TTC zeigte sowohl durch die EGFP-Raclb- als auch die EGFP-Racl-Expression eine verringerte
Verdopplungszeit. Die automatische Zellzahlung mit dem FACS Canto Il, bei der nur die griin-fluoreszierenden,
EGFP-Rac-exprimierenden Zellen analysiert wurden, wies keinen Unterschied in den Verdopplungszeiten der
Klone nach.
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dem EGFP-Raclb-exprimierenden Zellklon D5. Der zweite, stabil EGFP-Raclb-
exprimierende Zellklon D2.1 zeigte dagegen eine um etwa die Halfte reduzierte EGFP-
Raclb-Proteinmenge (Abbildung 16B).

Fur einen Vergleich der kurzzeitigen mit der langfristigen Expression von Raclb bzw. Racl
wurden stabil EGFP-Raclb- bzw. EGFP-Racl-exprimierenden HEK293-Zellen ebenfalls auf
Veranderungen in der Aktivitat der MAPKs analysiert. Die Expression von EGFP-Raclb und
EGFP-Racl reduzierte die ERKZ1/2-Phosphorylierung verglichen mit den EGFP-
exprimierenden Kontrollzellen. Die Gesamtproteinmenge wurde durch keine der beiden Rac-
Isoformen beeinflusst (Abbildung 16C).

Die Phosphorylierung von p38 und JNK1/2 wurde durch die stabile Expression von
EGFP-Raclb und EGFP-Racl in den HEK293-Zellen nicht ver&ndert (Abbildung 16C). Die
Reduktion der JNK1/2-Proteinmenge wurde nicht nur in den transient sondern auch in den
stabil EGFP-Raclb- bzw. EGFP-Racl-exprimierenden HEK293-Zellen nachgewiesen
(Abbildung 16C). Bezogen auf die zellulare JNK1/2-Menge ist damit die absolute Menge an
phosphoryliertem JNK1/2 durch EGFP-Raclb und EGFP-Racl groBer geworden, was in

einer erhdhten Gesamtaktivierung des JNK1/2-Signalweges resultieren kann.

Des Weiteren wurden die langfristigen Effekte von EGFP-Raclb und EGFP-Racl auf die
Proliferation in HEK293-Zellen untersucht. Hierfiir wurde die Zellzahl alle 24 h Uber einen
Zeitraum von vier Tagen mit zwei verschiedenen Methoden gezéhlt und daraus die
Verdopplungszeit berechnet. Bei der automatisierten Zellzahlung mit dem Casy Cell Counter
TTC, bei der sowohl die transfizierten als auch die nicht-transfizierten Zellen gezahlt wurden,
wurde eine schwache Reduktion in der Verdopplungszeit der stabil EGFP-Raclb- und
EGFP-Racl-exprimierenden HEK293-Zellen beobachtet. Die automatisierte Zellzdhlung
mithilfe des FACS Canto Il, bei der ausschlieRRlich die griin-fluoreszierenden, EGFP- bzw.
EGFP-Rac-exprimierenden Zellen ausgewertet wurden, wies keine Anderungen in der
Verdopplungszeit der EGFP-Raclb- und EGFP-Racl-exprimierenden HEK293-Zellen
gegenuber den EGFP-exprimierenden Kontrollklonen nach (Abbildung 16D).

In HEK293-Zellen wurde hier gezeigt, dass die beiden Rac-lsoformen die Aktivitdt der
MAPKs ERK1/2 je nach Expressionsdauer unterschiedlich beeinflussten: Die kurzzeitige
Expression von HA-Raclb und HA-Racl filhrte zu einer Steigerung der ERK1/2-Aktivitat
gegenuber den HA-exprimierenden HEK293Zellen, wéhrend die langfristige Expression der
EGFP-Rac-Isoformen die ERK1/2-Aktivitat inhibierte.

Der Anteil an aktiviertem JNK1/2 wurde unabhéangig von der Expressionsdauer von Raclb
und Racl in dhnlichem Ausmal erhoht.

Diese reduzierte ERK1/2- und erhthte JNK1/2-Aktivitat bewirkte allerdings keine Anderung
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der Proliferationsrate der stabil EGFP-Raclb- bzw. EGFP-Racl-exprimierenden HEK293-
Zellen.

6.2 Endogene Expression von Raclb und Racl in humanen NSCLC-
Zelllinien

Um eine mdgliche Korrelation zwischen dem Raclb- und Racl-Proteingehalt und den
zellularen Proliferations- und Migrationseigenschaften fir Lungenkarzinom-Zellen herstellen
zu kénnen, wurde die Proteinmenge der beiden Rho-GTPasen in funf humanen NSCLC-
Zelllinien (H1299, H23, HTB-55, HCC44 und H358) und einer humanen Lungenfibroblasten-
Zelllinie (interstitielle Lungenfibroblasten, ILF) genauer analysiert.

Bei der Raclb-Proteinkonzentration sind deutliche Unterschiede sichtbar: Fur die
Fibroblastenzelllinie ILF und die de-differenzierten, spindelférmigen NSCLC-Zelllinien H1299
und H23 ist kein oder nur sehr wenig endogenes Raclb nachweisbar. Die differenzierten,
kopfsteinpflasterartig-wachsenden  NSCLC-Zelllinien H358, HCC44 und HTB-55
synthetisierten dagegen deutlich gréf3ere Mengen an Raclb.

Die Racl-Proteinkonzentration wurde in allen analysierten Lungenzelllinien mit ahnlichen

Mengen nachgewiesen, wobei H23-Zellen die geringste Racl-Proteinmenge aufwiesen.
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Abbildung 17: Endogene Expression von Raclb und Rac1l in verschiedenen NSCLC-Zelllinien.

Die Analyse fiinf verschiedener NSCLC- und einer Lungenfibroblasten (ILF)-Zelllinie zeigte eine vergleichbare
Proteinkonzentration von Rac1l in allen analysierten Zelllinien. Raclb wurde Zelllinien-spezifisch exprimiert, wobei
in den ILF und H1299 kein und in H23 nur sehr geringe Mengen Raclb nachgewiesen wurden. Die grofite
Raclb-Proteinmenge zeigte die Zelllinie HTB-55. Die 3-Aktin-Farbung diente als Beladungskontrolle. Es wurden
zwei unabhangige Experimente durchgefiihrt und ein représentativer Blot dargestellt.

6.3 Rac-induzierte Regulation des Differenzierungsstatus und der
Gentranskription

Fur die Analyse der Raclb-spezifischen Funktionen in der Entstehung und Entwicklung von

humanen Lungentumoren wurde die NSCLC-Zelllinie H23 aufgrund ihrer geringen

endogenen Raclb-Proteinmenge ausgewahlt (Abbildung 17). Wie bereits in den

Vorversuchen mit HEK293-Zellen wurden die Effekte der transienten Expression von

EGFP-Raclb und EGFP-Racl auf die Aktivitat der MAPKSs in H23-Zellen untersucht.

Im Gegensatz zu den HEK293-Zellen bewirkte die kurzzeitige Expression von EGFP-Raclb
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Abbildung 18: Effekte der transienten Expression von EGFP-Racl und EGFP-Rac1b in H23-Zellen.

[A] EGFP-Racl bzw. EGFP-Raclb wurde fiir 24 h in H23-Zellen exprimiert und die Effekte auf die Aktivitat der
MAPKs untersucht. Dabei wurde eine Transfektions-bedingte Phosphorylierung der Stress-induzierten Kinasen
p38- und JNK1/2 detektiert, die durch EGFP-Racl bzw. EGFP-Raclb nicht verandert wurden. Die JNK1/2-
Gesamtproteinmenge nahm jedoch sowohl durch EGFP-Raclb als auch EGFP-Racl ab. * GAPDH-Bande aus
einer vorherigen Farbung. [B] In H23-Zellen, die transient EGFP-Racl bzw. EGFP-Raclb exprimierten, wurden
verschiedene Differenzierungsmarker untersucht. Die Vimentin-Banden wurden durch beide EGFP-Rac-
Isoformen reduziert. * unspezifische Bande. [A, B] In diesen Versuchen diente die GAPDH-Farbung als
Beladungskontrolle. Es wurden jeweils mindestens drei unabhéngige Versuche durchgefihrt und ein
reprasentativer Blot dargestellt. [C] H23-Zellen wurden mit konstitutiv-aktivem HA-Racl(G12V) bzw. konstitutiv-
aktivem HA-Raclb(G12V) transfiziert und auf ihre Fahigkeit zur Aktivierung verschiedener Promotorkonstrukte
untersucht. Dabei bewirkte aktiviertes HA-Racl(G12V) bei einigen Promotoren eine deutliche Aktivierung,
wahrend HA-Raclb(G12V) keine der Promotorkonstrukte aktivierte. Die Luciferase-Aktivitat wurde auf die
Luciferase-Aktivitat der Leervektor-transfizierten Proben normiert. Im Graphen ist der Mittelwert aus zwei
unabhangigen Experimenten dargestellt. Die rote Linie markiert eine relative Promotoraktivitat von 1.
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und EGFP-Rac1l in den H23-Zellen keine Anderung in der ERK1/2-Aktivitat (Abbildung 18A).
Eine Analyse der Stress-induzierten MAPKs p38 und JNK1/2 zeigten dagegen bereits durch
die Transfektion des Ausgangsvektors pEGFP eine Aktivitditszunahme, die durch keine der
beiden EGFP-Rac-Isoformen weiter beeinflusst wurde. Die transiente EGFP-Raclb- und
EGFP-Racl-Expression reduzierten die Gesamtproteinmenge von JNK1/2 und fuhren damit
zu einer Rac-abhéangigen Erhéhung des aktiven Anteils von JNK1/2, wie es schon in
HEK293-Zellen gezeigt werden konnte (Abbildung 16, Abbildung 18A).

Fur Racl wurde in mehreren Studien eine EMT-induzierende Rolle beschrieben. Daher
wurden im Folgenden Raclb-induzierte Anderungen des Differenzierungsstatus der H23-
Zellen untersucht. Fir die Analyse des epithelialen Phanotyps wurden spezifische,
epitheliale Differenzierungsmarker (E-Cadherin, a-Catenin) untersucht sowie weitere
Proteine, die an der Cadherin-vermittelten Adh&sion beteiligt sind (3-Catenin, p120-Catenin,
Vinculin). Der mesenchymale Phénotyp wurde (Uber den mesenchymalen
Differenzierungsmarker Vimentin definiert, sowie durch Anderungen der Integrin-vermittelten
Zell/Matrix-Kontakte (Ezrin, Paxillin, Vinculin).

In H23-Zellen wurden nur sehr geringe Mengen an E-Cadherin nachgewiesen, die wie a-, B-
und pl20-Catenin durch das Vorhandensein von EGFP-Raclb oder EGFP-Racl nicht
verandert wurden (Abbildung 18B).

Ezrin, Paxillin und Vinculin, die an der Ausbildung von Zell/Matrix-Kontakten beteiligt sind,
wurden durch die stabile Expression eines der beiden EGFP-Rac-Proteine ebenfalls nicht
beeinflusst. Durch die Transfektion mit dem EGFP-kodierenden Ausgangsvektor wurde die
Gesamtproteinmenge von Vimentin deutlich erhéht. Dieser Effekt wurde durch die transiente
Expression von EGFP-Raclb und EGFP-Racl aufgehoben, sodass sie verglichen mit den
transfizierten Kontrollzellen, aber nicht im Vergleich mit den Ausgangszellen, eine reduzierte
Vimentin-Proteinmenge aufwiesen (Abbildung 18B). Dieser Effekt wurde in zwei von drei
Experimenten gezeigt. Im dritten Versuch induzierte weder EGFP, noch eine der beiden

EGFP-Rac-Isofomen eine Anderung der Vimentin-Proteinmenge (Daten nicht gezeigt).

Eine Rolle von Racl in der Genregulation wurde bereits in mehreren Studien gezeigt,
wahrend fir die transkriptionelle Regulation durch Raclb kaum Daten vorliegen. Um eine
Rolle von Raclb in der Genregulation genauer zu Uberprifen, wurden H23-Zellen mit einer
konstitutiv-aktiven Mutante von HA-Raclb bzw. HA-Racl (HA-Raclb(G12V) bzw.
HA-Racl(G12V)) transfiziert und die Aktivierung verschiedener Promotoren mittels
Genreporter-Assays untersucht.

Konstitutiv-aktives HA-Raclb(G12V) bewirkte fir keine der analysierten Promotoren eine
signifikante Aktivierung (Abbildung 18C), auch nicht fir den Racl-induzierbaren Promotor

SRE.L (serum response element, SRF-induziertes Reporterkonstrukt). Bei diesem SRE.L-
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Promotorkonstrukt handelt es sich um einen Promotor, dessen Aktivierbarkeit durch Racl in
der Literatur schon mehrfach beschrieben wurde und in dieser Arbeit als Positivkontrolle
diente, um die Funktionalitdt des Genreporter-Assays zu belegen (Abbildung 18C).
AuBerdem wurden weitere Reporterkonstrukte durch konstitutiv-aktives HA-Racl(G12V)
induziert, darunter TOPflash (B-Catenin-Lefl/TCF-induziertes Reporterkonstrukt) und p3TP-
lux (TGFB-induziertes Smad binding element) (Abbildung 18C).

6.4 Charakterisierung von stabil EGFP-Raclb- und EGFP-Racl-

exprimierenden H23-Zellen

Um die Effekte der langfristigen Raclb- bzw. Racl-Expression in H23-Zellen zu analysieren,
wurden H23-Zellen in Zusammenarbeit mit D. Lohfink in unserem Labor mit pEGFP, pEGFP-
Racl bzw. pEGFP-Raclb transfiziert und fir eine stabile Expression selektioniert. Je zwei
Zellklone pro Konstrukt wurden fur die weiteren Analysen verwendet. Dabei wurde zunachst
die EGFP-Raclb- und EGFP-Racl-Proteinkonzentration uberprift, die in allen H23-
Zellklonen vergleichbar stark ausfiel (Abbildung 19A).

AulBerdem wurde die Aktivitat der beiden EGFP-Rac-Konstrukte bestimmt. Hierbei wurden in
Zusammenarbeit mit M. Heipel (AG Giehl, Justus-Liebig-Universitdt Giel3en) Rac-
Aktivitdtsassays durchgefiihrt, bei denen aktives, GTP-gebundenes EGFP-Raclb bzw.
EGFP-Racl spezifisch Uber PAK-GST-Beads aus einem Proteinlysat isoliert wurde. Dabei
war bei gleichen eingesetzten Proteinmengen (Lysat, Abbildung 19B) mehr EGFP-Raclb als
EGFP-Racl an die PAK-GST-Beads gebunden. Somit lag ein grofer Teil von EGFP-Raclb
in der aktivierten, GTP-gebundenen Form vor, wahrend EGFP-Racl einen geringeren Anteil

an aktiviertem, GTP-gebundenen Protein aufwies (Abbildung 19B).

Fir die weitere Charakterisierung der stabil EGFP-Raclb- bzw. EGFP-Racl-exprimierenden
H23-Klone wurde die Lokalisation der EGFP-Rac-Proteine in den Zellen analysiert. Hierflr
wurde die EGFP-Lokalisation der Fusionsproteine unter dem Fluoreszenzmikroskop
detektiert.

In beiden stabil EGFP-Racl1b-exprimierenden Klonen ist eine deutliche Lokalisation an der
gesamten Zellmembran detektierbar, die sich nicht nur auf die Bereiche von Zell/Zell-
Kontakten beschréankte (Pfeile, Abbildung 19C). Im Zytosol wurde dagegen nur ein geringer
Anteil des EGFP-Raclb-Proteins nachgewiesen (Abbildung 19C).

Dies wurde weiter durch eine Membran/Zytosol-Fraktionierung von Zelllysaten in
Zusammenarbeit mit J. Klinke (AG Giehl, Justus-Liebig-Universitat Giel3en) verifiziert. Mit
dieser Methode wurden Uber mehrere Zentrifugationsschritte Proteine angereichert, die
entweder im Zytosol (S100, soluble) oder in der Membran (P100, particular) lokalisiert sind.
Dabei wurde EGFP-Raclb nur in der Membran-angereicherten P100-Fraktion nachgewiesen
(Abbildung 19C).
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Abbildung 19: Charakterisierung der stabil EGFP-Raclb- und EGFP-Racl-exprimierenden H23-Klone.
[A] Die Proteinkonzentrationen von EGFP, EGFP-Racl bzw. EGFP-Raclb sind in allen H23-Klonen &hnlich stark
Die GAPDH-Farbung diente als Beladungskontrolle. Es wurde ein reprasentativer Blot dargestellt. [B] In Rac-
Aktivitdtsassays wurde mehr GTP-gebundenes EGFP-Raclb als EGFP-Racl aus den Lysaten isoliert. Es wurden
mindestens zwei unabhangige Experimente durchgefiuhrt und ein représentativer Blot dargestellt. [C, D] Die
Lokalisation von EGFP, EGFP-Racl und EGFP-Raclb in den stabil exprimierenden H23-Klonen wurde mittels
[C] Lebendzellanalyse und [D] Membran/Zytosol-Fraktionierung analysiert. Dabei wurde mit beiden Methoden
nachgewiesen, dass EGFP-Raclb hauptsachlich an der Zellmembran lokalisiert ist und EGFP-Racl sowohl im
Zytosol als auch an Membranen detektiert wurde. Der Maf3stabsbalken in [C] entspricht einer Lange von 10 pum.
Als Marker dienten in der Membran/Zytosol-Fraktionierung RhoGDla fiir die Cytosol-angereicherte und Caveolin
fur die Membran-angereicherte Fraktion. Es wurden [C] drei bzw. [D] zwei unabhangige Experimente
durchgefiihrt und reprasentative Bilder bzw. Blots dargestellt.
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Die intrazellulare EGFP-Racl-Verteilung in den beiden H23-Klonen D1 und D2 unterschied
sich von den stabil EGFP-Racl1b-exprimierenden Klonen. EGFP-Racl ist hier hauptséchlich
im Bereich von Zell/Zell-Kontakten an der Membran lokalisiert (Pfeile, Abbildung 19C), und
der Grol3teil des EGFP-Racl-Proteins befindet sich im Zytosol (Abbildung 19C).

Diese Proteinverteilung wurde ebenfalls in der Membran/Zytosol-Fraktionierung
nachgewiesen, bei der EGFP-Racl gleichermalRen in der zytosolischen S100- und der
membranéaren P100-Fraktion nachgewiesen wurde (Abbildung 19D).

Fur den stabil EGFP-exprimierenden Klon A3 wurde unter dem Mikroskop eine gleichmaRige
zytosolische und nukledre Verteilung des EGFP-Proteins nachgewiesen (Abbildung 19C).
Dies wurde durch Membran/Zytosol-Fraktionierungsversuche unterstiitzt, wobei eine
zytosolische EGFP-Lokalisation in der S100-Fraktion nachgewiesen wurde (Abbildung 19D).
Da nur aktives, GTP-gebundenes Rac-Protein an der Membran lokalisiert ist, unterstiitzen
diese Proteinlokalisations-Analysen die Ergebnisse der Aktivitatsassays (Abbildung 19B), bei
denen EGFP-Raclb eine htéhere Aktivitat aufweist als EGFP-Racl und hauptséachlich in der

aktivierten, Membran-gebundenen Form vorliegt.

Weiterhin sollte untersucht werden, ob die lang andauernde EGFP-Raclb-Expression die
Fahigkeit der Promotoraktivierung in den H23-Klonen veradndern kann. Hierfir wurde
beispielhaft das SRE.L-Promotorkonstrukt untersucht, das, wie schon in Kapitel 6.3

beschrieben, eine gut charakterisierte Racl-induzierbare Zielsequenz enthalt.
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Abbildung 20: SRE.L-Promotoraktivierung in stabil EGFP-Raclb- und EGFP-Racl-exprimierenden H23-
Klonen.

Die Genreporter-Assays zeigten eine Aktivierung des SRE.L-Promotorkonstrukts im stabil EGFP-Raclb-
exprimierenden Zellklon B1, aber nicht im stabil EGFP-Racl-exprimierenden Zellklon D1. Es wurden vier
unabhangige Experimente durchgefiihrt, bei denen die Luciferase-Aktivitditen auf die des EGFP A3-Zellklons
normiert wurden. Im Graphen wurde der Mittelwert +/- SD dargestellt. Fir die statistische Auswertung wurde eine
one-way ANOVA mit einem Tukey‘s-Posttest durchgefiihrt. **: p < 0,01; *** p < 0,005.
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Dazu wurden die Klone EGFP A3, EGFP-Racl D1 und EGFP-Raclb B1 mit dem SRE.L-
Promotorkonstrukt transfiziert. Um zu kontrollieren, ob das Promotorkonstrukt von den
EGFP-Rac-exprimierenden Zellen aufgenommen wurde, wurde zuvor der Anteil der grin-
fluoreszierenden und damit EGFP-Rac-exprimierenden Zellen bestimmt. Dieser lag bei den
Klonen EGFP-Racl D1 und EGFP-Raclb Bl bei tiber 90 % und bei dem Kontrollklon EGFP
A3 bei 60-70 %. Gleichzeitig zeigten die gemessenen Renilla-Luciferase-Werte einen Wert
von 20.000-50.000 RLU, was auf eine gute Transfektionseffizienz (> 25 %) mit dem
Promotorkonstrukt schlieBen lasst. Man kann daher davon ausgehen, dass das
Reporterkonstrukt von den EGFP-Rac-exprimierenden H23-Zellen aufgenommen wurde.
Interessanterweise wurde im stabil EGFP-Raclb-exprimierenden Klon B1 gegeniber den
EGFP- und EGFP-Racl-exprimierenden Klonen eine signifikante Verdopplung der SRE.L-
Promotoraktivitat nachgewiesen (Abbildung 20).

Die langfristige Expression von EGFP-Racl zeigte im Gegensatz zur kurzzeitigen
Expression von konstitutiv-aktivem HA-Racl(G12V) keine Aktivierung des SRE.L-
Reporterkonstrukts (Abbildung 20).

