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1 Einleitung

1.1 Das Lungenkarzinom

Das Lungenkarzinom ist die weltweit am haufigsten vorkommende und tédlich endende
Krebserkrankung fir beide Geschlechter. Das Lungenkarzinom verursachte im Jahr
2022 weltweit fast 1,8 Millionen Todesfalle (International Agency for Research on Cancer
(IARC), 2024). Das 5-Jahres-Uberleben lag im Jahr 2020 fiir alle Subtypen und Stadien
des Lungenkarzinoms in Deutschland bei rund 25 % bei Frauen und bei 19 % bei
Mannern (Robert Koch-Institut, 2023). Ein Grund fiir dieses niedrige Gesamtuiberleben
ist, dass 57 % der Lungenkarzinome erst im metastasierten Stadium diagnostiziert
werden (Dela Cruz et al., 2020).

Das Lungenkarzinom kann in das kleinzellige (SCLC = Small Cell Lung Cancer) und das
nicht-kleinzellige (NSCLC = Non Small Cell Lung Cancer) Lungenkarzinom unterteilt
werden (Barta et al., 2019). Von allen diagnostizierten Lungenkarzinomen macht das
NSCLC 85 % aus (Thai et al., 2021). Das NSCLC kann in die histologischen Subtypen
des Adeno-, Plattenepithel- und grof3zelligen Karzinoms unterteilt werden (Barta et al.,
2019). Hierbei stellt das Adenokarzinom den haufigsten histologischen Subtyp dar (Thai
et al., 2021a). Nikotinkonsum ist einer der Hauptrisikofaktoren fiir die Entstehung des
Lungenkarzinoms. Bei Nichtrauchern wird angenommen, dass eine genetische
Pradisposition, Umweltnoxen und  berufliche  Schadstoffexpositionen  zum
Lungenkarzinomrisiko beitragen (Barta et al., 2019; Dela Cruz et al, 2020).
Lungenadenokarzinome weisen in ca. 60% der Falle Treibermutationen auf, wie
beispielsweise Mutationen im epidermalen Wachstumsfaktorrezeptor (EGFR) oder
KRAS Gen oder Translokationen im ALK oder ROS Gen (Friedlaender et al., 2024).

1.2  Kristen Rat Sarcoma Virus (K-Ras)
1.21 Ras Proteine

Im menschlichen Genom gibt es drei Rat Sarcoma Virus (RAS) Gene (Cascetta et al.,
2022): NRAS (Neuroblastoma Ras) (Hall et al., 1983; K Shimizu et al., 1983), HRAS
(Harvey Ras) (Harvey, 1964) und KRAS (Kristen Ras) (Kirsten and Mayer, 1967). Die
Ras Proteine sind an der Kontrolle der Zellproliferation, des Zelliberlebens und der
Zelldifferenzierung, sowie der Apoptose und Zellmotilitat beteiligt (Giehl, 2005).

Aus dem KRAS Gen entstehen durch alternatives SpleiRen zwei Proteine: K-Ras4A und
K-Ras4B (Keniji Shimizu et al., 1983; McGrath et al., 1983). Wahrend K-Ras4B ubiquitar
exprimiert wird, ist die K-Ras4A Expression gewebespezifisch (Wang et al., 2001) und
fur die Embryonalentwicklung nicht wesentlich (Plowman et al., 2003). K-Ras4A spielt
mdglicherweise eine Rolle bei der Tumorinitierung, jedoch nicht bei der

Aufrechterhaltung (To et al., 2008). Uber den Einfluss der SpleiRvarianten auf die
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Entstehung des NSCLC ist jedoch wenig bekannt (Cascetta et al., 2022). Im Folgenden
wird der in der Literatur gebrauchliche Begriff K-Ras verwendet, der in der Regel K-

Ras4B bezeichnet.

1.2.2 Ras Signalwege

Ras Proteine haben eine Schllsselrolle bei der Weiterleitung von Signalen extrazellular
aktivierter Rezeptor-Tyrosin-Kinasen (RTK) oder G-Protein-gekoppelten Rezeptoren zu
intrazellularen Signalkaskaden. Ras interagiert mit einer Vielzahl unterschiedlicher
Effektorproteine (Giehl, 2005). Die Hauptsignalkaskaden sind der Ras-Raf-Mek-Erk-
Signalweg (s. Abb. 1) und Ras-PI3K-Akt-mTor Signalweg (Cascetta et al., 2022).

Die Ras Proteine sind Uber einen Farnesylrest mit der Plasmamembran assoziiert und
agieren als GTPasen (GTP-hydrolysierende Proteine) in der Signaltransduktion (Ceddia
et al., 2022). Ras ist in der GTP gebundenen Form aktiv und weist aufgrund einer aus
der Aktivierung resultierenden Konformationsédnderung zwei Bindungsstellen auf, die
Switch | und Il genannt werden (Campbell et al., 1998). Diese bilden eine
Interaktionsflache, die vom y-Phosphat des GTPs stabilisiert wird und Uber die
nachgeschaltete Effektorproteine aktiviert werden. Durch die intrinsische GTPase-
Funktion, welche von GTPase-aktivierenden Proteinen (GAP) unterstitzt wird,
hydrolysieren die Ras Proteine GTP zu GDP. In ihrer GDP-gebundenen Form sind die
Ras Proteine inaktiv und kénnen nachgeschaltete Effektorproteine nicht aktivieren. Ras
Proteine kénnen mithilfe der Guanin-Nukleotid-Austauschfaktoren (GEF), die den
Austausch von GDP gegen GTP katalysieren, wieder aktiviert werden (Ceddia et al.,
2022).

Die Bindung von Liganden an Rezeptoren fiihrt zur Rekrutierung von Adaptorproteinen,
wie dem Growth Factor Receptor Binding Protein 2 (Grb 2), wie in Abbildung 1
dargestellt. Diese rekrutieren wiederum GEFs, wie Son of Sevenless (SOS) an die
Zellmembran und formen gemeinsam einen Komplex, der Ras durch den Austausch von
GDP gegen GTP aktiviert (Downward, 2003). Das Protein liegt nun in seiner GTP-
gebundenen Form vor und aktiviert einen der Mitogen-Activated Protein Kinase (MAPK)
Signalwege, den Ras-Raf-Mek-Erk Signalweg (s. Abb. 1). Das aktivierte Ras Protein
rekrutiert die Mitogen-Activated Protein Kinase Kinase Kinase (MAPKKK) Raf an die
Zellmembran und aktiviert diese. Diese wiederum aktiviert die Mitogen-Activated Protein
Kinase Kinase (MAPKK) Mek 1/2, welche die Mitogen-Activated Protein Kinase
(MAPK) Extracellular Signal-Regulated Kinase 1 / 2 (Erk 1/ 2) aktiviert. Alle Bestandteile
dieser Signalkaskade sind Serin-Threonin-Kinasen, die sich gegenseitig durch
Phosphorylierung aktivieren (Guo et al., 2020). Das phosphorylierte Erk (pErk) aktiviert

zytosolische Proteine und transloziert in den Zellkern und bindet an unterschiedliche



Transkriptionsfaktoren. Zu diesen gehdren beispielsweise Fos, c-Jun und Elk-1
(Downward, 2003). Das zytoplasmatische Erk reguliert Uber einen negativen Feedback-

Mechanismus den Signalweg (Guo et al., 2020).
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Abbildung 1: Schematische Darstellung des Ras-Raf-Mek-Erk Signalwegs

Die Aktivierung erfolgt hier beispielhaft (iber eine Rezeptor-Tyrosin-Kinase (RTK) durch die Bindung eines
Wachstumsfaktors (GF). Die Aktivierung mittels Phosphorylierung fiihrt zur Rekrutierung von
Adapterproteinen wie Grb 2 und Nukleotidaustauschfaktoren (GEF) wie SOS. SOS uberfiihrt Ras in seine
aktive Form durch den Austausch von GDP gegen GTP. Aktives Ras aktiviert Raf, welches mittels
Phosphorylierung Mek und anschlieRend Erk aktiviert. Erk transloziert in den Nukleus und bt unter anderem
regulative Funktionen auf die Transkription aus (verandert nach Frémin & Meloche, 2010. © BioMed Central
Ltd.. Lizenziert unter CC BY 2.0).

1.2.3 KRAS Mutationen

Mutationen im RAS Protoonkogen sind die haufigsten aktivierenden Mutationen in
humanen Krebszellen (Lanman et al., 2020). Die KRAS Mutationen gehdren zu den
haufigsten Mutationen bei Bauchspeicheldrisen- (80 %), Kolorektal- (40 %) und
Lungenadenokarzinomen (30 %) (Christensen et al., 2020; Ceddia, Landi and
Cappuzzo, 2022). Im Lungenadenokarzinom ist die haufigste KRAS Mutation die G12C
Mutation. Diese macht 12 % aller onkogenen Mutationen im NSCLC aus (Thai et al.,
2021). Die G12C Mutation ist eine Punktmutation, die zum Austausch der Aminosaure
Glycin durch Cystein an der Position 12 im K-Ras Protein fuhrt (Cascetta et al., 2022).
Die Punktmutation verursacht eine sterische Behinderung der Bindung von
GAP-Proteinen an K-Ras, wodurch die GTP-Hydrolyse nicht stattfinden kann und mehr
K-Ras in seiner GTP-gebundenen aktiven Form vorliegt (Scheffzek et al., 1997). Das
K-Ras®'* Protein ist somit dauerhaft aktiv und filhrt zur Hyperaktivierung des

Ras-Raf-Mek-Erk Signalwegs, wie in Abbildung 2 zu sehen ist (Christensen et al., 2020)



und damit zum unkontrollierten Zellwachstum und abnormalem Zellliberleben (Cekani et
al., 2022).

K-Ras®'?® Mutationen treten haufiger in kaukasischen als in asiatischen oder
afrikanischen ethnischen Gruppen auf (Dearden et al., 2013; Adib et al., 2022). Zudem
sind KRAS mutierte Adenokarzinome haufig mit einem frlheren oder aktuellen
Nikotinkonsum assoziiert. NSCLC Tumore von Rauchern weisen eine signifikant erhéhte
Mutationsrate auf (Govindan et al., 2012). Des Weiteren sind auch jlungere, nicht

S€72¢ mutierten NSCLC Tumoren betroffen. In dieser

rauchende Frauen gehauft von KRA
Gruppe sind jedoch Mutationen im EGFR Gen haufiger als im KRAS Gen (Dogan et al.,
2012; Govindan et al., 2012). KRAS Mutationen sind mit einer schlechten Prognose
assoziiert (Barta et al., 2019), vor allem wenn Komutationen von STK11, KEAP1 oder

PD-L1 sowie weitere KRAS Mutationen vorliegen (Cekani et al., 2022).

1.2.4 K-Ras Inhibitoren

Uber Jahrzehnte galten KRAS mutierte Karzinome als nicht urséchlich therapierbar.
Viele Studien zur Identifizierung und Entwicklung direkter oder indirekter Ras Inhibitoren
scheiterten aufgrund fehlender klinischer Wirksamkeit (Stalnecker and Der, 2020),
Nebenwirkungen, der Aktivierung von Resistenzmechanismen (Christensen et al., 2020)
oder mangelnder Selektivitat der entwickelten Medikamente (Parums, 2022). Die direkte

G12C gcheiterte vor allem aufgrund der flachen Oberflache des

Inhibierung von K-Ras
Proteins, dem Mangel an aktiven Bindungsstellen und der hohen Affinitdt von Ras zu
GTP (Ceddia et al., 2022). Im Jahr 2013 entwickelte Shokat und seine Arbeitsgruppe
einen direkten, irreversiblen, kovalenten Inhibitor. Dieser bindet kovalent an das Cystein
12 der GDP-gebundenen Form des K-Ras®'?° Proteins. Diese Bindung fihrt zur Offnung
einer bisher unbekannten allosterischen Bindungsstelle, der sogenannten
Switch-1l-Pocket (S-1IP), welche der K-Ras®'?® Inhibitor blockiert. Durch die Blockade
dieser Bindungsstellen kann Raf nicht mehr binden und aktiviert werden. Zudem fiihrt
die Bindung des Inhibitors zur Verschiebung der relativen Nukleotidaffinitat des mutierten
K-Ras Proteins von GTP zu GDP, wodurch die K-Ras®'?® Proteine in den inaktiven
Zustand Ubergehen (s. Abb. 2). Da die K-Ras®'?° Inhibitoren an das mutierte Cystein
binden, werden Wildtyp K-Ras Proteine nicht beeintrachtigt (Lanman et al., 2020). In den
nachfolgenden Jahren wurden verschiedene weitere K-Ras®'?C Inhibitoren entwickelt. In
dieser Arbeit wurden die Inhibitoren AMG 510 des Unternehmens Amgen Inc. (Lanman
et al., 2020) und MRTX 849 des Unternehmens Array Biopharma (Christensen et al.,
2020) verwendet. Beide Inhibitoren erhielten im Jahr 2022 (AMG 510) und 2024
(MRTX 849) die Zulassung zur Behandlung des K-Ras®'?° mutierten, vorbehandelten
NSCLCs in Europa. AMG 510 ist als Wirkstoff Sotorarsib mit dem Handelsnamen



Lumykras® verfigbar und MRTX 849 als Wirkstoff Adagrasib mit dem Handelsnamen
Krazati® (European Medicines Agency, 2022, 2024).
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Abbildung 2: Schematische Darstellung der GTP Hydrolyse von K-Ras Wildtyp, K-Ras®'?¢ und
K-Ras®'2¢ mit spezifischem Inhibitor

Das Wildtyp K-Ras Protein wechselt aufgrund der GTP Hydrolyse zwischen der aktiven und inaktiven Form.
Das mutierte K-Ras®'2C ist aufgrund der sterischen Behinderung der GAP Bindung dauerhaft aktiv und kann
nicht in den inaktiven Zustand bergehen. Bindet jedoch der spezifische Inhibitor an K-Ras®'2¢ wird es in
der inaktiven Form blockiert, kann keine Effektorproteine aktivieren und nicht mehr in den aktiven Zustand
Uberflihrt werden (entnommen von und verandert nach Ceddia, Landi and Cappuzzo., 2022. © Ceddia,
Landi and Cappuzzo 2022. Lizenziert unter CC BY 4.0.).

1.3 Epitheliale-mesenchymale Transition (EMT) und Metastasierung

Die epitheliale-mesenchymale Transition (EMT) beschreibt den Prozess der
Umwandlung von Zellen mit epithelialen zu Zellen mit mesenchymalen Eigenschaften
(Hay, 1995). Wahrend die epitheliale Zellmorphologie durch enge Zell-Zell-Kontakte und
eine kopfsteinpflasterartige Zellform gekennzeichnet ist (Bae et al., 2013), ist der
mesenchymale Phanotyp durch eine spindelférmigen Morphologie und eine verstarkte
Zellmotilitat definiert (Voulgari and Pintzas, 2009). Die verstarkte Beweglichkeit der
Zellen resultiert unter anderem aus dem Abbau der Zell-Zell-Kontakte sowie der
extrazellularen Matrix (EZM) und aus Veranderungen des Zytoskeletts (Lamouille et al.,
2014).

Die  phanotypischen  Veranderungen basieren auf Veranderungen der
Proteinausstattung. Der sogenannte ,Cadherin-Switch® beschreibt die verminderte
Expression von E-Cadherin und die vermehrte Expression von N-Cadherin (Voulgari and
Pintzas, 2009). E-Cadherin (Takeichi, 1977) ist ein Mitglied der Cadherin-Superfamilie



und an der Organisation des Epithels sowie der Aufrechterhaltung der Zellpolaritat durch
seine Funktion als Adhéasionskontakt beteiligt. E-Cadherin bindet mit seiner
zytoplasmatischen Domane an - oder y-Catenin, welches wiederum an a-Catenin
bindet. So verknlpft a-Catenin die Adharenskontakte mit dem Zytoskelett der Zelle (Tian
etal.,2011). E-Cadherin wird vom CDH 1 Gen kodiert, dessen Promotor Bindungsstellen
fur zahlreiche EMT-typische Transkriptionsfaktoren aufweist (Peinado et al., 2007). Der
Verlust von E-Cadherin ist ein Charakteristikum der EMT (Thiery, 2002) und in vielen
schlecht differenzierten NSCLC Tumoren zu finden (Grigora et al., 2017). Die Expression
von E-Cadherin verhindert die Tumorzellinvasion nicht allein durch die Aufrechterhaltung
der Zell-Zell-Kontakte (Kalluri and Weinberg, 2009), sondern auch durch die Modulation
intrazellularer Signalkaskaden (Onder et al., 2008). In A549
Lungenadenokarzinomzellen fuhrt der alleinige Knockdown von E-Cadherin zur
Annahme eines mesenchymalen Phanotyps (Bae et al., 2013).

Des Weiteren werden mesenchymale Proteine wie Vimentin und Fibronektin, sowie
Matrixmetalloproteinasen und Integrine wahrend der EMT vermehrt exprimiert.
Epitheliale Proteine wie ZO-1 und Zytokeratin werden dagegen weniger synthetisiert
(Lamouille et al., 2014). Darlber hinaus ist die EMT mit Stammzelleigenschaften,
Therapieresistenz (Peindl et al., 2022), Apoptoseresistenz (Sanchez-Tillo et al., 2012),
Immunsuppression (Miyazono, 2009) sowie gesteigerter Zellmigration und -invasion
(Gemmill et al., 2011) assoziiert.

Die EMT kann den Metastasierungsprozess, welcher in Abbildung 3 dargestellt ist,
unterstitzen, indem sie Tumorzellen ermoglicht die Basalmembran zu Gberwinden und
in das Gefaldsystem (Intravasation) einzutreten. Im nachsten Schritt verlassen die
Tumorzellen das GefalBsystem und dringen in ein sekundares Parenchym ein
(Extravasation). Dort bilden sich Mikrometastasen, die kolonisieren kdénnen und
makroskopisch sichtbare Metastasen ausbilden konnen. Die Bildung von Metastasen
kann an einem sekundaren Ort Uber die mesenchymale-epitheliale Transition (MET)
erfolgen, was die Konversion vom mesenchymalen zu epithelialen Phanotyp beschreibt
und dazu fluhrt, dass die Metastase histopathologisch ihrem epithelialen Primartumor
ahnelt (Kalluri and Weinberg, 2009).

EMT kann auch voribergehend und reversibel sein. Sie stellt einen kontinuierlichen
Fluss zwischen der epithelialen und mesenchymalen Zustandsform einer Zelle dar und
kann nur partiell erfolgen (partielle, inkomplette, hybride EMT). Die partielle EMT stellt
moglicherweise die relevanteste Form der EMT fir Krebszellen dar, da sie den Zellen
die Plastizitat fur den Metastasierungsprozess verleiht (Nieto et al., 2016; Pastushenko
and Blanpain, 2019; Stemmler et al., 2019).



EMT tritt in Zellen auf, die zuvor genetische Mutationen oder epigenetische
Modifikationen erfahren haben, die die Tumorbildung begtinstigen (Voulgari and Pintzas,
2009). Ausgel6st wird EMT durch Signale aus dem tumorassoziierten Bindegewebe, wie
beispielsweise durch Wachstumsfaktoren wie Transforming Growth Factor B (TGF-B)
oder Epithelial Growth Factor (EGF) oder durch Hypoxie (Peinado et al., 2007; Kalluri
and Weinberg, 2009). Epitheliale Karzinomzellen, die den Prozess der EMT durchlaufen,
befinden sich vor allem an der invasiven Front eines Tumors (Nieto et al., 2016).

EMT kann in drei unterschiedliche Typen eingeteilt werden, denn sie spielt neben der
Tumorgenese und Metastasierung (Typ 3), auch eine wichtige Rolle in der
Embryogenese und Gastrulation (Typ 1), sowie der Fibrosierung und Wundheilung
(Typ 2) (Kalluri and Weinberg, 2009).
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Abbildung 3: Schematische Darstellung der Metastasierung

Im Rahmen der EMT wandeln Tumorzellen ihren epithelialen Phanotyp in einen mesenchymalen um und
nehmen eine mesenchymale Proteinausstattung an. Dies ermdglicht eine verstérkte Zellmigration und
Invasivitat. Dadurch kénnen sich Tumorzellen in die unmittelbare Tumorumgebung oder mittels Intra- und
Extravasation an einen entfernteren Ort absiedeln. Mittels MET konnen Tumorzellen am Sekundarort
Metastasen bilden, die dem Primarius ahnelt (entnommen aus Peinado et al., 2007, mit Genehmigung von

Springer Nature, © Springer Nature 2007).



1.4 Transforming Growth Factor-8 (TGF-f3)

141 TGF-B

TGF-B 1 - 3 gehoéren zu einer Familie von Wachstumsfaktoren, die mehr als 40 Proteine
umfasst (Bierie and Moses, 2006). Zu dieser gehoéren beispielsweise Bone-
Morphogenetic Proteins (BMPs), Anti-Muller-Hormon (AMH), Aktivine und Inhibine sowie
eine Vielzahl weiterer Proteine (Massagué, 1998).

In humanen Zellen gibt es drei unterschiedliche TGF-B Liganden: TGF-B1 (Derynck et
al., 1985), TGF-B2 (De Martin et al., 1987) und TGF-B3 (Ten Dijke et al., 1988). Je nach
Tumorentitat kdnnen die TGF-B Liganden hochreguliert sein (Kubiczkova et al., 2012).
Am haufigsten ist TGF-B1 in humanen Krebszelllinien heraufreguliert (Martin et al.,
2020). Wahrend der malignen Transformation von Brustkrebszellen konnte gezeigt
werden, dass TGF-B1 heraufreguliert wird wahrend reziprok TGF-83 herabreguliert wird
(Flanders et al., 2016). In der folgenden experimentellen Arbeit wurde ausschlieRlich mit
TGF-B1 gearbeitet.

TGF-B hat eine duale Funktion: Einerseits hat TGF-B eine tumorsuppressive und
antiproliferative Funktion. Andererseits fordert TGF-f in spateren Stadien der
Karzinomentwicklung die Metastasierung und Invasivitat (Roberts and Wakefield, 2003).
Es wird angenommen, dass die Mikroumgebung des Tumors, sowie unterschiedliche
molekulare Profile und die umgebenden Fibroblasten Einfluss darauf nehmen, welchen
Effekt TGF-B auf die epitheliale Zelle hat. Wie genau TGF- seine Funktion andert, ist
unklar (Bierie and Moses, 2006).

Die Synthese von TGF-f erfolgt in Fibroblasten und Epithelzellen des Stromas, sowie in
neutrophilen Granulozyten und Makrophagen (Derynck et al., 2001). In fortgeschrittenen
Tumorstadien kdnnen Tumorzellen selbst TGF-B synthetisieren, welches autokrin auf die
Zelle wirkt (Lehmann et al., 2000). Die TGF-3 Proteine werden als Vorstufen synthetisiert
und durch proteolytische Spaltung, Matrixmetalloproteinasen oder strukturelle
Modifikation in der EZM oder an der Zellmembran aktiviert (Derynck et al., 2001).
Ebenso wie es drei unterschiedliche TGF-B Liganden gibt, gibt es auch drei
unterschiedliche TGF-B Rezeptoren (TBR). Fur den TGF-B1 Signalweg sind vor allem
die Subtypen TBRI und TRRII relevant, die als Homodimere in der Zellmembran vorliegen
(Bierie and Moses, 2006). Ein TGF-B1 Dimer bindet mit hoher Affinitat an zwei TBRII
Molekule, welche wiederum an zwei TBRI Molekule binden. Durch Phosphorylierung an
einer glycin- und serinreichen Stelle werden diese aktiviert (s. Abb. 4). Das aktivierte

Heterotetramer induziert daraufhin die weitere Signalkaskade (Massagué, 1998).