6.5 Stabil exprimiertes EGFP-Raclb und EGFP-Racl steigern die
Proliferation
Um einen Effekt der stabilen Expression von EGFP-Raclb bzw. EGFP-Racl in H23-Zellen

auf die Proliferationsgeschwindigkeit zu untersuchen, wurde mit den jeweiligen Zellen
Impedanz-basierte Echtzeitmessungen (Xcelligence) fir mindestestens 72 h durchgefiihrt
und daraus die relativen Verdopplungszeiten bestimmt. Der dabei beobachtete Effekt von
EGFP-Raclb bzw. EGFP-Racl auf die Verdopplungszeit ist sehr gering: Die langfristige
Expression von EGFP-Raclb sowie von EGFP-Racl bewirkten mit einer ca. 25 %igen
Reduktion der Verdopplungszeit eine etwas erhohte Proliferation verglichen mit den EGFP-

exprimierenden Kontrollzellen (Abbildung 21A).

Fur eine Analyse des Migrationsverhaltens dieser H23-Klone wurden Wundheilungsassays
durchgefihrt. Dabei wurde in 3 h-Abstanden der Wundverschluss Uber einen Zeitraum von
50 h gemessen. Unter Serum-reduzierten Bedingungen (5% FCS in DMEM) war der
Einfluss von EGFP-Raclb auf das Migrationsverhalten zwischen den beiden analysierten
Zellklonen sehr heterogen. So bewirkte EGFP-Raclb im Zellklon B1 einen Anstieg der
Migrationsgeschwindigkeit um etwa 20 %, wahrend im Zellklon B3 die Migration um 15-20 %
reduziert war.

Die stabile Expression von EGFP-Racl bewirkte eine Reduktion der

Migrationsgeschwindigkeit um 25-35 %.
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Abbildung 21: EGFP-Raclb- und EGFP-Racl-induzierte Effekte auf Proliferation und Migration in H23-
Klonen.

[A] Die Verdopplungszeiten der stabil exprimierenden H23-Klone wurden durch Impedanz-basierte Echtzeit-
Messungen (XCelligence) bestimmt. Dabei wurden die Verdopplungszeiten durch die Expression von EGFP-
Raclb und EGFP-Racl leicht reduziert. Dargestellt sind die Mittelwerte der auf EGFP A3 normierten
Verdopplungszeiten +/- SD aus funf unabhéngigen Experimenten. Fiur die statistische Auswertung wurde eine
one-way ANOVA mit Dunnett's Posttest durchgefiihrt. Die EGFP-Rac-induzierte Reduktion der Proliferationsrate
war statistisch nicht signifikant (p = 0,133). [B] Fur die Bestimmung der Migrationsgeschwindigkeit wurden mit
den stabil EGFP-Rac-exprimierenden H23-Klonen Wundheilungsassays durchgefiihrt. EGFP-Raclb beeinflusste
die Migrationsgeschwindigkeit nicht, wahrend EGFP-Racl eine 25-35 % reduzierte Migrationsgeschwindigkeit
bewirkte. Eine Behandlung der Zellen mit 10 ng/ml TGFB1 bewirkte einen generellen Anstieg der
Migrationsgeschwindigkeiten. Es wurden, wenn nicht anders angegeben, vier unabhéngige Experimente
durchgefiihrt. Die Migrationsgeschwindigkeit wurde auf den unbehandelten EGFP A3-Zellklon normiert und der
Mittelwert +/- SEM dargestellt. Die statistische Auswertung erfolgte mit einer two-way ANOVA und einem
Bonferroni-Posttest. *: p < 0,05.

Die Behandlung der H23-Zellen mit 10 ng/ml TGFB1 resultierte in einem generellen Anstieg
der Migrationsgeschwindigkeiten in allen analysierten Zellklonen. Die
Migrationsgeschwindigkeit der EGFP-Raclb-exprimierenden H23-Zellen wurde durch die
TGFB1-Behandlung nicht beeinflusst und ist weiterhin vergleichbar mit den stabil EGFP-
exprimierenden H23-Zellen (Abbildung 21B).

Der EGFP-Racl-induzierte Effekt auf die Migrationsgeschwindigkeit wurde durch die TGF31-
Behandlung nicht verandert und die EGFP-Racl-exprimierenden Zellen zeigten weiterhin
eine Reduktion der Migrationsgeschwindigkeiten verglichen mit den korrespondieren EGFP-
exprimierenden H23-Zellen (Abbildung 21B).
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6.6 Aktivierung von Proteinkinasen durch EGFP-Raclb und EGFP-
Racl

Die Auswirkungen der stabilen Expression von EGFP-Raclb bzw. EGFP-Racl auf die
Signaltransduktion in H23-Zellen wurden mithilfe von Phosphorylierungs-spezifischen
Antikorpern in Western Blot-Analysen durchgefuhrt.
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Abbildung 22: Analyse der Aktivitat von Proteinkinasen in stabil EGFP-Raclb- bzw. EGFP-Racl-
exprimierenden H23-Zellklonen.

Durch die Analyse der jeweiligen Phosphorylierungsstellen wurde der Einfluss von EGFP-Raclb und EGFP-Racl
auf die Aktivitdt der MAPKs und der Proteinkinasen Akt und GSK3[ untersucht. Dabei wurde durch EGFP-Raclb
sowohl eine Zunahme an phosphoryliertem p38, JNK2 und Akt nachgewiesen als auch eine Zunahme der
entsprechenden Gesamtproteinmenge, was auf eine Zunahme der absoluten Mengen von aktiver p38, JNK2 und
Akt verglichen mit der in EGFP-exprimierenden Kontrollzellen hindeutet. EGFP-Raclb bewirkte zudem eine
Zunahme der GSK3[3-Phosphorylierung ohne die Gesamtproteinmenge zu beeinflussen. Mit Ausnahme von
JNK2, bei der nur P-JNK2 aber nicht die Gesamtproteinmenge durch EGFP-Racl erhdht wurde, aktivierte EGFP-
Racl die analysierten Kinasen vergleichbar zu EGFP-Raclb. Die Farbung von GAPDH diente als
Beladungskontrolle. Es wurden mindestens drei unabhéngige Experimente durchgefiihrt und ein repréasentativer
Blot dargestellt.
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Dabei wurde gezeigt, dass weder EGFP-Raclb noch EGFP-Racl den Phosphorylierungs-
status und somit die Aktivitat der MAPKs ERK1/2 beeinflusste (Abbildung 22).

Eine Analyse der MAPK p38 zeigte, dass in beiden stabil EGFP-Raclb-exprimierenden
Klonen eine starkere Phosphorylierung nachgewiesen werden konnte. Diese ging aber mit
einer Zunahme der Gesamtproteinkonzentration von p38 einher. Somit bleibt der prozentuale
Anteil der aktivierten MAPK p38 mit der in den EGFP-exprimierenden Kontrollzellen
vergleichbar. Die absolute Menge an aktivierter p38 ist jedoch durch EGFP-Rac1b in diesen
Zellen erhoht (Abbildung 22).

Eine Zunahme an phosphoryliertem p38 und die Zunahme der Gesamtproteinmenge konnte
ebenfalls in den beiden stabil EGFP-Racl-exprimierenden H23-Klonen beobachtet werden
(Abbildung 22).

Fur die dritte MAPK-Gruppe JNK1/2 waren die Ergebnisse der Antikorper-Farbungen sehr
heterogen. In 4 von 7 Farbungen wurde weder durch EGFP-Raclb noch durch EGFP-Racl
eine Anderung der JNK1-Aktivitat oder INK1-Proteinmenge nachgewiesen.

Dagegen bewirkten beide Rho-GTPasen eine Aktivierung von JNK2, wobei diese durch
EGFP-Raclb starker ausfiel als durch EGFP-Racl (Abbildung 22). Gleichzeitig kann in den
stabil EGFP-Raclb-exprimierenden H23-Zellen eine schwache Zunahme der JNK2-
Gesamtproteinkonzentration nachgewiesen werden, sodass zwar nicht der prozentuale
Anteil aber die absolute Menge an aktivem JNK2 in EGFP-Raclb-exprimierenden Zellen
groRer ist als in den EGFP- und EGFP-Racl-exprimierenden H23-Klonen (Abbildung 22).

Die Proteinkinasen Akt und GSK3p zeigten eine deutliche Zunahme der Phosphorylierungs-
spezifischen Farbung durch die stabile Expression von EGFP-Raclb und EGFP-Racl
(Abbildung 22). Wahrend die Gesamtproteinmenge von GSK3f von den Rho-GTPasen nicht
beeinflusst wurde, so wurde eine leichte Zunahme der Akt-Proteinkonzentration durch beide
EGFP-Rac-Proteine beobachtet. Es wurde daher kein prozentualer Anstieg, sondern eine
absolute Zunahme an aktivem Akt in den EGFP-Raclb- und EGFP-Racl-exprimierenden
H23-Klonen beobachtet (Abbildung 22).

6.7 EGFP-Racl, aber nicht EGFP-Raclb, bewirkt eine De-Differen-

zierung der H23-Zellen
Um den langfristigen Effekt einer EGFP-Raclb-Expression auf die H23-Zellen hinsichtlich
des Differenzierungsstatus zu analysieren, wurden verschiedene epitheliale und
mesenchymale Differenzierungsmarker in den H23-Zellklonen untersucht. Trotz insgesamt
geringer E-Cadherin-Proteinmengen in H23-Zellen wurde im stabil EGFP-Raclb-
exprimierenden Klon B3 eine Reduktion des epithelialen Markerproteins nachgewiesen,
wahrend der andere EGFP-Raclb-exprimierende Klon B1 keine Anderung der E-Cadherin-

Proteinkonzentration aufwies (Abbildung 23). Durch EGFP-Racl wurde dagegen in beiden
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Abbildung 23: Analyse des Differenzierungsstatus der stabil EGFP-Raclb- und EGFP-Racl-
exprimierenden H23-Zellen.

Im stabil EGFP-Raclb-exprimierenden Klon B3 und in den beiden stabil EGFP-Racl-exprimierenden Klonen
wurden eine reduzierte E-Cadherin- und erhdhte Vimentin-Proteinmengen nachgewiesen. Die [-Catenin-
Proteinmenge wurde durch beide EGFP-Rac-Isoformen erhdéht. Die GAPDH-Farbung diente als
Beladungskontrolle. Es wurden mindestens zwei unabhangige Experimente durchgefuhrt und ein reprasentativer
Blot dargestellt.

Klonen eine Reduktion dieses epithelialen Markerproteins nachgewiesen (Abbildung 23).
Durch die stabile Expression beider EGFP-Rac-lIsoformen wurde B-Catenin als Teil des
Cadherin-Adhasionskomplexes hochreguliert, wahrend a- und p120-Catenin nicht beeinflusst
wurden (Abbildung 23).

Eine Analyse des mesenchymalen Markerproteins Vimentin ergab eine entgegengesetzte
Regulation der Proteinmenge verglichen mit dem epithelialen Differenzierungsmarker
E-Cadherin: Die Vimentin-Proteinmenge lag im stabil EGFP-Racl1b-exprimierenden Klon B3
und in den beiden EGFP-Racl-exprimierenden Klonen D1 und D2 erhoht vor (Abbildung 23).
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Die anderen analysierten Proteine Ezrin, Paxillin und Vinculin wurden durch keine der
EGFP- Rac-Isoformen beeinflusst (Abbildung 23).

Die Rolle von Racl und Raclb in der Regulation des Aktin-Zytoskelett sind in der Literatur
sehr gut beschrieben. Daher wurde in diesem Experiment der Einfluss von EGFP-Rac1b auf
die B-Aktin-Proteinmenge in den H23-Zellklonen untersucht und mit dem Effekt von EGFP-
Racl verglichen. Jedoch beeinflusste keine der beiden Rho-GTPasen die B-Aktin-Gesamt-
proteinmenge in diesen H23-Klonen (Abbildung 23).

6.8 EGFP-Raclb und EGFP-Racl bewirken Veranderungen des Aktin-
Zytoskelett

Die meisten in Abbildung 23 analysierten Proteine, die den Differenzierungsstatus der Zellen
bestimmen sollten, zeigten keine EGFP-Rac-induzierte Anderung der Proteinkonzentration.
Neben der Gesamtproteinmenge kann die Funktion von Proteinen durch die Lokalisation in
der Zelle reguliert werden. Um den Effekt von EGFP-Raclb auf die Proteinlokalisation zu
untersuchen und mit den Effekten von EGFP-Racl zu vergleichen, wurde mittels
Immunfluoreszenz beispielhaft die Lokalisation von B-Catenin, Vinculin und B-Aktin in den
H23-Klonen analysiert.

Die B-Catenin-Farbung der stabil EGFP-exprimierenden Zellen zeigte einerseits eine
zytosolische, perinukleare Lokalisation und andererseits eine Membranfarbung,
hauptséachlich in Bereichen von Zell/Zell-Kontakten (Abbildung 24A).

Diese Proteinverteilung wurde weder durch EGFP-Rac1b noch durch EGFP-Racl verandert.
Interessanterweise wurde fir EGFP-Raclb, aber auch fur EGFP-Racl, eine Ko-Lokalisation
der EGFP-Rac-Proteine mit B-Catenin an den Zell/Zell-Kontakten nachgewiesen (Pfeile,
Abbildung 24A). Diese war im stabil EGFP-Raclb-exprimierenden Klon Bl schwéacher
nachweisbar als im EGFP-Racl-exprimierenden Klon D1. Dies kann mdglicherweise auf die
starke, nukleare Fluoreszenz des EGFP-Tags zurlickgefuihrt werden, die die Membran-
Lokalisation von EGFP-Rac1b tberstrahlt (Abbildung 24A).

Vinculin ist unter anderem an der Ausbildung von Zell/Matrix-Kontakten beteiligt, die in
diesem Versuch die Zelle mit der darunterliegenden Glasoberflache verbindet. Im
EGFP-exprimierenden Kontrollklon wurde eine punktuelle Vinculin-Farbung an den
Zellgrenzen nachgewiesen, die moégliche Zell/Matrix-Kontakte darstellen kénnen (Abbildung
24B). Diese Vinculin-Lokalisation wurde durch die stabile Expression von EGFP-Raclb und
EGFP-Racl nicht verandert (Abbildung 24B).

Bei der am besten charakterisierten Funktion der Rho-GTPasen handelt es sich um die
Regulation des Aktin-Zytoskeletts. Um dessen Regulation in den EGFP-Raclb- und
EGFP-Racl-exprimierenden H23-Klonen zu untersuchen, wurde das Aktin-Zytoskelett mit

Phalloidin-Texas Red angefarbt. Dabei war F-Aktin im EGFP-exprimierenden Zellklon A3 im
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Abbildung 24: Lokalisation von B-Catenin, Vinculin und Aktin in den stabil EGFP-Rac1- bzw. EGFP-Rac1b-
exprimierenden H23-Klonen.

[A] Die B-Catenin-Farbung zeigte in allen drei analysierten H23-Zellklonen eine Lokalisation im Zytosol sowie an
der Plasmamembran mit einer Konzentration im Bereich von Zell/Zell-Kontakten. Pfeile deuten auf Bereiche der
Ko-Lokalisation von B-Catenin mit EGFP-Racl bzw. EGFP-Raclb. [B] Die Vinculin-Farbung zeigte eine
Lokalisation an den Zellrandern, die nicht durch EGFP-Racl bzw. EGFP-Raclb reguliert wurde. [C] Die Aktin-
Farbung im EGFP A3-Klon wies eine zytosolische Aktin-Verteilung ohne eindeutige Strukturen auf. Die
Expression von EGFP-Raclb und EGFP-Racl bewirkte die Aushildung eines subkortikalen Aktinringes sowie
dinner Zellfortsatze. [A-C] Die Farbungen wurden in drei unabhéngigen Experimenten analysiert und
beispielhafte Bilder dargestellt. Der MalR3stabsbalken entspricht einer Lange von 20 pm.
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Zytosol lokalisiert, ohne eindeutige Strukturen auszubilden (Abbildung 24C).

Durch die stabile Expression von EGFP-Raclb wurde die Ausbildung eines subkortikalen
Aktinringes sowie langer, diinner zellularer Fortsatze induziert (Abbildung 24C).

Die Ausbildung des subkortikalen Aktinringes sowie zellularer Fortsatze wurde auch durch
die stabile Expression von EGFP-Racl beobachtet. Die zellularen Fortsétze waren jedoch
kirzer und breiter als im EGFP-Raclb-exprimierenden H23-Klon (Abbildung 24C).

6.9 EGFP-Racl, aber nicht EGFP-Raclb, bewirkte eine Verschiebung

von E- zu N-Cadherin-vermittelten Zell/Zell-Kontakten
Wie in Abbildung 24C gezeigt, regulieren EGFP-Raclb und EGFP-Racl das Aktin-
Zytoskelett in den H23-Zellen. Diese Veranderungen wurden im Folgenden weiter analysiert,
indem das Aktin-Zytoskelett sowie damit assoziierte Proteine mithilfe der Triton X-100-
Fraktionierung angereichert wurden. Dabei entstehen zwei Fraktionen: die Triton X-100
unl6sliche Fraktion, in der unter anderem Aktinfilamente und die damit assoziierten Proteine
angereichert sind und die Triton X-100 l6sliche Fraktion, die nur geringe Mengen an
filamentdsem Aktin und an Aktin-Zytoskelett-assoziierten Proteinen enthalt.

Triton X-100 I6slich ~ Triton X-100 unl6slich

EGFP-Rac1 D1
EGFP-Rac1 D2
EGFP-Rac1b B1
EGFP-Rac1b B3
EGFP-Rac1 D1
EGFP-Rac1 D2
EGFP-Rac1b B1
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Abbildung 25: EGFP-Raclb- bzw. EGFP-Racl-induzierte Effekte auf die Proteinverteilung in Triton X-100
I8slichen und unléslichen Fraktionen.

Durch die Triton X-100-Fraktionierung wurden Triton X-100 I6sliche von Triton X-100 unldslichen
Zellbestandteilen getrennt. Dabei wurden in der Triton X-100 unléslichen Fraktion erhthte N-Cadherin- und leicht
reduzierte E-Cadherin-Level in den EGFP-Racl-exprimierenden Zellklonen nachgewiesen. In der Triton X-100
I6slichen Fraktion wurde fir alle H23-Zellklone B-Catenin und EGFP-Racl bzw. EGFP-Raclb nachgewiesen. *
unspezifische Bande. Die GAPDH-Farbung diente als Beladungskontrolle. Es wurden drei unabhangige
Experimente durchgefiihrt und ein reprasentativer Blot dargestellt.
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In der Triton X-100 léslichen Fraktion wurde weder der epitheliale Differenzierungsmarker
E-Cadherin noch die mesenchymalen Markerproteine N-Cadherin und Vimentin
nachgeweisen (Abbildung 25).

In dieser Fraktion war von den analysierten Proteinen lediglich 3-Catenin nachweisbar, das,
verglichen mit den EGFP-exprimierenden H23-Zellen, in stabil EGFP-Raclb-, aber auch in
stabil EGFP-Racl-exprimierenden H23-Zellen erhoht vorlag (Abbildung 25).

In der Triton X-100 unldslichen Fraktion wurden E-Cadherin, B-Catenin, N-Cadherin und
Vimentin nachgewiesen.

Hierbei zeigten die beiden stabil EGFP-Raclb-exprimierenden Klone heterogene Effekte auf
die E-Cadherin-Proteinmenge. Der B1-Klon wies vergleichbare E-Cadherin-Mengen auf wie
die stabil EGFP-exprimierenden Kontrollzellen, wahrend die E-Cadherin-Konzentration im
B3-Klon deutlich reduziert vorlag (Abbildung 25). Diese Heterogenitat der beiden EGFP-
Raclb-exprimierenden Klone wurde zuvor schon in Abbildung 23 fir die E-Cadherin-
Gesamtproteinmenge beobachtet.

Die B-Catenin-, N-Cadherin- und Vimentin-Proteinmengen wurden durch EGFP-Rac1b nicht
beeinflusst (Abbildung 25).

In den beiden stabil EGFP-Racl-exprimierenden H23-Klonen lagen reduzierte Mengen an
Aktin-assoziiertem E-Cadherin vor, wobei im D1-Klon weniger E-Cadherin nachgewiesen
wurde als im D2-Klon (Abbildung 25).

Dies ging mit einer Zunahme der Aktin-assoziierten N-Cadherin-Proteinmenge in beiden
EGFP-Racl-exprimierenden Zellklonen einher (Abbildung 25). Es wurde somit in EGFP-
Racl-exprimierenden H23-Zellen eine Verschiebung in den Cadherin-vermittelten Zell/Zell-
Kontakten beobachtet.

Die B-Catenin- und Vimentin-Proteinmenge wurde durch EGFP-Racl nicht beeinflusst
(Abbildung 25).

6.10 Raclb-Knockdown in EGFP-Raclb-exprimierenden H23-Zellen

Durch die dauerhaft erhdhte Raclb-Konzentration in den stabil EGFP-Raclb-exprimierenden
H23-Klonen kdénnen moglicherweise Anpassungsmechanismen in diesen Zellen aktiviert
werden, die den kurzzeitigen Raclb-Effekten entgegenwirken, um die Funktionalitat der
Zellen aufrecht zu erhalten. Um die Existenz solcher Adaptationen nachzuweisen und von
den spezifischen, Raclb-induzierten Effekten zu unterscheiden, wurden in ausgewéhlten
Klonen (EGFP A3 und EGFP-Raclb B1) siRNA-vermittelte Knockdown-Experimente
durchgefihrt, wobei der EGFP-Raclb-exprimierende Klon Bl aufgrund seiner konstant
hohen EGFP-Raclb-Expression ausgewahlt wurde. Dabei wurde fir den spezifischen

Raclb/EGFP-Raclb-Knockdown eine  Mischung aus zwei  siRNA-Sequenzen
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(siRaclb+siGFP) verwendet, die einerseits die Raclb- und andererseits die EGFP-Sequenz
erkannten.
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Abbildung 26: Effekte des Rac1b/EGFP-Raclb-Knockdowns im EGFP-Raclb-exprimierenden H23-Zellklon
B1.

Der Knockdown von Raclb/EGFP-Raclb mittels siRNA (siRaclb+siGFP) fur 72 h fihrte in dem analysierten,
stabil EGFP-Raclb-exprimierenden H23-Zellklon zu einer Reduktion der p38- und JNK1/2-Phosphorylierung
und -Gesamtproteinmenge. Rechts ist eine Quantifizierung der relativen JNK2-Aktivitat dargestellt, die eine
Abnahme der JNK2-Aktivitdt durch den Knockdown von Raclb/EGFP-Raclb in den stabil EGFP-Raclb-
exprimierenden H23-Zellen in diesem Blot nachweist. Dabei wurden die jeweiligen mock-Kontrollen auf ,1°
normiert. Die GAPDH-Farbung diente als Beladungskontrolle. Es wurden mindestens zwei unabh&ngige
Experimente durchgefuhrt und ein reprasentativer Blot dargestellt.

Die Zellen wurden fur einen Zeitraum von 72 h nach der siRNA-Transfektion inkubiert. Eine
Quantifizierung der EGFP-Raclb- und EGFP-Bandenintensitat zeigte, dass die mittlere
Knockdown-Effizienz aus drei unabh&ngigen Versuchen in den EGFP-Raclb-
exprimierenden H23-Zellen 62,0 +/- 10,8 % und in den EGFP-exprimierenden Zellen
45,0 +/- 26,7 % betrug (Abbildung 26).

Die ERK1/2-Aktivitat, die durch Phosphorylierungs-spezifische Antikdrper nachgewiesen

werden konnte, wurde durch den Knockdown von Raclb/EGFP-Raclb in diesen H23-
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Zellklonen nicht beeinflusst (Abbildung 26).

Der Knockdown von Raclb/EGFP-Raclb fihrte zu einer Reduktion der
p38-Phosphorylierung und p38-Gesamtproteinmenge im Vergleich zu den Kontroll-siRNA-
behandelten EGFP-Raclb-exprimierenden H23-Zellen (Abbildung 26).

Durch den Knockdown von Raclb/EGFP-Raclb im EGFP-Raclb-exprimierenden Zellklon
B1 nahmen die Phosphorylierung und die Gesamtproteinmenge beider JNK-Isoformen
verglichen mit der si-scrambled-Kontrolle ab. Eine Quantifizierung der Bandenintensitét
zeigte dabei, dass die relative JNK2-Aktivitat trotz Abnahme der JNK2-Proteinmenge durch
den Raclb/EGFP-Raclb-Knockdown reduziert wurde (Abbildung 26).

Im EGFP-exprimierenden Klon A3 wurde eine verstarkte JNK2-Phosphorylierung durch den
Raclb/EGFP-Raclb-Knockdown detektiert. Die Gesamtproteinmenge von JNK1/2 wurde
durch den siRNA-vermittelten Raclb/EGFP-Raclb-Knockdown nicht beeinflusst. Die
Quantifizierung der Bandenintensitaten zeigte, dass bereits die Transfektion des EGFP A3-
Klons mit einer Kontroll-siRNA zu einer Zunahme der relativen JNK2-Aktivitat in den Zellen
fuhrt (Abbildung 26).

Die Phosphorylierung und die Gesamtproteinmenge der Proteinkinase Akt wurde durch den
Raclb/EGFP-Raclb-Knockdown nicht beeinflusst. Auch die Kontrollexperimente zeigten
keine Anderung der Akt-Phosphorylierung (Abbildung 26).

6.11 Die 3D-Kultivierung stabil EGFP-Raclb- bzw. EGFP-Racl-

exprimierender H23-Zellen
Die bisherigen Versuche wurden mit Zellen durchgefiihrt, die 2-dimensional (2D) als
Monolayer auf einer Plastikoberflache kultiviert wurden. Diese Kultivierungsart spiegelt nicht
die in vivo-Bedingungen eines humanen Tumors wider, bei der Zellen an allen Seiten mit
benachbarten Zellen in Kontakt treten kdnnen bzw. auf einer Basalmembran wachsen und
mit anderen Zelltypen direkt oder indirekt interagieren kdnnen. Um diese
Wachstumsmadglichkeiten nachzustellen, wurden die stabil EGFP-Raclb- bzw. EGFP-Racl-
exprimierenden H23-Zellklone mithilfe eines 3-dimensionalen (3D) Modells kultiviert und der
Differenzierungsstatus Uberpruft. Dabei wurde von der magnetischen Levitation Gebrauch
gemacht, bei der Eisenoxid-Nanopartikel von den Zellen aufgenommen werden (siehe
3.4.2.4). Durch das Anlegen eines magnetischen Feldes bildet sich innerhalb von 24 h ein im
Medium schwebendes, kugelférmiges Spharoid. Nach einer Kultivierung von weiteren 48 h

erreicht das Sphéroid einen Durchmesser von etwa 1 mm (Daten nicht gezeigt).

In ersten Versuchen wurde die Proteinkonzentration von endogenem Raclb bzw. Racl nach
einer 3D-Kultivierung fur 72 h untersucht. Endogenes Raclb war in den stabil EGFP-Rac-
exprimierenden H23-Zellen nur schwach nachweisbar und zwischen den Zellklonen sehr

heterogen exprimiert. Diese Unterschiede konnten aber weder auf die Kultivierungsart noch
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auf die stabile Expression eines der beiden EGFP-Rac-Proteine zurickgefiihrt werden
(Abbildung 27A).

Endogenes Racl konnte in allen Zellklonen deutlich nachgewiesen werden. Verglichen mit
den 2D-kultivierten, stabil EGFP-exprimierenden H23-Zellen fuhrte die 3D-Kultivierung der
stabil EGFP- und EGFP-Rac1-exprimierenden H23-Klone zu einer Reduktion der endogenen
Racl-Proteinmenge (EGFP A3: 0,67; EGFP-Racl D1: 0,61, EGFP-Racl D2: 0,45)
(Abbildung 27A, B).

Die endogenen Racl-Mengen der stabil EGFP-Raclb-exprimierenden H23-Zellen blieben
dagegen vergleichbar mit denen der 2D-kultivierten Kontrollzellen (EGFP-Raclb B1: 0,98;
EGFP-Raclb B3: 0,78) (Abbildung 27A, B).
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Abbildung 27 Einfluss der 3D-Kultivierung auf die Expression von endogenem Raclb und Racl in stabil
EGFP-Rac-exprimierenden H23-Zellen.

[A] Endogenes Raclb wurde zwischen den Klonen sehr heterogen nachgewiesen und zeigte weder eine
Korrelation mit stabil exprimiertem EGFP-Raclb bzw. EGFP-Racl noch mit der Kultivierung in 2D oder 3D. Die
3D-Kultivierung der EGFP- und EGFP-Rac-exprimierenden H23-Zellen reduzierte die endogene Racl-
Proteinmenge verglichen mit den entsprechenden 2D-kultivierten Zellen. Die GAPDH-Farbung diente als
Beladungskontrolle. Es wurden zwei unabhangige Versuche durchgefiihrt und ein reprasentativer Blot dargestellt.
[B] Die Racl-Bandenintensitit wurde densitometrisch quantifiziert und auf den 2D-kultivierten EGFP-
exprimierenden Klon A3 normiert. Dabei wurde nur der Blot aus [A] verwendet.
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Im Anschluss wurden die Proteine des E-Cadherin-vermittelten Adhasionskomplexes

E-Cadherin, a-, B-, y-, p120-Catenin und Vinculin im Gesamtlysat untersucht. Dabei zeigte
sich, dass durch die stabile Expression von EGFP-Raclb und EGFP-Racl die

Proteinmengen von y-Catenin deutlich reduzierte, was sowohl in der 2D- als auch in der 3D-

Kultivierung nachgewiesen wurde. Die anderen Proteine des E-Cadherin-Adhasions-

komplexes sind in ihrer Menge weder in den 3D-kultivierten, magnetischen Sphéaroiden
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Abbildung 28: Einfluss der 3D-Kultivierung auf den Differenzierungsstatus der stabil EGFP-Raclb- bzw.
EGFP-Racl-exprimierenden H23-Klone.
H23-Zellen, die stabil EGFP, EGFP-Racl bzw. EGFP-Raclb exprimierten, wurden durch magnetische Levitation
fur 72 h in 3D kultiviert und auf verschiedene Proteine analysiert. Dabei sind insbesondere die mesenchymalen
Proteine N-Cadherin und Vimentin durch die 3D-Kultivierung reduziert. Die Expression von EGFP-Racl und
EGFP-Raclb bewirkte in der 3D-Kultivierung eine zusatzliche Reduktion der Vimentin-Proteinmenge. Die
GAPDH-Farbung diente als Beladungskontrolle. Es wurden zwei unabhangige Versuche durchgefiihrt und ein
reprasentativer Blot dargestellt.
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verglichen mit den 2D-kultivierten Zellen verdndert, noch durch die EGFP-Raclb- bzw.
EGFP-Racl-Expression im Vergleich zu den EGFP-Kontrollzellen (Abbildung 28).

Eine Analyse der mesenchymalen Differenzierungsmarker N-Cadherin und Vimentin zeigte
eine Reduktion der Proteinmengen durch die 3D- im Vergleich zur 2D-Kultivierung. Dabei
wurde eine additive Repression von Vimentin durch die 3D-Kultivierung und der Expression
von EGFP-Raclb bzw. EGFP-Racl beobachtet.

Durch die 3D-Kultivierung der EGFP-Rac-exprimierenden H23-Zellen wurde durch beide
EGFP-Rac-Isoformen erhohte Paxillin-Proteinmengen nachgewiesen, die unter 2D-
Kultivierungsbedingungen nicht gezeigt wurde.

Die anderen, an Integrin-basierten Zell/Matrix-Kontakten beteiligten Proteine (Ezrin, Vinculin,
FAK) sowie B-Aktin wurden durch die 3D-Kultivierung nicht reguliert (Abbildung 28).

Mit diesem Versuch wurde gezeigt, dass die Zunahme der Paxillin-Proteinmenge und die
Reduktion des mesenchymalen Markerproteins Vimentin auf einem additiven Effekt der 3D-
Kultivierung und der EGFP-Rac-Expression beruhten. Die anderen analysierten Proteine
zeigten durch die magnetische 3D-Kultivierung keine veranderten Proteinmengen in den

stabil EGFP-Rac-exprimierenden H23-Zellen.

6.12 Vergleich der verschiedenen 3D-Kultivierungsmodelle

Um die Effekte der 3D-Kultivierung naher zu untersuchen, wurden die beiden NSCLC-
Zelllinien H358 und H23 mithilfe verschiedener 3D-Kultivierungsmethoden kultiviert und
anschlieend deren phanotypische, proteinbiochemischen und molekularbiologischen

Eigenschaften analysiert.

6.12.1 Die magnetische Levitation

Im ersten Schritt wurden die beiden NSCLC-Zelllinien mithilfe der magnetischen Levitation in
3D kultiviert. Schon 24 h nach Anlegen des magnetischen Feldes bildeten beide Zelllinien
3D-Strukturen aus, die sich deutlich voneinander unterschieden: Die eher
differenziert-wachsende Zelllinie H358 bildete ein kompaktes, kugelférmiges Spharoid aus,
wahrend die undifferenzierter-wachsende Zelllinie H23 eine eher lockere, schwammartige
Kugel formte (Abbildung 29A). Diese strukturellen Unterschiede waren Uber die gesamte
Kultivierungsdauer von 72 h zu beobachten. Die magnetischen Sphéroide nahmen in beiden

Zelllinien einen Durchmesser von ca. 1 mm an (Abbildung 29A).

Nach 72 h wurden die durch magnetische Levitation generierten, magnetischen Spharoide
lysiert und der Differenzierungsstatus Uberprift. Dabei fiel auf, dass bei beiden Zelllinien
viele der analysierten Proteine (a-, 8-, y-, p120-Catenin, Ezrin, Paxillin, Vinculin, FAK, B-Aktin
und Racl) keine deutlichen Mengenunterschiede zwischen der 2D- und 3D-Kultivierung
aufwiesen (Abbildung 29B).



Ergebnis

A H358 H23

B Q8 oo C 8 8 aaan

N M O o N ™M

o 0 w0 O o

RIS O O N A

[kDal T T T T kPal T T T T
[ Sp— |E-Cadherin 45] == = == == | P-ERK1/27202/7204

96 {====" |qa-Catenin 45 [ ERK1/2

96-|——'— ——IB-Catenin 45'[ T ——— | P-p38T180/Y182

= +- R ¢

130 N N-Cadherin

96 — Ezrin

96
Paxillin

130 s s s | VVincullin | P-Paxillins178

130 R e
- o6
55 | s = e VimMentin Paxillin

45.|——-—|[3 Aktin 5 | ———— 5\ DDH

_| P-Paxillin"118

P-Paxillin®126

:I‘—'—'—— |Rac1b
17@ Rac1
35 S| 3 APDH

Abbildung 29: Effekte der magnetischen Levitation auf H358- und H23-Zellen.

[A] H358- und H23-Zellen wurden mithilfe der magnetischen Levitation in 3D kultiviert. Nach 72 h bildeten die
H358-Zellen ein kompaktes, kugelférmiges Sphéroid und die H23-Zellen eine lockere, schwammartige Kugel aus.
Der Maf3stabsbalken entspricht einer Lange von 100 um. [B] Die Proteinkonzentration von Komponenten des
Zell/Zell- und Zell/Matrix-Adhasionskomplexes wurde in 3D-kultivierten H358- und H23-Zellen untersucht. Dabei
wurden in den H358-Zellen eine Hochregulation von E-Cadherin und eine Herunterregulation von Raclb
nachgewiesen. In den H23-Zellen bewirkte die 3D-Kultivierung eine Abnahme von N-Cadherin, Vimentin und
Raclb. [C] Die 3D-Kultivierung bewirkte in den H358- und H23-Zellen eine erhthte Phosphorylierung der MAPK
p38 und eine reduzierte Phosphorylierung der Proteinkinase Akt. In den 3D-kultivierten H358-Zellen wurde
zusétzlich eine erhdhte ERK1/2-Phosphorylierung beobachtet. [B, C] Die GAPDH-Farbung diente als
Beladungskontrolle. Es wurden zwei unabhangige Experimente durchgefiihrt und ein reprasentativer Blot
dargestellt.

In H358-Zellen wurde der epitheliale Marker E-Cadherin durch die 3D-Kultivierung deutlich

hoch- und die Rho-GTPase Raclb herunterreguliert. Die mesenchymalen
Differenzierungsmarker N-Cadherin und Vimentin blieben durch die 3D-Kultivierung
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unverandert (Abbildung 29A).

In den H23-Zellen bewirkte die 3D-Kultivierung eine deutliche Abnahme der mesenchymalen
Markerproteine N-Cadherin und Vimentin, sowie eine Reduktion der endogenen Raclb-
Proteinmengen. Die ohnehin geringen E-Cadherin-Mengen zeigten im Western Blot keine
signifikante Veranderung durch die 3D-Kultivierung (Abbildung 29B).

Nachdem deutliche Effekte auf den Differenzierungsstatus der beiden Zelllinien durch die
magnetische 3D-Kultivierung beobachtet wurden, wurden Signalwege untersucht, die einen
Einfluss auf die Differenzierung von Zellen ausiiben konnen. Dabei wurde die Aktivitat der
MAPKSs und Akt in 3D-kultivierten Zellen analysiert.

In den H358-Zellen bewirkte die 3D-Kultivierung eine erhdhte Phosphorylierung und somit
Aktivierung von ERK1 und ERK2. In H23-Zellen wurde die ERK1/2-Aktivitéat jedoch durch die
magnetische 3D-Kultivierung nicht weiter gesteigert (Abbildung 29C).

Die Aktivitat der MAPK p38 nahm durch die 3D-Kultivierung in beiden Zelllinien deutlich zu,
wahrend die Proteinkinase Akt durch die magnetische 3D-Kultivierung in H358- und H23-
Zellen inhibiert wurde (Abbildung 29C).

Um die Auswirkungen der 3D-Kultivierung auf die Funktion von Paxillin in den Integrin-
abhangigen  Zell/Matrix-Kontakten naher zu untersuchen,  wurden  diverse
Phosphorylierungsstellen untersucht, die durch verschiedene Kinasen modifiziert und mit
differenten Funktionen in Verbindung gebracht werden. In den H358- und H23-Zellen
bewirkte die 3D-Kultivierung keine Anderung der Paxillin-Gesamtproteinmenge (Abbildung
29C). AuBBerdem wurde keine Veranderung der Y118- und S126-phosphoryliertem Paxillin-
Menge nachgewiesen. Eine Phosphorylierung an Position S178 wurde in keiner Zelllinie und
unter keiner Kultivierungsbedingung detektiert (Abbildung 29C).

6.12.2 3D-Kultivierung in einer Hydrogelmatrix

Die magnetische Levitation ist eine einfache und effiziente Methode mit der die
Auswirkungen der 3D-Kultivierung auf das Verhalten der Zellen untersucht werden kann.
Humane Tumore sind allerdings durch einen grof3en EZM-Anteil gekennzeichnet, dessen
Einfluss durch die magnetische Levitation allein nicht nachgestellt werden kann. Aus diesem
Grund wurden die beiden NSCLC-Zelllinien H358 wund H23 in verschiedenen
Hydrogelmatrices eingebettet, um neben dem Einfluss von Zell/Zell- auch die der Zell/Matrix-
Kontakte analysieren zu kénnen. Dabei wurden die Zellen entweder in eine 3D-Matrix aus
Matrigel (isoliert aus dem EHS Maus-Sarkom) oder aus Kollagen | (1,5 mg/ml) eingebettet
und tber 7-10 Tage kultiviert.

Schon einen Tag nach Aussaat der Zellen als Einzelzellsuspension bildeten die H358-Zellen

in einer 3D-Matrigelmatrix kompakte, kugelférmige Sphéroide aus (Pfeile, Abbildung 30).
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Innerhalb der Kultivierungsdauer nahm der Durchmesser der Spharoide kontinuierlich zu, bis

ein Durchmesser von etwa 50 pum erreicht wurde.
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Abbildung 30: 3D-Kultivierung von H358- und H23-Zellen in einer Matrigel- bzw. Kollagen I-Matrix.

[A] H358- und [B] H23-Zellen wurden als Einzelzellsuspension in einer Matrigel- bzw. Kollagen [-Matrix
eingebettet und Uber 7-10 Tage kultiviert. Nach spéatestens 3 Tagen in einer Hydrogelmatrix bildeten beide
Zelllinien spezifische, 3-dimensionale Strukturen aus. H358-Zellen lagerten sich zu einem kompakten, kugeligen
Sphéaroid (Pfeile) zusammen und die H23-Zellen bildeten ein verzweigtes, wabenartiges Netzwerk (*:
Zellaggregate, Pfeilkopf: zellulare Auslaufer). Der Maf3stabsbalken entspricht einer Léange von 20 um.

Die Kultivierung der H358-Zellen in einer 3D-Kollagen I-Matrix bewirkte ebenfalls die
Ausbildung von kompakten Spharoiden. Diese 3D-Struktur wurde erst 3 Tage nach der
Aussaat als Einzelzellsuspension beobachtet und bildete sich demnach deutlich spater als in
einer 3D-Matrigelmatrix. Als Folge davon wurde am korrespondierenden Kultivierungstag
stets ein kleinerer Durchmesser fur die Spharoide beobachtet (Abbildung 30A).

Im Gegensatz zu den H358-Zellen bildeten die H23-Zellen keine kompakten Sphéaroide,
sondern vielmehr ein verzweigtes, wabenartiges Netzwerk, das sich durch die gesamte

Matrix zieht. Dabei sind in den Matrigel-kultivierten Zellen schon sehr friih zellulare Auslaufer
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(Pfeilkopfe, Abbildung 30B) sichtbar, die sich in alle Richtungen ausstrecken. Auf diese
Weise bildeten sich schlief3lich Zellaggregate (*, Abbildung 30B), die miteinander verbunden
sind. Dieser Phanotyp wurde ebenfalls durch die 3D-Kultivierung in einer Kollagen I-Matrix
nachgewiesen, obwohl die Zellaggregate in dieser Matrix mehr Zellfortsatze ausbildeten. Fir
diese Zelllinie wurde keine verzogerte Ausbildung der 3D-Strukturen in einer Kollagen I-
Matrix nachgewiesen (Abbildung 30B).

6.13 Die 3D-Matrigel-Kultivierung bewirkt eine epitheliale
Differenzierung der H358- und H23-Zellen

Die Ausbildung der kompakten und klar abgegrenzten Strukturen der H358-Zellen weist auf
einen hohen Differenzierungsgrad der Zellen innerhalb der Hydrogelmatrix hin, wéhrend die
Matrix-durchwachsende  Eigenschaft der H23-Zellen auf einen  geringeren
Differenzierungsgrad hindeutet. Deshalb wurden die 3D-kultivierten Zellen nach 7-10 Tagen
aus der jeweiligen Matrix herausgeldst und proteinbiochemisch analysiert.

Die 3D-Kultivierung der H358-Zellen in einer Matrigelmatrix veréanderte nicht die
Gesamtproteinmengen der epithelialen Differenzierungsmarker E-Cadherin und a-Catenin
oder eines der am Cadherin-Adhasionskomplex-beteiligten Proteine B-, y-, p120-Catenin
oder Vinculin (Abbildung 31A).

Die mesenchymalen Differenzierungsmarker N-Cadherin und Vimentin wiesen dagegen
durch die 3D-Matrigel-Kultivierung reduzierte Proteinmengen auf (Abbildung 31A). Fr
Vimentin wurde diese Reduktion bereits in der magnetischen Levitation nachgewiesen
(Abbildung 29B).

AulRerdem wurde eine Zunahme der fokalen Adhésionskinase (FAK) durch die Kultivierung
in einer Matrigelmatrix beobachtet, die an der Ausbildung von Integrin-abhéngigen
Zell/Matrix-Kontakten beteiligt ist (Abbildung 31A).

H23-Zellen bilden in der Matrigelmatrix 3D-Strukturen aus, die die komplette Matrix
durchziehen (Abbildung 30B). Dabei waren die ausgebildeten Zellaggregate deutlich von der
Umgebung abgegrenzt. Eine Analyse der Differenzierungsmarker dieser Zellen zeigte eine
leichte Zunahme der E-Cadherin-Konzentration, sowie eine Reduktion von B-Catenin,
Vimentin und FAK. Dies deutet wie schon in den H358-Zellen auf eine epitheliale
Differenzierung der Zellen durch die 3D-Kultivierung in einer Matrigelmatrix hin (Abbildung
31B). Des Weiteren wurde fur die Matrigel-kultivierten H23-Zellen eine Reduktion der Racl-

und Raclb-Proteinmengen nachgewiesen (Abbildung 31B).