Neben dem TGF-B1 Signalweg tragen weitere Signalwege zur Induktion der EMT bei:
Beispielsweise der Wnt / 3-Catenin, NOTCH, Hedgehog, Ras-Raf-Mek-Erk oder NFkB
Signalweg (Voulgari and Pintzas, 2009).

1.4.2 TGF-B1 induzierte Signalwege

1.4.2.1 SMAD-abhangiger TGF-B1 Signalweg

Der phosphorylierte TRRI aktiviert die sogenannten Rezeptor-SMAD-Proteine
(R-SMAD), SMAD 2 und 3, durch Phosphorylierung. Diese bilden Heterotrimere mit dem
common mediator SMAD-Protein (Co-SMAD), SMAD 4 (s. Abb. 4) (Massagué, 1998;
Jayaraman and Massagué, 2000). Der Komplex transloziert in den Nukleus und bindet
mithilfe von Koaktivatoren oder -repressoren an die entsprechenden Zielgene (Derynck
et al., 2001). Neben den beiden genannten SMAD-Gruppen, gibt es auch inhibitorisch
wirksame SMAD-Proteine (I-SMAD) wie beispielsweise SMAD 7. Dessen mRNA
Expression wird durch TGF-B1 gesteigert, sodass ein negatives Feedback entsteht
(Nakao et al., 1997).
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Abbildung 4: Schematische Darstellung des SMAD abhingigen TGF-81 Signalwegs

TGF-B1 bindet an das Homodimer des TBRII, welches das Homodimer des TBRI bindet und es mittels
Phosphorylierung aktiviert. Das aktivierte Heterotetramer aktiviert SMAD 2 oder 3, welche einen Komplex
mit SMAD 4 bildet. Dieser Komplex transloziert in den Nukleus, wo er unter anderem die Expression der
EMT-Transkriptionsfaktoren moduliert. SMAD 7 kann den beschriebenen Signalweg inhibieren (verandert

nach Akhurst & Hata, 2012, mit Genehmigung von Springer Nature, © Springer Nature 2012).



SMAD Proteine kénnen nicht nur von TGF-B1 aktiviert werden, sondern auch in
geringerem Ausmalf’ von anderen Wachstumsfaktoren wie EGF oder hepatocyte growth
factor (HGF) (De Caestecker et al., 1998) oder Kinasen wie beispielsweise Erk
(Kretzschmar et al., 1999), JNK (Engel et al., 1999) und MEKK 1 (Brown et al., 1999).
Die mogliche Interaktion von SMAD und Erk ist allerdings sehr umstritten (vgl. Kapitel
1.5). Die SMAD abhangige TGF-B1 Signalkaskade induziert die Expression einiger
Transkriptionsfaktoren, die den EMT-Prozess steuern. Zu den klassischen EMT-
Transkriptionsfaktoren gehdéren unter anderem Snail (Grau et al., 1984; Nusslein-
Volhard et al., 1984), Slug (Nieto et al, 1994), Twist (Thisse et al., 1987), ZEB 1
(Funahashi et al., 1993) und ZEB 2 (Verschueren et al., 1999). lhre Expression und
Funktion unterscheiden sich je nach Gewebe, Zeitpunkt (Stemmler et al., 2019) und
Lokalisation der Zellen im Tumor (Voulgari and Pintzas, 2009). Den zuvor genannten
Transkriptionsfaktoren ist gemein, dass sie als direkter Repressor am E-Cadherin
Promotor wirken kénnen (Peinado et al., 2007). Neben gemeinsamen Zielgenen steuern
sie auch spezifische Zielgene und kdnnen sich untereinander regulieren (Stemmler et
al., 2019).

1.4.2.2 SMAD unabhangige TGF-B1 Signalwege

Neben der SMAD vermittelten Signalkaskade kénnen TGF-B1 und seine Rezeptoren
auch weitere Signalwege aktivieren. Dazu gehdren beispielsweise der Ras-Raf-Mek-Erk
Signalweg (s. Kapitel 1.5), der JNK / p 38 MAPK Signalweg, die Rho GTPasen sowie
der PI3K / Akt Signalweg (Derynck and Zhang, 2003; Giehl et al., 2007). Diese Uben
Funktionen in der Apoptose (JNK / p 38 MAPK Signalweg) (Zhang, 2009), in der
Formation von Stressfasern, in der EMT Einleitung (Rho GTPasen) (Bhowmick et al.,
2001) oder in den Translationsprozessen (PI3K-Akt Signalweg) (Lamouille and Derynck,
2007) aus (s. Abb. 5).
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Abbildung 5: Schematische Darstellung der SMAD unabhangigen TGF-B1 Signalwege und ihrer
Interaktionen

TGF-B1 und seine Rezeptoren kdnnen unabhangig von den SMAD Proteinen eine Reihe von Signalwegen
aktivieren und mit diesen interagieren. Hierunter auch der Ras-Raf-Mek-Erk, PI3K-Akt, JNK/p38 MAPK und
TNF Signalweg sowie die Rho GTPasen. Weitere Crosstalks mit dem Hedgehog, Notch, WNT und IFN
Signalweg sind beschrieben. Erk, JNK und Akt kdnnen zudem mit den R-SMAD Proteinen interagieren. Die
genauen Mechanismen sind jedoch noch unbekannt und in dieser Abbildung vereinfacht dargestellt.
(Zusammengesetzt und verandert nach Akhurst and Hata, 2012, (mit Genehmigung von Springer Nature,
© Springer Nature 2012) und Zhang, 2017 (mit Genehmigung von © Cold Spring Harbor Laboratory 2017.
Lizenziert unter CC BY 2.0)).

1.5 Bisheriger Kenntnisstand der Interaktionen zwischen dem TGF-B1 und Ras
Signalweg
Die genauen Mechanismen der Synergie zwischen den Ras und TGF-31 Signalwegen
sind nach wie vor nicht vollstdndig aufgeklart. Verschiedene Studien heben eine
besondere Rolle von onkogenem Ras in der Tumorgenese und Metastasierung hervor
(bspw. (Johnson et al., 2001)). Dabei wird dem Ras-Raf-Mek-Erk Signalweg eine
gréRRere Bedeutung als dem PI3K / Akt Signalweg zugeordnet (Lehmann et al., 2000;
Janda et al., 2002). Onkogenes Ras kann in vielen Zelltypen selbst keine EMT
induzieren, sondern bendtigt die gleichzeitige Stimulation mit beispielsweise TGF-1.
Dabei durchlaufen Krebszellen mit aktivem Ras-Signalweg und TGF-B1 Stimulation
einen umfassenderen EMT Prozess als nach alleiniger TGF-31 Stimulation und zeigen

einen invasiveren Phanotyp sowie eine ausgepragtere Metastasierung (Oft et al., 1996;
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Lehmann et al., 2000; Ellenrieder et al., 2001; Gotzmann et al., 2002; Janda et al., 2002;
Peinado et al., 2003; Wang et al., 2010). Die Synergie beider Signalwege flihrt nach
erfolgter EMT zur autokrinen Sekretion von TGF-B1 und somit zur Aufrechterhaltung der
EMT (Lehmann et al., 2000; Gotzmann et al., 2002; Janda et al., 2002).

Der Rezeptor TBRI kann ShcA phosphorylieren. ShcA bildet einen Komplex mit SOS und
Grb 2 und verlbt so den Austausch von GDP zu GTP im Ras Protein, wodurch der
nachfolgende Signalweg aktiviert wird (Lee et al., 2007). Verschiedenen Studien konnten
zeigen, dass eine TGF-f Stimulation zu einer gesteigerten Erk Aktivitat fihrt (Ellenrieder
et al., 2001; Peinado et al., 2003; Xie et al., 2004; Adachi et al., 2020). Eine
anschliefende Mek Inhibition hemmt die EMT, sodass geschlussfolgert werden kdnnte,
dass die TGF-B vermittelte Aktivierung des MAPK Signalwegs notwendig fiir die EMT sei
(Ellenrieder et al., 2001; Xie et al., 2004).

Andererseits konnte gezeigt werden, dass ein konstitutiv aktiver Ras Signalweg oder die
Stimulation des EGFR zu einer Aktivierung von Erk fuhrt. Aktiviertes Erk kann SMAD 2
und 3 an serinreichen Stellen phosphorylieren. Somit wird die nukledare Anhaufung der
R-SMADs vermindert, was wiederum zur verminderter transkriptionellen Aktivitat flhrt.
Diese Beobachtung wurde als mdglicher Mechanismus diskutiert, warum Zellen mit
onkogenem Ras nicht mehr auf die antiproliferativen Eigenschaften von TGF-f1
ansprechen (Kretzschmar et al., 1999). Auch Oft et al. (1998) stellten fest, dass
Tumorzellen resistent gegenliber den antiproliferativen Eigenschaften von TGF-f1
werden. Sie zeigten allerdings auf, dass ein ungehinderter Ablauf des TGF-$ Signalwegs
fur die Induktion und die Aufrechterhaltung der Invasivitat und Metastasierung notwendig
ist (Oft et al., 1998). Hierzu gibt es jedoch eine Reihe widerspruchlicher Ergebnisse und
die Mechanismen, wie TGF-B1 seine Funktion von antiproliferativ zu karzinomférdernd
verandert, sind nach wie vor unbekannt. Lehmann et al. (2000) und Gotzmann et al.
(2002) konnten keinen Einfluss von Erk auf SMAD Proteine nachweisen. In einer Studie
von Oft et al. (2002) kam es dagegen durch das Zusammenspiel von Ras und TGF-f31
Signalweg zur verstarkten nukledren Anreicherung von R-SMAD Proteinen, was als
Mechanismus zur Induktion und Aufrechterhaltung der EMT diskutiert wurde.

Daruber hinaus gibt es Hinweise darauf, dass der Ras und der TGF- 31 Signalweg in
der Transkription verschiedener Gene synergieren: Beispielsweise konnte in triple
negativen Brustkrebszellen gezeigt werden, dass pErk 2 Slug phosphoryliert, welches
zur gesteigerten Vimentin Expression fuhrt (Virtakoivu et al., 2015). In verschiedenen
Zelltypen, darunter auch Panc-1 und A549 Zellen, konnte nachgewiesen werden, dass
Snail nur bei gleichzeitig aktivem TGF-B1 und Ras Signalweg Uberexprimiert ist (Peinado
et al., 2003; Barbera et al., 2004; Horiguchi et al., 2009). Saitho et al. (2016) konnten in

Panc-1 und HelLa Zellen zeigen, dass die Synergie beider Signalwege auch Uber die
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Aktivierung von STAT 3 (Signal Transducers and Activators of Transcription 3) zur
verstarkten Snail Expression fuhren kann. Diese Hinweise waren unter anderem Anstol3
fur die Durchfihrung dieser experimentellen Arbeit.

Dartber hinaus Ubt das Zusammenspiel von TGF-B1 und Ras Signalwegen wichtige
Funktionen in der Zellmotilitat aus (Bakin et al., 2002, 2004; Safina et al., 2009).

Ein weiterer Ansatz zum Verstandnis des Zusammenspiels der beiden Signalwege ist,
dass eine TGF-1 Stimulation zu einer verstarkten Akkumulation von H-Ras und K-Ras

an der Plasmamembran fuhrt (Damalas et al., 2022).

1.6  Zielsetzung der Arbeit

Sowohl der konstitutiv aktive Ras Signalweg als auch der TGF-B1 Signalweg sind fur die
Tumorgenese und Metastasierung des NSCLCs von zentraler Bedeutung und stellen
mogliche Angriffspunkte fur zielgerichtete Krebstherapien dar. Die genauen
Mechanismen ihres Zusammenspiels sind nach wie vor nicht geklart.

Ziel dieser Arbeit ist es, die Interaktion zwischen dem Ras und TGF-31 Signalweg in K-

RaSG1ZC

mutierten NSCLC Zellen genauer zu untersuchen. Dies erfolgt anhand der
Analyse des Einflusses der K-Ras®'?° Inhibitoren, AMG 510 oder MRTX 849 sowie
TGF-B1 auf EMT Markerproteine, Transkriptionsfaktoren sowie Proteine der
Zelladhasion und -motilitat. Mittels quantitativer Bestimmung dieser Proteine sollen
Ruckschlisse auf mogliche Interaktionen zwischen dem Ras und TGF-B Signalweg
gezogen werden. Hierfur wird die Proteinmenge in Gesamtlysaten sowie in kern-
(unléslichen) und zytosolhaltigen Zellfraktionen mittels Western Blot Analysen
untersucht. Zudem wird die Lokalisation der zu analysierenden Proteine in der Zelle

mittels Immunzytochemie analysiert.
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2 Material

21 Chemikalien

Alle verwendeten Chemikalien, welche nicht in der folgenden Liste aufgezahlt werden,

wurden in der hdchsten erhéaltlichen Qualitdt von den Firmen AppliChem (Darmstadt),

Biozym (Hessisch-Oldendorf), Capricorn Scientific (Ebsdorfergrund), Merck Milipore

(Darmstadt), Carl Roth (Karlsruhe), Serva Electrophoresis (Heidelberg), Sigma-Aldrich
(Taufkirchen), Thermo Fisher Scientific (Dreieich) und VWR (Darmstadt) bezogen.

Acrylamid 30% (Rotiphorese® Gel A)
Ammoniumpersulfat 10% (APS)
Aprotinin

Bisacrylamid 2% (Rotiophorese® Gel B)
Bovines Serumalbumin (BSA)
Bromphenolblau

Coomassie Briliant Blue R

Deoxycholic acid sodium salt (Na-DOC)
Dinatriumhydrogenphosphat (Na;PO.)
Dithriothreitol (DTT)

Dulbecco’s Modified Eagle Medium
(DMEM)

Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)
Ethylenglycol-bis(aminoethyleter)-
N,N,N’,N’-tetraessigsaure (EGTA)
Fetales Kalberserum (FCS)

GlutaMAX M Supplement
Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PO.)
Kupfer-(Il)-sulfatiésung 4% (CuSOs)
Leupeptin
Mowiol 4-88
N,N,N",N"-
(TEMED)
Nicht-essentielle Aminosauren (100x)
Nonidet P-40 (NP40)
Paraformaldehyd

Tetramethylethylendiamin

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
Capricorn Scientific, Ebsdorfergrund
Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Merck Milipore, Darmstadt

Merck Milipore, Darmstadt

Merck Milipore, Darmstadt
AppliChem GmbH, Darmstadt
GIBCO-Invitrogen, Freiburg

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

Capricorn Scientific, Ebsdorfergrund
Bestellnummer: FBS-16A
Lotnummer: V21-4377

Thermo Fisher Scientific, Dreieich

Merck Milipore, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
AppliChem GmbH, Darmstadt

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Taufkirchen

GIBCO-Invitrogen, Freiburg

Thermo Fisher Scientific, Dreieich
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
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PefaBloc® SD

PhosSTOP™

Pierce BCA Protein Assay Reagent A
Ponceau-S

Sodium dodecylsulfate (SDS)

Soybean trypsin inhibitor (STI)
SuperSignal® West Pico PLUS
Chemiluminescent Substrate
SuperSignal® West Pico PLUS
Luminal/Enhancer Solution
Trichloressigsaure (TCA)

Triton™ X-100

Trypsin-EDTA 0,05%

Tween® 20

2.2 Verbrauchsmaterialien

12-Well Platte, Standardqualitat

96-Well Mikroplatte, Standardqualitat

Deckglaser

Filterspitzen 20 pl

Kanulen 26 G (0,45 x 16 mm)

Objekttrager

Pasteurpipetten

Pipettenspitzen 20 ul und 200 pl

Pipettenspitzen 1000 pl

Polypropylenréhrchen 15 ml

Polypropylenréhrchen 50 ml

Nitrocellulosemembran Protran 0,45 um

Reaktionsgefale 0,5 ml; 1,5 ml; 2 ml

Steritop Filter Zellkultur

Tuberkulinspritzen 1 ml

Whatman Chromatographie Papier

Zellkulturflaschen T-75,
Standardqualitat

Zellkulturplatte 6-Well, Standardqualitat

Zellkulturschalen 6 cm und 10 cm,

Standardqualitat

SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg
Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Thermo Fisher Scientific, Dreieich
AppliChem GmbH, Darmstadt

AppliChem GmbH, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Thermo Fisher Scientific, Dreieich

Thermo Fisher Scientific, Dreieich

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Thermo Fisher Scientific, Dreieich

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

BD Biosciences, Heidelberg
Greiner Bio-One, Frickenhausen
Menzel-Glaser, Braunschweig
Sarstedt, Niumbrecht

BD Bioscience, Heidelberg
Brand, Wertheim

LLG Labware, Meckenheim
Sarstedt, Niumbrecht

Greiner Bio-One, Frickenhausen
Sarstedt, Niumbrecht

Greiner Bio-One, Frickenhausen
GE Healthcare, Freiburg
Eppendorf, Hamburg

Merck Milipore, Darmstadt

BD Bioscience, Heidelberg

GE Healthcare, Freiburg
Sarstedt, Niumbrecht

Sarstedt, NiUmbrecht
Sarstedt, NiUmbrecht
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Zellschaber 2,5 cm und 1,35 cm Sarstedt, NiUmbrecht

2.3 Inhibitoren, Stimulatoren und Losungsmittel

AMG 510 MedChemExpress; Monmouth Junction,
Stammlésung 10 mM in DMSO NJ, USA

Zitronensaure-Monohydrat (Zitrat) Merck Milipore, Darmstadt
Stammlésung 10 mM in dd H.O

Dimethylsulfoxid (DMSQO) AppliChem GmbH, Darmstadt

MRTX 849 MedCemExpress; Monmouth Junction,
Stammlésung 1 mM in DMSO NJ, USA

TGF-B1 PeproTech; Rocky Hill, NJ, USA
Stammlésung 10 mM in Zitrat
(10mM)

24 Primare Antikorper

Die folgenden Antikérper wurden einzeln oder in Kombination miteinander fur den
Western Blot in einer Losung aus 3 % BSA in TBS/T verdinnt.

Fir die Immunzytochemie wurden die primaren Antikdrper in einer Loésung mit 0,2 %
BSA in TBS verdunnt.

Tabelle 1: Primare Antikdrper fir Western Blot und Immunzytochemie

mAb: monoklonaler Antikdrper; pAb: polyklonaler Antikbrper

Antigen Verdiinnung |Spezies, |Bezugsquelle Bestell- GroRe
(Klon) WB /IF Klonalitat nummer in kDa
B-Aktin (AC- | WB 1: 5.000 [Maus, mAb |Sigma-Aldrich, A-5441 42
15) Taufkirchen
B-Aktin WB 1:10.000 [Kaninchen, |GeneTex; Biozol, GTX109639 |42
pAb Hamburg
ATF 2 WB 1:1.000 |Kaninchen, |Cell Signaling #35031S 70
(D4L2X) mAb Technolgy; Leiden,
Niederlande
E-Cadherin | WB 1:4.000 |Maus BD Bioscience, 610182 120
IF 1:200 Heidelberg
E-Cadherin | WB 1:7.000 |Kaninchen, |Cell Signaling #3195S 120
(24E10) mAb Technolgy; Leiden,
Niederlande
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B-Catenin WB 1:2.000 |Maus, mAb |BD Bioscience, 610154 94
IF 1:100 Heidelberg
B-Catenin WB 1:5.000 [Kaninchen [Sigma-Aldrich, C2206 94
Taufkirchen
y-Catenin WB 1:4.000 |Maus BD Bioscience, 610253 86
Heidelberg
Erk p42/44 | WB 1:2.000 |Maus Cell Signaling #4696 Erk 1
IF 1:100 Technolgy; Leiden, 44 kDa
Niederlande Erk 2
42 kDa
Phospho WB 1:2.000 |Kaninchen [New England #4370 S. oben
Erk p42/44 Biolabs, Frankfurt
am Main
ESRP 1 WB 1:1.000 |Kaninchen, [Thermo Fisher PA5-25833 |68
pAb Scientific, Dreieich
ESRP 2 WB 1:1.000 [Kaninchen |Invitrogen; Freiburg |PA5-21110 |77
Foxo3a WB 1:1.000 |Kaninchen, |Cell Signaling #2497 82-97
mAB Technolgy; Leiden,
Niederlande
Lamin A/C |WB 1:1.000 |Kaninchen |Cell Signaling #2032 70
Technolgy; Leiden,
Niederlande
Slug WB 1:1.000 [Kaninchen, [Cell Signaling #9585 30
(C19G7) IF 1:200 mAb Technolgy; Leiden,
Niederlande
SMAD 2/3 |WB 1:4.000 |Maus BD Transduction 610842 52/48
Laboratories;
Heidelberg
SMAD 4 WB 1:1.000 |Maus, mAb |Santa Cruz 01404038 |60
(3E2) Biotechnology,
Heidelberg
SMAD 4 WB 1:2.000 [Kaninchen |GeneTex; Biozol, GTX112980 |60
Hamburg
Snail WB 1:1.000 [Kaninchen, [Cell Signaling 3879S 30
(C15D3) IF 1:100 mAb Technolgy; Leiden,

Niederlande
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STAT 3 WB 1:2.000 [Maus BD Bioscience, 610189 79, 86
Heidelberg
STAT 3 WB 1:2.000 |Kaninchen, |Cell Signaling 12640 79, 86
(D3Z22G) mAb Technolgy; Leiden,
Niederlande
Vimentin WB 1:1.000 |Maus, mAb |Santa Cruz V-6630 53-67
IF 1:100 Biotechnology,
Heidelberg
Vimentin WB 1:3000 [Kaninchen, [Cell Signaling #5741 57
(D21H3) IF 1:100 mAB Technolgy; Leiden,
Niederlande
Vinculin IF 1:400 Maus, mAb [|Sigma-Aldrich, V-9131 116
Taufkirchen
ZEB 1 WB 1:1.000 [Kaninchen, [Sigma-Aldrich, HPA027524 130
pAb Taufkirchen

Die Angaben des Molekulargewichts der Antigene sind aus den Datenblattern der
jeweiligen Antikdrper entnommen und beziehen sich auf das spezifische Gewicht der

untersuchten Proteine.

2.5 Sekundare Antikorper

Fir den Western Blot wurden die Antikérper aus Tabelle 2 in einer Losung aus 3 % BSA
in TBS/T verdunnt. Fur die Immunzytochemie wurden die Antikdrper, Sonden und
Farbstoffe in Tabelle 3 und 4 in einer Lésung aus 0,2 % BSA in TBS verdlnnt.