Uberraschenderweise war durch die Kollagen I-Kultivierung ein Nachweis vieler Proteine (8-,
Y-, p120-Catenin, N-Cadherin, Paxillin, FAK) nicht mehr mdglich und weitere Proteine

wurden deutlich reduziert nachgewiesen (E-Cadherin, a-Catenin, Vinculin, Raclb, Racl,



Ergebnis IEEHIN

Arp2). Interessanterweise waren Ezrin und die Haushaltsproteine GAPDH und B-Aktin in
unveranderter Menge nachweisbar. Beiden Zelllinien wiesen eine starkere Vimentin-Bande

durch die 3D-Kultivierung in einer Kollagen I-Matrix auf (Abbildung 31A).
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Abbildung 31: Effekte der 3D-Kultivierung in einer Hydrogelmatrix auf den Differenzierungsstatus.

[A] H358- und H23-Zellen, die in einer Matrigel- bzw. Kollagen |-Matrix kultiviert wurden, wurden auf
verschiedene Proteine analysiert, die den Differenzierungsstatus der Zellen definieren. Dabei wurden in H358-
Zellen durch die Matrigel-Kultivierung N-Cadherin und Vimentin herunter- und FAK hochreguliert. In H23-Zellen
bewirkte die Matrigel-Kultivierung eine leichte Zunahme von E-Cadherin und eine Abnahme von FAK, Vimentin,
Raclb und Racl. Durch die Kollagen I-Kultivierung sind in beiden Zelllinien viele Proteine nicht nachweisbar oder
stark reduziert, wobei Vimentin durch die Kollagen I-Kultivierung in beiden Zelllinien hochreguliert wurde. Die
GAPDH-Farbung diente als Beladungskontrolle. Es wurden mindestens drei unabhangige Experimente
durchgefiihrt und ein repréasentativer Blot abgebildet. [B, C] Fir [B] CTNNB1 (kodiert fur B-Catenin) und [C]
PYK2 wurden gRT-PCRs durchgefiinrt um Anderungen in der mRNA-Menge durch die 3D-Kultivierung zu
analysieren. Dabei wurde fur die H23-Zellen eine signifikante Reduktion der CTNNB1-mRNA durch die 3D-
Kultivierung in beiden Hydrogelmatrices nachgewiesen. PYK2 wurde in keiner Zelllinie durch die 3D-Kultivierung
signifikant beeinflusst. Fir die Berechnung der relativen Expression wurde die 224" Methode angewendet und
der Mittelwert +/- SEM aus drei unabhéngigen Experimenten aufgetragen. Die statistische Auswertung erfolgte
mithilfe einer one-way ANOVA mit anschliefendem Dunnett's Posttest und stellt signifkante Veranderungen zu
den 2D-kultivierten Zellen dar. * p < 0,05.
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Um einen moglichen Abbau der Proteine durch die Kollagenase-Behandlung wahrend der
Zellisolation aus der 3D-Matrix auszuschlieRen, wurden 2D-kultivierte H358- und H23-Zellen
ebenfalls fir 45 min mit unterschiedlichen Kollagenase-Konzentrationen (0-1,5 mg/ml)
behandelt. Eine anschlieRende proteinbiochemische Analyse zeigte, dass durch den
Kollagenase-Verdau keine Reduktion der Proteinmenge der analysierten Proteine
(a-Catenin, Vinculin, B-Aktin, GAPDH) beobachtet werden konnte (Daten nicht gezeigt).
Da der fehlende Nachweis vieler Proteine nach dem Wachstum in einer Kollagen I-Matrix
nicht durch eine Degradation des Lysates erklart werden konnte, wurde die Transkriptmenge
zweier exemplarischer Gene (CTNNB1 (B-Catenin), PTK2B (Pyk2)) mittels gqRT-PCR
untersucht und auf die Transkriptmenge von GAPDH normiert.

Die Kultivierung von H358-Zellen in einer 3D-Matrigel- oder 3D-Kollagen I-Matrix bewirkte
keine signifikanten Anderungen in der mRNA-Menge von CTNNB1. Im Gegensatz dazu
wurde eine signifikante Reduktion der CTNNB1-mRNA durch die 3D-Kultivierung der H23-
Zellen nachgewiesen (Matrigel: 0,60 + 0,23; Kollagen I: 0,45 + 0,09). Diese Reduktion fiel in
den Kollagen I-kultivierten H23-Zellen starker aus als in den Matrigel-kultivierten Zellen.
Dennoch wurden in allen qRT-PCRs deutliche Mengen des CTNNB1-Transkripts in beiden
Zelllinien nachgewiesen (Ct-Werte bei ca. 23 Zyklen). Die Reduktion der CTNNB1-mRNA
durch die 3D-Kultivierung der H358- und H23-Zellen in einer Kollagen I-Matrix kann also
nicht vollstandig den fehlenden Proteinnachweis erklaren (Abbildung 31B).

Die Transkription von PYK2, einem Familienmitglied von FAK, wurde als weiteres Beispiel
fur eine Reduktion der mRNA-Menge durch die 3D-Kultivierung untersucht. Dabei wurde
weder fir die H358- noch fiir die H23-Zellen eine signifikante Anderung der PYK2-mRNA
durch die 3D-Kultivierung nachgewiesen (Abbildung 31C).

Mit diesen Versuchen wurde gezeigt, dass die 3D-Kultivierung von H358- und H23-Zellen in
einer Matrigelmatrix zu einer Reduktion mesenchymaler Markerproteine fiihrte, die in den

H23-Zellen durch eine Zunahme der E-Cadherin-Proteinmenge begleitet wurde.

6.14 Die 3D-Kultivierung bewirkte eine Reduktion der ZEB2-Expression
Die Expression von epithelialen und mesenchymalen Markerproteinen wird unter anderem
durch klassische EMT-induzierende Transkriptionsfaktoren wie Snail, Slug, ZEB1, ZEB2 und
Twist reguliert.

Um den Einfluss dieser Transkriptionsfaktoren auf die 3D-kultivierten H358- und H23-Zellen
zu analysieren, wurde deren Transkriptmenge mittels qRT-PCRs analysiert.

Die 3D-Kultivierung in einer Matrigel- oder Kollagen I-Matrix fiihrte zu keinen Anderungen
der ZEB1- und Twist-mRNA-Menge in den H358- und H23-Zellen (Abbildung 32A, B). Die
3D-Kultivierung der H358-Zellen bewirkte in beiden Hydrogelmatrices eine Reduktion der

Snail-mRNA und die 3D-Kultivierung in einer Kollagen I-Matrix reduzierte die Slug-mRNA-
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Menge um ca. 50 % (Abbildung 32A).

Der mRNA-Menge des EMT-induzierende Transkriptionsfaktors ZEB2 wurde durch die 3D-
Kultivierung beider Zelllinien in einer Matrigel- oder Kollagen I-Matrix reduziert (Abbildung
32A, B).

Die Reduktion der Slug-mRNA in den Kollagen I-kultivierten H358-Zellen und die Reduktion
der ZEB2-mRNA in 3D-kultivierten H358- und H23-Zellen Kkorrelierte mit einer
Herunterregulation mesenchymaler Markerproteine durch die 3D-Kultivierung der beiden
Zelllinien und der Zunahme des epithelialen Markerproteins E-Cadherin in den Matrigel-
kultivierten H23-Zellen (Abbildung 31A, Abbildung 32).
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Abbildung 32: Effekte der 3D-Kultivierung auf die mRNA-Menge von EMT-induzierenden Transkriptions-
faktoren.

Die mRNA-Menge der EMT-assoziierten Transkriptionsfaktoren Snail, Slug, ZEB1, ZEB2 und Twist wurden in [A]
H358- und [B] H23-Zellen mittels gRT-PCR untersucht, die in einer 3D-Hydrogelmatrix kultiviert wurden. [A] In
den H358-Zellen bewirkte die Matrigelkultivierung eine Herunterregulation von Snail und ZEB2 und die Kollagen I-
Kultivierung reduziert die Konzentration von Snail, Slug und ZEB2. [B] In H23-Zellen bewirkte die Kultivierung in
einer Matrigel- oder Kollagen I-Matrix eine Reduktion der ZEB2-mRNA. Fiir die Berechnung der relativen
Expression wurde die 2**“_Methode verwendet und der Mittelwert +/- SEM aus drei unabhangigen Experimenten
bzw. der Mittelwert aus zwei unabhangigen Experimenten aufgetragen.
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6.15 Anderungen der Signaltransduktion durch die 3D-Kultivierung in

einer Matrigelmatrix
Die 3D-Kultivierung der Zellen mithilfe der magnetischen Levitation zeigte deutliche
Anderungen in der Signaltransduktion (Abbildung 29C). Im folgenden Experiment wurde
daher der Einfluss der Matrigelmatrix auf die Signaltransduktion der 3D-kultivierten Zellen

analysiert.
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Abbildung 33: Effekte der 3D-Kultivierung in einer Matrigelmatrix auf die Signaltransduktion.

H358- und H23-Zellen, die in einer Matrigelmatrix kultiviert wurden, wurden auf eine verénderte Aktivitdt mehrerer
Proteinkinasen untersucht. Dabei wurde in beiden Zelllinien eine Reduktion der ERK1/2- und der Akt-
Phosphorylierung durch die 3D-Kultivierung beobachtet. Die p38-Aktivitdt und die beiden Paxillin-
Phosphorylierungen Y118 bzw. S126 wurden in den H358- verstarkt und in den H23-Zellen verstarkt bzw.
reduziert nachgewiesen. Die GAPDH-Farbung diente als Beladungskontrolle. Es wurden mindestens vier
unabhangige Experimente durchgefiihrt und ein reprasentativer Blot dargestellt.
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Im Gegensatz zur magnetischen Levitation bewirkte die 3D-Matrigel-Kultivierung in beiden
Zelllinien eine deutliche Reduktion der ERK1/2-Aktivitat verglichen mit den 2D-kultivierten
Zellen (Abbildung 33).

Die p38-Aktivitat ist in beiden Zelllinien durch die Matrigel-Kultivierung unterschiedlich
reguliert: In den H358 wurde die aktivierende Phosphorylierung von p38 wie schon bei den

magnetisierten Sphéaroiden verstarkt nachgewiesen, wahrend die p38-Phosphorylierung in
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den H23-Zellen durch die 3D-Kultivierung reduziert vorlag (Abbildung 33).

Die Akt-Phosphorylierung wurde durch eine 3D-Kultivierung in einer Matrigelmatrix, wie
schon durch die 3D-Kultivierung mittels magnetischer Levitation, deutlich reduziert
(Abbildung 33).

Des Weiteren wurde in den 3D-Matrigel-kultivierten Zellen die Funktion von Paxillin in den
Integrin-abhangigen Zell/Matrix-Kontakten néher analysiert. Dabei wurde eine Zunahme der
totalen Paxillin-Konzentration in den 3D-kultivierten H23-Zellen beobachtet (Abbildung 33).
Dartber hinaus wurden dieselben Phosphorylierungsstellen analysiert wie nach der
3D-Kultivierung mithilfe der magnetischen Levitation (siehe 6.12.1). Dabei wurde in den
3D-kultivierten H358-Zellen ein groRerer Anteil an Y118- und S126-phosphoryliertem Paxillin
nachgewiesen verglichen mit den 2D-kultivierten Zellen. Die 3D-Kultivierung der H23-Zellen
bewirkte eine Zunahme an Y118-phosphoryliertem und eine Abnahme an S126-

phosphoryliertem Paxillin (Abbildung 33).

6.16 Genexpressionsanalysen identifizieren unterschiedlich regulierte
Gen-Sets in 3D-kultivierten H358- und H23-Zellen

Da im Hydrogelmatrix-Modell der Einfluss der EZM bestimmt werden konnte, wurde auf
transkriptioneller Ebene mithilfe des RT? Profiler PCR Array ,Extrazellulire Matrix- &
Adhasionsmolekile* 87 Gene in 3D-kultivierten H358- und H23-Zellen analysiert, die an der
Ausbildung von Zellkontakten und der Organisation der EZM beteiligt sind. Im Rahmen der
anschlieenden Analyse (Auswertungssoftware, Qiagen) wurde eine hierarchische
Clusteranalyse (non-supervised hierarchical clustering) durchgefihrt, bei der zunéchst fur
jedes Gen die relative Expression aus allen drei Arrays gemittelt und die jeweiligen

Expressionslevel in Relation dazu dargestellt wurden (Heatmap, Abbildung 34A, B).
Anhand dieser Heatmaps wurden optisch mehrere Hauptgruppen definiert:

e Hauptgruppe I Gene, die verglichen mit 2D-kultivierten Zellen durch die Kultivierung in
beiden Hydrogelmatrices hoch- bzw. herunterreguliert wurden

e Hauptgruppe l.a: Gene, die verglichen mit den 2D-kultivierten Zellen durch die
Kultivierung in den Hydrogelmatrices entgegengesetzt reguliert
wurden

e Hauptgruppe ll:  Gene, die verglichen mit 2D-kultivierten Zellen nur durch die
Kultivierung in einer Matrigelmatrix hoch- bzw. herunterreguliert
wurden

e Hauptgruppe lll: Gene, die verglichen mit 2D-kultivierten Zellen nur durch die
Kultivierung in einer Kollagen I[-Matrix hoch- bzw. herunterreguliert

wurden
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Abbildung 34: Genexpressionsanalyse der extrazelluldren Matrixproteine und Adhasionsmolekiile in 3D-
kultivierten H358- und H23-Zellen.

Mithilfe des RT? Profiler PCR Arrays ,Extrazellulare Matrixproteine und Adhasionsmolekiile* wurde die Expression
von 87 Genen in [A] H358- und [B] H23-Zellen analysiert, die in einer 3D-Hydrogelmatrix kultiviert wurden. Dabei
wurde fur jedes Gen die mittlere relative Expression bestimmt und in Relation dazu das Expressionslevel jeder
Kultivierungsmethode in einer Heatmap dargestellt. Dabei wurden optisch Hauptgruppen (1, 1.a, Il, 1ll) definiert, bei
denen die verschiedenen 3D-Kultivierungsmethoden verglichen mit der 2D-Kultivierung unterschiedliche Effekte
zeigten. Hauptgruppe | bzw. l.a enthalten Gene, die verglichen mit den 2D-kultivierten Zellen in beiden
Hydrogelmatrices hoch- oder herunterreguliert wurden bzw. in der einen Hydrogelmatrix hoch- und in der anderen
Matrix herunterreguliert wurden. Hauptgruppe |l beinhaltet Gene, die verglichen mit den 2D-kultivierten Zellen nur
durch die Kultivierung in einer Matrigelmatrix hoch- oder herunterreguliert wurden. Hauptgruppe 1l enthélt Gene,
die verglichen mit den 2D-kultivierten Zellen nur durch die Kultivierung in einer Kollagen [-Matrix hoch- oder
herunterreguliert wurden.

Ab einem 2-fachen Unterschied in der relativen Expression zwischen den 2D- und 3D-kultivierten Zellen wurden
die Gene als reguliert definiert. In den Venn-Diagrammen ist die Anzahl und Regulation der Gene dargestellt. Die
Daten wurden mithilfe der Auswertungssoftware von Qiagen generiert.

Des Weiteren wurde die relative Expression der jeweiligen Gene auf die relative
Genexpression von 2D-kultivierten Zellen normiert. Dabei wurde ein 2-facher Unterschied als
Schwellenwert fir eine Regulation des Genes durch die 3D-Kultivierung definiert.

In den H358-Zellen wurden 26 der 87 analysierten Gene durch die 3D-Kultivierung in einer
der beiden Hydrogelmatrices differenziell zu 2D-kultivierten Zellen reguliert (Abbildung 39A).
Von diesen 26 Genen wurden 14 durch die Matrigel-Kultivierung und 5 durch die Kollagen I-
Kultivierung hoch- bzw. herunterreguliert. Interessanterweise wurden 7 Gene identifiziert, die

in beiden Hydrogelmatrices unterschiedlich zu den 2D-kultivierten Zellen reguliert wurden.
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Eine Aufteilung in hoch- und herunterregulierte Gene zeigte, dass in den Matrigel-kultivierten
H358-Zellen &hnliche viele Gene hoch- und herunterreguliert (7 hoch, 8 herunter) wurden,
wahrend in den Kollagen I-kultivierten Zellen eher eine Hochregulation der analysierten
Gene nachweisbar war (5 hoch, 1 herunter) (Abbildung 34A, Abbildung 39A).

Durch die 3D-Kultivierung der H23-Zellen wurden 31 der 87 analysierten Gene differenziell
gegenuber den 2D-kultivierten Zellen reguliert (Abbildung 39B). Davon wurden 10 Gene
ausschlieRlich durch die Matrigel-Kultivierung, 12 Gene ausschliel3lich durch die Kollagen I-
Kultivierung und 9 Gene durch beide Hydrogelmatrices reguliert.

Die Aufteilung in hoch- und herunterregulierte Gene zeigte, dass die Kultivierung in einer
Matrigelmatrix mehr Gene herunter- als hochreguliert (2 hoch, 8 herunter) und die
Kultivierung in einer Kollagen [-Matrix ahnlich viele Gene hoch- wie herunterregulierte (7
hoch, 5 runter). Auffallig ist, dass alle Gene, die durch die Kultivierung in beiden
Hydrogelmatrices reguliert wurden reduzierte mMRNA-Mengen aufwiesen (0 hoch, 9 herunter)
(Abbildung 34B, Abbildung 39B).

6.17 Die Validierung der RT? Profiler PCR Array-Daten

6.17.1 H358 PCR Arrays

Die Genexpressionsanalyse aus Abbildung 34 wurde mit je einer cDNA durchgefihrt um
potenzielle Zielgene zu identifizieren, die durch die 3D-Kultivierung differenziell reguliert
wurden. Die dabei identifizierten Zielgene wurden daher beispielhaft mit zwei cDNA-Proben
und unabhéngig erstellten Primersequenzen mittels gRT-PCRs erneut analysiert, um die
Genexpressionsanalyse zu validieren. Dabei handelte es sich um die Gene von vier
Integrinen (ITGA2, ITGA4, ITGAS, ITGB4), vier Kollagenen (COL6A1, COL7A1, COL15A1,
COL16A1) und funf weitere, EZM-assoziierten Molekilen (MMP13, CTGF, FN1, SPARC,
TGFBI).

Eine Analyse der vier Integrine zeigte eine Ubereinstimmung zwischen den Daten des RT?
Profiler PCR Arrays und den Daten der Validierungs-gRT-PCRs. Eine Ausnahme bildete hier
ITGA4, das in den gRT-PCRs keine reduzierte mRNA-Menge aufwies. Aufgrund dieser
Daten wurden erhthte ITGA2- sowie reduzierte ITGA5-Transkriptmengen durch die 3D-
Kollagen I-Kultivierung nachgewiesen. AufRRerdem wurde eine erhohte ITGB4-
Transkriptmenge durch die 3D-Kultivierung in beiden Hydrogelmatrices bestatigt (Abbildung
35A).

Die Ergebnisse von drei der vier analysierten Kollagene bestétigten die Ergebnisse des RT?
Profiler PCR Arrays. Diese gRT-PCRs bestétigten eine erhdhte COL6Al- und eine
reduzierte COL7A1-, COL15A1- und COL16Al1-Transkriptmenge in 3D-kultivierten H358-
Zellen unabhangig von der Hydrogelmatrix (Abbildung 35B).
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Abbildung 35: Validierung der PCR Array-Ergebnisse in den H358-Zellen.

[A, B, C] Einige der Gene aus dem PCR Array wurden durch weitere, unabhangige qRT-PCRs validiert. Dabei
zeigten die meisten Gene in den Validierungs-qRT-PCRs eine ahnliche Regulation wie im PCR Array. ITGA4
wurde in den gRT-PCRs nicht erfolgreich validiert. Firr die Berechnung der relativen Expression wurde die 2 -aact
Methode verwendet und der Mittelwert aus zwei unabhangigen Experimenten aufgetragen. Die relativen
Expressionsdaten, die mithilfe des PCR Arrays generiert wurden, sind vergleichend abgebildet (gestreifte
Balken). [D] Drei Integrine wurden auf Proteinebene zur Validierung untersucht. Integrin a, und Integrin 1 waren
in Kollagen I-kultivierten H358-Zellen nicht nachweisbar und wurden daher nicht zur Validierung herangezogen.
Die in Matrigel-kultivierten Zellen zeigten eine unveranderte Integrin-Proteinkonzentration und validierten die
Ergebnisse des PCR Arrays fur Integrin a, und Bi. GAPDH diente als Beladungskontrolle. * unspezifische
Banden. Es wurden drei unabhéngige Experimente durchgefiihrt und ein reprasentativer Blot dargestellt.

Das Ergebnis des RT? Profiler PCR Arrays wurde fiir die fiinf EZM-assoziierten Molekiile mit

Ausnahme von FN1 in Kollagen I-kultivierten H358-Zellen ebenfalls bestéatigt. Dabei

bewirkten beide Hydrogelmatrices eine erhéhte mRNA-Menge von MMP13 und eine
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reduzierte Transkriptmenge von SPARC und TGFBI. Die CTGF-mRNA wurde durch die
Matrigel-Kultivierung reduziert und durch die Kollagen I-Kultivierung erhoht, wahrend FN1 in
den Matrigel-kultivierten H358-Zellen eine reduzierte Transkriptmenge aufwies (Abbildung
350C).

Neben der Validierung mittels qRT-PCR wurde zusatzlich die Proteinkonzentration einiger
Integrine (Integrin a;, ay, B1) in den 3D-kultivierten H358-Zellen Uberprift. Dabei bewirkte die
Matrigel-Kultivierung in dem gewahlten Zeitraum fur keines der drei Integrine eine Anderung
der Proteinmengen. Dies bestétigte fiir Integrin a, und B, die Ergebnisse des RT? Profiler
PCR Arrays, bei dem keine deutliche Anderung in der ITGA2- und ITGB1-Transkriptmenge
festgestellt wurde. Die ITGA1-mRNA-Menge stieg jedoch auf das 4,3-fache an, was im
Western Blot nicht nachgewiesen wurde. Die Proteine der Kollagen I-kultivierten H358-Zellen
war, wie zuvor schwer oder uberhaupt nicht nachweisbar, was hier durch die Integrin-

Farbungen noch einmal bestatigt wurde (Abbildung 35D).

6.17.2 H23 PCR Arrays

Um die beobachteten Effekte des RT? Profiler PCR Arrays in den unterschiedlich kultivierten
H23-Zellen zu validieren, wurden die Ergebnisse fir einige exemplarische Gene mit
unabhangig erstellten Primersequenzen und drei verschiedenen cDNAs mittels gRT-PCR
Uberprift.

Fur diese Zelllinie wurden die Gene dreier Integrine (ITGA2, ITGA4, ITGB4) untersucht, die
in den PCR Arrays mindestens 2-fach reguliert wurden. Fur ITGA2 und ITGA4 wurden die
Ergebnisse in beiden Hydrogelmatrices bestatigt, wahrend die Transkriptmenge von ITGB4
lediglich durch die 3D-Matrigel-Kultivierung die PCR Arrays unterstitzt. Die Validierung von
ITGB4 zeigte in den Kollagen I-kultivierten Proben deutliche Abweichungen: Im PCR Array
wurde eine 3-fach erhéhte und in der anschlieBenden Validierung eine 80 % reduzierte
MRNA-Menge nachgewiesen (Abbildung 36A).

Eine gRT-PCR-basierte Validierung ausgewahlter Kollagene (COL6A1, COL7AL, COL12A1,
COL15A1, COL16A1) bestatigte fur COL6A1 eine Hoch- und fur COL15A1 eine
Herunterregulation durch die 3D-Kultivierung in beiden Hydrogelmatrices (Abbildung 36B).
AulRerdem wurde bestatigt, dass die 3D-Matrigel-Kultivierung auf die COL7A1-mRNA-Menge
und die 3D-Kollagen I-Kultivierung auf die COL16A1-Transkriptmenge keinen Einfluss nimmt
(Abbildung 36B).

Die gRT-PCR-Ergebnisse der Kollagen I-kultivierten H23-Zellen auf COL7A1 und COL12A1
sowie der Matrigel-kultivierten Zellen auf COL12A1 und COL16A1 bestétigten nicht die
Daten des PCR Arrays (Abbildung 36B).

In Abbildung 36C sind weitere Gene, die fur die Validierung des PCR Arrays herangezogen
wurden, abgebildet (NCAM1, MMP1, CDH1, CTNND1, CTGF, SPARC, TGFBI). Dabei
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Abbildung 36: Validierung der RT? Profiler PCR Array-Ergebnisse in den H23-Zellen.

[A, B, C] Einige der Gene aus dem PCR Array wurden durch weitere, unabhangige qRT-PCRs validiert. ITGA2,
ITGA4, COL6A1, COL15A1, CDH1, CTGF und TGFBI wurden in beiden Hydrogelmatrices erfolgreich validiert.
Fur die Berechnung der relativen Expression wurde die 22" Methode verwendet und der Mittelwert +/- SEM aus
drei unabhéngigen Experimenten bzw. der Mittelwert aus zwei unabhéngigen Experimenten (#) aufgetragen. [D]
Drei Integrine wurden auf Proteinebene zur Validierung herangezogen. Die Integrin-Proteinkonzentrationen
wurden durch die Kollagen I-Kultivierung der H23-Zellen deutlich reduziert. Die in Matrigel-kultivierten H23-Zellen
zeigten fir Integrin a; und oz keine Regulation und fiir Integrin B1 eine leichte Zunahme der Proteinmenge.
GAPDH diente als Beladungskontrolle. * unspezifische Bande. Es wurden drei unabhangige Experimente
durchgefiihrt und ein reprasentativer Blot dargestellt.
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stimmte die Regulation der Gene CDH1, CTGF und TGFBI mit den Ergebnissen des PCR
Arrays Uberein, wobei fir alle drei Gene eine Herunterregulation durch die 3D-Kultivierung in
beiden Hydrogelmatrices beobachtet wurde (Abbildung 36C).

Fur MMP1, CTNND1 und SPARC wurden nur die Ergebnisse der Matrigel-kultivierten Zellen
und fir NCAM1 nur die PCR Array-Ergebnisse der Kollagen I-kultivierten Zellen durch die
unabhangigen gRT-PCRs bestatigt. Dabei wurde fir MMP1, CTNND1, SPARC und NCAM1
eine reduzierte mRNA-Menge durch die 3D-Kultivierung in der jeweiligen Hydrogelmatrix

verglichen mit den 2D-kultivierten H23-Zellen nachgewiesen (Abbildung 36C).

Wie schon in den H358-Zellen wurde auch in den H23-Zellen die Proteinkonzentration dreier
Integrine untersucht. Dabei wurde in den Matrigel-kultivierten H23-Zellen fur die Integrin a;-
und a,-Proteinmenge kein Unterschied nachgewiesen, wahrend die Integrin B;-Menge
deutlich zugenommen hat. Die Ergebnisse des PCR Arrays wiesen eine reduzierte
Transkriptmenge von ITGAL- und ITGA2- nach und keine Anderung in der ITGB1-mRNA-
Menge. Die deutlichen Unterschiede zwischen den gemessenen mRNA- und Proteinmengen
deuten auf weitere Mechanismen hin, die neben der transkriptionellen Regulation einen
Einfluss auf die Proteinkonzentration der Integrine ausiben.

Fur die Kollagen I-kultivierten H23-Zellen wurden alle drei analysierten Integrine mit geringer
Intensitat nachgewiesen. Verglichen mit den 2D-kultivierten H23-Zellen wurde die
Proteinmenge aller drei Integrine durch die Kollagen I-Kultivierung reduziert. Im PCR Array
wurde jedoch nur die Reduktion der ITGA1-mRNA durch die Kollagen I-Kultivierung
nachgewiesen, wahrend ITGA2 und ITGB1 durch die Kultivierungsart nicht beeinflusst
wurden (Abbildung 36D).

Zusammenfassend zeigten die PCR Array-basierten und die qRT-PCR-basierten
Genexpressionsanalysen in  den 3D-kultivierten H358-Zellen eine sehr hohe
Ubereinstimmung (11/13 Gene positiv validiert), wahrend diese in den 3D-kultivierten H23-
Zellen gréRere Abweichungen aufzeigte (Matrigel-Kultivierung: 11/15 Gene positiv validiert;

Kollagen I-Kultivierung: 8/15 Gene positiv validiert).

6.18 Ausbildung von 3D-Strukturen auf einer diinnen Matrigelschicht

Da die Manipulation und Analyse zellularer Prozesse in 3D-kultivierten Zellen aufgrund der
dicken Hydrogelmatrix erschwert sind, wurde eine modifizierte Variante der ,3D on-top*-
Kultivierung (siehe 3.4.2.5) etabliert, bei der H358- und H23-Zellen auf dinnen Matrigel-
bzw. Kollagen I-Schichten kultiviert wurden. Dabei bildeten die Zellen 48 h nach der Aussaat
auf einer didnnen Matrigelschicht 3D-Strukturen aus: Die H358-Zellen wuchsen in
kompakten, kugelférmigen Kolonien und die H23-Zellen als wabenartiges Netzwerk mit
groReren Zellaggregaten als Knotenpunkte (Abbildung 37A). Diese Strukturen ahneln den

3D-Strukturen, die die jeweiligen Zelllinien innerhalb einer 3D-Matrigelmatrix ausbildeten.
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Abbildung 37: Effekte der modifizierten ,,3D on-top“-Kultivierung auf H358- und H23-Zellen.

[A] H358- und H23-Zellen wurden auf einer diinnen Matrigel- bzw. Kollagen I-Schicht ausgesat. Nach 2 Tagen
auf einer Matrigelschicht bildeten die H358-Zellen kompakte, 3-dimensionale Zellkolonien und die H23-Zellen ein
3-dimensionales, wabenartiges Netzwerk aus. Die Kultivierung der Zellen auf Kollagen I-beschichteten
Zellkulturschalen bewirkte keine Veranderung des zellularen Phanotyps. Der MaRstabsbalken entspricht einer
Lange von 20 pum. [B] Um das Verhalten der Zellstrukturen naher zu untersuchen, wurden H358- und H23-Zellen
auf einer dinnen Matrigel-Schicht ausgesat und am nachsten Tag alle 3 h dokumentiert. Die kompakten
Zellkolonien der H358-Zellen pendelten iber die Zeit um ihren urspringlichen Platz. Die H23-Zellen bildeten neue
Querverbindungen innerhalb des Netzwerkes aus. Die rote Umrandung stellt in jedem Bild den Zellumriss zum
Zeitpunkt 0 h dar. Dieser Versuch wurde einmal mit mehreren Bildausschnitten durchgefiihrt. Der
MalRstabsbalken entspricht einer Lange von 200 pm. [C] H358- und H23-Zellen wurden auf Matrigel- bzw.
unbeschichteten ZellkulturgefaRen ausgesat, mit PFA fixiert und mit anti-Ki67 und DAPI gefarbt. Die Ki67"-Zellen
wurden ausgezahlt um die Proliferationsrate der Zellen zu bestimmen. Dabei wurden keine Kaultivierungs-
bedingten Unterschiede zwischen den Proliferationsraten der Zellen festgestellt. Es wurden zwei unabhangige
Versuche durchgefiihrt, bei denen jeweils 6 Gesichtsfelder ausgezahlt wurden. Dargestellt ist der Mittelwert +/-
SD.

Durch die Kultivierung der H358- und H23-Zellen auf einer dinnen Kollagen I-Schicht
wurden keinen 3D-Strukturen ausgebildet. Die Zellen wuchsen als Monolayer auf der
Kollagen I-Schicht und wiesen auch keine deutliche Anderung des Zellphanotyps auf
(Abbildung 37A).
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Um die Ausbildung der Strukturen sowie die Migrationsfahigkeit der Zellen genauer zu
untersuchen, wurden H358- und H23-Zellen mit der modifizierten ,3D on-top“-
Kultivierungsmethode ausgesét und mit Zeit-aufgeldster Mikroskopie tber 50 h alle 3 h
dokumentiert. Die H358-Zellen bildeten, wie in Abbildung 37A gezeigt, kompakte Kolonien,
die sich auf der dinnen Matrigelschicht kaum fortbewegten. Stattdessen pendelte die
Zellkolonie in einem sehr engen Radius um ihre urspriingliche Position (roter Umiriss,
Abbildung 37B).

Die auf einer diinnen Matrigelschicht-kultivierten H23-Zellen bildeten wie schon gezeigt ein
wabenartiges Netzwerk aus (Abbildung 37A). In Bereichen, in denen die Zellen durch einen
groRen Zwischenraum voneinander getrennt sind, wurden nach und nach Quervernetzung
von den H23-Zellen ausgebildet: Einzelne, langgezogene H23-Zellen wanderten in den
Zwischenraum ein bis sie auf weitere, entgegenkommende Zellen trafen und Zell/Zell-
Kontakte ausbildeten (Abbildung 37B).

AulRerdem wurde die Proliferationsrate dieser Zellen bestimmt, die auf einer dinnen
Matrigelschicht kultiviert wurden. Dafir wurden die Zellen mit PFA fixiert und mit anti-Ki67
und DAPI gefarbt. Der Anteil der Ki67'-Zellen wurde gezahlt und daraus die
Proliferationsrate bestimmt. Obwohl die Abweichung zwischen den Messungen sehr hoch
war, wurde in keiner Zelllinie ein Unterschied in der Proliferationsrate durch die modifizierte
»3D on-top“-Kultivierung verglichen mit den 2D-kultivierten Zellen nachgewiesen (Abbildung
37C).

6.19 Analyse des Differenzierungsverhaltens und der MAPK-
Signaltransduktion im modifizierten ,3D on-top”-Matrigel-

Kultivierungsmodell

Um die modifizierte Variante der ,3D on-top“Kultivierung als vereinfachtes
Kultivierungsmodell zu etablieren, wurden in den folgenden Versuchen die Effekte dieser
Kultivierungsmethode auf die Differenzierung und Signaltransduktion von H358- und H23-
Zellen charakterisiert und mit den Daten der 3D-Hydrogel-Kultivierung verglichen.

Die Kultivierung von H358-Zellen auf einer dinnen Matrigelschicht fiuhrte zu reduzierten
Proteinmengen der mesenchymalen Markerproteine N-Cadherin und Vimentin (Abbildung
38A). Diese Abnahme der beiden Proteine wurde bereits fur die 3D-Kultivierung der H358-
Zellen in einer 3D-Matrigelmatrix nachgewiesen (Abbildung 31A). Die epithelialen
Differenzierungsmarker E-Cadherin und a-Catenin sowie Proteine des Cadherin-
Adhasionskomplexes (B-, y-, p120-Catenin, Vinculin) sind durch die modifizierte ,,3D on-top*“-
Kultivierung nicht reguliert (Abbildung 38A).

Die Kultivierung der H23-Zellen auf einer diinnen Matrigel-Schicht bewirkte eine Zunahme

der Proteinkonzentrationen der am Cadherin-Adhasionskomplex beteiligten Proteine -, y-

101
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und p120-Catenin, sowie eine Abnahme der mesenchymalen Vimentin-Mengen (Abbildung
38A). Dies bekraftigt zumindest fur das mesenchymale Markerprotein Vimentin die
Ergebnisse der 3D-Matrigel-Kultivierung (Abbildung 31A).

Somit zeigten beide Zelllinien eine epitheliale Differenzierung der Zellen durch die
Kultivierung in bzw. auf einer diinnen Matrigel-Schicht.
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Abbildung 38: Effekte auf Differenzierungsmarker und Aktivitat von Proteinkinasen durch die modifizierte
»3D on-top“-Kultivierung der H358- und H23-Zellen.

[A] Durch die Kultivierung der H358-Zellen auf einer diinnen Matrigelschicht wurden reduzierte N-Cadherin- und
Vimentin-Proteinkonzentrationen nachgewiesen. Die diinne Kollagen I-Schicht bewirkte in den H358-Zellen eine
Reduktion von N-Cadherin und Paxillin. In den H23-Zellen bewirkte die dinne Matrigelschicht eine leichte
Zunahme von B-, y- und p120-Catenin, sowie eine Abnahme von Vimentin. [B] Die diinne Matrigelschicht fuhrte
in H358- und H23-Zellen zu einer reduzierten ERK1/2-, Akt- und GSK3f-Phosphorylierung. Die p38-Aktivitat
wurde Zelllinien-spezifisch einmal aktiviert und einmal inhibiert. Die Y118-Phosphorylierung von Paxillin wurde in
H358-Zellen, die auf einer diinnen Matrigelschicht kultiviert wurden, verstarkt nachgewiesen verglichen mit H358-
Zellen, die auf unbeschichteten Zellkulturschalen kultiviert wurden. [A, B] Die GAPDH-Farbung diente als

Beladungskontrolle. Es wurden jeweils drei unabhéngige Experimente durchgefuhrt und ein reprasentativer Blot
abgebildet.

Wie schon durch das Wachstum als 2D-Monolayer erwartet (Abbildung 37A), bewirkte die
modifizierte ,3D on-top“-Kultivierung auf einer dinnen Kollagen I-Schicht keine oder nur

geringe Veranderungen in den analysierten epithelialen und mesenchymalen Proteinen: In
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den H358-Zellen wurde eine Reduktion der N-Cadherin- und Paxillin-Proteinmengen
beobachtet, wahrend in den H23-Zellen keine Unterschiede festgestellt wurden (Abbildung
38A).

Neben der Analyse des Differenzierungsstatus der Zellen wurden auch Veradnderungen in
der Aktivitdt mehrerer Proteinkinasen charakterisiert.

Dabei wurden bei der Analyse der Kinase-Aktivitat ahnliche Effekte wie durch die 3D-
Matrigel-Kultivierung beobachtet: Die ERK1/2- und Akt-Aktivitdt wurden durch die
modifizierte ,3D on-top“-Kultivierung inhibiert (Abbildung 38B).

Die p38-Aktivitat wurde Zelllinien-spezifisch in H358-Zellen hoch- und in H23-Zellen
herunterreguliert (Abbildung 38B).

Eine zusatzliche Analyse von GSK3[ als nachgeschaltetes Signalmolekil von Akt wies
ebenfalls eine reduzierte Phosphorylierung auf (Abbildung 38B).

Die Ausbildung der Zell/Matrix-Kontakte wurde mithilfe der verschiedenen Paxillin-
Phosphorylierungsstellen weiter charakterisiert.

Die modifizierte ,,3D on-top“-Kultivierung auf einer diinnen Matrigel-Schicht beeinflusste nicht
die Gesamtproteinmenge von Paxillin in den H358- und H23-Zellen (Abbildung 38B).

Diese Kultivierung bewirkte in den H358-Zellen eine erhéhte Menge an Y118-
phosphoryliertem Paxillin (Abbildung 38B).

In den H23-Zellen wurden die Menge Y118-phosphoryliertem Paxillin nicht verandert,
wahrend eine leichte Zunahme an S126-phosphoryliertes Paxillin nachweisbar war
(Abbildung 38B).

Die Regulation der Y118-Phosphorylierung in H358-Zellen und die Y118- und S126-
Phosphorylierung in H23-Zellen unterschied sich von den Beobachtungen der 3D-Matrigel-
kultivierten Zellen (Abbildung 33, Abbildung 38B).

Die S178-Paxillin-Phosphorylierung wurde durch die modifizierten ,3D on-top“-Kultivierung in
keiner der beiden Zelllinien nachgewiesen (Abbildung 38B).

Bei dieser modifizierten ,3D on-top“-Kultivierung auf einer Matrigelmatrix handelte es sich um
ein vereinfachtes Kultivierungsmodell, bei dem die Handhabung und Manipulation der Zellen
simpel und die Kultivierungsdauer verkirzt ist verglichen mit der Hydrogel-basierten 3D-
Kultivierung. Dabei induzierte die modifizierte ,3D on-top“-Kultivierung auf einer
Matrigelmatrix im Wesentlichen dieselben Effekte wie die 3D-Kultivierung in einer
Matrigelmatrix: Die Induktion einer epithelialen Differenzierung, sowie Anderungen in der
Aktivitat der analysierten Proteinkinasen.

Durch die modifizierte ,3D on-top“-Kultivierung auf einer dinnen Kollagen I-Schicht wurden
keine 3D-Strukturen ausgebildet und keine Unterschiede in den Differenzierungsmarkern
beobachtet.
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7 Diskussion

7.1 Die Rolle von Raclb in der Lungentumor-Progression

Die Rho-GTPase Racl ist in NSCLC-Patienten Uberexprimiert und erhdohte Racl-Mengen
korrelieren mit einer erhdhten Aggressivitdt des Tumors [12]. Aufgrund der hohen
Sequenzhomologie zwischen Racl und Raclb wird in vielen Publikationen nicht zwischen
den beiden Isoformen unterschieden, sodass Raclb-spezifische Effekte in Lungentumoren
kaum untersucht sind.

In NSCLC liegen die Onkogene K-Ras und EGFR hé&ufig ver&ndert vor und z&hlen daher zu
den Treibermutationen in dieser Tumorart [138]. Die fir diese Versuche verwendete H23-
Zelllinie weist laut ATCC keine Mutation des EGFR, jedoch eine heterozygote, aktivierende
K-Ras(G12C)-Mutation auf. Diese Zelllinie wurde aufgrund ihrer geringen endogenen Raclb-
Proteinmengen ausgewahlt (Abbildung 17). In der vorliegenden Arbeit wurden die Effekte
von Raclb auf die Proliferation, Migration, Differenzierung und Genexpression mithilfe der
ektopen Expression der Rho-GTPasen untersucht. Man kann daher davon ausgehen, dass
die beobachteten Effekte durch das ektope EGFP-Raclb- bzw. EGFP-Racl-Protein
hervorgerufen wurden. Dabei wurden die EGFP-Rac-Fusionsproteine einerseits transient
exprimiert, wodurch aufgrund der kurzen Expressionsdauer (ca. 24 h) potenzielle
Zielproteine in der Signaltransduktion identifiziert werden kdnnen. Andererseits wurde durch
die stabile Expression der EGFP-Rac-Proteine, die Expressionsdauer in den Zellen deutlich
verlangert. Mit diesem Modell wurden potenzielle zellulare Anpassungseffekte der
langanhaltenden EGFP-Rac-Expression beriicksichtigt, wie sie auch in humanen Tumoren

auftreten konnen.

7.1.1 Effekte von EGFP-Raclb und EGFP-Racl auf die Proliferation

Zunachst wurde der Einfluss der beiden Rho-GTPasen Racl und Raclb auf die Proliferation
der NSCLC-Zelllinie H23 untersucht. Dabei bewirkten beide EGFP-Rac-Isoformen eine etwa
25 % schnellere Verdopplungsrate als die EGFP-exprimierenden Kontrollzellen. Bei einem
direkten Vergleich der Proliferationsraten der EGFP-Raclb- und EGFP-Racl-
exprimierenden H23-Klone wurden jedoch keine Unterschiede festgestellt (Abbildung 21A).
Der pro-proliferative Effekt von Racl wurde bereits in Brustadenokarzinomen [139],
Pankreaskarzinomen [140] und weiteren Tumorentitdten [141] nachgewiesen. Dagegen ist
die Raclb-abhangige Proliferation deutlich schlechter untersucht. In einem Mausmodell fur
K-Ras-induzierte Lungenadenokarzinome wurde fiir Raclb eine Tumor-unterstiitzende Rolle
nachgewiesen, die sich unter anderem in einer Steigerung der Proliferationsrate auf3erte
[14].

Um den beobachteten, pro-proliferativen Effekt der beiden Rac-lsoformen in den EGFP-Rac-

exprimierenden H23-Klonen detaillierter zu analysieren, wurde zunachst die Aktivitat der
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MAPKs ERK1/2 Uberpriift, dessen zentrale Rolle in der Proliferation gut belegt ist [142]. Die
ERK1/2-Aktivitat war jedoch weder in den stabil, noch in den transient EGFP-Raclb- und
EGFP-Racl-exprimierenden H23-Zellen erhtht (Abbildung 18A, Abbildung 22A) und war
daher wahrscheinlich nicht regulatorisch an der erh6hten Proliferation der EGFP-Rac-
exprimierenden H23-Klone beteiligt.

Die MAPKs p38 und JNK1/2 gehdren zwar nicht zu den Hauptregulatoren der Proliferation,
kénnen diese aber dennoch beeinflussen, indem sie z. B. den Transkriptionsfaktor AP-1
aktivieren [143]. Dieser AP-1-Komplex ermoéglicht die Transkription von Cyclin D1, einem
Protein, das eine zentrale Rolle in der G4/S-Transition einnimmt [39]. Die Aktivierung dieser
MAPKs durch EGFP-Raclb und EGFP-Racl, die in dieser Arbeit beschrieben werden
konnte, korrelierte mit einer erhdhten Proliferationsrate dieser Zellen. Dies deutet auf einen
mdglichen, positiven Einfluss dieser MAPKs auf die Proliferation in den EGFP-Rac-
exprimierenden H23-Zellen hin (Abbildung 22A).