Tabelle 2: Sekundare Antikorper fir den Western Blot

Antikorper Wirkprinzip |Verdiinnung Spezies Bezugsquelle Bestell-
nummer
Anti-Maus Infrarot- 1:120.000 Ziege |LI-COR Biosciences, |92668021
IRDye 680LT |Fluoreszenz Bad Homburg von
der Hohe
Anti- Infrarot- 1:120.000 Ziege LI-COR Biosciences, [92632211
Kaninchen Fluoreszenz Bad Homburg von
IRDye 800CW der H6he
anti-Maus 1IgG |HRP- 1:5.000 Ziege  |Sigma-Aldrich, A-4416
gekoppelt Taufkirchen
anti- HRP- 1:5.000 Ziege  |Sigma-Aldrich, A-6154
Kaninchen IgG |gekoppelt Taufkirchen
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Tabelle 3: Sekundare Antikorper firr die Immunzytochemie

Alexa 488

Antikorper Verdiinnung |Spezies |Bezugsquelle Bestellnummer
Anti-Maus 1gG Cy3 |1:1.000 Ziege Dianova, Hamburg | 115-165-003
Anti- Kaninchen 1:1.000 Ziege Molecular Probes; | A-11008

Eugene, OR, USA

2.6

Tabelle 4: Sonden und Farbstoffe fur die Inmunzytochemie

Fluoreszenzmarkierte Sonden und fluoreszierende Farbstoffe

Sonde / Farbstoff Verdiinnung | Bezugsquelle Bestellnummer
Texas Red™ -X Phalloidin 1:1000 Thermo Fisher T7471
Scientific, Dreieich
Alexa Fluor™ 488 Phalloidin |{1:1000 Thermo Fisher A12379
Scientific, Dreieich
Dapi (4, 6-Diamindin-2- 1:1000 Thermo Fisher D1306
phenylindol) Scientific, Dreieich
2.7 Marker fiir die SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Page Ruler Prestained Protein Ladder

Bestellnummer: 26617

Thermo Fisher Scientific, Dreieich

Molekulargewicht der Banden in kDa: 180, 130, 96, 72, 565, 43, 34, 26, 17, 10

2.8

Eukaryotische Zelllinien

Tabelle 5: Verwendete eukaryotische Zelllinien

Zelllinie Herkunftsgewebe Anbieter | Bestellnummer

HCC-44 NSCLC, Adenokarzinom DSMzZ ACC 534

NCI-H23 NSCLC, Adenokarzinom ATCC CRL 5800

NCI-H358 NSCLC, Bronchioalveolares ATCC CRL 5807
Karzinom

NCI-H1299 NSCLC, groRzelliges Karzinom ATCC CRL 5803

Die Zelllinien H23 und H358 zeigen eine epitheliale Morphologie und weisen eine

heterozygote, aktivierende Punktmutation des KRAS Gens im Codon 12 mit einem

Austausch der Aminosauren Glycin gegen Cystein auf (K-Ras®'?“ Mutation). Die Zelllinie
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HCC44 weist dieselbe Punktmutation homozygot auf und hat ebenfalls eine epitheliale
Morphologie. Die Karzinomzelllinie H358 exprimiert zudem kein p53. Alle Zelllinien
stammen von Gewebeproben aus einem Primartumor.

Die Zelllinie H1299 hat ebenfalls eine epitheliale Morphologie und wurde aus einer
Lymphknotenmetastase eines grofR3zelligen Karzinoms gewonnen. Die H1299 Zellen
weisen eine homozygote p53 Deletion auf.

Die Angaben Uber die Zelltypen sowie Uber deren genetische Eigenschaften und
Herkunft wurde den offiziellen Angaben der ATCC (American Type Culture Collection
(Manassas, VA USA)) und DSMZ (Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und

Zellkulturen (Braunschweig)) enthommen.

29 Geriate

Absaugsystem Fast Biotec Topstream
Absorptionsreader ELx800
Page-Kammer

Blotkammer

Agarose Elektrophoresekammer

Fluoreszenzmikroskop IX81
Fusion-SL 35000. WL
HERACELL 150i CO- Inkubator
Heraeus Inkubator
Lichtmikroskop AxioVert 25
Lichtmikroskop PrimoVert
LICOR Odyssey Sa + CLX

Magnetrihrer MR Hei-Mix S

Magnetriher RCT basic

PAULA cell imager

Pipetboy IBS acu 2

Pipetten Pipett Man 1000 pl, 200 pl,
20 pl

Pipette Transferpette 10 pl

pH Messgerat (Standard) five easy

Sicherheitswerkbank Labgard

Spannungsgerate Consort E342/E245/

E424 /| E252

FastBiotec, Frankfurt
BioTek, Bad Friedrichshall
C.B.S. Scientific Co., CA, USA

SERVA Elektrophoresis GmBH,
Heidelberg

OLYMPUS, Hamburg

Vilber Lourmat, Eberhardzell
Thermo Fisher Scientific, Dreieich
Thermo Fisher Scientific, Dreieich
Zeiss, Oberkochen

Zeiss, Oberkochen

LI-COR Bioscience, Bad Homburg von
der Hohe

Heidolph Instruments, Schwabach
IKA, Staufen

Leica Microsystems, Wetzlar
Integra Biosciences, Biebertal
Gilson, Middleton, WI, USA

Brand, Wertheim
Mettler Toledo, GielRen
ibs technomara, Fernwald

Consort, Turnhout, Belgien
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Tischzentrifuge 5417C
Wasseraufbereitungssystem Barnstead
GenPure

Waage Sartorius 1264 MP

Waage (fein) Sartorius A200S

Vortexer Heidolph REAX 2000

2.10 Software
AnalySIS 3.2

cellSens Dimension 1.6
Fusion Molecular Imaging Version
Gene5 2.00
GraphPad Prism 9.1.1 fur macOS
8.4.3 fur Windows

Image Studio Version 5.2
Inkscape Version 1.3.2
Microsoft Excel 2019 fir macOS

2016 fur Windows
Microsoft Power Point 2019 fir macOS

2016 fur Windows

Microsoft Word 2019 fir macOS

2016 fur Windows
MP Navigator EX Canon Scan 8800F
PAULA cell imager
Zotero 7.0.30

Eppendorf, Hamburg

Thermo Fisher Scientific, Dreieich

Sartorius Lab Instruments, Géttingen
Sartorius Lab Instruments, Géttingen

Heidolph Instruments, Schwabach

Soft Imaging System, Minster
OLYMPUS - SIS, Munster

Vilber Lourmat, Eberhardzell

BioTek, Bad Friedrichshall

GraphPad Software LLC,

San Diego, CA, USA

LICOR, Bad Homburg von der Hohe
Inkscape Community, Boston, MA, USA
Microsoft, Redmond, WA, USA

Microsoft, Redmond, WA, USA
Microsoft, Redmond, WA, USA
Canon Deutschland, Krefeld
Leica Microsystems, Wetzlar

Coporation for Digital Scholarship,
Vienna, VA ,USA
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3 Methoden

Alle verwendeten Methoden wurden nach der Laboranleitung ,Grundlegende Methoden
der Proteincharakterisierung” der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Menke durchgeflihrt. Die
dazu bendtigten Losungen und Puffer wurden nach diesem Protokoll in ultrareinem

Wasser angesetzt.

31 Kultivierung von eukaryotischen Zellen

Um optimale Wachstumsbedingungen herzustellen, wurden die adharent wachsenden
Zellen in COz-Inkubatoren bei 37 °C, 10 % CO2 und 90 % relativer Luftfeuchtigkeit
kultiviert. Zudem erfolgte alle zwei bis drei Tage ein Wechsel des Wachstumsmediums.
Alternativ wurden die Zellen bei einer Konfluenz von 80-100 % auf neue
Zellkulturschalen verteilt, wie in Kapitel 3.2 beschrieben. Die Konfluenz beschreibt den
Prozentsatz der von Zellen bedeckten Flache der Zellkulturschale. Die Arbeiten mit den
Zellen wurden zur Gewahrleistung der Sterilitat in Sicherheitswerkbanken mit laminarer

Strémung durchgefihrt. Zuvor erfolgte die Desinfektion mit 70-prozentigem Ethanol.

Wachstumsmedium Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM)

10 % (V/IV) Fetales Kalberserum (FCS)

1 % (V/V) L-Glutamin (100x)

1 % (V/V) nicht-essentielle Aminosauren (100x)
Vor der Verwendung wurde diese Losung mit dem Steritop Filter (Merck
Milipore, Darmstadt) steril filtriert, sowie vor Gebrauch im Wasserbad auf 37 °C

erwarmt.

3.2 Passagieren von Zellen

Die Zellen wurden in 10 cm Schalen oder T-75 Flaschen herangezogen bis sie konfluent
waren. Anschlieflend wurden sie flir die Experimente verwendet oder zum Weiterziehen
passagiert. Diese Arbeitsschritte fanden ebenfalls unter einer Sicherheitswerkbank mit
laminarer Strdomung statt.

Bei einer Konfluenz von 80 - 100 % wurden die Zellen von ihrer alten Schale abgel6st
und in neue Schalen verteilt. Hierzu wurde zunachst das alte Wachstumsmedium
abgesaugt und die verbleibenden Reste des Mediums durch das Waschen mit 10 ml 1x
CMF-PBS entfernt.

CMF-PBS (1x) 140 mM NaCl
2,7 mM KCl

8 mM N32PO4

22



1,5 mM KH2PO4
pH 7,4

AnschlieRend wurde das CMF-PBS abgesaugt und 3 - 5 ml Trypsin-EDTA (0,05 %) auf
den Zellrasen gegeben, um die Zell-Zell- und Zell-Matrix-Kontakte zu 16sen. Um die
Trypsinreaktion zu beschleunigen, wurde die Schale fur 5 bis 10 min, je nach Zelllinie
und Konfluenz, erneut in den Inkubator gestellt. Die Ablésung wurde durch sanftes
Klopfen und Schitteln unterstiitzt und anschlieRend unter dem Lichtmikroskop Uberprift.
Danach wurden 5 ml Wachstumsmedium hinzugegeben, um die enzymatische
Trypsinreaktion zu beenden. Das Zellgemisch wurde in ein 15 ml Polypropylenrohrchen
uberfuhrt. Es erfolgte die Zentrifugation bei 1000 rcf (relative centrifugal force) fur 3 min.
Im Anschluss wurde der Uberstand abgesaugt und das verbleibende Sediment in 10 ml
Wachstumsmedium resuspendiert. Nun konnten die Zellen in der gewtnschten Menge
auf die neuen Schalen verteilt werden, in denen zuvor Wachstumsmedium vorgelegt
worden war (s. Tabelle 6 und 7). Durch kreuzférmiges Schwenken der Schale wurden

die Zellen auf der gesamten Flache gleichmafig verteilt.

Tabelle 6: Volumenmenge und Wachstumsflache pro Schale / Well / Flasche

Wachstumsflache Volumenmenge
6-er Well 9,5 cm? 2ml
10 cm Schale 58 cm? 10 ml
6 cm Schale 21 cm? 3ml
T-75 Flasche 75 cm? 10 ml

3.3 Bestimmung der Zellzahl mittels Neubauer Zahlkammer

Die Bestimmung der Zellzahl dient dazu, alle Zellkulturschalen mit derselben Zellzahl zu
versehen und somit die Vergleichbarkeit der Versuche sicherzustellen. Dazu wurde ein
geschliffenes Deckglas auf die leicht angefeuchteten Auflagebalken der Neubauer-
Zahlkammer (Laboroptik, Lancing, UK) gelegt und 10 pl der frisch resuspendierten
Zelllésung zwischen die beiden Glasplatten gegeben. Die Zahlkammer ist durch
Gitternetzlinien in fiinf groe Quadrate mit einer Flache von 1 mm?und einem Volumen
von 1 mm? eingeteilt. Mit Hilfe des Mikroskops wurde die Zellzahl in mindestens drei der
funf grofen Quadrate ausgezahlt und deren Mittelwert berechnet. Multipliziert man

diesen mit 10%, erhalt man die Zellzahl pro Milliliter Zellsuspension.
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Tabelle 7: Zellzahl pro Schale

Schale / Well Zelllinie Zellzahl

10 cm H23 3x10°
HCC44 0,75 x 10°
H358 3 x10°

6 cm HCC44 0,7 x 10°
H358 1,6 x 10°

6-er Well HCC44 2 x10*
H358 3x10*

34 Inhibition / Stimulation der Zellen

Fir die 48 h und 72 h Inhibition wurden die Zellen nach Erreichen einer Konfluenz von
70 % inhibiert. Fur die 24 h Inhibition wurde das Erreichen einer Konfluenz von 90 %
abgewartet. Fur die Immunzytochemie war eine Konfluenz von 20 - 30 % ausreichend.

Die Inhibition / Stimulation erfolgte nach einem Wechsel des Wachstumsmediums mit in
Tabelle 8 Durch

Schwenkbewegungen wurde der Inhibitor / Stimulator im Nahrmedium der Schale

aufgelisteten  Konzentrationen. kreuzweise verlaufende

verteilt.

Tabelle 8: Verwendete Konzentration von Inhibitoren und Stimulanzien

Inhibitor/ Stimulator/ Kontrollireagenz

Verwendete Konzentrationen

DMSO in ddH20

10 nM

Zitrat in ddH.0O 10 ng/ml
AMG 510 in DMSO 10 nM
MRTX 849 in DMSO 10 nM
TGF-B1 in Zitrat 10 ng/ml

3.5 Herstellung von Zelllysaten

Die Herstellung aller Lysate erfolgte stets auf Eis, um Temperaturen von 4 °C zu
erreichen und so der Degradation der Proteine entgegenzuwirken. Hierzu wurden

gekuhlte Puffer verwendet und die Reaktionsgefalle vor Verwendung auf Eis gekuhlt.

3.5.1 Kern-Zytosolpraparation, modifiziert nach Andrews und Faller (1991)

Zunachst wurden die Zellkulturschalen auf Eis gestellt und das Nahrmedium abgesaugt.
Die Zellen wurden anschlief’end kurz mit 5 ml kaltem 1x CMF-PBS gewaschen. Dann
wurden 250 pl Lysispuffer (s. unten) mit Protease-Inhibitor-Mix (PI-Mix) (s. unten) und

ggf. auch mit dem Phosphotase-Inhibitor PhosSTOP™ versetzt und pro 10 cm Schale

24



auf den Zellrasen gegeben. PhosSTOP™ wurde verwendet, wenn Phospho-Erk
angefarbt werden sollte, um die in der Zelle vorhandenen Phosphatasen zu inhibieren
und eine Dephosphorylierung der Erk Proteine zu vermeiden. Der PI-Mix wurde
hinzugegeben, um den Abbau der Proteine durch die zelleigenen Proteasen zu
verhindern. Mithilfe eines Zellschabers wurden die Zellen von den Zellkulturschalen
geldst und in ein Reaktionsgefald Gberfuhrt. Dieses wurde fir 5 min auf Eis gelagert,
dann fur 5 sec intensiv geschuttelt und dann erneut fir 5 min auf Eis gelagert, um die
Zellmembranen aufzubrechen. Anschlielend wurde die Zelllésung fur 10 sec intensiv
geschuttelt und dann fir 10 sec bei 13.000 rpm (rounds per minute) und 4 °C
zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen und als zytosolhaltige Fraktion (im
Folgenden kurz Zyotsolfraktion) verwendet. Das verbleibende Zellsediment wurde mit
100 yl Hochsalzpuffer (s. unten) sowie PI-Mix und ggf. auch mit PhosSTOP™
resuspendiert. Zunachst zweimal mit der 200 pl Pipette. Nach einer Inkubationszeit von
10 min auf Eis wurde die Zellldsung zehnmal mit der Tuberkulinspritze und einer 26 G
Kanlle homogenisiert, um die Kernmembran aufzubrechen. AnschlieRend wurde die
Zelllésung erneut fir 7 min auf Eis gelagert und dann fiir 10 min bei 4 °C und 13.000 rpm
zentrifugiert. Der im Anschluss abgenommene Uberstand war die kernhaltige Fraktion
(im Folgenden kurz Kernfraktion) (modifiziert nach Andrews and Faller, 1991).

In manchen Lysaten wurde der Hochsalzpuffer durch 1x RIPA Puffer (s. unten) ersetzt,
da dieser mehr Detergenzien enthalt. Diese flhrte jedoch zu einer erhéhten Degradation
der Proteine der Kernfraktion und wurde daher nicht weitergefuhrt.

Durch die oben beschriebene Methode kann eine strikte Trennung in eine, wie hier
vereinfacht genannt, Zytosol- und Kernfraktion nicht erreicht werden. Vielmehr handelt
es sich hierbei um eine I6sliche (hier: Zytosol-) und partikulare (hier: Kern-) Fraktion. Aus
diesem Grund kénnen sich Proteine des Zytoplasmas oder der Zellmembran in der sog.

Kernfraktion befinden.

Proteaseinhibitor-Mix (PI1-Mix) (100x)
100 mM Pefabloc
250 uM STI
100 uM Aprotinin
200 uM Leupeptin
in 10 mM Tris, pH 7,2, Einsatz 1:100

Lysispuffer (1x) 10 mM TrisHCI pH 7,9
1,5 mM MgCl,
10 mM KCI
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0,5mMDTT

Hochsalzpuffer (1x) 20 mM Tris pH 7,5
420 mM NaCl
10 mM KCI
0,2 mM EDTA
0,5mMDTT

3.5.2 Herstellung von RIPA-/NOP-Gesamtlysaten

Zur Herstellung von Gesamtzelllysaten wurde zunachst das alte Medium abgesaugt und
die Zellen mit 5 ml kaltem 1x CMF-PBS gewaschen. Fur die 10 cm Schalen wurden
500 pl 1x RIPA oder 1x NOP Puffer verwendet. Fir die 6 cm Schalen je nach Konfluenz
100 - 120 pyl. Die Puffer wurden als zweifache Stammldsung angesetzt und wurden
zunachst 1:1 mit Milli Q Wasser verdiinnt sowie mit PI-Mix und ggf. PhosSTOP™
versetzt. Der Puffer wurde auf die Zellen gegeben und diese mittels eines Zellschabers
abgelost, sowie in ein Reaktionsgefall uberfihrt. Es erfolgte die zehnmalige
Homogenisierung mit der Tuberkulinspritze und der 26 G Kanule. Anschlielend wurde
die Lésung 10 min bei 4 °C und 13.000 rpm zentrifugiert und der Uberstand, das

Gesamtzelllysat, abgenommen.

RIPA-Puffer (1x) 50 mM Tris-HCI
150 mM NaCl
1 % Triton X-100
0,5 % Na-DOC
0,1 % SDS
pH 7,2

NOP-Puffer (1x) 10 mM Tris-HCI, pH 7,4
150 mM NaCl
1 % NP40
0,5 % Trition-X-100
2 mM EDTA
2 mM EGTA

3.6 Proteinbestimmung mittels Bicinchoninsaure-Assay

Zur Bestimmung der Proteinkonzentration in der Probe wurde der Bicinchoninsaure-
Assay genutzt. Dieser basiert auf der Reduktion von zweiwertigen zu einwertigen

Kupferionen durch die in Lésung befindlichen Proteine. Die einwertigen Kupferionen
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reagieren mit zwei Molekilen Bicinchoninsaure (BCA), was einen Farbumschlag von
grun zu verschiedenen Violetttdnen bewirkt. Dabei ist die Intensitat der Violettfarbung
abhangig von der Proteinmenge: Je dunkler der Violettton, desto hdher ist die
Proteinmenge in der Probe. Aufgrund des nahezu linearen Zusammenhangs zwischen
Proteinmenge und Farbintensitdt kann die Absorption bei 562 nm photometrisch
gemessen werden und durch Vergleich mit einer Standardproteinldsung die
Proteinmenge bestimmt werden (Smith et al., 1985).

Dazu pipettierte man zunachst die in Tabelle 9 gezeigte Konzentrationsreihe in eine 96-
Well-Platte. Fur die BSA L6sung wurde eine Losung mit einer Konzentration von 2 mg/ml
in Wasser verwendet. AnschlieBend wurden 20 yl der zu analysierenden Probe
aufgetragen, die zuvor 1:10 in ultrareinem Wasser verdinnt wurde. Proben, bei denen
eine geringe Proteinmenge erwartet wurde, wie beispielsweise in den Kernfraktionen,
wurde im Verhaltnis 1:5 verdunnt, um ein genaueres Ergebnis zu erhalten. Die Proben
wurden stets als Doppelbestimmungen aufgetragen.

Zu den 20 pl Proteinlésung kamen pro Well 180 ul Farbeldsung hinzu. Diese besteht aus
Pierce BCA Protein Assay Reagent A und 4-prozentiger Kupfer(ll)-Sulfat-Losung im
Verhaltnis 50:1. Anschlief3end erfolgte die Inkubation der Well Platte fir 25 - 30 min bei
37 °C, um den Farbumschlag zu beschleunigen. Die Absorption wurde mit dem

Absorptions-Reader ELx800 gemessen.

Tabelle 9: Konzentrationsreihe fiir die Eichgerade des BCA-Assays

1 2 3 4 5 6 7
20 ul H,O 18 ulHO (16 pl H.O 14 pl H,O (12 i HO 10 ul HO 7,5 pl HO
+ 2 ul + 4l + 6 pl + 8 ul + 10 pl + 12,5 pl
BSA BSA BSA BSA BSA BSA
20 yl H,O 18 ulHO (16 pl H.O 14 pl H,O (12 i HO 10 ul HO 7,5 pl HO
+ 2 ul + 4l + 6 pl + 8 ul + 10 pl + 12,5 pl
BSA BSA BSA BSA BSA BSA

3.7  SDS Page (Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese)

Die SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese dient dazu, Proteine ungeachtet ihrer
Sekundar- und Tertiarstruktur allein nach ihrem Molekulargewicht aufzutrennen
(Laemmli, 1970). SDS (Natriumdodecylsulfat) ist ein anionisches Tensid, das durch seine
Bindung die Eigenladung von Proteinen Uberdeckt und zu einer negativen
Oberflachenladung fihrt. Die Menge des gebundenen SDS und damit die Ladung des
Proteins ist proportional zu dessen Masse (ca. 1,4 g SDS pro 1 g Protein) (Smith, 1994).

Fir die Gelelektrophorese wurden Trenngele mit unterschiedlichem Acrylamidgehalt
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gegossen, die fir verschiedene Proteingréen einen optimalen Trennbereich aufweisen
(Shapiro et al., 1967). Acrylamid und Bisacrylamid bilden ein quervernetztes
Maschenwerk, durch das die negativ geladenen Proteine entlang des angelegten
Spannungsfeldes von der Kathode zur Anode wandern (Smith, 1994). Dabei gilt: Gele
mit hohen Acrylamidkonzentrationen haben fir kleine Proteine und Gele mit niedrigen
Acrylamidkonzentrationen fur gro3e Proteine den optimalen Trennbereich (s. Tabelle
10). Allgemein gilt auch: Kleine Proteine wandern im Spannungsfeld schneller als grof3e
Proteine (Shapiro et al., 1967). Um die GréRRe der Proteine zu Uberprifen, wird neben
den Proben ein MolekulargewichtsgroRenmarker aufgetragen (meist ein FE-Marker, s.
Kapitel 2.6).

Tabelle 10: Zusammensetzung von Trenn- und Sammelgelen in verschiedenen Konzentrationen fur die

SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Trenngel Sammelgel
8,5 % 10 % 12,5 %
2 Gele | GelgieR- | 2 Gele | Gelgiel3- | 2 Gele | Gelgief3- 2 Gele
stander stander stander
30 % 23ml | 11,5ml 26ml | 13 ml 3,25ml | 16,25 ml | 0,38 ml
Acrylamid
2% 09ml | 4,7ml 1 ml 5 ml 1,2ml | 6 ml 0,15 ml
Bisacrylamid
3 M Tris 1ml 5ml 1ml 5ml 1ml 5ml
pH 8,8
1 M Tris 0,38 mi
pH 6,8
10 % SDS 0,08 ml | 0,4 mi 0,08 ml | 0,4 ml 0,08 ml | 0,4 ml 0,03 ml
60 % 0,75 ml
Saccharose
dd H20 36ml | 185ml |32ml |165ml |245ml | 1225ml | 1,3 ml
TEMED 8 ul 40 pl 8 ul 40 pl 8 ul 40 pl 4 ul
10 % APS 50 pl 250 pl 50 pl 250 pl 50 pl 250 pl 40 pl
Trennbereich 150 - 50 kDa 130 - 30 kDa 100 - 10 kDa

Das Trenngel wurde meist am Vortag zwischen gereinigte Glasplatten gegossen und fur
30 min mit 1:5 H2O gesattigtem Isobutanol Uberschichtet, um eine glatte Oberflache zu
schaffen. Anschlielend wurde dies mit voll entsalztem Wasser ausgewaschen und mit
Wasser oder SDS-Laufpuffer iberschichtet. AnschlieRend wurde es Uber Nacht zur

vollstandigen Polymerisation in den Kuhlschrank gelegt. Im Kihlschrank waren die Gele
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bis zu vier Tage verwendbar. Wenn das Gel am selben Tag bendtigt wurde, konnte die
Polymerisation auch fir 2 - 3 h bei 37 °C im Inkubator erfolgen.