In der Kolonkarzinom-Zelllinie SW480 wurde ebenfalls eine gesteigerte Proliferation in
Raclb-uberexprimierenden Zellen beobachtet, die mit einer Raclb-abhangigen Aktivierung
von JNK2 korrelierten [143] und so die in dieser Arbeit gemachten Beobachtungen
unterstutzen.

Um die Langzeit-Effekte von den Kurzzeit-Effekten durch die EGFP-Raclb-Expression
bezuglich der Proliferationskontrolle zu unterscheiden, wurde die Aktivitdt der MAPKs p38
und JNK1/2 auch in transient EGFP-Raclb- und EGFP-Racl-exprimierenden H23-Zellen
untersucht. In diesen Versuchen wurden jedoch bereits in den Kontrollvektor-transfizierten
Zellen ein Anstieg der p38- und JNK1/2-Aktivitat beobachtet (Abbildung 18A). Bei diesen
MAPKs handelt es sich um Stress-induzierte Kinasen. Eine mdgliche Erklarung fur diese
Kontrollvektor-induzierte Aktivierung stellt somit eine Stressreaktion der Zellen dar, die durch
den Transfektionsvorgang hervorgerufen worden sein kénnte [144]. Diese Stressreaktion
konnte daher mdogliche Effekte der kurzzeitigen Expression von EGFP-Raclb und
EGFP-Racl auf die Aktivitat dieser MAPKs Uberlagern. Somit kdnnen hier nur begrenzt
Aussagen uber eine mdgliche Korrelation zwischen der p38- bzw. JNK1/2-Aktivitdt und der
Regulation der Proliferation getroffen werden, die durch EGFP-Raclb oder EGFP-Racl

induziert werden kdénnten.

Bei einem weiteren Signalweg, der in der Regulation der Proliferation eine Rolle spielt,
handelt es sich um den PI3K/Akt-Signalweg [145]. In den stabil EGFP-Raclb- und in den
EGFP-Racl-exprimierenden H23-Klonen liegen die Proteinkinase Akt sowie dessen Effektor-
Serin/Threonin-Kinase GSK3B verstarkt phosphoryliert vor (Abbildung 22A). Durch die
Aktivierung des Akt-Signalweges wird GSK3f phosphoryliert und somit inhibiert. Dadurch
bewirkt GSK3pB eine Stabilisierung des Cyclin D1-Proteins, da es nicht mehr an Position

T286 phosphoryliert und anschliel3end proteasomal degradiert werden kann [146].
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Zusatzlich ist GSK3B als Teil des Wnt-Signalweges an der Degradation von (-Catenin
beteiligt. Wird GSK3p inhibiert, so kann das nicht-phosphorylierte -Catenin in den Zellkern
translozieren und mit TCF/LEF unter anderem die Genexpression von Cyclin D1 aktivieren
[147].

Da die kurzzeitige Expression von konstitutiv-aktivem HA-Raclb(G12V) in H23-Zellen keine
Aktivierung des Cyclin D1-Promotors bewirkte (Abbildung 18C), wurde der pro-proliferative
Effekt warhrscheinlich durch die Inhibierung der GSK3B-abhdngigen Destabilisierung des
Cyclin D1-Proteins hervorgerufen.

Mithilfe der Triton X-100-Fraktionierung wurde in dieser Arbeit das an das Aktin-Zytoskelett-
gebundene B-Catenin (Triton-unlésliche Fraktion, Abbildung 25), das wahrscheinlich an der
Ausbildung von Zell/Zell-Kontakte beteilgt ist, von dem p-Catenin getrennt, das nicht
lokalisiert war (Triton-l&sliche Fraktion; Abbildung 25) und somit fir die Signaltransduktion
zur Verfigung stand. Dabei konnte gezeigt werden, dass durch die lang andauernde
EGFP-Raclb- und EGFP-Racl-Expression das an der Signaltransduktion-beteiligte
B-Catenin erhdht war (Abbildung 25). Dies korreliert mit der beobachteten Zunahme der
GSK3B-Phosphorylierung, die eine Stablisierung von B-Catenin bewirken kann, sodass
B-Catenin im Zellkern die Genexpression beeinflussen kann [148].

Diese Ergebnisse weisen somit auf einen korrelative Beziehung zwischen den beiden
EGFP-Rac-Isoformen und dem Whnt-Signalweg hin, die in der Regulation der Proliferation

eine Rolle spielen kdnnte.

7.1.2 Antagonistische Effekte von EGFP-Rac1b und EGFP-Rac1l auf die

epitheliale Differenzierung

Ein entscheidender Schritt bei der Progression zu einem Karzinom ist die Invasion in das
umliegende Gewebe. Daflr nehmen die urspriinglich epithelialen Tumorzellen einen
mesenchymalen Phanotyp an, was die Invasivitat und die Motilitét der Zellen steigert [149].
Die Induktion einer solchen EMT wurde in den stabil EGFP-Raclb- und EGFP-Racl-
exprimierenden Zellen untersucht, indem epitheliale und mesenchymale Markerproteine
analysiert wurden (Abbildung 22B).

Eine Analyse der E-Cadherin-Proteinmenge zeigte zwischen den beiden stabil EGFP-Raclb-
exprimierenden H23-Klonen B1 und B3 deutliche Unterschiede. Wéahrend die E-Cadherin-
Menge im B1-Klon vergleichbar mit der in den stabil EGFP-exprimierenden Kontrollzellen
war, lag im B3-Klon weniger E-Cadherin vor (Abbildung 22B). Eine mdgliche Erklarung fur
diese Heterogenitat ist, dass im B3-Klon der Anteil der stabil EGFP-Raclb-exprimierenden
Zellen schon nach kurzen Kultivierungszeiten auf ca. 70-80 % zurlickging. Daher kdnnten die
nicht-transfizierten, parentalen H23-Zellen die gemessenen E-Cadherin-Proteinmengen

negativ beeinflussen. Der zweite EGFP-Raclb-exprimierende Klon Bl bestand dagegen
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ununterbrochen zu 95-100 % aus EGFP-Raclb-exprimierenden Zellen, sodass die
E-Cadherin-Menge in diesem Zellklon kaum durch parentale H23-Zellen beeinflusst werden
konnte.

Weitere Analysen, bei denen Aktin-assoziierte Cadherin-Komplexe angereichert wurden,
zeigten eine ahnlich heterogene E-Cadherin-Verteilung in den beiden EGFP-Raclb-
exprimierenden H23-Klonen (Triton X-100-unldsliche Fraktion, Abbildung 25). Obwohl eine
Abnahme der E-Cadherin-vermittelten Zell/Zell-Kontakte aufgrund der Klon-Heterogenitat
nicht ausgeschlossen werden kann, wurde in diesen EGFP-Raclb-exprimierenden
H23-Klonen keine Zunahme der N-Cadherin-Proteinmenge gezeigt (Abbildung 25), die auf
einen sog. Cadherin switch hindeuten koénnte. Der Cadherin switch ist typisch fur EMT-
Vorgéange und beginstigt die Ausbildung von Zell/Zell-Kontakten mit mesenchymalen Zellen
[150]. AuRerdem wurde die Menge des am E-Cadherin-Adhasionskomplex-beteiligten
B-Catenin nicht verandert (Abbildung 25) und auch Immunfluoreszenz-Analysen wiesen
keine Umverteilung von B-Catenin von der Membran ins Zytosol bzw. in den Kern nach
(Abbildung 24A). Diese Beobachtungen zeigten, dass eine Uberexpression von
EGFP-Raclb keine Induktion einer EMT in den H23-Zellen bewirkte. Diese Beobachtung
wurde zusétzlich durch einen Vergleich der endogenen Raclb-Proteinmenge in
verschiedenen Zelllinien unterstutzt, bei dem eine hohere Raclb-Menge mit einem
epithelialen Ph&notyp der Zelllinien korrelierte (Abbildung 17).

Stallings-Mann et al. wiesen jedoch in einem transgenen Mausmodell eine Korrelation der
Raclb-Uberexpression mit ausgewahlten, mesenchymalen Differenzierungsmarkern nach,
die eine Raclb-abhangige EMT darstellt [15]. Dabei wurde jedoch keine simultane
Uberexpression von Rac1 uberprift, dessen Uberexpression und EMT-induzierende Wirkung
in Lungentumoren bekannt ist [12].

Um einen kausalen Zusammenhang zwischen der erhdhten Raclb-Expression und der
Zunahme der mesenchymalen Differenzierungsmarker herzustellen, fuhrte Stallings-Mann et
al. [15] Ko-Lokalisations-Analysen durch, bei denen ein Raclb-Antikorper verwendet wurde,
fur den in der vorliegenden Arbeit unspezifische Proteinbindungen nachgewiesen wurden
(Daten nicht gezeigt). Es kann daher nicht ausgeschlossen werden, dass es sich bei den
immunhistochemischen Raclb-Farbungen von Stallings-Mann et al. [15] auch um
unspezifische Proteinnachweise handelt und die beobachtete EMT nicht nur tber Raclb

reguliert wurde.

In stabil EGFP-Racl-exprimierenden H23-Klonen wurde mithilfe der Triton X-100-
Fraktionierung ein Cadherin switch beobachtet, bei dem das an Zell/Zell-Kontakten-beteiligte
E-Cadherin reduziert und die N-Cadherin-Menge erhoht vorlag (Abbildung 25). Durch die
Expression unterschiedlicher Cadherine an der Zelloberflache sondern sich die N-Cadherin-

exprimierenden von den E-Cadherin-exprimierenden Zellen ab [150, 151]. Die erhdhte
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Expression von N-Cadherin korreliert in den Tumorzellen mit einem Fibroblasten-ahnlichen
Phanotyp und fiihrt zu einer Steigerung der zellularen Motilitat [150, 152]. Die stabile
Expression von EGFP-Rac1 kann somit in den H23-Zellklonen eine EMT induzieren.

Die Induktion einer EMT wurde zuséatzlich in den transient EGFP-Rac-exprimierenden H23-
Zellen untersucht. Dabei wurden mit Ausnahme der Vimentin-Proteinmenge keine
Unterschiede in den analysierten Proteinen festgestellt (Abbildung 18B). Bei der EMT
handelt es sich um einen langsamen Prozess in der Zelle, bei dem die Genexpression
veréndert und Proteine neu synthetisiert werden mussen. Die 24-stiindige Expressionsdauer
von EGFP-Raclb bzw. EGFP-Racl sind daher offensichtlich nicht ausreichend um

Konzentrations&nderungen in den hier analysierten Proteinen detektieren zu kénnen.

In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass EGFP-Rac1l in den H23-Zellklonen eine Cadherin switch
bewirkte und kann somit eine EMT in diesen Zellen induzieren. In den stabil EGFP-Raclb-
exprimierenden H23-Klonen wurde dagegen in einem von beiden Klonen eine leichte
Reduktion der E-Cadherin-Proteinmenge nachgewiesen, wahrend die N-Cadherin-Menge in
beiden Klonen unverandert blieb. Es wurde demnach in dieser Arbeit gezeigt, dass
EGFP-Raclb im Gegensatz zu EGFP-Racl nicht in der Lage war, eine EMT in den H23-
Zellklonen zu induzieren. Bei der Induktion einer EMT handelt es sich daher um einen
EGFP-Racl-spezifischen Effekt.

Es ist sogar moglich, dass EGFP-Raclb wahrend der EMT als Gegenspieler von
EGFP-Racl fungieren kann. Die in dieser Arbeit analysierten Proteinkinasen zeigten jedoch
keine unterschiedliche Phosphorylierung zwischen stabil EGFP-Racl- und EGFP-Raclb-
exprimierenden H23-Zellen, die auf einen antagonistischen Effekt der beiden EGFP-Rac-
Isoformen hinweisen wirde. Es ist jedoch mobglich, dass weitere, EMT-induzierende
Effektorproteine durch EGFP-Racl aktiviert werden konnen, wéhrend EGFP-Raclb diese
Effektoren binden, aber nicht aktivieren kann. Diese Hypothese muss jedoch in aufbauenden

Arbeiten tberprift werden.

7.1.3 Einfluss von EGFP-Raclb und EGFP-Racl auf die Migration

Neben dem Verlust des epithelialen Differenzierungsstatus nimmt die Motilitat der
Tumorzellen wahrend der Tumorigenese zu und die Tumorzellen migrieren in das
umliegende Gewebe [150]. In dieser Arbeit wurde zum ersten Mal der Effekt von EGFP-
Raclb auf die Migration in einer NSCLC-Zelllinie untersucht und mit den EGFP-Racl-
induzierten Effekten verglichen (Abbildung 21B). Dabei fiel erneut die Heterogenitat der
beiden stabil EGFP-Raclb-exprimierenden H23-Klone auf: Der Klon Bl zeigte eine
schwache Zunahme und der Klon B3 eine schwache Abnahme der

Migrationsgeschwindigkeit (Abbildung 21B). Man kann daher davon ausgehen, dass die
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Migrationsgeschwindigkeit durch die stabile Expression von EGFP-Raclb in den H23-Zellen
nicht beeinflusst wurde.

Damit eine Zelle migrieren kann, werden an der richtungsweisenden Front Lamellipodien
ausgebildet, die durch Racl induziert werden konnen [153]. Matos et al. zeigten in der
Kolonkarzinom-Zelllinien SW480, dass Raclb im Gegensatz zu Racl nicht in der Lage ist,
Lamellipodien zu induzieren [33]. Diese Daten unterstiitzen die hier gemachte Beobachtung,
dass die stabile Expression von EGFP-Raclb in den H23-Klonen keine Lamellipodien
induzierte (Abbildung 24C) und somit die Migration nicht beeinflusst.

Die unverédnderte Migrationsgeschwindigkeit der stabil EGFP-Raclb-exprimierenden H23-
Zellen im Vergleich zu den stabil EGFP-exprimierenden Kontrollzellen korreliert mit einem
differenzierteren Phanotyp. Diese stabil EGFP-Raclb-exprimierenden Zellen wiesen keinen
Cadherin Switch und somit keine EMT auf (siehe 7.1.2), die einen mesenchymalen Phanotyp
der Zellen induzieren und die mit einer Zunahme der Migrationsfahigkeit der Zellen einher
gehen kbénnte [154, 155].

Die stabile Expression von EGFP-Racl in H23-Zellen bewirkte dagegen eine Reduktion der
Migrationsgeschwindigkeit (Abbildung 21B). Dies steht im Widerspruch zu der in 7.1.2
gezeigten Racl-abhangigen Induktion einer EMT in H23-Zellen, bei der die Zellen einen
mesenchymalen Phanotyp annehmen. Dieser sollte mit einer gesteigerten
Migrationsfahigkeit korrelieren [155]. Dieser beobachtete EMT-induzierende Effekt fiel jedoch
eher mild aus wund scheint keine Mechanismen zu aktivieren, die die
Migrationsgeschwindigkeit der stabil EGFP-Racl-exprimierenden H23-Zellen steigern bzw.
aufrechterhalten kann.

Bei der Migration handelt es sich um einen lokal streng regulierten Prozess. Die lokale
Aktivierung von Racl zusammen mit Racl-Effektorproteinen (z. B. WASP/WAVE-Familie
und Arp2/3) induziert die Ausbildung von Lamellipodien an der richtungsweisenden Front.
Am posterioren Ende dagegen ist Racl kaum aktiv [156]. In dem hier beschriebenen Modell,
in dem EGFP-Racl in den H23-Klonen deutlich Gberexprimiert ist, wurde keine Ausbildung
von Lamellipodien beobachtet (Abbildung 24C). Eine lokale Aktivierung dieser Rho-GTPase
an der richtungsweisenden Front konnte daher aufgrund der Uberexpression nicht mehr
moglich sein, was die Ausbildung der Lamellipodien verhindern kann. Dies stellt eine
maogliche Erklarung fur den Widerspruch einer EMT-Induktion und einer reduzierten

Migrationsgeschwindigkeit in den stabil EGFP-Rac1-exprimierenden H23-Klonen dar.

Der TGFB-Signalweg bewirkt in vielen Tumorzellen eine Zunahme der Migrationsfahigkeit
[157]. In dieser Arbeit wurde untersucht, ob dieser Effekt durch die stabile Expression der
EGFP-Rac-Isoformen beeinflusst werden kann. In Wundheilungs-Assays konnte TGF@1

erwartungsgemal einen generellen Anstieg der Migrationsgeschwindigkeit bewirken,
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allerdings wurde dieser Effekt weder durch EGFP-Raclb noch durch EGFP-Racl weiter
beeinflusst (Abbildung 21B), sodass eine Beteiligung dieser Rho-GTPasen an der TGFf3-
induzierten Migration in H23-Zellen unwahrscheinlich ist.

7.1.4 EGFP-Raclb und EGFP-Racl in der Genregulation

Die beiden Rho-GTPasen Racl und Raclb sind an vielen Signalwegen beteiligt, die in einer
Beeinflussung der Genregulation resultieren kdnnen (Abbildung 18A, Abbildung 22).
Wahrend ein Einfluss von Racl auf die Genexpression in einigen Fallen gezeigt werden
konnte [158-160], ist die genregulatorische Funktion von Raclb bisher kaum untersucht. In
dieser Arbeit wurde daher der Effekt von konstitutiv-aktivem HA-Raclb(G12V) auf die
Aktivierung ausgewahlter Promotoren in  H23-Zellen untersucht und mit der
Promotoraktivierung durch konstitutiv-aktives HA-Rac1(G12V) verglichen (Abbildung 18C).
Eine Analyse von bekannten, Racl-induzierbaren Promotorkonstrukten zeigte eine
mindestens 4-fache Induktion der SRE.L-, TOPflash-, p3TP-lux-, E-Cadherin- und AP-1-
Reporter durch die Expression von konstitutiv-aktivem HA-Racl(G12V) in H23-Zellen
(Abbildung 18C) [158-160]. Konstitutiv-aktives HA-Raclb(G12V) war dagegen nicht in der
Lage eines dieser Racl-induzierbaren Reporterkonstrukte zu aktivieren (Abbildung 18C).
Um eine Raclb-spezifische Promotoraktivierung beispielhaft zu analysieren, wurden
aulRerdem Reporterkonstrukte analysiert, fir die nur eine geringe Aktivierung von konstitutiv-
aktivem HA-Racl(G12V) in H23-Zellen gezeigt werden konnte. Darunter fallen
beispielsweise der XFN (Fibronektin)-, der Ets2- und der N-Cadherin-Reporter (Abbildung
18C). Diese wurden ebenfalls nicht durch konstitutiv-aktives HA-Raclb(G12V) induziert
(Abbildung 18C), sodass in dieser Arbeit keine genregulatorische Funktion von
HA-Raclb(G12V) in H23-Zellen nachgewiesen werden konnte.

Eine Besonderheit stellte das SRE.L-Promotorkonstrukt dar. Beim serum response element
(SRE) handelt es sich um ein gut beschriebenes, artifizielles Promotorelement, das einen
Teil des c-fos-Promotors enthalt [65] und an das SRF allein oder zusammen mit TCF binden
kann [65, 161]. Durch eine Mutation der TCF-Bindestelle, die eine Bindung von TCF
verhindert, wurde in Genreporter-Assays mit dem SRE.L-Reporterkonstrukt der Einfluss von
SRF unabhangig von der TCF-Bindung untersucht [162]. SRF kann durch die Rho-GTPasen
RhoA, Cdc42 und Racl reguliert werden. Durch die Induktion der Aktinpolymerisation wird
der SRF-Koregulator MRTF von monomerem G-Aktin freigesetzt und kann zusammen mit
SRF die Genexpression regulieren [163].

In H23-Zellen bewirkte transient exprimiertes, konstitutiv-aktives HA-Raclb(G12V) keine
Aktivierung des SRE.L-Reporterkonstrukts (Abbildung 18C). Dies korreliert mit der
Beobachtung, dass EGFP-Raclb in den H23-Zellen keine Lamellipodien ausbilden konnte

(Abbildung 24C). Somit scheint Raclb keine Aktinpolymerisation in diesen Zellen zu
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induzieren, die eine Freisetzung von MRTF und so die Aktivierung von SRF bewirken
konnte.

Die transiente Expression von konstitutiv-aktivem HA-Racl(G12V) bewirkte dagegen eine
22-fache Aktivierung des SRE.L-Reporterkonstruktes (Abbildung 18C), wie es schon in
MDCK und EpRas-Zellen gezeigt wurde [159].

In den stabil EGFP-Raclb- und EGFP-Racl-exprimierenden H23-Klonen wurde ein
gegenteiliger Effekt der SRE.L-Promotoraktivierung beobachtet (Abbildung 20). Stabil
exprimiertes EGFP-Racl bewirkte keine Induktion dieses Promotorkonstrukts (Abbildung
20). Unter diesen Versuchsbedingungen lag jedoch nur ein geringer Anteil der Gesamt-
EGFP-Racl-Proteinmenge im aktiven, GTP-gebundenen Zustand vor (Abbildung 19B).
Unter physiologischen Bedingungen konnen zellulare Regulationsmechanismen einer
UbermaRigen Racl-Aktivierung entgegenwirken, indem beispielsweise Rho-GDIs im Zytosol
an Racl binden und eine weitere Aktivierung dieser Rho-GTPase verhindern [22]. Ohne
einen entsprechenden Stimulus liegt mdéglicherweise in diesem H23-Zellklon zu wenig
aktives, GTP-gebundenes EGFP-Racl vor, um eine SRF-Aktivierung zu ermdglichen.

In den stabil EGFP-Raclb-exprimierenden H23-Klonen wurde dagegen eine signifikante
Verdopplung der SRE.L-Promotoraktivitdt beobachtet (Abbildung 20). Die langanhaltende
EGFP-Raclb-Expression kénnte in den H23-Zellen in merklichen Adaptationseffekten
resultieren, wie sie hier fur die SRE.L-Promotoraktivierung beobachtet wurden. Diese
Beobachtung konnte die auRerordentliche Fahigkeit der Zellen unterstreichen, sich an grol3e
Veranderungen ihrer Genexpression anzupassen, um das Uberleben der Zellen zu

gewahrleisten.