Am Tag des Versuchs wurde das Sammelgel gegossen, in welches Kamme mit
unterschiedlichen Anzahlen von Taschen (meist 10 - 16) gesteckt wurden. Nach einer
Polymerisationsdauer von 20 min konnte der Kamm entfernt und das Gel in die
Gelkammer eingespannt werden. Die Kammer wurde mit 1x SDS-Laufpuffer geflllt.
Dabei war darauf zu achten, dass das Gel vollstandig mit Laufpuffer bedeckt war, um
den Stromfluss zu gewabhrleisten. Die Taschen des Gels wurden unter Zuhilfenahme

einer Spritze und Kantle von Acrylamidresten sowie Luftblasen befreit.

SDS-Laufpuffer (1x) 50 mM Tris
500 mM Glycin
0,1 % (M/V) SDS

Es wurden 30 - 75 ug der Proteinprobe mit SDS Probenpuffer versehen, um die Probe
zu beschweren. Die Menge des SDS-Probenpuffers sollte mindestens ein Viertel der
Proteinprobenmenge betragen. Die Probe mit dem SDS Puffer wurde in einem Heizblock
mit 95 °C fur 5 min erhitzt, um die Proteine zu denaturieren und diese ungeachtet ihrer
Sekundarstruktur allein nach ihrem Molekulargewicht auftrennen zu koénnen.
AnschlieRend wurden die Proben mit einer 50 yl Hamiltonspritze (Hamilton; Bonaduz,
Schweiz) in die Taschen des Sammelgels gegeben. Nun wurde das Spannungsfeld
angelegt: Zunachst wandern die Proteine vom Sammelgel in das Trenngel bei einer
Spannung von 80 V fir 15 min. Danach wurden die Proteine ihrer Gré3e nach bei 110 V
aufgetrennt, bis die Lauffront in den Laufpuffer austrat. Dies dauerte je nach

Acrylamidgehalt ein bis zwei Stunden.

SDS Probenpuffer (5x) 0,2 M Tris
1 M Saccharose
5 mM EDTA
1mMDTT
2 % (M/V) SDS
0,1 % (M/V) Bromphenolblau
pH 8,8

3.8 Immunoblotting

Nachdem die Lauffront das Gel verlassen hatte, wurden die Proteine auf eine

Nitrocellulosemembran Ubertragen (Towbin et al., 1979). Dieses Verfahren wird als
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Western Blot bezeichnet (Burnette, 1981). Hierzu wurde das Tank-Blot-Verfahren
angewendet. In der Vorbereitung wurden die Schwammtiicher sowie das Gel, welches
aus den Glasplatten genommen wurde, in Transferpuffer getrankt. Die

Nitrocellulosemembran wurde zuvor in ultrareines Wasser gelegt.

Transferpuffer 25 mM Tris
1,5 % (M/V) Glycin
0,1 % (M/V) SDS
20 % (VIV) Methanol

Der Transferpuffer wurde drei- bis fiinfmal wiederverwendet.

Der Aufbau des Tankblot erfolgte wie folgt: Die Schwammticher wurden auf die
Kunststoffgitter gelegt, sodass sie den Blot von beiden Seiten umschlossen. Von der
Anode zur Kathode erfolgte die Anordnung eines mit Transferpuffer benetzten Whatman
Papiers, einer Nitrocellulosemembran, des Gels sowie eines weiteren feuchten
Whatman Papiers. Um einen optimalen Transfer zu gewahrleisten, war darauf zu achten,
dass keine Luftblasen eingeschlossen wurden und die Nitrocellulosemembran stets
anodenseitig vor dem Gel lag. Anschlielend wurden die Kunststoffgitter
aufeinandergepresst und in die Elektrophoresekammer eingehangt. Diese wurde mit
Transferpuffer geflllt. Die Kammer wurde in den Kihlraum mit 4 °C auf einen
Magnetruhrer gestellt, sodass unter stetigem RUhren geblottet werden konnte. Die
Kihlung verhinderte eine ibermafiige Warmeentstehung durch den Stromfluss, schutzte
die Proteine so vor der Degradation und verhinderte die Ubermafige Verdampfung des
Methanols.

Die Blottingdauer richtete sich nach dem Acrylamidgehalt des Gels (s. Tabelle 11).
Durch das angelegte Spannungsfeld wandern die negativ geladenen Proteine vom Gel

in Richtung der Anode auf die Nitrocellulosemembran (Towbin et al., 1979).

Tabelle 11: Dauer des Blottingvorgangs und Starke der angelegten Spannung in Abhangigkeit des

verwendeten Gels

Acrylamidgehalt des Blottingdauer Angelegte Spannung
Gels
8,5 % 2:37h 60 V
10 % 3:00 h 60 V
10:00 h 20V
12,5 % 11:00 h 20V
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3.9 Blot- und Gelfarbungen

Die Coomassie Farbung dient dazu Proteine in einem Acrylamidgel anzufarben (Meyer
and Lamberts, 1965), wohingegen die Ponceau-S-Farbung dazu dient, die Proteine auf
der Nitrocellulosemembran darzustellen. Mit beiden Farbungen kann der Erfolg des
Transfers Uberpruft werden. Mit der Ponceau-S-Farbung kann zusatzlich die Effizienz

des Blottingsvorgangs kontrolliert werden (Salinovich and Montelaro, 1986).

3.9.1 Coomassie Farbung

Nach dem Transfer wurde die Coomassie Farbung genutzt, um zu UGberprifen, ob die
Blottingdauer fur den Acrylamidgehalt des Gels optimal war und alle Proteine auf die
Nitrocellulosemembran transferiert wurden. Coomassie Blau ist ein Farbstoff, der an
basische Aminosauren bindet (Congdon et al., 1993). Hierfir wurde das Gel in die
Coomassie-Farbelésung gegeben und bei Raumtemperatur flir mindestens sechs
Stunden auf dem Wippschdittler inkubiert. AnschlieRend wurde das Gel in die
Coomassie-Entfarbelésung gegeben, bis nur noch die Proteinbanden blau erscheinen.
Dieser Prozess kann mehrere Stunden dauern. Bei optimaler Blottingdauer sind keine

Banden im Gel mehr zu erkennen.

Coomassie-Farbelosung 0,025 % (M/V) Coomassie Briliant Blue R
10 % (V/IV) Essigsaure
25 % (V/IV) Isopropanol

Coomassie-Entfarbelésung 10 % (V/V) Essigsaure
12,5 % (V/V) Isopropanol

3.9.2 Ponceau-S-Farbung

Fir die Ponceau-S-Farbung wurde die Nitrocellulosemembran zunachst aus dem
Tank-Blot genommen und das daran haftende Methanol mit ultrareinem Wasser
abgewaschen. AnschlieRend wurde die Membran fir wenige Minuten in die Ponceau-S-
Farbung gelegt. Ponceau-S ist ein roter Bisazol- und Saurefarbstoff, der reversibel an
positiv geladene Aminogruppen der Proteine bindet und diese so sichtbar macht (Sander
et al., 2019). Danach wurde die gefarbte Membran fur wenige Minuten in ultrareines
Wasser gelegt, um so den Hintergrund zu entfarben (Salinovich and Montelaro, 1986).
Nun wurde die Membran gescannt und die Molekulargewichtsstandards mit Bleistift

nachgezeichnet. Zur vollstandigen Entfarbung wurde die Membran in 1x TBS/T gelegt.
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Ponceau-S-Farbung 0,2 % (M/V) Ponceau-S
3 % (M/V) Trichloressigsaure (TCA)

TBS /T (1x) 10 mM Tris
150 mM NaCl
0,1 % (V/V) Tween 20
pH 7,4

3.10 Immundetektion durch spezifische Antikorper

Vor der Immundetektion der Proteine musste die Nitrocellulosemembran zunachst
geblockt werden, um unspezifische Adhasionen zu vermeiden. Dazu wurde eine Losung
mit 5 % Milchpulver (Johnson et al., 1984) in 1x TBS/T angesetzt und diese fur eine
Stunde bei Raumtemperatur auf den Blot gegeben. Im Anschluss wurde die
Milchpulverlésung abgenommen und die Reste mit 1x TBS abgewaschen. Nun wurden
die primaren Antikorper (s. Tabelle 1) in einer dreiprozentigen BSA-Lésung in 1x TBS/T
auf den Blot gegeben. Der Blot mit der Antikdrperldsung verblieb Gber Nacht bei 4 °C auf
dem Wippschuttler. Am nachsten Tag konnte die Antikorperlosung von dem Blot
abgenommen werden, der anschlieend dreimal fir 5 min auf dem Wippschuttler
gewaschen wurde. Der erste und zweite Waschschritt wurde mit 1x TBS/T durchgefiihrt,
der dritte mit 1x TBS. Diese Waschschritte dienten dazu nicht gebundene Antikérper zu
entfernen. AnschlieRend wurde der Blot flir 1 h mit einem sekundaren Antikorper (s.
Tabelle 2) inkubiert, der ebenfalls in einer dreiprozentigen BSA in 1x TBS/T Lésung
gelost war. Der Zweitantikorper richtet sich gegen den Erstantikorper und ist entweder
HRP (horseradish peroxidase) - oder fluoreszenzgekoppelt (Towbin et al., 1979). Nach
der Stunde Inkubationszeit erfolgten die drei oben genannten Waschschritte. Mithilfe des
Zweitantikdrpers konnten Proteine sichtbar gemacht werden, indem dessen spezifische

Eigenschaften (HRP- oder Fluoreszenzkopplung) genutzt wurden (s. unten).

TBS (1x) 10 mM Tris
150 mM NaCl
pH 7,4

3.10.1 Immundetektion mittels Nah-Infrarot-Lumineszenz

War der Zweitantikbrper mit einem Fluoreszenzfarbstoff gekoppelt, emittierte der
Farbstoff Lichtquanten bei Anregung durch Infrarotlicht aus dem Infrarotscanner LI-COR
Odyssey Sa oder CLx. Dieser konnte Proteine durch die Nutzung von zwei

verschiedenen Chromophoren, die bei Wellenlangen von 680 nm oder 800 nm angeregt
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wurden, gleichzeitig nachweisen, vorausgesetzt der Primarantikbrper wurde aus
unterschiedlichen Spezies gewonnen.

Die Immundetektion mittels Nah-Infrarot-Lumineszenz war die bevorzugte
Detektionsmethode. War hierbei kein oder nur ein schwaches Signal zu verzeichnen,

wurde versucht, das Protein mittels Chemilumineszenz zu detektieren.

3.10.2 Immundetektion mittels Chemilumineszenz

Die Chemilumineszenz erfolgte durch einen HRP gekoppelten Zweitantikdrper. Die HRP
ist eine aus Meerrettich gewonnene Peroxidase. Im Verhaltnis 1:1 wurde aus dem
SuperSignal® West Pico PLUS Chemiluminescent Substrate und dem SuperSignal®
West Pico PLUS Luminal/Enhancer Solution eine Losung hergestellt. In diese Losung
wurde der Blot fur 3 min gelegt. Dabei findet eine chemische Reaktion statt, bei der
Luminol von der HRP oxidiert wird und dabei Licht emittiert (Prichard and Cormier, 1968).
Die freiwerdenden Lichtquanten konnten im Fusion SL3500 WL detektiert werden. In
Abhangigkeit von der Signalstarke konnte die Belichtungszeit und Sensitivitat digital

eingestellt werden.

3.11  Immunzytochemie

Die Immunzytochemie wurde durchgefiihrt, um die Lokalisation der Proteine in der Zelle
darzustellen und mit Ergebnissen aus den Western Blots zu vergleichen. Dafir wurden
zunachst je drei Deckglaser pro Well in eine 6-Well Platte gelegt und die Zellen darauf
ausgesat. Nachdem sich die Zellen abgesetzt hatten, wurden diese gemafly den
Konzentrationen in Tabelle 8 stimuliert oder inhibiert und fiir 48 h inkubiert. Anschlie3end
erfolgte die Anfarbung spezifischer Proteine.

Dafiur wurde zunachst das Medium aus den Wells abgesaugt und diese jeweils mit 1 ml
1x TBS gewaschen. Danach wurden die Zellen je nach verwendetem Antikorper fixiert.
Fir die Anfarbung von Cadherinen und Cateninen wurden die Deckglaser mit -20°C
kaltem 1:1 Methanol - Aceton fixiert. Fur die Anfarbung durch alle anderen Antikdrper
wurden die Deckglaser mit Formaldehyd fixiert. Hierzu wurden die Deckglaser mit 2 %
Paraformaldehyd in 1x TBS Uberschichtet und fir 15 min bei Raumtemperatur belassen.
Danach wurden die Zellen dreimal mit 1x TBS gewaschen. Nun erfolgte die
Permeablisierung, die dazu diente, die Zellmembran fir Antikdrper durchlassig zu
machen. Die Permeablisierung wurde nur bei Zellen durchgefiihrt, die mit Formaldehyd
fixiert wurden. Sie erfolgte mit je 1 ml 0,2 % Triton X-100 in 1x TBS fir 10 min bei
Raumtemperatur. AnschlieRend wurden die Deckglaser wieder dreimal mit 1x TBS
gewaschen. Danach wurden sie mit einer Lésung aus 3 % BSA in TBS fur 1 h auf dem

Schuttler bei Raumtemperatur abgesattigt, um unspezifische Adhasionen zu vermeiden.
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Im Anschluss wurden die Deckglaser dreimal mit 1x TBS gewaschen. Nun wurden 50 pl
Erstantikdrper (s. Tabelle 1) in einer Lésung aus 0,2 % BSA in TBS fir 90 min auf die
Deckglaser gegeben. Dabei war darauf zu achten die Wells in einer feuchten Box zu
lagern, um sie wahrend der Inkubation vor dem Austrocknen zu schutzen. Nach der
Inkubationszeit wurden die Deckglaser erneut dreimal mit 1x TBS gewaschen und
danach mit Zweitantikdrpern (s. Tabelle 3) Uberschichtet. Zu der Zweitantikérper Lésung
wurde direkt auch eine 1:1000 verdinnte DAPI-Antikdrperldsung hinzugegeben (s.
Tabelle 4). Die Zweitantikdrper sind entweder an Cy3 oder Alexa 488 gekoppelt. Sie
wurden ebenfalls in einer Losung aus 0,2 % BSA in TBS angesetzt und je 100 pl der
Lésung wurde auf ein Deckglas gegeben. Cy3 hat eine Absorptionswellenlange von
532 nm und Alexa 488 von 488 nm. Zur Darstellung von B-Aktin wurde eine
fluoreszenzmarkierte Phalloidin Sonde gegen F-Aktin verwendet (s. Tabelle 4).
Phalloidin ist ein Aktin bindendes Toxin, welches aus dem grinen Knollenblatterpilz
(Amanita phalloides) gewonnen wird (Wulf et al., 1979). Die Inkubation erfolgte fur
90 min bei Raumtemperatur und Dunkelheit in einer feuchten Aluminiumbox. Die
Dunkelheit vermeidete die vorzeitige Fluoreszenz des sensiblen Zweitantikdrpers. Nach
dieser Zeit wurden erneut drei Waschschritte durchgefiihrt. Hierbei erfolgte der erste
Waschschritt mit 0,02 % (V/V) Tween 20 in 1x TBS, die anderen beiden mit 1x TBS. Nun
konnte die Farbung der in TBS eingelegten Deckglaser zunachst unter dem
Fluoreszenzmikroskop 1X81 von Olympus kontrolliert werden. Bei erfolgreicher Farbung
wurden die Zellen auf Objekttragern fixiert. Dazu wurde auf einen Objekttrager jeweils
ein Tropfen Evanol gegeben. Die Deckglaser wurden zuerst in ultrareines Wasser
getaucht, dann vorsichtig trocken getupft und schlussendlich mit der Zellen besetzten
Seite nach unten auf den Objekttrager gelegt, sowie vorsichtig angedrickt. Die
Aushartung des Evanols dauerte im Kihlschrank ungefahr einen Tag. Danach hafteten
die Deckglaser fest auf dem Objekttrager und Uberschissiges Evanol konnte mit einem

Ethanol getrankten Tuch entfernt werden.

Evanol-Lésung 10 % (M/V) Mowiol 4-88
25 % (VIV) Glycin
50% (V/V) 0,2 M Tris
pH 8,5

Die Fluoreszenzmikroskopie erfolgte durch Luft oder Ol mittels 10-60 fach
vergroRernden Objektiven. Verwendet wurde das inverse Fluoreszenzmikroskop
Olympus 1X10 von Olympus. Die Bildaufnahmen erfolgten mit der monochromen

Kamera XM 10 der Firma Olympus. Die Kamera verfugt Uber eine maximale
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Bildauflésung von 1376 x 1032 Pixel ohne Binning. Die Fluoreszenzsignale wurden in
den Beobachtungsmodi DAPI, Cy3 und Alexa Fluor 488 aufgenommen. Die
Belichtungszeiten wurden mithilfe der Programmautomatik der Aufnahmesoftware fir die
jeweilige Aufnahme bestimmt und variiert damit in Abhangigkeit der
Aufnahmebedingungen. Fir die Aufnahme und Speicherung der Bilder wurde die
Software CellSens Dimension 1.6 von Olympus verwendet.

Die Bildbearbeitung erfolgte mit Microsoft Power Point 2019 fir macOS. Hierbei wurde
die Anpassung von Helligkeit und Kontrast sowie das Zuschneiden der Bildausschnitte
vorgenommen. Die Bearbeitung erfolgte fir alle Aufnahmen nach einheitlichen Kriterien

und das urspringliche Bildmaterial wurde dabei inhaltlich nicht verandert.

3.12 Statistik

Alle Versuche wurden, sofern nicht anders angegeben, mindestens dreimal unabhangig
voneinander durchgefiihrt. Ausnahmen sind die Versuche aus den Abbildungen 8 (pErk),
9B (E-Cadherin), 14 B (Snail HCC44), 17 A (ZEB 1 H358), 19 (Vimentin), 26 A
(SMAD 2 / 3 HCC44) sowie die Immunzytochemien. Die Vorversuche mit den K-Ras®'%®
Inhibitoren ohne TGF-f1 wurden zwei- bis dreimal unabhangig voneinander
durchgefuhrt. Alle Immunblots wurden einer quantitativen Auswertung unterzogen. Diese
erfolgte mittels Densitometrie mit der Software Image Studios 5.2. Die daraus
resultierenden Werte wurden zunachst auf die zugehérige DMSO und / oder Zitrat
Kontrolle (2 1,0) bezogen. Im Anschluss wurden die Werte auf die DMSO = Zitrat
normierten Werte der Beladungskontrolle bezogen (Normalisierung).

Von der Gesamtheit der Stichproben eines Proteins wurden dann die Mittelwerte und
Standardabweichungen bestimmt (Formeln s. unten). Als Richtwerte flr eine Erhéhung
beziehungsweise Erniedrigung der relativen mittleren Proteinmenge wurden die Werte
= 1,5 und =0,5 verwendet, sofern die Ergebnisse reproduzierbar waren. Fir die
Transkriptionsfaktoren wurden die Richtwerte > 1,25 und < 0,75 verwendet, da diese
Proteine in geringeren Mengen in der Zelle vorkommen. Zusatzlich wurde ein
Einstichproben-t-Test sowie ein ungepaarter t-Test mit Hilfe der Software GraphPad
durchgefiihrt. Mit dem Einstichproben-t-Test wurden die Unterschiede zwischen den
Proben mit den K-Ras®'?® Inhibitoren und / oder TGF-B1 gegeniiber den Kontrollproben
vergleichen. Mittels des ungepaarten t-Tests wurden die Unterschiede zwischen den
TGF-B1 stimulierten Proben und den mit TGF-B1 und K-Ras®'*® Inhibitor behandelten
den Proben untersucht. P-Werte von < 0,05 wurden als statistisch signifikant angesehen.
Untersucht wurden p < 0,05 (*) und p < 0,01 (**).
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Mittelwert x: (Weil3, 2019): Standardabweichung SD = standard
_ i1 X deviation (Weil3, 2019)
X=—-

n
_ (xi—%)?
n= Anzahl der Versuche Sb = \/Z n—1

Xi = Einzelwert
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4 Ergebnisse

Fir die folgenden Experimente wurden die NSCLC-Zelllinien H358, HCC44 und H23
verwendet. H23 und HCC44 Zellen sind aus einem Adenokarzinom gewonnen. H358
Zellen stammen aus einem bronchoalveolaren Karzinom. Alle diese Zelllinien weisen
eine K-Ras®'?° Mutation als Treibermutation auf (vgl. Kapitel 1.2.3). Die Zelllinien H23
und H358 tragen diese Mutation heterozygot, die HCC44 Zellen homozygot (vgl. Kapitel
2.7).

Unter dem Einfluss der spezifischen K-Ras®'?° Inhibitoren AMG 510 oder MRTX 849
wurden Veranderungen in der Menge und Lokalisation verschiedener Proteine analysiert
(s. unten). Zudem wurden die Auswirkungen einer Stimulation mit dem Wachstumsfaktor
TGF-B1 untersucht, sowie die Effekte der Inaktivierung der K-Ras®'*® Proteine und ihrer
nachfolgenden Signalwege auf mit TGF-B1 stimulierte Zellen. Mithilfe dieses
Versuchsdesigns sollten Hinweise auf eine Synergie zwischen dem Ras und TGF-31
Signalweg in der Regulation verschiedener EMT Markerproteine, wie Vimentin und E-
Cadherin, ebenso wie den EMT-Transkriptionsfaktoren Snail, Slug und ZEB 1 untersucht
werden. Neben den klassischen EMT-Transkriptionsfaktoren wurden auch die
Transkriptionsfaktoren ATF 2 und STAT 3 sowie die Transkriptionsregulatoren SMAD 2
und SMAD 3 und die RNA Splicing Proteine ESRP 1 und ESRP 2 analysiert. Darlber
hinaus wurden auch die Proteine Vinculin, 3- und y-Catenin, die an der Bildung von Zell-
Zell-Kontakten beteiligt sind, sowie das Zytoskelett-Protein F-Aktin untersucht. Zur
Kontrolle der beobachteten Veranderungen wurden Zellen aller drei Zelllinien mit DMSO
und Zitrat versetzt. Die hierbei ermittelten Proteinmengen wurden als Kontrollwert
verwendet. Da die beiden verwendeten K-Ras®'*® Inhibitoren in DMSO und TGF-B1 in
Zitrat gelOst sind, wurden diese Losungsmittel als Kontrollreagenzien verwendet. Dieser
Versuchsaufbau bildet die Grundlage fur alle weiteren beschriebenen Ergebnisse.

Fir die Versuche wurden 10 nM der K-Ras®'?° Inhibitoren und 10 ng/ml TGF-B1
verwendet. Die optimale Konzentration der K-Ras®'?° Inhibitoren wurden von Kyra
GeilRer in der Arbeitsgruppe Giehl ermittelt. Die wirksame Konzentration von TGF-f31
basiert auf vorherigen Arbeiten der Arbeitsgruppe sowie verschiedenen

Literaturangaben.

41 Analyse der Proteinmenge von Transkriptionsfaktoren, ESRPs, SMAD
Proteinen und Cateninen in NSCLC Zelllinien

Zunachst erfolgte der Vergleich der Proteinausstattung in unbehandelten Zellen der drei

untersuchten Karzinomzelllinien, deren Lysat in einen unléslichen (kernhaltigen) und

zytosolhaltigen Anteil fraktioniert wurden (vgl. Kapitel 3.5.1). Im Folgenden werden diese

Fraktionen als Kern- bzw. Zytosolfraktion bezeichnet. In Abbildung 6 sind die
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untersuchten Proteine der drei verwendeten Zelllinien mittels Immunoblot dargestellt. Im
Folgenden werden sie zwischen den verwendeten NSCLC Zelllinien und den Kern- bzw.
Zytosolfraktionen verglichen. Dabei ist zu beachten, dass eine strikte Trennung der

Zellbestandteile durch diese Methode nicht gewahrleistet werden kann (vgl. Kapitel 5.5).
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Abbildung 6: Analyse der Proteinmenge von Transkriptionsfaktoren, ESRPs, SMAD Proteinen,
Cateninen, E-Cadherin und Vimentin in NSCLC Zelllinien

Von H23, HCC44 und H358 Zellen wurden Kern-Zytosolpraparationen angefertigt und je 30 ug Protein auf
Acrylamidgele aufgetragen. Die 0.g. Proteine wurden mit spezifischen Antikdrpern angefarbt. Der Versuch
wurde einmal exemplarisch durchgefiihrt. Die B-Aktin Farbung diente als Beladungskontrolle.

Snail und Slug gehéren zu den EMT-Transkriptionsfaktoren. Beide haben ein
Molekulargewicht von 30 kDa (The UniProt Consortium, 2024a, 2024b) und wurden
hauptsachlich in den Kernfraktionen nachgewiesen. Sowohl Snail als auch Slug waren
in groflen Mengen in der Adenokarzinomzelllinie H358 vorhanden und in sehr geringen
Mengen in der Zelllinie H23. Ebenfalls zu den EMT Transkriptionsfaktoren gehort ZEB 1
(Zinc finger E-box-binding homeobox). Wie in Abbildung 6 erkennbar ist, zeigten sich im
Immunoblot eine Vielzahl unterschiedlich schwerer Banden mit einem spezifischen
Gewicht von ca. 40 bis 200 kDa, welche sich hauptsachlich in den Kernfraktionen
befinden. Die kanonische Isoform hat ein Molekulargewicht von 124,07 kDa (The UniProt
Consortium, 2024c). Diese ist in den abgebildeten Western Blots in Abbildung 6 und 17
allerdings nicht zu sehen. Im Folgenden liegt der Fokus auf der zwischen 180 und

200 kDa schweren Isoform, da in Versuchen von Dirk Lohfink in der Arbeitsgruppe
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Menke diese Bande mittels siRNA dem Transkriptionsfaktor ZEB 1 zugeordnet werden
konnte. Die siZEB 1 RNA konnte die ZEB 1 Proteine in der 180 kDa schweren Bande (s.
Pfeile Abb. 7) sowohl in den unbehandelten als auch TGF-1 stimulierten H358 und den
H1299 Zellen reprimieren (s. Abb. 7). Wahrenddessen waren alle weiteren im
Immunoblot sichtbaren ZEB 1 Banden mit einem Molekulargewicht zwischen 25 und
80 kDa weiterhin detektierbar.
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Abbildung 7: Analyse der ZEB 1 Proteinmenge nach Transfektion von siZEB 1 in H358 und H1299
Zellen

H358 und H1299 Zellen wurden mit siZEB 1 transfiziert. Die H358 Zellen wurden nach der Transfektion fur
72 h inkubiert oder fir 72 h mit 10 ng/ml TGF-f1 stimuliert. Die H1299 Zellen wurden nach der Transfektion
fur 48 h inkubiert. Von den transfizierten Zellen wurden RIPA-Gesamtlysate angefertigt und je 50 ug Protein
auf ein 8,5 %iges Acrylamidgel aufgetragen. Der Immunoblot wurde mittels eines spezifischen ZEB 1
Antikorpers angefarbt. Die B-Aktin Farbung diente als Beladungskontrolle. Die Versuche wurden in der

Arbeitsgruppe Menke von Dirk Lohfink fiir jede Zelllinie einmal durchgefiihrt.

ATF 2 (Activating Transcription Factor 2) war in den Kernfraktionen aller drei
Adenokarzinomzelllinien angefarbt. Die kanonische Isoform hat ein berechnetes
Molekulargewicht von 54 kDa (The UniProt Consortium, 2024d). Durch den hier
verwendeten Antikorper wird eine Isoform mit einem Molekulargewicht von 60 - 70 kDa
angefarbt.

Der Transkriptionsfaktor STAT 3 war sowohl in den Kern- als auch in den
Zytosolfraktionen zu finden. Am starksten war das Protein in der NSCLC-Zelllinie H23
detektierbar. Die geringste STAT-3 Proteinmenge zeigte die Adenokarzinomzelllinie
H358. Das Protein hat drei verschiedene Isoformen (The UniProt Consortium, 2024e).
Der hier verwendete Antikorper farbt zwei dieser Isoformen an. Die a-Isoform mit einem
Molekulargewicht von 86 kDa und die B-Isoform mit einem Molekulargewicht von

79 kDa. Wahrend STAT 3B im Immunoblot aller verwendeten Zelllinien nur blass
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angefarbt ist, ist STAT 3a in groferen Mengen in allen drei Zelllinien zu finden (s. Abb.
6).

SMAD Proteine haben transkriptionsregulierende Eigenschaften und sind Bestandteil
des TGF-B Signalwegs (vgl. Kapitel 1.4.2). Das SMAD 2 Protein hat ein
Molekulargewicht von 52 kDa, das SMAD 3 Protein von 48 kDa (The UniProt
Consortium, 2024f, 2024g). SMAD 2 war im Immunoblot in den zytosolischen Fraktionen
der drei verwendeten Zelllinien starker angefarbt als in den entsprechenden
Kernfraktionen. Das SMAD 3 Protein war in gréBeren Mengen in den Kern- im
Gegensatz zu den Zytosolfraktionen vorhanden. In der Zelllinie H358 waren SMAD 2
und SMAD 3 in kleineren Mengen nachweisbar als in den H23 und HCC44 Zellen.
SMAD 4 ist ein Protein mit einem spezifischen Gewicht von 60 kDa (The UniProt
Consortium, 2024h). Dieses Protein war sowohl in den Zytosol- als auch in den
Kernfraktionen aller drei Zelllinien gleich stark angefarbt (s. Abb. 6).

Die kanonischen Isoformen der RNA-Splicefaktoren ESRP 1 (Epithelial Splicing
Regulatory Protein 1) und ESRP 2 (Epithelial Splicing Regulatory Protein 2) haben ein
spezifisches Gewicht von 76 bzw. 78 kDa (The UniProt Consortium, 2024i, 2024j). Die
ESRP 1 Proteine waren nur in schwachen Banden detektierbar und unterschieden sich
sowohl zwischen den verschiedenen NSCLC-Zelllinien als auch zwischen den Kern- und
Zytosolfraktionen kaum. Die ESRP 2 Proteinmenge war in den Kernfraktionen héher als
in den Zyotsolfraktionen. Im Western Blot konnte das Protein am starksten in den H358
Zellen detektiert werden.

Im Immunoblot zeigte sich B-Catenin als eine Bande mit einem spezifischen Gewicht von
92 kDa und y-Catenin mit 86 kDa. Das berechnete Molekulargewicht betragt 85,5
(B-Catenin) und 81,8 kDa (y-Catenin) (The UniProt Consortium, 2024k, 2024l). Beide
Proteine waren in allen Zelllinien sowohl in der Zytosol- als auch in der Kernfraktion
detektierbar, wobei eine gréfRere Proteinmenge in den Kernfraktionen zu finden war
(Abb. 6).

E-Cadherin hat ein Molekulargewicht von ca. 120 kDa (berechnetes Molekulargewicht
97 kDa (The UniProt Consortium, 2024m)) und befand sich hauptséachlich in der Zelllinie
H358. Im Gegensatz dazu enthielten die H23 und HCC44 Zellen kaum E-Cadherin (s.
Abb. 6). Das EMT-Markerprotein E-Cadherin ist ein membranares Protein. Aufgrund der
verwendeten Methode war dieses jedoch nicht in der sogenannten Zytosolfraktion
(I6slichen Fraktion) zu finden, sondern in der sogenannten Kernfraktion, auch unlésliche
oder partikulare Fraktion genannt. Dies gilt fur alle Proteine der Zellmembran.

Das Protein Vimentin ist zwischen 53 - 67 kDa (The UniProt Consortium, 2024n) schwer
und zeigte keine Unterschiede in der Proteinmenge zwischen Zytosol- und

Kernfraktionen oder den untersuchten Zelllinien (s. Abb. 6).
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4.2 Inhibition von K-Ras®'?° durch 10 nM AMG 510 oder MRTX 849

Um nachzuweisen, dass die verwendete Konzentration von 10 nM der spezifischen
K-Ras®'?C Inhibitoren AMG 510 oder MRTX 849 zu einer Inhibition der onkogenen
K-Ras®'?¢ Proteine fiihrt, wurde die Menge der phosphorylierten Erk Proteine 1 und 2
(pErk) untersucht.

Wie in Abbildung 8 zu erkennen ist, fiihrte die Inhibition der K-Ras®'* Proteine mit
AMG 510 oder MRTX 849 zu einer Abnahme der Menge von pErk 1/ 2 in den HCC44
und H358 Zellen. Die Inhibition von K-Ras®'?° filhrte auch unter gleichzeitiger
Stimulation mit dem Wachstumsfaktor TGF-B1 in den H358 und HCC44 Zellen zur
Abnahme der pErk 1 /2 Menge. Die alleinige Stimulation der Zellen mit TGF-1 flhrte
in den H358 Zellen zu einem Anstieg der pErk 1 /2 Menge (s. Abb. 8 A). In der Zelllinie
HCC44 konnte keine Veranderung der Proteinmenge von pErk 1/2 nach TGF-B1
Stimulation detektiert werden (s. Abb. 8 B). Die Gesamtmenge des Erk 1 /2 Proteins
veranderte sich in beiden Zelllinien durch die K-Ras®'?° Inhibition und / oder TGF-B1

Stimulation nicht und wurde zur Normalisierung der pErk 1 / 2 Menge verwendet.
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Abbildung 8: Inhibition von K-Ras®'2¢ durch 10 nM AMG 510 oder MRTX 849
H358 und HCC44 Zellen wurden fur 24 h mit 10 nM AMG 510 oder MRTX 849 inhibiert und / oder mit 10
ng/ml TGF-B1 stimuliert. Je 75 ug Protein des RIPA-Gesamtlysats wurden auf einem 10 %igen Acrylamidgel
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aufgetragen. Phosphoryliertes Erk 1 und 2 (kurz: pErk 1/2) und Erk 1 und 2 wurden mit spezifischen
Antikérpern angefarbt. Der Versuch wurde einmal (HCC44) bzw. zweimal (H358) durchgefiihrt. Abgebildet
ist jeweils ein reprasentativer Blot mit Mittelwerten und Einzelwerten (¢). Die densitometrische Auswertung

erfolgt normiert auf Erk 1/ 2 und wird in Relation zur DMSO-Zitrat Kontrollfraktion (2 1,0) angegeben.

4.3 Zeitabhangige Veranderungen der Proteinkonzentration von Slug und
E-Cadherin nach Inhibition von K-Ras®'?° und / oder Stimulation mit TGF-1
Um die Auswirkungen unterschiedlicher Inkubationszeiten der NSCLC Zellen nach
Behandlung mit den K-Ras®'?° Inhibitoren und / oder TGF-B1 zu untersuchen, wurden
die Proteine Slug und E-Cadherin in der unldslichen Zellfraktion nach 12, 24 und 48 h in
H358 Zellen analysiert. Ziel dieses Experiments war es die optimale Behandlungszeit
der Zellen mit den K-Ras®'*® Inhibitoren und / oder TGF-B1 zu ermitteln und diese auf
das weitere Versuchsdesign zu Ubertragen.
In den H358 Zellen bewirkte die Inhibition mit AMG 510 sowohl nach 12, 24 und 48 h
eine Erniedrigung der Slug Proteinmenge gegenliber dem jeweiligen zeitspezifischen
DMSO-Zitrat Kontrollwert (12 h: 0,55 £ 0,11; 24 h: 0,6 + 0,16; 48 h: 0,8 + 0,32) (s. Abb.
9 A). Die Stimulation mit TGF-B1 flhrte sowohl nach 12, 24 als auch 48 h zu einer
Erhéhung der Proteinmenge im Vergleich zur der jeweiligen DMSO-Zitrat Kontrolle (12 h:
259 £ 1,0; 24h: 2,83 £ 1,96; 48h 4,06 + 1,08). Ebenso erhdhte sich die Slug
Proteinmenge nach 12, 24 und 48-stindiger AMG 510 und TGF-B1 Behandlung (12 h:
2,06 £ 0,91; 24 h: 2,14 + 1,88; 48 h 2,92 + 0,47). Nach 48 h fuhrt die Behandlung mit
TGF-B1 sowie AMG 510 und TGF-B1 zu einer signifikanten Erhéhung der Slug
Proteinmenge. Somit veranderte sich die Proteinmenge des Slug Proteins unter Einfluss
der K-Ras®'?° Inhibitoren und / oder der TGF-B1 Stimulation nach 12, 24 und 48 h
gleichsinnig.
12 und 24 h nach Inhibition mit AMG 510 zeigte das E-Cadherin Protein in den
untersuchten H358 Zellen keine Veranderungen der Proteinmenge gegenliber dem der
jeweiligen DMSO-Zitrat Kontrolle (s. Abb. 9 B). Nach 48 h kam es zu einem Abfall der
E-Cadherin Proteinmenge auf das 0,39 fache des 48 h-Kontrollwerts. Die Stimulation mit
TGF-B1 verursachte, wie in Abbildung 8 dargestellt, sowohl nach 12, 24 als auch nach
48 h keine Erniedrigung der E-Cadherin Proteinmenge. Wie in Abbildung 18 jedoch
dargestellt, kam es nach 48-stiindiger Behandlung mit TGF-1 zum Absinken der E-
Cadherin Proteinmenge gegenliber dem Kontrollwert.
Aufgrund dieser Ergebnisse wurden die nachfolgenden Experimente mit einer

Inkubationsdauer von 48 h durchgefiihrt.
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Abbildung 9: Zeitabhangige Veranderungen der Proteinmenge von Slug und E-Cadherin nach
Inhibition von K-Ras®'2¢ und / oder Stimulation mit TGF-B1

H358 Zellen wurden fur 12, 24 und 48 h mit 10 nM AMG 510 inhibiert und / oder mit 10 ng/ml TGF-1
stimuliert. Je 30 pg Protein der Kernfraktionen wurden in einem 8,5 %igen (E-Cadherin) bzw. 12,5 %igen
(Slug) Acrylamidgel aufgetrennt. Das Slug und E-Cadherin Protein wurden jeweils mit einem spezifischen
Antikoérper angefarbt. Abgebildet ist jeweils ein reprasentativer Blot aus zwei (E-Cadherin) bzw. drei (Slug)
unabhangigen Versuchen. Die densitometrische Auswertung erfolgte normiert auf die Beladungskontrolle 3-
Aktin und ist in Relation zur Menge der jeweiligen Kontroll-Kernfraktion (DMSO + Zitrat) (= 1,0) angegeben.
Dargestellt sind die Mittelwerte, die Standardabweichungen sowie die Einzelwerte (¢). Die statistische
Signifikanz der Unterschiede der Mittelwerte in Bezug auf die DMSO-Zitrat Kontrolle bzw. die TGF-B1

stimulierte Fraktion wurde mittels eines Einstichproben sowie ungepaarten t-Tests analysiert (p < 0,05 = *).

44  Morphologische Verdanderungen der NSCLC-Zellen im Phasenkontrast
nach Inhibition der onkogenen K-Ras®'*° Proteine und / oder Stimulation
mit TGF-$1

Die morphologischen Veranderungen der Lungenkarzinomzelllinien wurden nach

48-stiindiger Inhibition der onkogenen K-Ras®'?° Proteine und / oder der Stimulation mit

TGF-B1 analysiert. Hierfur wurden die verwendeten NSCLC Zellen mit einem 20 - fachen

Objektiv im Phasenkontrast fotografiert und in Abbildung 10 dargestellt. Ziel war es
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mogliche phanotypische Veranderungen zu analysieren, die auf einen stattfindenden
EMT Prozess hindeuten. Es ist allerdings zu beachten, dass manche morphologischen
Veranderungen der Zellen bei einer hohen Konfluenz des Zellrasens, nicht mehr
beobachtet werden konnten, wie beispielsweise bei den HCC44 Zellen.

Die Zellen der epithelialen NSCLC-Zelllinie H358 wuchsen bevorzugt in kohasiven
Gruppen, was insbesondere bei niedrigerer Konfluenz zu beobachten war (s. Abb. 10 A).
Die einzelne Zelle hatte eine polygonale Form mit zentral gelegenem Zellkern (s. Abb.
10 A). Die Karzinomzelllinie HCC44 zeichnete sich durch einzelstandige grofe Zellen
mit polygonalen Zellkérpern und groRen ovalen Zellkernen aus (s. Abb. 10 G). H23
Zellen waren in unbehandeltem Zustand klein und die Zellkérper heterogen geformt mit
dezentral gelegenen Zellkernen (s. Abb. 10 M). Die Form der Zellkérper war oval bis
polygonal. Die Zellen bildeten in der Regel keine konfluente Zellschicht.

Nach subjektiver Einschatzung lasst sich festhalten, dass die einzelnen Zellen aller
verwendeten Zelllinien, die mit AMG 510 oder MRTX 849 behandelt wurden, gréRer
gegenuber den unbehandelten Zellen der jeweiligen Zelllinien waren. Die
GroéRenzunahme war gut bei den H23 Zellen zu beobachten (s. Abb. 10 N & O). Dieser
Effekt ist in den HCC44 Zellen aufgrund der hohen Konfluenz leider nicht zu erkennen
(s. Abb. 10 H & 1). Wahrend die K-Ras®'% inhibierten H358 Zellen langlicher erschienen
(s. Abb. 10 B & C), als die mit DMSO und Zitrat behandelten Zellen, waren sowohl die
HCC44 (s. Abb. 10 H & I) als auch die H23 Zellen (s. Abb. 10 N & O) polygonal oder
rundlich geformt. Unter der TGF-31 Stimulation wurden die H358, HCC44 und H23
Zellen spindelférmiger gegeniber den Kontrollzellen (s. Abb. 10 D, J & P) und hatten
lange Zellfortsatze (s. blaue Pfeilspitze Abb. 10 D & P). Bei den H358 Zellen konnte man
zusatzlich beobachten, dass die Zellen verstreut auf der Platte angeordnet waren und
nicht kohasiv wuchsen wie die unbehandelten Zellen. Behandelte man die Zellen aller
verwendeten Zelllinien mit TGF-B1 und den K-Ras®'?° Inhibitoren zusammen, so konnte
man eher polygonale Zellen erkennen (s. Abb. 10 E & F; K& L; Q & R). Vereinzelt fanden
sich auch spindelférmige Zellen. Es Uberwogen jedoch die polygonal geformten
Zellkorper.

Somit wiesen sowohl die unbehandelten als auch die K-Ras®'*® inhibierte NSCLC Zellen
eine epitheliale Morphologie auf. Diese fand sich auch unter gleichzeitiger TGF-1 und
K-Ras®'?° Inhibitor Behandlung. Die alleinige TGF-B1 Stimulation bewirkte eine
Transition zu einem mesenchymalen Phanotyp.

In allen abgebildeten Zellbildern (Abb. 10 A - R) kann man weile runde Zellen erkennen.
Dies waren Zellen, die nicht beziehungsweise nicht mehr an der Zellkulturschale
hafteten, da sie beispielsweise in Apoptose gegangen waren oder schon beim Aussahen

nicht an den Zellkulturschalen haften konnten.
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DMSO + Zitrat

AMG 510

MRTX 849

TGF-B1

TGF-B1+ MRTX 849 TGF-B1 + AMG 510

Abbildung 10: Morphologische Veranderungen der NSCLC-Zellen im Phasenkontrast nach Inhibition
der K-Ras®'2¢ Proteine und / oder Stimulation mit TGF-1

Die H23, HCC44 und H358 Zellen wurden fir 48 h mit 10 nM AMG 510 oder MRTX 849 inhibiert und / oder
mit 10 ng/ml TGF-B1 stimuliert und mit einem 20 x Objektiv im Phasenkontrast mithilfe der Software
analySIS 3.2 fotografiert.

Blaue Pfeile: Zellfortsatze der spindelférmigen Zellen (exemplarisch)
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4.5 Proteinexpressions- und Lokalisationsanalyse von EMT-
Transkriptionsfaktoren und Markerproteinen nach Inhibition von K-Ras®'%¢
und / oder Stimulation mit TGF-31

Fir die nachfolgenden Versuche wurden von den inhibierten oder stimulierten Zellen

nach 48 h Kern-Zytosol-Praparationen angefertigt, um die Veranderungen der

Proteinmengen mittels Western Blot zu analysieren. Anhand der immunzytochemischen

Farbungen wurde die Lokalisation der Proteine in der Zelle untersucht und analysiert,

wie sich diese durch Inhibition oder Stimulation veranderte. Insbesondere wurde auf eine

mogliche Veranderung der detektierbaren Proteinmenge sowie auf Veranderungen
zwischen Zytoplasma und Zellkern geachtet.

Untersucht wurden dabei die klassischen EMT-Transkriptionsfaktoren Slug, Snail und

ZEB 1, sowie die EMT-Markerproteine E-Cadherin und Vimentin.

In den Zytosolfraktionen veranderte sich die Proteinmenge von Snail, Slug und ZEB 1

weder durch die Inhibition von K-Ras®'?° noch die Stimulation mit TGF-B1 oder die

Kombination beider. Zudem waren diese Proteine, wie bereits in Abbildung 6 gezeigt, in

den Zytosolfraktionen kaum vorhanden, sodass in den folgenden Kapiteln 4.5.1 - 4.5.3

nur die Veranderungen der Proteinmengen in den Kernfraktionen beschrieben werden

und diese densitometrisch quantifiziert wurden.

4.5.1 Analyse der Veranderungen der Slug Proteinmenge und -lokalisation nach
Inhibition von K-Ras®'?° und / oder Stimulation mit TGF-B1

Durch Behandlung der H358 Zellen mit dem K-Ras®'%¢ Inhibitor AMG 510 fiir 48 h kam
es in drei unabhangigen Versuchen zu keiner eindeutigen Veradnderung der Slug
Proteinmenge gegeniiber der Kontrollfraktion. Durch den K-Ras®'?® Inhibitor MRTX 849
kam es zu einem signifikanten Abfall der Slug Proteinmenge in der Kernfraktion auf das
0,65 fache (SD % 0,46) (s. Abb. 11 A). Die Stimulation mit TGF-B1 flhrte zu einem
signifikanten Anstieg der Proteinmenge auf das 2,48 fache (SD % 0,54) der DMSO-Zitrat
Kontrolle. Die Proben der H358 Zellen, die mit TGF-1 und einem der K-Ras®'*°
Inhibitoren behandelt wurden, zeigten ebenfalls signifikant erhdéhte Slug Mengen. Die
Behandlung mit TGF-1 und AMG 510 flhrte zu einer 2,35 fachen Erhéhung der
Proteinmenge gegeniber dem DMSO-Zitrat Kontrollwert (SD + 0,25), die TGF-81 und
MRTX 849 Behandlung zu einer im Mittel 1,80 fach erhdéhten Slug Menge (SD + 0,33).