Esufali et al. beschrieben fur die Kolonkarzinom-Zelllinie HCT116 eine 7-fache Aktivierung
des TOPflash-Reporters durch Raclb und korrelierten die Raclb-abhangige
Promotoraktivierung mit der erhthten Aktivitat des Wnt-Signalweges [164]. Bei der H23-
Zelllinie handelt es sich um eine Zelllinie mit einem autokrin aktivierten Wnt-Signalweg [165].
In dieser Arbeit wurde jedoch trotz aktiviertem Wnt-Signalweg keine Raclb-induzierte
Aktivierung des TOPflash-Reporters beobachtet (Abbildung 18C). Obwohl manche
Publikationen eine Aktivierung verschiedener Promotoren durch Raclb beschrieben [166,
167], konnte in dieser Arbeit keine genregulatorische Funktion von konstitutiv-aktivem
HA-Raclb(G12V) nachgewiesen werden. Somit kann es sich hierbei um einen weiteren
Raclb-spezifischen Effekt handeln, der sich von den Racl-induzierten genregulatorischen

Effekten unterscheidet.
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7.1.5 Der Einfluss der 3-Dimensionalitat auf EGFP-Racl- und EGFP-

Raclb-induzierte Zelldifferenzierung

Fur Racl wurde eine gesteigerte Expression in Lungenkarzinomen beobachtet, die mit einer
kurzeren Uberlebenszeit korreliert [12]. In dieser Arbeit wurde durch die erhohte
EGFP-Racl-Expression in der NSCLC-Zelllinie H23 eine gesteigerte Proliferation, eine
Induktion der EMT und eine reduzierte Migration beobachtet, was hauptsachlich auf eine
pro-tumorigene Funktion von Racl hindeutet. Obwohl bereits Studien in Ovarialkarzinomen
mit dem Racl- und Cdc42-Inhibitor Ketorolac verglichen mit der Placebo-Gruppe ein
langeres Uberleben bewirkte [168], werden durch weitere Forschungen mdglicherweise in
Zukunft spezifische Racl-Inhibitoren zur Verfliigung stehen, die auch in der Therapie von
Lungentumoren eingesetzt werden kénnen.

In der vorliegenden Arbeit bewirkte die Rho-GTPase Raclb in der NSCLC-Zelllinie H23
weder eine Induktion der EMT noch eine gesteigerte Migration und zeigte au3erdem keinen
Einfluss auf die Regulation der Genexpression. Damit unterscheidet sich die Funktion von
Raclb von seiner Splei-Isoform Racl und konnte sogar als potenzieller Gegenspieler
wirken, was allerdings in aufbauenden Arbeiten genauer analysiert werden miusste. Dies
wiirde die Entwicklung Racl-spezifischer Inhibitoren aufgrund der strukturellen Ahnlichkeit

erschweren, da in diesem Fall eine Inhibierung von Raclb nicht wiinschenswert wére.

Dennoch bewirkte die stabile Expression von EGFP-Raclb in den H23-Zellen nur sehr
wenige Effekte verglichen mit den stabil EGFP-exprimierenden Kontrollzellen. Diese
Ergebnisse wurden mittels der Standard-Kultivierungsmethode generiert, bei denen die
Zellen 2-dimensional auf einer Plastikoberflache kultiviert wurden. Die 2D-Kultivierung kann
deutliche Veranderung in vielen zellularen Prozessen, wie beispielsweise der Proliferation,
Genexpression und Signaltransduktion induzieren [112]. Um die Situation im Tumor besser
nachstellen zu kénnen, wurde das Modell der 3D-Kultivierung eingefiihrt, bei der die Zellen in
einem 3D-Verband wachsen und je nach Kultivierungsmethode mit der umgebenden Matrix
interagieren konnen [112].

In dieser Arbeit wurde der Einfluss der 3-Dimensionalitdét auf die Induktion Raclb-
spezifischer Effekte bezuglich einer Induktion der EMT né&her untersucht. Daftr wurden die
stabil EGFP-Raclb- und EGFP-Racl-exprimierenden H23-Klone mittels magnetischer
Levitation in 3D kultiviert und der Differenzierungsstatus mit den 2D-kultivierten H23-Klonen
verglichen (Abbildung 28).

Durch die  3D-Kultivierung nahm die Proteinmenge des mesenchymalen
Differenzierungsmarkers N-Cadherin ab. Dabei handelte es sich um einen 3D-abhéngigen
Effekt, der nicht weiter durch EGFP-Racl bzw. EGFP-Raclb beeinflusst wurde (Abbildung
28).
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AuBerdem bewirkte die 3D-Kultivierung eine Reduktion der Vimentin-Proteinmenge in den
stabil EGFP-Rac-exprimierenden H23-Klonen. Wahrend EGFP-Racl und EGFP-Raclb in
den 2D-kultivierten H23-Zellen keinen Einfluss auf die Vimentinmenge austibten, bewirkten
die beiden EGFP-Rac-Isoformen in den 3D-kultivierten Zellen eine weitere Abnahme der
Vimentin-Proteinmenge (Abbildung 28).

Die reduzierten Proteinmengen von N-Cadherin und Vimentin deuten darauf hin, dass durch
die 3D-Kultivierung der stabil EGFP-Racl- und EGFP-Raclb-exprimierenden H23-Klonen
eine epitheliale Differenzierung stattgefunden haben kodnnte. Die verstarkte Reduktion der
Vimentin-Menge durch EGFP-Racl und EGFP-Raclb deuten darauf hin, dass durch die
3D-Kultivierung eine Verédnderung der Signaltransduktion stattgefunden haben koénnte,
sodass EGFP-Raclb und EGFP-Racl die Vimentin-Menge beeinflussen kénnen, wie es in
2D-kultivierten Zellen nicht mdglich war. Die 3D-Kultivierung kann eine bessere Annéherung
an humane Tumore darstellen und daher einige Prozesse im Tumor besser modellieren als
die 2D-Kultivierung. So kdnnen weitere Racl- bzw. Raclb-abhangige Prozesse sowie deren
Auswirkungen auf Lungentumorzellen identifiziert werden. Durch eine Steigerung der
Komplexitdt des 3D-Kultivierungsmodells durch das Einbetten der Zellen in eine
Hydrogelmatrix oder die Ko-Kultivierung mit weiteren Zelltypen kann die Anndherung des
3D-Kultivierungsmodells an die Bedingungen in humanen Lungentumoren weiter verbessert

werden.

7.2 3D-Kultivierungsmethoden

In humanen Lungentumoren interagieren die Tumorzellen stark mit ihrer Mikroumgebung,
was einen grof3en Einfluss auf die zellularen Vorgange in den Tumorzellen haben kann.
Darunter fallen veranderte Zell/Zell- und Zell/Matrix-Kontakte, aber auch direkte und indirekte
Interaktionen mit weiteren Zelltypen (z. B. Fibroblasten und Makrophagen) [169, 170].

Um dieses Zusammenspiel zwischen den Tumorzellen und der Mikroumgebung besser
modellieren und verstehen zu kénnen, wurde die 3D-Zellkultivierung entwickelt [117]. In
dieser Arbeit wurden drei verschiedene 3D-Kultivierungsmethoden mit den NSCLC-Zelllinien
H358 und H23 etabliert und untereinander sowie mit der Standard-2D-Kultivierung

verglichen.

Bei der magnetischen Levitation bildeten die Zellen in einem magnetischen Feld durch
Zell/zell-Kontakte einen 3-dimensionalen Zellverband aus. In diesem Modell kann der
Einfluss der 3-Dimensionalitdt auf das Zellverhalten analysiert werden ohne einen Einfluss
einer EZM oder weiterer Zellarten bericksichtigen zu miussen. Durch die GrofRe des
Zellverbandes, der mit dieser Kultivierungsmethode generiert wurde, kdnnte sich ein innerer,
nekrotischer Kern ausgebildet haben, da nicht gentigend Sauerstoff und Nahrstoffe zu den

zentralen Zellen diffundieren kénnen und sich CO, und Abfallstoffe akkumulieren.
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Um die Komplexitat des Modells weiter zu steigern, wurden die NSCLC-Zellen in eine
Hydrogelmatrix eingebettet. Nach einer Kultivierung von 3 Tagen bildeten die Zellen
3-dimensionale Strukturen aus, die die in vivo Zell/Zell- und Zell/Matrix-Kontakte modellieren
konnen. Die ausgebildeten Strukturen wiesen jedoch einen relativ kleinen Durchmesser auf,
weswegen man davon ausgehen kann, dass kein nekrotischer Kern nachweisbar ist. Da die
Zusammensetzung der EZM eine wichtige Rolle in der Tumorentwicklung und -progression
spielt, wurden zwei verschiedene Hydrogele verwendet. Matrigel besteht hauptsachlich aus
Laminin und Kollagen 1V, die die Hauptbestandteile der Basalmembran darstellen. Kollagen |
ist das am haufigsten vorkommendene Kollagen der EZM und kann laut Shintani et al. eine
EMT in NSCLC-Zellen induzieren [171].

Um die Zellen besser beobachten und manipulieren zu kénnen, wurden die Zellen mittels der
modifizierten ,3D on-top“-Kultivierung auf einer dinnen Hydrogelschicht (Matrigel oder
Kollagen 1) ausgesat. Dort bildeten die Zellen ebenfalls 3-dimensionale Strukturen aus, die
verglichen mit der 3D-Hydrogel-Kultivierung in einer planaren Ebene wuchsen. Die Zellen
wurden wahrend dieser Kultivierung einerseits durch die darunterliegende Matrix beeinflusst,
die die Ausbildung der 3D-Strukturen induzieren kann und andererseits hatten sie direkten
Zugang zu Sauerstoff und Nahrstoffen.

Unabhangig von der 3D-Kultivierungsmethode bildeten sich in den H358- und H23-Zellen
unterschiedliche 3D-Strukturen aus. Die H358-Zellen, die unter 2D-Kultivierungs-
bedingungen einen epithelial differenzierten Phanotyp aufwiesen, bildeten runde, kompakte
Sphéroide aus, die sich deutlich von der Umgebung abgrenzten. Die unter 2D-
Kultivierungsbedingungen undifferenzierten H23-Zellen bildeten dagegen eine lockere 3D-
Struktur mit einem verzweigten Netzwerk aus (Abbildung 29A, Abbildung 30, Abbildung
37A). Durch die 3D-Kultivierung weiterer NSCLC-Zelllinien (Daten nicht gezeigt) kann eine
Korrelation zwischen dem 2D-Differenzierungsstatus der Zellen und der ausgebildeten 3D-

Struktur hergestellt werden, die jedoch weiter untersucht werden muss.

7.2.1 Die 3D-Kultivierung kann eine epitheliale Differenzierung der
Zellen induzieren

In vielen Publikationen wurde eine De-Differenzierung der Zellen durch die 2D-Kultivierung
beobachtet, die durch die 3D-Kultivierung wieder riickgangig gemacht werden konnte [114,
172, 173]. In dieser Arbeit wurden epitheliale und mesenchymale Differenzierungsmarker
nachgewiesen, die eine Analyse des Differenzierungsstatus der 3D-kultivierten NSCLC-
Zellen ermdoglichte.

Durch die 3D-Kultivierung der H358- und H23-Zellen in einer Kollagen I-Matrix war der
Nachweis vieler Proteine entweder Uberhaupt nicht oder nur in sehr geringen Mengen

mdglich  (Abbildung 31A), obwohl die Ponceau-Farbung eine vergleichbare
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Proteinkonzentration und -verteilung aufwies wie 2D-kultivierte Zellen (Daten nicht gezeigt).
Eine beispielhafte Uberprifung der Proteinkonzentration nach dem Kollagenaseverdau von
2D-kultivierten Zellen spricht gegen einen proteolytischen Abbau der Proteine (Daten nicht
gezeigt). AuRerdem wurde eine transkriptionelle Hemmung durch die Kollagen I-Kultivierung
durch die Analyse beispielhafter mRNAs mittels gRT-PCR uberprift (Abbildung 31B, C).
Obwohl die CTNNB1-mRNA (kodierend fir B-Catenin) in den H23-Zellen um 50 % reduziert
vorlag, kann eine Hemmung der Transkription nicht den kompletten 3-Catenin-Proteinverlust
erklaren. Da ein Grof3teil der Proteine Uberhaupt nicht oder nur deutlich reduziert
nachgewiesen werden konnte, ist diese 3D-Kultivierungsmethode nicht geeignet um die
Situation in humanen Lungentumoren zu analysieren. Die Charakterisierung des Kollagen |-

Zellkultur-Modells wurde daher in dieser Arbeit nur teilweise weiterverfolgt.

Die 3D-Kultivierung mittels magnetischer Levitation und in einer Matrigelmatrix erméglichten
einen zuverlassigen Proteinnachweis, sodass durch die Analyse von Zell/Zell- und
Zell/Matrix-Kontakten Ruckschlisse auf den Differenzierungsstatus der 3D-kultivierten H358-
und H23-Zellen gezogen werden kénnen.

Die H358-Zellen zeigten in der 3D-Kultivierung mittels magnetischer Levitation eine
Zunahme der E-Cadherin-Proteinmenge, wéahrend durch die 3D-Kultivierung in und auf einer
Matrigelmatrix die mesenchymalen Markerprotein N-Cadherin und Vimentin reduziert
vorlagen (Abbildung 29B, Abbildung 31A, Abbildung 38A). H23-Zellen, die mittels
magnetischer Levitation kultiviert wurden, wiesen reduzierte N-Cadherin- und Vimentin-
Konzentrationen auf, wahrend die Matrigel-Kultivierung eine Zunahme von E-Cadherin und
eine Abnahme von Vimentin bewirkte (Abbildung 29B Abbildung 31A, Abbildung 38A). Eine
Herunterregulation von mesenchymalen Markerproteinen, wie N-Cadherin und Vimentin
sowie die Hochregulation des epithelialen Differenzierungsmarkers E-Cadherin zeigen, dass
durch die 3D-Kultivierung der H358- und H23-Zellen eine epitheliale Differenzierung
stattfand.

Die Induktion einer epitheliale Differenzierung wird weiter durch die Herunterregulation des
EMT-induzierenden Transkriptionsfaktors ZEB2 in 3D-Matrigel-kultivierten H358- und H23-
Zellen unterstitzt. Bei ZEB2 handelt es sich um einen transkriptionellen Repressor von
CDH1 (kodierend fur E-Cadherin) und weiterer Gene, die einen epithelialen Phanotyp
bewirken konnen [174]. Eine aktivierende transkriptionelle Aktivitdt von ZEB2 wurde bisher
nicht nachgewiesen, jedoch korrelierte ZEB2 mit einer erhohten Expression der
mesenchymalen Markerproteine N-Cadherin und Vimentin [175, 176], die indirekt durch
ZEBZ2 aktiviert werden kénnten.

Ein Vergleich der ZEB2-Expression in NSCLC-Patienten zeigte eine deutlich hdhere ZEB2-

Proteinmenge in Tumorgewebe verglichen mit dem korrespondierenden Normalgewebe, was
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auf eine relevante Funktion von ZEB2 in der Entstehung und Entwicklung von NSCLC-
Tumoren hindeutet [177].

Neben der Isolation von Proteinen ist auch die Isolation von RNA aus 3D-kultivierten H358-
und H23-Zellen moglich, mit der Genexpressionsanalysen durchgefuhrt werden kénnen. In
dieser Arbeit wurde mithilfe von PCR Arrays die Expression von EZM- und
Adhasionsproteinen in 3D- mit 2D-kultivierten Zellen verglichen (Abbildung 34, Abbildung 35,
Abbildung 36). Im Folgenden werden beispielhaft interessante Gene naher beschrieben, die
in 2D- und 3D-kultivierten Zellen unterschiedlich reguliert wurden.

In H358- und H23-Zellen bewirkte die 3D-Kultivierung in einer Matrigelmatrix eine erhdhte
Expression von COL6A1 (Abbildung 35B, Abbildung 36B), das fur eine der drei Ketten des
Kollagen VI-Molekiils kodiert. Es handelt sich dabei um ein perlenschurartiges Kollagen, das
mit der Basalmembran assoziiert ist und dort die epithelialen Lungenzellen mit den
Komponenten der Basalmembran verbindet und die Elastizitit des Lungengewebes
gewahrleistet [178, 179].

Die erhohte COL6Al-Expression der 3D-Matrigel-kultivierten H358- und H23-Zellen kann
demnach auf eine verstarkte Adhasion der Zellen an die umgebende EZM hindeuten, was
einen epithelial differenzierteren Phanotyp der Zellen widerspiegeln kann.

Eine Fehlregulierung in der Zusammensetzung und der Steifheit der EZM kann die

Entstehung von Fibrose oder invasiven Lungentumoren beginstigen [180].

Die Zusammensetzung der EZM untersteht einem standigen, kontrolliertem Auf- und Abbau
um die Homdostase des Lungengewebes zu gewahrleisten. An der Degradation ist
hauptséachlich die Familie der Matrix-Metalloproteinasen (MMPs) beteiligt, deren Mitglieder
unterschiedliche EZM-Komponenten degradieren kdnnen [180, 181]. Die 3D-Kultivierung von
H358-Zellen bewirkte eine verstarkte Expression von MMP13, die die Degradation von
Kollagen | und Bestandteilen der Basalmembran bzw. der Matrigelmatrix (Kollagen IV,
Aggrecan, Perlecan) bewirken kann [182]. Fur MMP13 wurde sowohl eine Sekretion durch
epitheliale Tumorzellen als auch durch Fibroblasten beschrieben [183, 184], was die
Unterschiede der MMP13-Expression in den beiden NSCLC-Zelllinien erklaren kann.

Beide hier aufgefuihrten Gene (COL6A1 und MMP13) sind in den jeweiligen Zelllinien
ebenfalls durch die 3D-Kultivierung in einer Kollagen I-Matrix erhdht (Abbildung 35B, C und
Abbildung 36B, C) und deuten auf eine epitheliale Differenzierung der Zellen unter diesen

Kultivierungsbedingungen hin.

Ziel dieser Arbeit war eine vergleichende Analyse von 3D-Kultivierungsmethoden fiir die
NSCLC-Zelllinien H358 und H23. Dabei sollte eine Kultivierungsmethode identifiziert werden,
die die Situation in humanen Lungentumoren am besten nachstellen kann.

Aufgrund der hier generierten Daten handelt es sich dabei um die 3D-Kultivierung in einer
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Matrigelmatrix. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die H358- und die H23-Zellen
unter diesen Kultivierungsbedingungen 3D-Strukturen ausbildeten, die in direktem Kontakt
mit einer EZM stehen. Die Hochregulation der epithelialen und die Herunterregulation der
mesenchymalen Markerproteine deuten auf eine epitheliale Differenzierung der Zellen hin,
die durch die Ausbildung von Zell/Zell- und Zell/Matrix-Kontakten induziert werden konnte.
Auf RNA-Ebene wies die Hochregulation von COL6A1 und MMP13 auf eine verbesserte
Modellierung des in vivo-Verhaltens der Zellen hin, indem die Zelladhasion und der Umbau
der umgebenden Matrix gefordert werden kénnte. Ein Nachteil dieser Kultivierungsmethode
ist jedoch der hohe Kostenpunkt und die lange Kultivierungsdauer.

Die Kosten konnten durch die Verwendung der modifizierten ,3D on-top“-Kultivierung auf
einer dinnen Matrigelschicht deutlich reduziert werden, da geringere Matrigelmengen
verwendet werden. AuRerdem wurde auf Proteinebene ein vergleichbarer Effekt auf die
epitheliale Differenzierung gezeigt, wie fir die Zellen innerhalb einer 3D-Matrigelmatrix.
Diese Methode wurde im Rahmen dieser Arbeit jedoch nicht vollstandig charakterisiert und

es liegen hierfur keine Genexpressionsdaten vor.

7.2.2 Anderung in der Kinase-Aktivitat durch die 3D-Kultivierung

In dieser Arbeit wurde auferdem untersucht, ob die 3D-Kultivierung der Zellen weitere
zellularer Prozesse beeinflussen kann. Eine Analyse zentraler Komponenten der
Signaltransduktion zeigte teilweise deutliche Unterschiede zwischen den 2D- und 3D-
kultivierten Zellen, darunter fielen unter anderem die ERK1/2-, die p38- und die Akt-Aktivitat.
Die Aktivitdit von ERK1/2 lag durch jede der drei 3D-Kultivierungsarten (magnetische
Levitation, 3D-Matrigelmatrix und modifizierte ,3D on-top“-Kultivierung auf einer
Matrigelschicht) reduziert vor (Abbildung 29C, Abbildung 33, Abbildung 38B).

ERK1/2 ist ein zentraler Regulator der Proliferation, der Giber die Transkription von immediate
early-Genen eine G,/S-Transition der Zellen bewirken kann [39, 42]. Die verringerte ERK1/2-
Aktivitat in den 3D-kultivierten NSCLC-Zellen deutet auf einen mdglichen anti-proliferativen
Effekt hin. Dies wird weiterhin in NSCLC-Zellen unterstitzt, die in oder auf einer
Matrigelmatrix kultiviert wurden und bei denen neben der ERK1/2-Aktivitdt auch die Aktivitat
von Akt reduziert vorliegt (Abbildung 33, Abbildung 38B). Akt ist ebenfalls an der Regulation
der Proliferation beteiligt und eine reduzierte Akt-Aktivitat korreliert mit einer verringerten
Proliferationsrate [145]. Die 3D-Kultivierung der NSCLC-Zelllinien H358 und H23 kdnnen
demnach durch eine reduzierte ERK1/2- und Akt-Aktivitit eine reduzierte
Proliferationsgeschwindigkeit bewirken, wie es schon fur die Kolonkarzinom-Zelllinien
LS174T, HT29, HCT116 und DLD-1 gezeigt werden konnte [185]. Da die
Proliferationsgeschwindigkeit der Zellen innerhalb einer 3D-Matrix aufgrund der erschwerten
Zuganglichkeit der Zellen nur schwer bestimmt werden kann, wurde in dieser Arbeit der
Anteil an proliferierenden, Ki67" H358- und H23-Zellen bestimmt, die mithilfe der
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modifizierten ,3D on-top“-Kultivierung auf einer diinnen Matrigelschicht kultiviert wurden.
Dabei wurden jedoch keine signifikanten Unterschiede zwischen den 2D- und 3D-kultivierten
Zellen nachgewiesen (Abbildung 37C), die jedoch aufgrund der grof3en Unterschiede

zwischen den Messungen uberlagert worden sein kdnnten.