In den HCC44 Zellen verursachte die K-Ras®'*® Inhibition keine Verringerung der Slug
Proteinmenge gegentiber dem Kontrollwert (s. Abb. 11 B). Die Stimulation mit TGF-31
fihrte zu einem Anstieg der Slug Proteinmenge gegeniber dem Kontrollwert auf das
1,57 fache (SD % 0,46). Die mit AMG 510 und TGF-B1 behandelten Zellen wiesen eine
1,76 fach erhdhte Proteinmenge gegeniber dem Kontrollwert auf (SD + 0,59). Die
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Zellen, die mit TGF-B1 und MRTX 849 behandelt wurden, zeigten eine 2,03 fach erhéhte
Slug Menge (SD % 0,99). TGF-B1 bewirkte somit einen Anstieg der Slug Proteinmenge,
auch wahrend gleichzeitiger Behandlung mit AMG 510 oder MRTX 849.

Wie bereits Abbildung 6 zeigte, enthielt die NSCLC-Zelllinie H23 nur sehr geringe
Mengen endogenes Slug, weshalb die inhibitions- und stimulationsbedingten

Veranderungen der Slug Proteinmenge dieser Zelllinie nicht erkennbar waren.
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Abbildung 11: Veranderungen der Slug Proteinmenge nach Inhibition von K-Ras®'?¢ und / oder
Stimulation mit TGF-1

H358 und HCC44 Zellen wurden fur 48 h mit 10 nM AMG 510 oder MRTX 849 inhibiert und / oder mit 10
ng/ml TGF-B1 stimuliert. Je 30 ug Protein pro Kern- und Zytosolfraktion wurden auf einem 12,5 %igen
Acrylamidgel aufgetragen. Das Slugprotein wurde mit einem spezifischen Antikérper angefarbt. Abgebildet
ist jeweils ein reprasentativer Blot aus min. drei unabhangigen Versuchen. Die densitometrische Auswertung
erfolgte normiert auf die Beladungskontrolle 3-Aktin und ist in Relation zur Menge der DMSO-Zitrat
Kernfraktion  (Kontrollfraktion) (2 1,0) angegeben. Exemplarisch wurde ebenfalls eine
Gesamtproteinfarbung (Ponceau Rot) zur Uberpriifung der Beladungskontrolle abgebildet. Dargestellt sind
die Mittelwerte, die Standardabweichungen sowie die Einzelwerte (¢). Die statistische Signifikanz der
Unterschiede der Mittelwerte in Bezug auf die DMSO-Zitrat Kontrolle bzw. die TGF-f1 stimulierte Fraktion
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(Signifikanzniveau p < 0,05 = *, p < 0,01 = **) wurde mittels eines Einstichproben sowie ungepaarten t-Tests

analysiert.

In der immunzytochemischen Anfarbung der Adenokarzinomzellen H358 (s. Abb. 12)
und HCC44 (s. Abb. 13) war der Transkriptionsfaktor Slug griin (A - F), die Kinase Erk
rot (A" - F") und die Zellkerne mittels DAPI blau (A"" - F"") angefarbt. In der DMSO-Zitrat
Kontrolle war Slug hauptsachlich in den Zellkernen angefarbt (s. Abb. 12 A), wohingegen
nach Behandlung mit AMG 510 oder MRTX 849 Slug verstarkt im perinukledren
Zytoplasma angefarbt war (s. Abb. 12 B & C). Als perinukledres Zytoplasma beschreibt
man das Zytoplasma, welches den Zellkern unmittelbar umgibt. Die alleinige TGF-31
Stimulation bewirkte eine Zunahme der Slug Signalintensitat im Zellkern gegenuber den
K-Ras®'?® inhibierten Zellen (s. Abb. 12 D). Die H358 Zellen, die mit TGF-B1 und einem
der K-Ras®'?° Inhibitoren behandelt wurden, zeigten ein heterogenes Signal: In
Abbildung 12 E sind Zellen zu sehen, die mit TGF-B1 und AMG 510 behandelt wurden
und in denen das Slug Protein hauptsachlich im Zellkern detektierbar war. In Abbildung
12 F sind hingegen H358 Zellen nach Behandlung mit TGF-f1 und MRTX 849
abgebildet, in denen Slug hauptsachlich im perinuklearen Zytoplasma vorkam. Die in Rot
sichtbare Kinase Erk befand sich in den H358 Zellen sowohl im Nukleus als auch im
perinukledren Zytoplasma (s. Abb. 12 A" - E”). Die Anfarbung des Proteins im Zellkern
war vor allem in der DMSO-Zitrat Kontrolle zu beobachten (s. Abb. 12 A). Erk befand
sich nach der Behandlung mit den K-Ras®'% Inhibitoren und / oder TGF-B1 vor allem im
perinukledren Zytoplasma (s. grauer Pfeil Abb. 12 B" - F’). Nach der AMG 510 oder
MRTX 849 Behandlung allein, aber auch zusammen mit TGF-1 war weniger Erk Protein
im Zellkern detektierbar (s. Abb. 12 B'& C’; E” & F’), was fiir eine erfolgreiche Inhibition
des Ras Signalwegs spricht (vgl. Kapitel 4.3).

In den Zellen der NSCLC-Zelllinie HCC44 lie® sich der EMT-Transkriptionsfaktor Slug
hauptsachlich im Zellkern nachweisen (s. Abb. 13 A - F). Die Kinase Erk befand sich in
allen dargestellten HCC44 Zellen sowohl im Zellkern als auch im perinuklearen
Zytoplasma (s. Abb. 13 A" - F’). Die Signalintensitat der Kinase verminderte sich durch
Inhibition des onkogenen K-Ras®'?° (s. Abb. 13 B'& C’ / E'& F’). Die Lokalisation des
Proteins Erk konnte nach der TGF-31 Stimulation aufgrund der mangelnden Qualitat der
Farbung nicht beurteilt werden (s. Abb. 13 D).
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Slug ERK Zellkerne

DMSO + Zitrat

AMG 510

MRTX 849

TGF-B1 + MRTX 849 TGF-B1 + AMG 510 TGF-B1

Abbildung 12: Inmunzytochemische Analyse von Slug und Erk in H358 Zellen nach Inhibition von
K-Ras®'2¢ und / oder Stimulation mit TGF-$1

H358 Zellen wurden mit 10 nM AMG 510 oder MRTX 849 inhibiert und / oder mit 10 ng/ml TGF-f1 stimuliert.
Nach 48 h Inkubationszeit erfolgte die Fixierung mit 2 % Formaldehyd und die Anfarbung der Proteine mit
spezifischen Antikdrpern und fluoreszierenden Zweitantikérpern (Slug — Alexa 488 - griin und Erk — Cy3 -
rot). Die Darstellung der Zellkerne erfolgte in Blau mittels DAPI. Die Aufnahme der Bilder erfolgte mit einem
60 x Objektiv. Der Versuch wurde einmal exemplarisch durchgefiihrt.

Grauer Pfeil: Protein im perinuklearen Zytoplasma; Mafstab :20 ym
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Abbildung 13: Immunzytochemische Analyse von Slug und Erk in HCC44 Zellen nach Inhibition von
K-Ras®'2¢ und / oder Stimulation mit TGF-$1
HCC44 Zellen wurden mit 10 nM AMG 510 oder MRTX 849 inhibiert und / oder mit 10 ng/ml TGF-1

stimuliert. Nach 48 h Inkubationsdauer erfolgte die Fixierung mit 2 % Formaldehyd und die Anfarbung mit

TGF-B1 + MRTX 849 TGF-B1 + AMG 510 TGF-$1

spezifischen Antikdrpern und fluoreszierenden Zweitantikérpern (Slug — Alexa 488 - griin und Erk — Cy3 —
rot). Die Darstellung der Zellkerne erfolgte in Blau mittels DAPI. Die Aufnahme der Bilder erfolgte mit einem
60 x Objektiv. Der Versuch wurde zweimal unabhangig voneinander durchgefiihrt.

MafRstab [—1: 20 ym
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4.5.2 Analyse der Veranderungen der Snail Proteinmenge und -lokalisation nach
Inhibition von K-Ras®'?° und / oder Stimulation mit TGF-p1
In den Lungenkarzinomzellen der Zelllinie H358 war nach 48-stundiger Inhibition der
mutierten K-Ras®'?° Proteine keine Veranderung der Snail Proteinmenge gegeniiber der
DMSO-Zitrat Kontrolle zu erkennen (s. Abb. 14 A). Die Stimulation mit dem
Wachstumsfaktor TGF-B1 fiihrte zu einem signifikanten Anstieg der Proteinmenge auf
das 1,8 fache des Kontrollwerts (SD * 0,25). Auch unter der K-Ras®'*® Inhibition mit
AMG 510 oder MRTX 849 zusatzlich zu der TGF-B1 Stimulation war die Proteinmenge
gegenuber der Kontrolle erhéht. Die Werte betrugen das 2,6 fache (AMG 510 + TGF-31;
SD *+ 1,12) und 2,25 fache (MRTX 849 + TGF-B1; SD + 0,72) des DMSO-Zitrat
Kontrollwerts. Zwischen den mit TGF-B1 und KRas®'*® Inhibitor behandelten Fraktionen

und der allein mit TGF-B1 stimulierten Fraktion gibt es keinen signifikanten Unterschied.
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Abbildung 14: Verinderungen der Snail Proteinmenge nach Inhibition von K-Ras®'?¢ und / oder
Stimulation mit TGF-1

H358 und HCC44 Zellen wurden fur 48 h mit 10 nM AMG 510 oder MRTX 849 inhibiert und / oder mit 10
ng/ml TGF-B1 stimuliert. Je 30 ug Protein der Kern- und Zytosolfraktion wurden in einem 12,5 %igen
Acrylamidgel aufgetrennt. Das Snail Protein wurde mit einem spezifischen Antikérper angefarbt. Abgebildet

ist jeweils ein reprasentativer Blot aus min. zwei (HCC44) bzw. drei (H358) unabhangigen Versuchen. Die
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densitometrische Auswertung erfolgte normiert auf die Beladungskontrolle B-Aktin und ist in Relation zur
Menge der DMSO-Zitrat Kernfraktion (Kontrollfraktion) (= 1,0) angegeben. Exemplarisch wurde ebenfalls
eine Gesamtproteinfarbung (Ponceau Rot) zur Uberpriifung der Beladungskontrolle abgebildet. Dargestellt
sind die Mittelwerte, die Standardabweichungen sowie die Einzelwerte (¢). Die statistische Signifikanz der
Unterschiede der Mittelwerte in Bezug auf die DMSO-Zitrat Kontrolle bzw. die TGF-f1 stimulierte Fraktion

(Signifikanzniveau p < 0,05 = *) wurde mittels eines Einstichproben bzw. ungepaarten t-Tests analysiert.

Ebenso wie die H358 Zellen zeigten auch die HCC44 Zellen keine Anderung der Snail-
Menge nach AMG 510 oder MRTX 849 Behandlung im Vergleich zur DMSO-Zitrat
Kontrolle (s. Abb. 14 B). Sowohl HCC44 Zellen, die mit TGF-B1 stimuliert wurden als
auch HCC44 Zellen, die mit TGF-B1 und einem der beiden K-Ras®'?° Inhibitoren
behandelt wurden, zeigten tendenziell einen Anstieg der Snail Menge gegenlber dem
Kontrollwert. Aufgrund der begrenzten Stichprobenanzahl ist keine eindeutige Aussage
moglich.

Die Adenokarzinomzelllinie H23 enthielt sehr wenig endogenes Snail, wie bereits in
Abbildung 6 gezeigt, weshalb im Folgenden diese Zelllinie nicht weiter beschrieben wird.
In der immunzytochemischen Analyse der NSCLC-Zelllinien H358 (s. Abb. 15) und
HCC44 (s. Abb. 16) ist der EMT-Transkriptionsfaktor Snail griin (s. Abb. 15 & 16 A - F)
und die Zellkerne mittels DAPI blau angefarbt (s. Abb. 15 & 16 A" - F’). Somit kann die
Lokalisation der Zellkerne mit der Lokalisation des Snail Proteins verglichen werden. In
den beiden Abbildung ist zu sehen, dass der Transkriptionsfaktor Snail in den Zellen der
H358 und HCC44 Zelllinie hauptsachlich im Zellkern vorkam (s. Abb. 15 & 16). Eine
eindeutige Veranderung der Signalintensitat oder ein Shift zwischen Kern und Zytosol
konnte nicht beobachtet werden.

Die vorliegenden Daten weisen darauf hin, dass die K-Ras®'?° Inhibitoren keinen Effekt
auf die Snail Proteinmenge haben. TGF-B1 verursachte allein und in kombinierter
Behandlung mit AMG 510 oder MRTX 849 eine Zunahme der Snail Proteinmenge.
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Abbildung 15: Immunzytochemische
Analyse von Snail in H358 Zellen
nach Inhibition von K-Ras®'2¢ und /
oder Stimulation mit TGF-p1

H358 Zellen wurden fur 48 h mit 10 nM
AMG 510 oder MRTX 849 inhibiert und /
oder mit 10 ng/ml TGF-B1 stimuliert.
Anschlieend erfolgte die Fixierung mit
2 % Formaldehyd und die Anfarbung
der Proteine mit spezifischen
Antikérpern  sowie fluoreszierenden
Zweitantikérpern (Snail — Alexa 488 -
grin). Die Darstellung der Zellkerne
erfolgte in Blau mittels DAPI. Die
Aufnahme der Bilder erfolgte mit einem
60 x Objektiv. Der Versuch wurde
einmal exemplarisch durchgefiihrt.

Der Maf3stab 20 pm in A/ A’ qilt
exemplarisch ~ fir alle  anderen
Abbildungen.
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Abbildung 16: Immunzytochemische
Analyse von Snail in HCC44 Zellen
nach Inhibition von K-Ras®'2¢ und /
oder Stimulation mit TGF-p1

HCC44 Zellen wurden fur 48 h mit
10nM AMG 510 oder MRTX 849
inhibiert und / oder mit 10 ng/ml TGF-B1
stimuliert. AnschlieRend erfolgte die
Fixierung mit 2 % Formaldehyd und die
Farbung der Proteine mit spezifischen
Antikérpern  sowie fluoreszierenden
Zweitantikérpern (Snail — Alexa 488 -
grin). Die Darstellung der Zellkerne
erfolgte in Blau mittels DAPI. Die
Aufnahme der Bilder erfolgte mit einem
60 x Objektiv. Der Versuch wurde
einmal exemplarisch durchgefiihrt.

Der Mal3stab 20 ym in C / C’ gilt
exemplarisch ~ fir alle  anderen
Abbildungen.



4.5.3 Analyse der Veranderungen der ZEB 1 Proteinmenge nach Inhibition von
K-Ras®'?° und / oder Stimulation mit TGF-g1
Wie in Kapitel 4.1 bereits festgehalten, wurde aufgrund der Zuordnung des ZEB 1
Proteins zur 180 - 200 kDa schweren Bande im Immunoblot (s. Abb. 7), im Folgenden
die inhibitions- und stimulationsbedingten Mengenveranderungen dieser ZEB 1 Isoform
analysiert.
In der NSCLC-Zelllinie H358 kam es durch die Inhibition der onkogenen K-Ras®'*®
Proteine flr 48 h zu einem Abfall der ZEB 1 Proteinmenge, wie in Abbildung 17 A
erkennbar (AMG 510: 0,76 fach; MRTX 849: 0,7 fach). Durch die TGF-B1 Stimulation
kam es zu einem Anstieg der ZEB 1 Proteinmenge auf das 2,39 fache des Kontrollwerts.
Nach Behandlung der H358 Zellen mit TGF-B1 und den K-Ras®'*® Inhibitoren war die
ZEB 1 Proteinmenge ebenfalls erhdht. Sie betrug im Mittel das 1,78 fache (TGF-p1 +
AMG 510) und 2,06 fache (TGF-B1 + MRTX 849) des Kontrollwerts.
In der Adenokarzinomzelllinie HCC44 kam es nach der Inkubation der Zellen mit den
K-Ras®'?¢ Inhibitoren AMG 510 oder MRTX 849 und / oder TGF-B1 fir 48 h zu keiner
Veranderung der ZEB 1 Proteinmenge gegeniber dem DMSO-Zitrat Kontrollwert (s.
Abb. 17 B).
Die K-Ras®'*° Inhibitoren zeigten in den H23 Zellen weder Effekte auf die ZEB 1
Proteinmenge unter Kontrollbedingungen noch auf die TGF-B1 stimulierte ZEB 1
Proteinmenge. TGF-B1 allein fihrte nach 48 h zu einem leichten Anstieg der ZEB 1
Proteinmenge auf das 1,26 fache (SD + 0,08) des Kontrollwerts (s. Abb. 17 C).
Die K-Ras®'? Inhibitoren beeinflussten die ZEB 1 Proteinmenge nur in den H358 Zellen.
In den anderen beiden Zelllinien hatten die Inhibitoren keinen Einfluss auf die ZEB 1
Proteinmenge. TGF-B1 fuhrte in den H358 und H23 Zellen zu einer Erhéhung der ZEB 1
Proteinmenge.

Als Beladungskontrolle wurde Lamin A / C verwendet, ein Kernprotein.
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Abbildung 17: Veranderungen der ZEB 1 Proteinmenge nach Inhibition von K-Ras®'?¢ und / oder

Stimulation von TGF-B1
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H358, HCC44 und H23 Zellen wurden fiir 48 h mit 10 nM AMG 510 oder MRTX 849 inhibiert und / oder mit
10 ng/ml TGF-B1 stimuliert. Je 30 ug Protein der Kern- bzw. Zytosolfraktion wurden in einem 8,5 %igen
Acrylamidgel aufgetrennt. Das ZEB 1 Protein wurde mit einem spezifischen Antikdrper angefarbt. Dargestellt
ist jeweils ein reprasentativer Blot aus zwei (H358) bzw. drei (H23, HCC44) unabhangigen Versuchen. Die
densitometrische Auswertung erfolgte normiert auf die Beladungskontrolle Lamin A/ C und ist in Relation
zur Menge der Kontroll-Kernfraktion (DMSO + Zitrat) (= 1,0) angegeben. Dargestellt sind die Mittelwerte,
die Standardabweichungen sowie die Einzelwerte (¢). Die statistische Signifikanz der Unterschiede der
Mittelwerte in Bezug auf die DMSO-Zitrat Kontrolle bzw. die TGF-B1 stimulierte Fraktion (Signifikanzniveau

p < 0,05 = *) wurde mittels eines Einstichproben sowie ungepaarten t-Tests analysiert.

4.5.4 Analyse der Verdanderungen der E-Cadherin Proteinmenge nach Inhibition

von K-Ras®'?° und / oder Stimulation mit TGF-g1

Abbildung 18 zeigt ausschliellich die unlésliche Fraktion der H358 Zellen, da sich E-
Cadherin, wie bereits in Abbildung 6 gezeigt, hauptsachlich in diesen Fraktionen befand.
Nach 48-stiindiger Stimulation mit TGF-B1 konnte in der unldslichen Fraktion der H358
Zellen ein Abfall der E-Cadherin Menge auf das 0,6 fache (SD * 0,28) des Kontrollwerts
ermittelt werden. Dieser Abfall erwies sich als nicht signifikant.

Die Proteinmenge veranderte sich gegenliber dem Kontrollwert durch die Inhibition der

G12C

onkogenen K-Ras®'?° Proteine sowie der K-Ras Inhibition zusammen mit der

TGF-B1 Stimulation in den unléslichen Fraktionen nicht (s. Abb. 18).
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Abbildung 18: Veridnderungen der E-Cadherin Proteinmenge nach Inhibition von K-Ras®'?¢ und /
oder Stimulation mit TGF-$1

H358 Zellen wurden fir 48 h mit 10 nM AMG 510 oder MRTX 849 inhibiert und / oder mit 10 ng/ml TGF-§1
stimuliert. Je 30 yg Protein der Kern- und Zytosolfraktion wurden in einem 10 %igen Acrylamidgel
aufgetrennt. Das E-Cadherin Protein wurde mit einem spezifischen Antikdrper angefarbt. Abgebildet ist ein
reprasentativer Blot aus drei unabhangigen Versuchen. Die densitometrische Auswertung erfolgte normiert
auf die Beladungskontrolle B-Aktin und ist in Relation zur Menge der Kontroll-Kernfraktion (DMSO + Zitrat)
(2 1,0) angegeben. Dargestellt sind die Mittelwerte, die Standardabweichungen sowie die Einzelwerte (¢).

Die statistische Signifikanz der Unterschiede der Mittelwerte in Bezug auf die DMSO-Zitrat Kontrolle bzw.
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die TGF-B1 stimulierte Fraktion wurde mittels eines Einstichproben bzw. ungepaarten t-Tests analysiert.

Hierbei kam es zu keinem signifikanten Ergebnis.

4.5.5 Analyse der Veranderungen der Vimentin Proteinmenge und -lokalisation
nach Inhibition von K-Ras®'?° und / oder Stimulation mit TGF-f1

Die Veranderungen der Proteinmenge von Vimentin wurden anhand von Gesamtlysaten

nach 24 h Inkubationszeit mittels Immunoblot analysiert. In den H358 Zellen veranderte

sich die Vimentin Proteinmenge nicht durch Inhibition der onkogenen K-Ras®'?° Proteine

und / oder die Stimulation mit TGF-1 (s. Abb. 19 A). Bei der zuséatzlichen dritten Bande

in der TGF-B1 Spur der H358 Zellen handelt es sich vermutlich um ein Artefakt aus einer

vorherigen Farbung.
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Abbildung 19: Veranderungen der Vimentin Proteinmenge nach Inhibition von K-Ras®'2¢ und / oder
Stimulation mit TGF-f1

H358 und HCC44 Zellen wurden fur 24 h mit 10 nM AMG 510 oder MRTX 849 inhibiert und / oder mit 10
ng/ml TGF-B1 stimuliert. Je 75pg Protein des RIPA-Gesamtlysats wurden in einem 12,5 %igen
Acrylamidgel aufgetrennt. Das Vimentin Protein wurde mit einem spezifischen Antikdrper angefarbt.
Abgebildet wurde jeweils ein reprasentativer Blot aus einem (HCC44) bzw. zwei (H358) unabhangigen

Versuchen. Die densitometrische Auswertung erfolgte normiert auf die Beladungskontrolle 3-Aktin und ist in
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Relation zur Menge der Kontroll-Kernfraktion (DMSO + Zitrat) (2 1,0) angegeben. Dargestellt sind die

Mittelwerte und die Einzelwerte (¢).

In den HCC44 Zellen erhdhte sich die Vimentin Proteinmenge tendenziell durch die
TGF-B1 Behandlung, sowie nach Behandlung der Zellen mit TGF-f1 und AMG 510
jeweils gegenuber dem Kontrollwert (s. Abb. 19 B). Aufgrund der kleinen
Stichprobenanzahl Iasst sich jedoch keine verlassliche Aussage machen.

Neben der Analyse mittels Western Blot wurde Vimentin auch in der
immunzytochemischen Analyse nach der Behandlung mit K-Ras®'?® Inhibitoren und /
oder TGF-B1 untersucht. Die Inkubationszeit betrug 48 h. Das Vimentin Protein, welches
sich in feinen Filamenten durch die gesamte Zelle erstreckte, wurde mit einem
spezifischen Antikérper in den HCC44 Zellen rot (s. Abb. 20) und in den H358 Zellen
grin (s. Abb. 25 Anhang) angefarbt. Die Zellkerne wurden mit DAPI blau gefarbt.
Vimentin kam in den HCC44 und H358 Zellen am meisten im perinuklearen Zytoplasma
vor und die Proteinmenge nahm zur Peripherie der einzelnen Zelle hin ab. Die Zellkerne
enthielten kein Vimentin und wurden von den Filamenten ausgespart (s. Abb. 20 A - F &
25 Anhang A - F). Die Filamente waren radial nach auf3en orientiert und bildeten ein
feines Maschenwerk oder lagen parallel nebeneinander und erstreckten sich in
Langsrichtung durch die gesamte Zelle. Durch den Einfluss der K-Ras®'?C Inhibitoren
wurden die HCC44 Zellen langlicher und gréer (s. Abb. 20 B & C). Auch die Vimentin
Filamente waren vermehrt parallel zur Ladngsachse der Zellen orientiert. Die feinen und
gerade verlaufenden Filamente erschienen dicker. In HCC44 Zellen, die sowohl mit
einem der K-Ras®'?° Inhibitoren als auch TGF-B1 behandelt wurden, bildeten die
Vimentin Filamente ein feines Maschenwerk (s. Abb. 20 E & F).

Auch in den H358 Zellen konnte in polygonal geformten Zellen (nicht TGF-31 stimulierten
Zellen) die Ausbildung eines Maschenwerks beobachtet werden, sowie in langlich
geformten Zellen (TGF-B1 stimulierten Zellen) eine vermehrte Orientierung der
Filamente parallel zur Langsachse der Zelle (vgl. die morphologischen
Zellveranderungen in Kapitel 4.4). Aufgrund der kleineren Grofie der H358 Zellen, im
Vergleich zu den HCC44 Zellen, konnten die Veranderungen jedoch nicht so gut
beobachtet werden (s. Abb. 25 Anhang).
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Abbildung 20: Immunzytochemische
Analyse von Vimentin in HCC44
Zellen nach Inhibition von K-Ras®'2C
und / oder Stimulation mit TGF-B1
HCC44 Zellen wurden mit 10nM
AMG 510 oder MRTX 849 inhibiert und /
oder mit 10 ng/ml TGF-B1 stimuliert.
Nach 48 h Inkubationszeit erfolgte die
Fixierung mit 2 % Formaldehyd und
Anfarbung der Proteine mit spezifischen
Antikérpern und fluoreszierenden
Zweitantikérpern (Vimentin — Cy3 - rot).
Die Zellkerne wurde in Blau mittels DAPI
dargestellt und sind in A’-F" in der
Uberlagerung (Merge) mit Vimentin
dargestellt. Die Aufnahme der Bilder
erfolgte mit einem 60 x Objektiv. Der
Versuch wurde zweimal durchgefiihrt.
Mafstab =1 : 20 ym



4.6 Analyse der Veranderungen der ESRP 1 & 2 Proteinmenge nach Inhibition

von K-Ras®'? und / oder Stimulation mit TGF-g1

Die beiden Isoformen des ESRP 1 und 2 konnten am besten in der NSCLC-Zelllinie
H358 angefarbt werden und zeigten in dieser die eindeutigsten Veranderungen (s. Abb.
6).

Wie in Abbildung 21 A erkennbar veranderte sich die ESRP 1 Proteinmenge in den
Zytosolfraktionen weder durch Inhibition der onkogenen K-Ras®'?° Proteine noch durch
die TGF-B1 Stimulation oder die Kombination beider. Eine Ausnahme bildete die
Behandlung mit TGF-B1 und MRTX 849, welche zu einer Abnahme der ESPR 1
Proteinmenge gegenliber dem Kontrollwert fihrte. In den Kernfraktionen veranderte sich
die ESRP 1 Proteinmenge nach der 48-stiindigen Inhibition der onkogenen K-Ras®'?®
Proteine nicht gegentiber der DMSO-Zitrat Kontrolle. Durch die TGF-1 Stimulation fiel
die Proteinmenge in der Kernfraktion signifikant auf das 0,57 fache des Kontrollwerts ab
(SD £ 0,16). H358 Zellen, die mit TGF-B1 und einem der beiden K-Ras Inhibitoren
behandelt wurden, zeigten ebenfalls erniedrigte ESRP 1 Proteinmengen in den
Kernfraktionen gegeniber dem Kontrollwert (TGF-f1 + AMG 510: 0,66 + 0,34,
TGF-B1 + MRTX 849: 0,61 £ 0,27).

In den Zytosolfraktionen, der mit den K-Ras®'?° Inhibitoren behandelten H358 Zellen,
zeigten sich keine Veranderungen der ESRP 2 Proteinmenge (s. Abb. 21 B). Die ESRP 2
Proteinmenge stieg in den Kernfraktionen der H358 Zellen nach Inhibition der
onkogenen K-Ras®'? Proteine gegeniiber dem Kontrollwert an (AMG 510: 1,50 + 0,53;
MRTX 849: 1,58 + 0,81). Die TGF-B1 Stimulation bewirkte einen signifikanten Abfall der
ESRP 2 Menge auf das 0,28 fache (SD * 0,26) des DMSO-Zitrat Kontrollwerts in der
Kernfraktion und auf das 0,30 fache (SD £ 0,12) in der entsprechenden Zytosolfraktion.
Die Behandlung der H358 Zellen mit einem der beiden K-Ras®'?° Inhibitoren und TGF-B1
bewirkte, dass die Proteinmenge von ESRP 2 sowohl in den Zytosol- als auch in den
Kernfraktionen signifikant gegentber dem Kontrollwert absank. Durch den Einfluss von
TGF-B1 und AMG 510 betrug die ESRP 2 Menge in den Kernfraktionen das 0,42 fache
des Kontrollwerts (SD + 0,32) und durch TGF-f1 und MRTX 849 das 0,63 fache (SD
+ 0,1). Der Unterschied der ESRP 2 Proteinmenge zwischen den TGF-B1 und K-Ras®'?°
Inhibitor behandelten Kernfraktionen und der alleinig TGF-B1 stimulierten Kernfraktion
erwies sich als nicht signifikant.

In den mit TGF-B1 und / oder K-Ras®'?° Inhibitor behandelten Zytosol- und
Kernfraktionen veranderte sich die ESPR 2 Proteinmenge somit gleichsinnig. Es konnte

kein Shift zwischen Kern- und Zytosolfraktionen beobachtet werden.
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Abbildung 21: Veranderungen der ESRP 1 und 2 Proteinmenge nach Inhibition von K-Ras®'2¢ und /
oder Stimulation mit TGF-B1 in H358 Zellen

H358 Zellen wurden fir 48 h mit 10 nM AMG 510 oder MRTX 849 inhibiert und / oder mit 10 ng/ml TGF-§1
stimuliert. Je 30 pg Protein der Kern- und Zytosolfraktion wurden in einem 12,5 %igen Acrylamidgel
aufgetrennt. Die beiden Proteine wurden jeweils mit einem spezifischen Antikorper angefarbt. Abgebildet ist
jeweils ein reprasentativer Blot aus min. drei unabhangigen Versuchen. Die densitometrische Auswertung
erfolgte normiert auf die Beladungskontrolle B-Aktin und ist in Relation zur Menge der Kontrollfraktion
(DMSO + Zitrat) (= 1,0) angegeben. Dargestellt sind die Mittelwerte, die Standardabweichungen sowie die
Einzelwerte (¢). Die statistische Signifikanz der Unterschiede der Mittelwerte in Bezug auf die DMSO-Zitrat
Kontrolle bzw. die TGF-f1 stimulierte Fraktion (Signifikanzniveau p < 0,05 =*, p < 0,01 = **) wurde mittels

eines Einstichproben bzw. ungepaarten t-Tests analysiert.

4.7 Analyse der Veranderungen der ATF 2 und STAT 3 Proteinmenge nach
Inhibition von K-Ras®'?C und / oder Stimulation mit TGF-B1

Anhand des in Kapitel 4.5 beschriebenen Versuchsdesigns wurden auch die

Transkriptionsfaktoren ATF 2 und STAT 3 analysiert.

Die Proteinmenge des ATF 2 Proteins verringerte sich in den Kernfraktionen der H358

Zellen durch die TGF-B1 Stimulation auf das 0,69 fache des Kontrollwerts (SD + 0,40).
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Durch AMG 510 oder MRTX 849 stieg die ATF 2 Proteinmenge tendenziell an (s. Abb.
22A H358). In den HCC44 Zellen lieR sich nicht eindeutig eine Erniedrigung der ATF2
Proteinmenge nach TGF-1 Stimulation nachweisen (s. Abb. 22 AHCC44).

Die STAT 3 Proteinmenge verringerte sich in der Kernfraktion der H358 Zellen nach 48-
stiindiger Behandlung mit TGF-f1 signifikant (s. Abb. 22 B). Die STAT 3 Proteinmenge
fiel auf das 0,46 fache der DMSO-Zitrat Kontrolle ab (SD £ 0,1).
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Abbildung 22: Veranderungen der Proteinmenge von ATF 2 und STAT 3 nach Inhibition von
K-Ras®'2¢ und / oder Stimulation mit TGF-$1

HCC44 und H358 Zellen wurden fir 48 h mit 10 nM AMG 510 oder MRTX 849 inhibiert und / oder mit 10
ng/ml TGF-B1 stimuliert. Je 30 pg Protein der Kern- und Zytosolfraktion wurden in einem 8,5 %igen (STAT 3)
bzw. 10 %igen (ATF 2) Acrylamidgel aufgetrennt. Die Proteine wurden jeweils mittels eines spezifischen
Antikorpers angefarbt. Abgebildet ist jeweils ein reprasentativer Blot aus min. drei unabhangigen Versuchen.
Die densitometrische Auswertung erfolgte normiert auf die Beladungskontrolle B-Aktin (ATF 2) bzw.
Ponceau Rot (STAT 3) und ist in Relation zur Menge der Kontroll-Kernfraktion (DMSO + Zitrat) (= 1,0)
angegeben. Dargestellt sind die Mittelwerte, die Standardabweichungen sowie die Einzelwerte (¢). Die
statistische Signifikanz der Unterschiede der Mittelwerte in Bezug auf die DMSO-Zitrat Kontrolle bzw. die
TGF-B1 stimulierte Fraktion (Signifikanzniveau p < 0,05 = *) wurde mittels eines Einstichproben bzw.

ungepaarten t-Tests analysiert.

4.8 Analyse der Veranderungen der SMAD 2 / 3 Proteinmenge nach Inhibition
von K-Ras®'?° und / oder Stimulation mit TGF-B1

Wie bereits in Abbildung 6 erkennbar enthielt die NSCLC Zelllinie H358 kaum SMAD 2
oder 3. Aus diesem Grund wurde diese Zelllinie im Folgenden nicht beschrieben oder
abgebildet. Des Weiteren war bereits in Abbildung 6 zu beobachten, dass die
Adenokarzinomzelllinien H23 und HCC44 wenig endogenes SMAD 3 besitzen. Zudem
war es durch das ahnliche Molekulargewicht von SMAD 2 (52 kDa) und SMAD 3
(48 kDa), sowie die Anfarbung mit einem gemeinsamen Antikdrper nicht moglich die
Bandenstarke beider Proteine in der Densitometrie getrennt voneinander quantitativ zu
beurteilen. Die Anfarbung von SMAD diente der Observation méglicher Veranderungen
der Proteinmengen zwischen Zytosol- und Kernfraktionen.

Die Proteinmenge des SMAD 2/3 Proteins veranderte sich durch die K-Ras®'*®
Inhibition und / oder die TGF-B1 Stimulation in den Kernfraktionen beider untersuchten
NSCLC Zelllinien sowie in den Zytosolfraktionen der HCC44 Zellen nicht reproduzierbar
(s. Abb. 26 A & B Anhang). In den Zytosolfraktionen der H23 Zellen fiel auf, dass es nach
TGF-B1 Stimulation (0,53 fach; SD + 0,08) und nach Behandlung mit TGF-31 und
K-Ras®'?® Inhibitoren (TGF-B1 + AMG 510: 0,50 fach, SD + 0,1 / TGF-B1 + MRTX 849
0,49 fach, SD % 0,16) zu einem signifikanten Abfall der SMAD 2 /3 Proteinmenge
gegenlber der jeweiligen Kontrolle kam (s. Abb. 26 B Anhang). Eindeutige
Veranderungen in der \Verteilung der Proteinmenge zwischen Zytosol- und
Kernfraktionen konnten nicht beobachtet werden. Angedeutet ist eine Veranderung der

Proteinmengenverteilung in beiden untersuchten Zelllinien nach Stimulation mit TGF-p1.
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49 Lokalisationsanalyse von filamentésem Aktin (F-Aktin) und Vinculin nach

Inhibition von K-Ras®'?° und / oder Stimulation mit TGF-$1

Sowohl der K-Ras als auch der TGF- Signalweg spielen wichtige Rollen in Regulation
des Zellzytoskeletts und der Zellmotilitat. Aus diesem Grund wurden Aktin und Vinculin
anhand von immunzytochemischen Analysen untersucht.

Die Aktin Filamente erstreckten sich durch die Peripherie der HCC44 und H358 Zellen
und sparten dabei die Zellkerne aus. In Abbildung 23 und 27 (Anhang) sind die Zellkerne
mittels DAPI blau angefarbt, sodass die Position der Zellkerne in der Uberlagerung
(Merge) mit der Lokalisation der Proteine F-Aktin (s. Abb. 23 A - F griin und Abb. 27
Anhang A — F rot) und Vinculin (s. Abb. 23 A" - F’ rot) verglichen werden konnte.
Sowohl die mit DMSO und Zitrat behandelten HCC44 Zellen als auch die HCC44 Zellen,
die mit K-Ras®'?° Inhibitoren und / oder TGF-B1 behandelt wurden, wiesen Stressfasern
auf (s. grauer Pfeil Abb. 23 A -F). Die Ausbildung der Stressfasern war nach 48-
stindiger TGF-B1 Stimulation am starksten ausgepragt (s. Abb. 23 D). Auch die mit
TGF-B1 und K-Ras®'? Inhibitoren behandelten HCC44 Zellen wiesen mehr Stressfasern
auf (s. Abb. 23 E & F) als die Zellen, die alleinig mit den K-Ras®'?° Inhibitoren behandelt
wurden (s. Abb. 23 B & C). Zudem fiel auf, dass die HCC44 Zellen durch den Einfluss
von TGF-B1 langlicher wurden (s Abb. 23 D — F). Die mit TGF-B1 stimulierten Zellen

zeigten vermehrt parallel zur Langsachse der Zelle ausrichtete Stressfasern im

G12C G12C

Gegensatz zu den K-Ras inhibierten Zellen. Die Kontrollzellen und die K-Ras
inhibierten Zellen wiesen eher ein netzartig strukturiertes Aktin Zytoskelett auf (s. Abb.
23A-C).

Bei hoher VergroRerung erkennt man in der Immunzytochemie die grin gefarbten Aktin
Filamente, die in einem orange-gelben Ubergang in die rot gefarbten Vinculin Signale
Ubergingen (s. Abb. 23 X, gewonnen aus E* s. weil3er Kasten). Vinculin befand sich an
der Zellmembran in den fokalen Kontakten (s. exemplarisch graue Pfeilspitze Abb. 23
A"). Durch die TGF-B1 Stimulation wurden die Zelle langlicher und die Vinculin Proteine
befanden sich nun hauptsachlich an den kurzen Seiten der Zellen (s. Abb. 23 D") und

nicht wie in den Kontrollzellen oder in den K-Ras®'?¢

inhibierten Zellen gleichmaRig
verteilt an der gesamten Zellmembran (s. Abb. 23 B'& C’). Durch die Behandlung der
HCC44 Zellen mit AMG 510 oder MRTX 849 und TGF-B1 war Vinculin Gber die gesamte
Zellmembran verteilt. Die Anzahl der fokalen Kontakte pro Zelle (s. Tabelle 12 Anhang)
erhéhten sich durch die K-Ras®'?° Inhibition gegentiber der DMSO-Zitrat Kontrolle nicht.
Nach der TGF-B1 Stimulation erhéhte sich die Anzahl der fokalen Kontakte pro Zelle
stark (DMSO-Zitrat: 55 fokale Kontakte / Zelle; TGF-B1: 113,67 fokale Kontakte / Zelle).
Auch nach TGF-B1 Stimulation und gleichzeitiger Behandlung mit den K-Ras®'*®

Inhibitoren war die Anzahl der fokalen Kontakte gegenliber den Kontrollzellen stark
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DMSO + Zitrat

AMG 510

MRTX 849

TGF-B1

TGF-B1 + MRTX 849 TGF-B1+ AMG 510

Abbildung 23: Immunzytochemische Analyse von F-Aktin und Vinculin in HCC44 Zellen nach
Inhibition von K-Ras®'2¢ und / oder Stimulation mit TGF-B1

HCC44 Zellen wurden mit 10 nM AMG 510 oder MRTX 849 inhibiert und / oder mit 10 ng/ml TGF-1
stimuliert. Nach 48 h Inkubationszeit erfolgte die Fixierung mit 2 % Formaldehyd. Vinculin wurde mittels
eines spezifischen Antikdrpers und fluoreszierenden Zweitantikérpers gefarbt (Vinculin — Cy3 — rot). F-Aktin
wurde mit einer fluoreszenzmarkierten Sonde (Alexa FluorTM 488 Phalloidin — griin) gefarbt. Die Zellkerne

wurden mittels DAPI blau angefarbt und in A”- F”" in der Uberlagerung (Merge) mit Vinculin und F-Aktin
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dargestellt. Die Aufnahme der Bilder erfolgte mit einem 60 x Objektiv. Der Versuch wurde einmal (Vinculin)
bzw. zweimal (Phalloidin) unabhangig durchgefiihrt. Malstab =13 : 20 um
Der Abbildungsausschnitt X ist aus E™*(s. weiller Kasten) gewonnen.

Pfeile: grauer Pfeil: Stressfasern; graue Pfeilspitze: fokaler Kontakt

erhoht (TGF-B1 + AMG 510: 108 fokale Kontakte / Zelle; TGF-f1 + MRTX 849: 117
fokale Kontakte / Zelle).

Aufgrund ihrer kleinen GréRe und dem kaum vorhandenen Zytoskelett wurden H23
Zellen nicht angefarbt.

In den H358 Zellen zeigte sich ebenfalls eine Ausbildung von Stressfasern nach
Stimulation mit TGF-1 sowie TGF-B1 und den K-Ras®'?° Inhibitoren (s. Abb. 27
Anhang). Aufgrund der kleineren GréRRe der Zellen sind diese Veranderungen deutlicher
schlechter zu beobachten wie in den HCC44 Zellen. Die Stressfasern sind vor allem in

den TGF-B1 behandelten Zellen parallel zur Langsachse der Zellen ausgerichtet.

410 Analyse der Verianderungen der B- und y-Catenin Proteinmenge nach
Inhibition von K-Ras®'?° und / oder Stimulation mit TGF-$1
Die Catenine, B- und y-Catenin, spielen beide eine wichtige Rolle in den Zell-Zell-
Kontakten (vgl. Kapitel 1.3) sowie in der Signaltransduktion der Zelle. Aufgrund der
vielfaltigen Funktionsweisen und der Rolle in der EMT wurden B- und y-Catenin im
Folgenden analysiert. Insbesondere sollte auf einen Shift zwischen zytosol- und
kernhaltigen Fraktionen geachtet werden.
Die H358 Zellen wiesen in den Zytosolfraktionen einen Abfall der B-Catenin
Proteinmenge sowohl nach Inhibition der onkogenen K-Ras®'?° Proteine (AMG 510:
0,62 + 0,24; MRTX 849: 0,52 + 0,22) als auch nach TGF-B1 Stimulation (0,60 + 0,23)
gegentiiber dem Kontrollwert auf. Die Behandlung mit TGF-1 und einem der K-Ras®'?®
Inhibitoren fuhrte in den Zytosolfraktionen zu keiner Veranderung der B-Catenin
Proteinmenge (s. Abb. 24 A).
In den Zytosolfraktionen der HCC44 und H23 Zellen fihrt die Stimulation mit TGF-$1 zu
einer Erhdhung der -Catenin Proteinmenge gegenuber dem Kontrollwert (HCC44: 1,67
+ 0,67; H23: 1,562 + 0,19). Auch die gleichzeitige Behandlung mit TGF-B1 und einem der
beiden K-Ras®'?° Inhibitoren fliihrte zum tendenziellen Anstieg der PB-Catenin
Proteinmenge gegenuber dem Kontrollwert (s. Abb. 24 B & C).
In den Kernfraktionen aller drei verwendeten NSCLC-Zelllinien kam es nach Inhibition
der onkogenen K-Ras®'?° Proteine und / oder Stimulation mit TGF-B1 zu keiner
reproduzierbaren Veranderung der 3-Catenin Proteinmenge gegenlber dem jeweiligen
Kontrollwert (s. Abb. 24 A-C).
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In der immunzytochemischen Anfarbung von B-Catenin in den HCC44 Zellen zeigte sich
das Protein vor allem in der Zellmembran und den Zell-Zell-Kontakten (s. Abb. 28
Anhang). Eine quantitative Aussage Uber die Proteinmenge sowie die Anzahl und
Veranderung der Zell-Zell-Kontakte lasst sich daran nicht treffen. Eine verstarkte
Anfarbung des Nukleus nach K-Ras®'?® Inhibition kann diskutiert werden.

In der NSCLC-Zelllinie H358 waren in den Kernfraktionen, die zuvor entweder mit
AMG 510 oder MRTX 849 inhibiert und / oder mit TGF-B1 stimuliert wurden, keine
reproduzierbaren Mengenveranderungen des y-Catenin-Proteins im Vergleich zum
DMSO-Zitrat Kontrollwert detektierbar. Ahnlich wie die B-Catenin Proteinmenge, stieg
die y-Catenin-Proteinmenge durch die TGF-B1 Stimulation in der Zytosolfraktion
signifikant auf das 1,8 fache der DMSO-Zitrat Kontrolle an (SD + 0,1). Die Inkubation der
H358 Zellen mit AMG 510 und TGF-B1 fuhrte zu einer 1,70 fach erhéhten y-Catenin
Menge (SD + 0,35) gegentiber dem Kontrollwert (s. Abb. 24 A).

Die y-Catenin Proteinmenge veranderte sich in der Zelllinie HCC44 weder durch
Inhibition der onkogenen K-Ras®'?° Proteine noch durch Stimulation mit TGF-B1 oder
die Kombination aus Inhibitor und TGF-1 (s. Abb. 24 B).

In den Adenokarzinomzellen der Zelllinie H23 kam es in den Zytosolfraktionen weder
durch Inhibition der onkogenen K-Ras®'? Proteine noch durch Stimulation mit TGF-B1
oder die Kombination aus Inhibitor und TGF-1 zu einer eindeutigen Veranderung der y-
Catenin-Proteinmenge. Durch den K-Ras®'?° Inhibitor AMG 510 kam es in den
Kernfraktionen zu einem Anstieg der y-Catenin-Proteinmenge auf das 1,65 fache
(SD £ 0,42) des Kontrollwerts (s. Abb. 24 C). Die TGF-B1 Stimulation allein und in
Kombination mit einem der K-Ras®'#° Inhibitoren fiihrte in den Kernfraktionen zu einer
verminderten y-Catenin Proteinmenge (s. Abb. 24 C).