In dieser Arbeit wurde zudem die Aktivitat von p38 untersucht. Hierflr zeigten die H358-
Zellen, die in und auf einer Matrigelmatrix in 3D kultiviert wurden, eine erh6hte Aktivitat und
H23-Zellen, die unter denselben Bedingungen kultiviert wurden, eine reduzierte p38-Aktivitat
verglichen mit den 2D-kultivierten Zellen (Abbildung 33, Abbildung 38B). Diese beobachteten
Unterschiede zwischen den beiden Zelllinien lassen keine eindeutigen Rickschliisse auf die
Funktion der p38-Aktivitat in 3D-kultivierten NSCLC-Zelllinien zu. p38 ist an der Regulation
vieler zellularer Prozesse beteiligt, darunter fallen Migration, Differenzierung, Proliferation,
Apoptose und Entztiindungsprozesse [186]. Daher wurde das Migrationsverhalten von H358-
und H23-Zellen bestimmt, die mittels ,3D on-top“-Kultivierung auf einer dinnen
Matrigelmatrix kultiviert wurden. Dabei konnte gezeigt werden, dass die einzelnen,
ausgebildeten H358-Zellsphéroide als Einheit um ihren Platz herum migrieren, wahrend bei
den H23-Zellen nur einzelne Zellen migrierten, um weitere Zellverbindungen auszubilden
(Abbildung 37B). Diese Beobachtung korreliert mit der Aktivitat von p38: Die 3D-kultivierten
H358-Zellen, die einen groRen Anteil migrierender Zellen aufweist, hat eine erhdhte p38-
Aktivitdt verglichen mit den 2D-kultivierten H358-Zellen. Die 3D-kultivierten H23-Zellen
dagegen wiesen nur einen geringen Anteil an migrierenden Zellen auf, die mit einer
reduzierten p38-Aktivitdt korrelierte. In  weiterfilhrenden Arbeiten sollte dieser
Zusammenhang und die Funktion von p38 in diesen NSCLC-Zelllinien n&her untersucht

werden.

Eine Analyse der Proteinkinase-Aktivitat in den 3D-kultivierten NSCLC-Zelllinien zeigte eine
groRe Ahnlichkeit zwischen der 3D-Matrigel-Kultivierung und der modifizierten ,3D on-top“-
Kultivierung auf einer dinnen Matrigelschicht. Daher eignet sich fir Analysen der
Proteinkinase-Aktivitat insbesondere die modifizierte ,3D on-top“-Kultivierung, da sie sowohl
den Einfluss des 3-dimensionalen Wachstums als auch den Einfluss einer EZM
bertcksichtigt. Es handelt sich dabei um eine Methode, bei der die Zellen an ihrer basalen
Seite von der Matrigelmatrix beeinflusst werden und auf ihrer apikalen Seite direkten Zugang
zum Zellkulturmedium haben. Auf diese Weise ist eine Manipulation der Zellen durch
Wachstumsfaktoren, Aktivatoren bzw. Inhibitoren leicht mdglich. AuRerdem wachsen die
Zellen in einer planaren Ebene, sodass die Zellen in einer Fokusebene leicht mit dem
Mikroskop beobachtet werden kdnnen. Ein weiterer Vorteil dieser Methode ist der geringe
Matrigelverbrauch, der den Kostenfaktor deutlich reduziert verglichen mit der 3D-Matrigel-

Kultivierung. Jedoch werden die Zellen bei dieser 3D-Kultivierungsmethode nur fir etwa
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3 Tage auf der Matrigelmatrix kultiviert, sodass Langzeiteffekte auf die Signaltransduktion
hierbei nicht analysiert wurden.

7.2.3 Ausblick: Einsatz der 3D-Zellkultivierung in der Medikamenten-

Entwicklung
Um die Funktionen und Bedingungen von humanen Tumoren besser modellieren zu kdénnen,
wurde die 3D-Zellkultur entwickelt. Dieses System kann durch das Einbetten in einer
Hydrogelmatrix oder durch die Ko-Kultivierung mit weiteren Zelltypen weiter an in vivo-
Bedingungen angepasst werden [111, 187].
In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass durch die 3D-Kultivierung eine epitheliale
Differenzierung sowie Anderungen der Genexpression und der Proteinkinase-Aktivitat
induziert werden konnen, die die Bedingungen in humanen Tumoren besser widerspiegeln
als die 2D-Kultivierung [188].
Diese Zellkultivierungs-Modelle kdnnen in Zukunft eingesetzt werden, um einerseits das
Verhalten eines Tumors besser zu verstehen und andererseits um die Behandlung von
Tumoren verbessern zu kénnen [111]. Die Wahrscheinlichkeit, das ein entwickelter Wirkstoff
nach der Durchfihrung klinischer Studien von der zustandigen Behdrde zugelassen wird,
betragt momentan ca. 10 % [189]. Durch die 3D-Kultivierung kénnte die Wirksamkeit und
Toxizitat vieler Wirkstoffe schon in frilhen Stadien, also vor der Prifung im Tiermodell bzw.
vor der Durchfiihrung klinischer Studien, besser vorhergesagt und die Kosten fir die
Medikamenten-Entwicklung gesenkt werden [111, 187].
Die 3D-Kultivierung in einer Matrigelmatrix stellt fur NSCLC-Zelllinien ein solches
Kultivierungsmodell dar, mit der die Wirksamkeit und Toxizitdt von neuen Wirkstoffen

analysiert werden kann.
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8 Abklrzungsverzeichnis

2D 2-dimensional

3D 3-dimensional

a Signifikanzniveau

A Extinktion

ACTR actin-related protein

ALK anaplastische Lymphomkinase
ANOVA Analysis of variance

AP-1 activator protein 1

APS Ammoniumperoxodisulfat

ATCC American Type Culture Collection
b Pfadlange

B2M Beta-2-Mikroglobulin

BCA Bicinchoninsaure

bp Basenpaar

BSA Bovines Serum Albumin

bzw. beziehungsweise

c Konzentration

C (Aminosaure) Cystein

ca. circa

CD cluster of differentiation

Cdc42 cell division control protein 42 homolog
CDK Cyclin-abhangige Kinase

cDNA complementary DNA

cm Zentimeter

CMF-PBS calcium and magnesium free phosphate buffered saline
CoO, Kohlenstoffdioxid

CRIB Cdc42/Racl interactive binding
DAPI 4,6-Diamindin-2-phenylindol
DMEM Dulbecco’s Madified Eagle Medium
DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinsaure

DNA-PK DNA-dependent protein kinase
dNTP Desoxyribonukleosidtriphosphat
dT Desoxythymidin

DTT Dithiothreitol

e Wellenlangen-abhéngiger Extinktionskoeffizient
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Abklrzungsverzeichnis [l

EC-Doméane extrazellulare Doméne

EDTA Ethylendiamintetraessigsaure

EGF epidermaler Wachstumsfaktor

EGFP enhanced green fluorescent protein

EGFR epidermaler Wachstumsfaktor-Rezeptor
EGTA Ethylenglycol-bis(aminoethylether)-N,N,N‘,N‘-tetraessigsaure
EHS Engelbreth-Holm-Swarm

EMT epitheliale-mesenchymale Trasition

ERK extracellular regulated kinase

EZM extrazellulare Matrix

FAK focal adhesion kinase

F-Aktin filamentdses Aktin

FAT focal adhesion targeting

FBS Fetal Bovine Serum

FERM-Domane protein 4.1, ezrin, radixin and moesin homology-Domaéane
G (Aminosaure) Glyzin

G Gauge

G-Aktin globulares Aktin

GAP GTPase-aktivierendes Protein

GAPDH Glyzerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase
GDI Guanin-Dissoziations-Inhibitor

GDP Guanosindiphosphat

GEF Guanin-Nukleotid-Austauschfaktoren

GFP green fluorescent protein

GPPNP 5'-Guanylyl-imidodiphosphat

GSK3 Glykogensynthase-Kinase 3

GST Glutathion-S-Transferase

GTP Guanosintriphosphat

h Stunde

HA Hamagglutinin

HEPES 2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsdure
HRP horseradish peroxidase

ICAM intercellular adhesion molecule

[-Doméane inserted-Doméne

IF Immunfluoreszenz

IL Interleukin

ILF Interstitielle Lungenfibroblasten



JNK
kb
kbp
kDa
Kol
K-Ras
A

L (Aminoséaure)

LB-Medium
LEF

LIMK

LN

Hg

pl

pm

uM

M

mg

min

mi

mm

mM

MMP
MRNA
MadCAM
MAPK(s)
MAPKK(s)
MAPKKK(s)
MDCK
MEF
MET

mg

MG
MIDAS
min

mk

ml

Abklrzungsverzeichnis

c-jun N-terminal kinase
Kilobase

Kilobasenpaare
Kilo-Dalton

Kollagen

Kristen rat sarcoma
Verdopplungskonstante
Leucin

lysogeny broth-Medium
lymphoid enhancer factor
LIM domain kinase
Laminin

Mikrogramm

Mikroliter

Mikrometer

Mikromolar

Molar

Milligramm

Minute

Milliliter

Millimeter

Millimolar
Matrix-Metalloproteinase
messenger RNA
mucosal addressin cell adhesion molecule
mitogen-activated protein kinase(s)

mitogen-activated protein kinase kinase(s)

mitogen-activated protein kinase kinase kinase(s)

Madin-Darby Canine Kidney

mouse embryonic fibroblast
mesenchymale-epitheliale Transition
Milligramm

Molekulargewicht
metal-ion-dependent adhesive site
Minute

monoklonal

Milliliter




MLK
MRTF
mTORC
MW

ng

nm

nM

NLK
NSCLC
O

Y

P-

PAK
PCR
PDK
PEI
PFA
PI3K
PIP,
PIP;

pk
poly-HEMA
PSI
PTP-PEST

Q (Aminosaure)

gqRT-PCR
Racl
RBD

RGD (Aminosauren)

Rho
RLU
rpm
RNA
RT

S (Aminosaure)

SCLC
SD

Abklrzungsverzeichnis

mixed lineage kinase

myocardin-related transcription factor
mammalian target of rapamycin complex
Mittelwert

Nanogramm

Nanometer

Nanomolar

Nemo-like kinase

nicht-kleinzelliges Lungenkarzinom
Sauerstoff

Signifikanzwert

Phospho-

p2l-activated kinase
Polymerase-Ketten-Reaktion
3-phosphoinositide-dependent protein kinase
Polyethylenimin

Paraformaldehyd
Phosphoinositid-3-Kinase
Phosphatidylinositol-(3,4)-Bisphosphat
Phosphatidylinositol-(3,4,5)-Triphosphat
polyklonal
poly-2-Hydroxyethyl-methacrylat
Plexin-Semaphorin-Integrin

protein tyrosine phosphatase-PEST
Glutamin

guantitative Real-time PCR

Ras-related C3 botulinum toxin substrate 1
Rac-Bindedoméane
Arginin-Glyzin-Aspartat

Ras homologous

relative Lichteinheit

rounds per minute

Ribonukleinséure

Reverse Transkriptase

Serin

kleinzelliges Lungenkarzinom

Standardabweichung
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SDS-PAGE
sec

SEM

SH2/3
SiRNA

sog.

SRE

SRF

T (Aminosaure)
TAE

TBS

TBST

TCF
TEMED
TGFB

TNF

TNFR
TNM-Status
TRAF

U

UTR

uv

V (Aminoséaure)
V

VCAM
VEGF

VLA

WASP
WAVE

WB

WT

Xg

Y (Aminosaure)
z. B.

ZEB

Abklrzungsverzeichnis

Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
Sekunde

Standardfehler

Src-homology 2/3

small interfering RNA
sogenannten

serum response element

serum response factor

Threonin

Tris-Acetat-EDTA

Tris-buffered saline

Tris-buffered saline with Tween 20
T-cell factor
N,N,N,N-Tetramethylethylendiamin
transforming growth factor 3
tumor necrosis factor

tumor necrosis factor-Rezeptor
Tumor, Nodus, Metastasen-Status
TNF receptor associated factor
unit

untranslatierte Region

Ultraviolett

Valin

Volt

vascular cell adhesion molecule
vascular endothelial growth factor
very late antigen
Wiskott-Aldrich-Syndrom-Protein
WASP-family verprolin-homologous protein
Western Blot

Wildtyp

Erdbeschleunigung

Tyrosin

zum Beispiel

zinc finger E-box-binding homeobox
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Abbildung 39: Auflistung der durch die 3D-Kultivierung regulierten Gene in H358- und H23-Zellen.

Mithilfe der Auswertungssoftware von Qiagen wurde die x-fache Regulation aller analysierten Gene in den 3D-
kultivierten verglichen mit den 2D-kultivierten [A] H358- oder [B] H23-Zellen berechnet. Ab einem 2-fachen
Unterschied in der relativen Expression zwischen den 2D- und 3D-kultivierten Zellen wurden die Gene als
reguliert definiert und hier aufgelistet.



N~
(90]
—

Anhang

[04U0D ¥Dd eatisod

[94u0D) ¥Dd eAsOd

194u0D ¥Dd entisod

|o3uoD) uondisuniy asioney

joxuoD LIJSUDL| 951040y

|o3uo?) uoNdisUDI] BsIBNeY
UOHDUILIDIUOY YNQ JIWOUBS) UDWNH
0d ‘@B ‘uiejosd [owosoqry

| ssossjsuonksoquoydsoyd eu
BoipAyep ejoydsoyd-g-epAyep|oedko
uynqojBoniwi-z-ojeg

ojeq ‘udy

UIPIUOKIA

uodIsIoN

L 0SjONI LIOROLPO (|99/201SSON

D usous |

€ Jouqiyu esopydasdojiojew gwiL

Z ouqiyur esopldedojiojews gwlL

1 Joyqiur esopydedoyiojew gwiL

€ uipuodsoquionyy

¢ vipuodsoquioiyy

| wpuodsoquiony)

O@(89 ‘PANPUL-0jeq ‘10pDy YmoiB Buiuiogsuoi

| uiejosdoydsoyd pajaideg

(earsse01 jowosoyno pejoidwod puo eind) 4 oibejdoiod sysodg
(uyreuoeso) you-euieishd dIpo ‘uejoid pejeideg

uojisde ‘uod4|Boding

(29@D ueByuL ‘o@OY | Weord BuUBIqUBW B|NUBIB) ¢ UIPe[eS

7 upejes

3 uejes

(] ISeYPD (|82 [DifeYyiopus/isjeiold

| 8jA28joW UOISBYPD (|8 [DINeN

119> Al 834 a4z 6 10108 oIz ‘g esoulioeB) ¢ esopydedoyiojew xiow
199 114 8 P ) xow

(ounsein ‘uishujows) £ esopydedoyiojew xujow

ojeBoid *| uisy € 9s0p! I xujow

119> Al o444 oAz L ojeB DQAZ/ ‘Y esouND|eB) Z esopydedoyipjew xuiow
(povosur | 91 esopudedojjojew xujowy

(powesur | S1 @sopy { xHow

(papesur q v esop 1l XUoW

(g esoueBojjod) | esopiidedojjojew xiow
(esosoje eBoydodow) | esopydedojojews xujow
(g wiskewous) | | esopydedojjojew xujow
(z uishpwons) 0| esopydedojjojew xuow
|ouyssejul) | esopydedoyjojews xiow
(zgww Apewoy) | pwwoB ‘uuiwoy

€ Pieq ‘uiuiwoy

L oieq ‘uuiwoy

€ oydjo ‘uuiwioy

Z oydje ‘uniwe

uondudseq

O09H
0dd¥
L13dH

HQdvo
wea
aLov

NYOA
LWYOA
DNL

ZdWIL
LewiL
£SEHL
ZS8HL
1S8HL
18491
LddS
£9dS
D¥VdS
3098
4138
n3s
N3
LWvD3d
IWVYON
Sdww
SdWW
LdWW
£dww

9Ldww
Sldww
¥ldww
Eldww
Zldww
Lldww
oldww
Ldww
Lowvl

L8Wv1]

YWY
foquiks

£0100' VS
£0100°¥S
£0100°YS
¥0100 ¥S
Y0100 VS
¥0100°¥S
$0100° VS
200100 WN
¥61000"WN
950200 WN
8¥0¥00 WN
101100 WN
8£9000 WN
SBEYOD WN
8£0100 WN
091200 WN
Z9€000WN
SSZE00 WN
PSZEO0TWN
ZLLL00 WN
LYZE00 WN
9¥ZE00 WN
8SE000°WN
285000 WN
611€00°WN
8L1E00 WN
616£00°WN
$00£00 WN
SS9000 WN
057000 WN
Zyy000 WN
$19000 WN
766v00 WN
vZrZ00 WN
£27Z00 WN
ZZYZ00 WN
0ESY00 WN
176500 WN
8Z¥Z00 WN
S66¥00 WN
LZYT00TWN
9ZrZ00 WN
V6500 WN
SZYZO0 WN
127200 WN
£62200 WN
822000 WN
162200 WN
£Z2000TWN
9Z¥000 WN
daquinp bagjey

CIH
LLH
OlH

B80H
LOH
90H
SOH
YOH
E0H
ZOH
LOH
1o
Lo
o

S09

104
13
L3
013
603
803
£03
903
S03
¥03
€03
203
103
zia
ta
uoisod

1 oydjo ‘uiuiwoy

oouenbes | awospuls uuowjoy

S oieq ‘uBeju)

¥ ojeq ‘uubeju)

(19@D veByuo ‘ojj| uiej01dos4B jojeioid) ¢ djeq ‘uuBeju)

(nungns ¢ puo ¢ 10idedes ¢ jusuodwod jusweldwod) z ojeq ‘uubeju|
(ZIXSW “Z3Qw sepnpu; 670D ueBiuo ‘epudedijod ojeq “iojdedes uydeuoiqy) | ojeq ‘uliBeu)
(15@D vebByuo ‘epydedAjod oydo “10idedes uydeuosa) A oydio ‘uubeju)
(rungns g s0idedes ¢ jueuodwiod jueweidwod) w oydio ‘uuBeju|
(oprdedAjod oydio !| ueByuo pejorosso-uoipuny ekdoydwi] ‘(0g 1 d) v| | @D veByuo) 7 oydjo ‘uuBaju)
8 oydjo ‘uuBeju)

£ oydio “uuBoyuy

9 oydyo ‘uuBejuy

(epydedijod oydjo “1oideses uydeuoiqy) ¢ oydio ‘uubeju)

(101de301 y-y1A jo Hunqes ¢ oydio ‘QeyaD ueBluo) y oydio ‘uy
(104ded0s £-¥1A J0 HUNGNS € DYd|D *D6pQD veByuo) £ oydio ‘uuBeju
(101dede) Z-¥1A Jo unqns 7 oydio ‘gey@D) Z oydie ‘uubeju)

| oydjo ‘uuBeju)

L OOOSOU UoNSUPD IDj0ReS ]

| esoyjuds uouonjohy

LUpsto

| weioid oW JO0||830 X3

(urejo1d joede.-wiio pejojes-upydoxold [01n0u) Z ojjep ‘(u1ejod PejoROSSO-ULBYPE)) LILDD
L Oijop *(u}ejoid PejOIOssO-ULIYPDD) LG

o488 ‘| i0q ‘(u10joid pejoossO-UeYPDD) UIUejOD

OQAZOL ‘| PYdo ‘(ueoid PEDOSSO-ULIBYPDD) UL

100} YimoiB enssy BalOULOD

L oydjo ‘YiiA 0d4; ‘veBojjo

1 oydio ‘jiA odk; ‘ueBojoD

Z oydio ‘|A odA; “veBojjoD

1 ©ydo ‘|A odk; ‘veBojjod

L oydio ‘A ed4; “veBojjoD

Z oydio ‘Al od4; ‘ueBojod

L oydjo *| edA; ‘veBojjod

1 o4do ‘Ax #d4; ‘veBoyjo)

| oydjo ‘Ax edA; ‘veBojjo

1 oydo ‘Al ed4; “veBojiod

L oydjo ‘i edA; ‘weBojjo

1 oydjo ‘fx ed4; ‘ueboyjod

| uKIOuoD

8 J0quews ¢ Aoy upwiop uloe) edAi-o

(joreyude) uneypod-3 *| 8d4 ‘| uueypoD)

(dno1B pooiq uoipu)) ejndejow ¥pQD

8 ‘juow | odk uipuodsoquioiy yiv esopidedol|oew WyQy
€1 ‘Juow | edk uip quioIy yiu esopydedojiojew wyQy
| ‘piow | 8dk uipuodsoquioiy yim esopydedoyjojew wWyQy
uonduseq

1wo3
ZANNLD
LANNLD
LENNLD
LYNNLD
4910
V810D
Y2102
Y900
V9102
L¥$102
[Alglen]
Y1102
Y9102
1¥S110D
Lyr1102
1¥Z1100
VL1102
LNIND
860310
tHQD
¥¥Qd
8S1IWVaY
E1SIwvay
1SIWVaY
loquis

655500 WN
912000 WN
£12200 WN
£12000 WN
212000 WN
112000 WN
1122007 WN
012200 WN
Z£9000 WN
602200 WN
8E9E00 WN
902200 WN
012000 WN
S0ZZ00 WN
S88000 WN
¥0ZZ00 WN
£02200 WN
105181 WN
102000 WN
£25100 WN
920200 WN
SZYY00 WN
ZEEL00WN
LEEL00 WN
06100 WN
£06100 WN
106100 WN
058100 WN
760000 WN
698100 WN
878100 WN
£60000 WN
978100 WN
880000 WN
9581007 WN
SS8100 WN
OLLIZOWN
0LEYO0 WN
629080 WN
£78100 WN
8LZ£00 WN
09€¥00 WN
019000 WN
LE0LO0 WN
SZOGELWN
886900 WN
soquin besjey

Lov |
uolyisog

Jedes Well enthalt spezifische Primerpaare, die eine Amplifikation des entsprechenden Gens ermdglichen. Well
HO2 und HO3 enthalten die Haushaltsgene B2M und GAPDH, die fiir die Normalisierung herangezogen wurden

Abbildung 40: Gentabelle der RT? Profiler PCR Array ,Extrazellulire Matrix- & Adhé&sionsmolekile®.
und Well HO7-H12 dienen der Qualitatskontrolle.



Anhang

12.2 Lebenslauf

Der Lebenslauf wurde aus der elektronischen Version der Arbeit enfernt.
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