Eine Umverteilung der B- oder y-Catenin Proteinmenge zwischen Zytosol-und
Kernfraktion konnte nicht beobachtet werden. Angedeutet ist ein Shift zwischen Zytosol-
und Kernfraktion sowohl der B- als auch der y-Catenin Proteinmenge nach K-Ras®'?°
Inhibition in den H358 Zellen (s. Abb. 24 A).
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Abbildung 24: Verdnderungen der B- und y-Catenin Proteinmenge nach Inhibition von K-Ras®'2C
und / oder Stimulation mit TGF-B1

H23, HCC44 und H358 Zellen wurden fiir 48 h mit 10 nM AMG 510 oder MRTX 849 inhibiert und / oder mit
10 ng/ml TGF-B1 stimuliert. Je 30 pg Protein der Kern- und Zytosolfraktion wurden in einem 8,5 %igen
Acrylamidgel aufgetrennt. Die Proteine wurden mit einem spezifischen Antikorper angefarbt. Abgebildet ist
jeweils ein reprasentativer Blot aus min. drei unabhangigen Versuchen.

Die densitometrische Auswertung erfolgte normiert auf die Beladungskontrolle 3-Aktin und ist in Relation zur
Menge der Kontroll-Kern- bzw. Zytosolfraktion (DMSO + Zitrat) (= 1,0) angegeben. Dargestellt sind die
Mittelwerte, die Standardabweichungen sowie die Einzelwerte (). Die statistische Signifikanz der
Unterschiede der Mittelwerte in Bezug auf die DMSO-Zitrat Kontrolle bzw. die TGF-f1 stimulierte Fraktion
(Signifikanzniveau p < 0,05 = *, p < 0,01 = **) wurde mittels eines Einstichproben sowie ungepaarten t-Tests

analysiert.
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5 Diskussion

Die K-Ras®'?® Mutation ist die haufigste KRAS Mutation im NSCLC (Thai et al., 2021a)
und fuhrt zu ungehemmtem Zellwachstum (Cekani et al., 2022). Mit der Entdeckung
kovalenter K-Ras®'?C Inhibitoren (Lanman et al., 2020) und deren Zulassung in Europa
(European Medicines Agency, 2022, 2024) gibt es endlich zielgerichtete
Therapieoptionen fir diese fortgeschrittene Form des Lungenadenokarzinoms.
Lungenkarzinome metastasieren rasch und werden zu 57% erst im fernmetastasierten
Stadium diagnostiziert (Robert Koch-Institut, 2023). Innerhalb des
Metastasierungsprozesses spielt die EMT eine herausragende Rolle (Kalluri and
Weinberg, 2009). Wahrend der EMT nehmen die epithelialen Tumorzellen einen
mesenchymalen Phanotyp an (Hay, 1995) und erreichen durch die veranderte
Proteinausstattung unter anderem eine gréRBere Motilitat mithilfe derer sie die
Basalmembran tiberwinden konnen. Einer der Stimulatoren der EMT ist TGF-31, welcher
die EMT durch eine Vielzahl transkriptioneller und nicht transkriptioneller Veranderungen
induziert (Xu et al., 2009).

Eine mdgliche Interaktion oder gar Synergie zwischen den Ras und TGF-B1
Signalwegen ist Gegenstand anhaltender Diskussionen und bislang nicht vollstandig
geklart.

In der vorliegenden Arbeit wurden Proteine, die am EMT Prozess beteiligt sind, unter
dem Einfluss von TGF-B1 und den K-Ras®'?° Inhibitoren AMG 510 oder MRTX 849
untersucht, um Rickschlisse auf mogliche Interaktionen zwischen den Ras und TGF-1
Signalwegen ziehen zu kdnnen. Hierbei konnten vor allem in den H358 Zellen
Veranderungen der Proteinausstattung beobachtet werden, die auf eine mdgliche
Synergie des Ras und TGF-B Signalwegs hindeuten. Beispielweise bei den EMT
Transkriptionsfaktoren Slug und ZEB 1 sowie von den RNA Splicing Proteinen ESRP1
und ESRP 2. Darlber hinaus konnten neben phanotypischen Veranderungen auch
Veranderungen des Aktinzytoskeletts und der Fokalkontakte beobachtet werden. Die

Diskussion der einzelnen Teilaspekte erfolgt in den folgenden Kapiteln.

5.1 Veranderungen der EMT-Transkriptionsfaktoren nach Inhibition von
K-Ras®'?C und / oder Stimulation mit TGF-p1

Zu den klassischen EMT Transkriptionsfaktoren gehéren Snail, Slug, Twist, ZEB 1 und

ZEB 2. lhnen ist gemeinsam, dass sie als direkter Repressor am E-Cadherin Promotor

binden kdnnen und eine zentrale Rolle in der EMT Regulation spielen (Peinado et al.,

2007) (vgl. Kapitel 1.4.2.1). Aufgrund dieser zentralen Bedeutung wurde untersucht, ob

und inwiefern der Ras und TGF-31 Signalweg synergistisch auf die Proteinmenge dieser

Transkriptionsfaktoren in NSCLC Zellen wirken.
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511 Slug

In den hier durchgefihrten Experimenten kam es nach der Behandlung der H358 Zellen
mit MRTX 849 zu einer signifikanten Erniedrigung der Slug Proteinmenge. In den HCC44
Zellen kam es zu keiner Veranderung der Slug Proteinmenge durch die beiden K-Ras®'%°
Inhibitoren (s. Abb. 11). Lea Henrich untersuchte in unserer Arbeitsgruppe den Einfluss
der K-Ras®'?® Inhibitoren auf die Promotoraktivitat des Slug-Reporter-Assays in H358
Zellen und konnte keine Veranderungen der mittleren relativen Promotoraktivitat
feststellen (Henrich, 2025)

In Kolonkarzinomzellen mit KRAS Mutation ist die Slug Expression hoher als in
Kolonkarzinomzellen mit Wildtyp KRAS. Die Aktivierung des Ras Signalwegs fuhrt
MAPK und PI3K vermittelt zur Erhéhung der Slug mRNA Menge (Wang et al., 2010). In
verschiedenen Literaturquellen wurde fur unterschiedliche Zelllinien beschrieben, dass
onkogenes Ras (Schmidt et al., 2005), sowie Proteine des MAPK Signalwegs wie Raf
(Z. Wang et al., 2007) oder Erk (Conacci-Sorrell et al., 2003), die Slug mRNA Expression
oder Proteinmenge erhdhen kann. Ein Knockdown von KRAS mittels shRNA verringert
die Slug mMRNA Menge (Wang et al., 2010). Auch in A549 Zellen mit KRAS Mutation ist
die Slug Expression héher als in A549 Zellen nach Transfektion von dominant negativem
KRAS. Eine Inhibition des Ras Signalwegs mittels Transfektion von dominant negativem
KRAS oder Inhibition von Mek oder Erk mittels siRNA flihrt zu einer Verringerung der
Slug mRNA- und Proteinmenge gegenuber der Kontrolle (Khan et al., 2016). In A549
und anderen NSCLC Zellen mit KRAS Mutation flhrte eine direkte und indirekte Erk
Inhibition jedoch zur Steigerung der Slug Expression. Allerdings nichtin H358 Zellen (Cai
et al., 2022). In KRAS mutierten Lungen- und Pankreasadenokarzinomzellen konnte
dartber hinaus gezeigt werden, dass auch die Depletion von Akt die Slug mRNA Menge
verringert. Die Ergebnisse waren abhangig von der Zelllinie und der Akt Isoform (Geil3ert
et al., 2024). Bilal et al. (2021) zeigten zudem, dass Slug die AMG 510 Resistenz in Mia
PaCa-2 Zellen vermittelt, da in AMG 510 resistenten Mia PaCa-2 Zellen Slug
Uberexprimiert ist. Die Inhibition von Slug fiihrt zu einer erneuten Sensitivitat der Zellen
gegenuber dem K-Ras Inhibitor.

In H358 Zellen zeigte sich nach TGF-B1 Stimulation eine erhdhte Slug Expression (Wang
et al., 2010). Aber auch in anderen Lungenkrebszelllinien fihrt die TGF- Stimulation zu
einer erhdhten Slug Expression (Shih and Yang, 2011; Kim et al., 2020). Ebenso konnte
in den hier durchgeflihrten Western Blots mit H358 und HCC44 Lysaten gezeigt werden,
dass die TGF-B1 Stimulation zu einer erhdhten Slug Proteinmenge gegenuber dem
Kontrollwert fuhrt (s. Abb. 11).

Lee et al. (2024) konnten fur Lungenadenokarzinomzellen verschiedene Gene

identifizieren, die abhangig vom MAPK aktivierten Ras-responsive element binding
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protein 1 (RREB 1) und TGF-B1 aktiviert werden. Dazu gehdrt auch das Gen SNA/2
(kodiert fur Slug). Die Rolle und Regulation von Slug ist allgemein nicht so umfassend
untersucht wie die von Snail. Es ist unklar, ob Slug durch eine Synergie von TGF-$ und
Ras Signalwegen reguliert wird (Saitoh, 2023). Safina et al. (2009) zeigten anhand einer
Microarry Analyse in NMuMG Zellen, dass die EMT-Transkriptionsfaktoren, darunter
Snail, Slug und Twist, in der Maus nicht von RasV12 und TGF-f reguliert werden. Die
Daten dieser Arbeit deuten darauf hin, dass in H358 und HCC44 Zellen die TGF-31
Stimulation und gleichzeitige K-Ras®'% Inhibition zur Erhéhung der Slug Proteinmenge
fuhrt. In den H358 Zellen ist die Slug Proteinmenge nach TGF-B1 Stimulation und
gleichzeitiger K-Ras®'*® Inhibition, vor allem mit MRTX 849, tendenziell geringer als nach
alleiniger TGF-B1 Stimulation. Dieser Unterschied ist nicht signifikant (s. Abb. 11 A).

Somit gibt es sowohl in der Literatur, als auch in den Daten dieser Arbeit Hinweise auf
eine mogliche Synergie des Ras und TGF-B1 Signalwegs in der Regulation der

Proteinmenge des Transkriptionsfaktors Slug.

5.1.2 Snail

In den hier aufgefiihrten Experimenten kam es in den Zelllinien H358 und HCC44 nach
K-Ras®'?® Inhibition zu keiner eindeutigen Veranderung der Snail Proteinmenge (s. Abb.
14). In einer parallel durchgefiihrten Arbeit von Lea Henrich konnte gezeigt werden, dass
sich die K-Ras®'*® Inhibitoren ebenfalls nicht auf die Promotoraktivitat des Snai7 (kodiert
fur Snail) Reporter-Assays in H358 Zellen auswirken (Henrich, 2025).

In Brustkrebszellen konnte gezeigt werden, dass KRAS und KRAS Mutationen, darunter
auch die K-Ras4B€'?° Mutation, die Expression der Snail mRNA und die Snail
Proteinmenge steigern (Mabry et al., 2024). Auch in Kolonkarzinomzellen mit HRAS
Mutation zeigte sich eine Steigerung der Snail mRNA Expression (Wang et al., 2010).
Ebenso aktivieren MEK Mutationen (Barbera et al., 2004) oder die Transfektion von
konstitutiv aktivem HRAS den Snail Promotor (Peinado et al., 2003). Die daraus
resultierende Uberlegung, dass eine K-Ras Inhibition die Snail Proteinmenge und die
Promotoraktivitdt senken musste, konnte hier nicht beobachtet werden. Auch in K-
RaSG13D
shRNA nicht zu einer erniedrigten Snail mMRNA Menge (Wang et al., 2010). In A549
Zellen konnte durch Inaktivierung von Erk sogar eine verstarke Expression von Snalil
mMRNA beobachtet werden (Cai et al., 2022).

Dass TGF-B1 sowohl die Promotoraktivitat von Snail in dosisabhangiger Weise (Peinado
et al., 2003) als auch die mRNA Menge (Shirakihara et al., 2007) und die Proteinmenge

(R.-Y. Liu et al., 2014) steigert, ist bekannt und in vielen unterschiedlichen Zelllinien zu

mutierten Kolonkarzinomzellen (HCT-116) flhrte ein K-Ras Knockdown mittels

beobachten. In den hier durchgefiihrten Experimenten, vor allem in der Zelllinie H358,
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konnte ebenfalls eine erhdhte Snail Proteinmenge nach TGF-B1 Stimulation detektiert
werden (s. Abb. 14).

In der Literatur gibt es verschiedene Hinweise auf eine Synergie von Ras und TGF-3
Signalwegen, die zu einer Steigerung der Snail Expression fuhren (Peinado et al., 2003;
Barbera et al., 2004; Horiguchi et al., 2009; Saitoh et al., 2016; Su et al., 2020).

Es konnte beispielsweise gezeigt werden, dass die Transfektion von konstitutiv aktivem
HRAS und die zusatzliche Stimulation mit TGF-B1 in Pankreaskarzinomzellen den Snail
Promotor starker aktivieren als die separate Transfektion oder Stimulation
beziehungsweise die Transfektion von dominant negativem HRAS und die gleichzeitige
Stimulation mit TGF-B (Peinado et al., 2003).

Panc-1 Zellen, welche eine K-Ras®'?Y Mutation aufweisen, zeigen erhéhte Snail mRNA
und Proteinmengen nach Stimulation mit TGF-B. Wird K-Ras durch eine siRNA inhibiert,
fuhrt die Stimulation mit TGF- nicht zu einer erhéhten Snail mMRNA und Proteinmenge.
Auch Hela Zellen, die mit konstitutiv aktivem KRAS transfiziert wurden, weisen nach
Transfektion und gleichzeitiger Stimulation mit TGF- deutlich héhere Mengen von Snail
mRNA und Protein, sowie eine erhdhte Promotoraktivitat auf verglichen mit der alleinigen
Transfektion oder Stimulation (Horiguchi et al., 2009). Gleiches konnte in
Epithelorganoiden der Bauchspeicheldriise nach Transfektion von KRAS®™?Y und
Stimulation mit TGF-B beobachtet werden (Su et al., 2020). In weiteren untersuchten
Zelllinien, darunter auch in der Lungenkarzinomzelllinie A549, konnte gezeigt werden,
dass nur in Zelllinien mit einer RAS Mutation die TGF- Stimulation zur Snail Induktion
fuhrt (Horiguchi et al., 2009). Als Grund fur die synergistische Erhéhung von Snail wird
das Ras-responsive element binding protein 1 (RREB 1) diskutiert, welches MAPK
abhangig aktiviert wird und in der Nahe des Snai1 Promotors bindet. Dort bereitet es den
Enhancer beispielsweise durch eine Veranderung der Chromatinstruktur fir die
Aktivierung vor. An den Enhancer bindet nach TGF-f Stimulation ein Komplex aus unter
anderem phosphorylierten R-SMADs und induziert so die Transkription von Snail (Su et
al., 2020; Lee et al., 2024). Lee et al. (2024) konnten dies auch in RAS mutierten
Lungenadenokarzinomzelllinien zeigen. Die Inhibierung von Erk vermindert die RREB 1
Aktivitat sowie dessen DNA Bindung und damit die Induktion von Snai1 (Su et al., 2020).
A549 Zellen, die mit einem Mek Inhibitor vorbehandelt wurden, zeigen nach TGF-
Stimulation eine verringerte Snail Proteinmenge im Vergleich zu Zellen, die alleinig mit
TGF- stimuliert wurden (Liu et al., 2012). Obwohl die KRAS mutierten A549 Zellen als
resistent gegenuber Mek Inhibitoren beschrieben wurden (Yoon et al., 2010). In
KRAS®'2° mutierten Kolonkarzinomzellen konnte gezeigt werden, dass AMG 510 zur
Inhibition der EMT und des TGF-B Signalwegs fiihren kann (Guo et al., 2024). Ahnliches

konnte in den hier durchgefihrten Experimenten nicht beobachtet werden. Nach
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Stimulation mit TGF-B1 und den K-Ras®'?° Inhibitoren kam es zu einer Erhéhung der
Snail Proteinmenge gegenuber der DMSO und Zitrat Kontrolle (s. Abb. 14). Es lie® sich
kein signifikanter Unterschied zur alleinigen Stimulation mit TGF-B1 nachweisen.

Eine mdgliche Erklarung dafir, dass in den durchgefuhrten Experimenten keine
eindeutigen Hinweise auf eine gemeinsame Regulation von Snail durch den Ras und
TGF-B Signalweg gefunden werden konnten, kann sein, dass die EMT Induktion durch
die TGF-B Stimulation oder Expression von Twist oder Snail zur Resistenz gegenulber
K-Ras®'?® Inhibitoren in NSCLC Zelllinien fiihren kann. Dies kann tber eine erhaltene
PI3K Aktivierung vermittelt werden. Interessanterweise fuhrt eine EMT Induktion durch
TGF-B, Snail oder Twist zu einer Erhéhung der Menge des phosphorylierten Erks
(Adachi et al., 2020). Dies konnte ebenfalls in den hier aufgeflihrten Experimenten (s.
Abb. 8) sowie in MDCK Zellen (Peinado et al., 2003), NMuMG Zellen (Xie et al., 2004),
Pankreaskarzinomzellen (Ellenrieder et al., 2001; Principe et al., 2017) und
Brustkrebszellen (Imamichi et al., 2005; Virtakoivu et al., 2015) beobachtet werden. Dies
kann bereits auf eine Synergie zwischen TGF-B1 und Ras Signalweg hindeuten.

Die gleichzeitige Behandlung mit AMG 510 und die EMT-Induktion mittels TGF-1
fihrten sowohl in den hier durchgeflihrten Experimenten (s. Abb. 8), als auch in den
Experimenten von Adachi et al. (2020) zu einer verminderten pErk Proteinmenge
gegenuber der alleinigen TGF-B1 Stimulation und der Kontrolle. Gleiches konnte durch
den Mek Inhibitor U0126 und TGF-f in KRAS mutierten Pankreaskarzinomzellen
beobachtet werden (Principe et al., 2017). Somit muss in diesen Experimenten von einer
Sensitivitat der Zellen gegeniiber den K-Ras®'? Inhibitoren ausgegangen werden. Die
Inhibitorsensitivitat ist jedoch zelltypspezifisch: Wahrend H358 Zellen eine hohe
Sensitivitat gegeniiber dem K-Ras®'?“ Inhibitor aufweisen, haben H23 und HCC44 Zellen

eine eher intermediare Sensitivitat (Adachi et al., 2020).

51.3 ZEB1

5.1.3.1 Detektion multipler ZEB 1 Signale im Western Blot: Isoformen und
posttranslationale Modifikationen
Das Protein ZEB 1 (Funahashi et al., 1993) ist ein Transkriptionsfaktor mit zentraler
Bedeutung in der EMT (Gemmill et al., 2011). Die kanonische Isoform von ZEB 1 hat ein
Molekulargewicht von 124,07 kDa (The UniProt Consortium, 2024c). Jedoch konnte
diese in den hier durchgefihrten Western Blots nicht detektiert werden. Es konnte die
Anfarbung mehrerer Banden zwischen 40 und 200 kDa beobachtet werden (s. Abb. 6, 7
und 17). Aufgrund der Verwendung von 8,5-prozentigen Acrylamidgelen konnten

kleinere Banden nicht abgebildet werden. Somit ergibt sich die Frage, bei welcher dieser
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Banden es sich um ZEB1 handelt und wodurch die Verdnderungen des
Molekulargewichts und die multiplen Banden zustande kommen.

Neben der bereits beschriebenen 124,07 kDa schweren kanonischen Isoform gibt es
vier weitere Isoformen, die durch alternatives SpleilRen entstehen und ein ahnlich grof3es
Molekulargewicht, wie die kanonische Isoform aufweisen (s. Tabelle 13 Anhang).
Darlber hinaus sind in der Proteindatenbank UniProt zum aktuellen Zeitpunkt vier
weitere mogliche, deutlich kleinere Isoformen aufgefihrt. Hingegen keine Isoform,
welche schwerer als 124 kDa ist (s. Tabelle 13 Anhang).

In der vorliegenden Arbeit wurde der ZEB 1 Antikérper mit der Bestellnummer
HPAO027524 der Firma Sigma-Aldrich verwendet. Der Hersteller des Antikorpers gibt in
seinem aktuellen technischen Datenblatt kein Molekulargewicht von ZEB 1 an, sondern
verweist auf die Charakterisierungsdaten des Human Protein Atlas (Sigma Aldrich, n.d.).
Dort sind mit o.g. Antikdrper in den verwendeten Glioblastomzellen multiple Banden
zwischen ca. 60 — 180 kDa angefarbt inklusive der kanonischen Isoform (The Human
Protein Atlas, n.d.). Somit konnte mit dem verwendeten Antikérper die kanonische
Isoform gefarbt werden, indes nicht in den hier verwendeten NSCLC Zelllinien. Ein
Versuch von Dirk Lohfink aus der Arbeitsgruppe, ZEB 1 mittels siRNA zu reprimieren,
konnte eine ca. 180 kDa schwere Bande ZEB 1 zuordnen (s. Abb. 7). Das in dieser Arbeit
beobachtete Molekulargewicht deckt sich mit den Angaben verschiedener
Literaturquellen, die ebenfalls ZEB 1 Proteine mit einem erhéhten Molekulargewicht von
170 bis 250 kDa, je nach Quelle, nachweisen konnten (Wang et al., 2009; Chang et al.,
2011; Dave et al., 2011; Preca et al., 2017; Perez-Oquendo and Gibbons, 2022a; Perez-
Oquendo et al., 2023). Die Diskrepanz der unterschiedlichen Molekulargewichte kdnnte
durch posttranslationale Modifikationen (PTM) zustande kommen. PTMs sind Enzym-
abhangige Veranderungen von Proteinen nach ihrer Translation, wie beispielsweise
Phosphorylierung, Acetylierung, Ubiquitinierung oder Sumoylierung. Diese
Proteinveranderungen koénnen sich auf die Transkriptionsaktivitat, Lokalisierung,
Proteinstabilitdt, DNA-Bindung und Proteinkomplexinteraktionen auswirken (Perez-
Oquendo and Gibbons, 2022a).

Ein Beispiel fir eine PTM von ZEB 1 in NSCLC Zellen ist die Acetylierung an der Stelle
K811. Neben vier ebenfalls vorhandenen Phosphorylierungen tragt diese zu einem
erhdhten Molekulargewicht des ZEB 1 Proteins von ca. 225 kDa bei. Die K811
Acetylierung fuhrt zu einer langeren Halbwertszeit und einer héheren Proteinstabilitat
von ZEB 1. Darlber hinaus gibt es Hinweise auf einen Zusammenhang zwischen der
acetylierten ZEB 1 Form und einer verstarkten Promotorbindung uUber Interaktionen mit
dem NuRD Transkriptions-Co-Repressor-Komplex an die Gene fir miR-200c und

SEMAS3F. Zudem Korreliert die K811 Acetylierung mit einer verstarkten Zellinvasion und
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Metastasierung von NSCLC Zellen durch die verstarkte Repression von E-Cadherin und
erhdhte Expression von Vimentin und N-Cadherin (Perez-Oquendo et al., 2023).
Inwiefern sich PTMs auf die Funktionen und die Proteinstabilitdt von ZEB 1 auswirken,
ist nicht vollstandig geklart, da es hierzu kontroverse Daten gibt (Chang et al., 2016;
Perez-Oquendo and Gibbons, 2022a).

Mittels Massenspektrometrie wurden klrzere Transkriptionsvarianten von ZEB 1
entdeckt, die durch die nicht kanonische Offnung von Leserahmen in der Transkription
entstanden sind (Vanderperre et al., 2013). Zudem kann die Degradation von Proteinen
zu vermeintlich leichteren Banden von ZEB 1 im Western Blot fiihren (Gubelmann et al.,
2014; Bass et al., 2017). Die Degradation kann durch unterschiedliche PTM wie
Acetylierung und Ubiquitinierung beglnstigt werden (Perez-Oquendo and Gibbons,
2022a), aber auch durch die verwendete Methodik des Western Blots selbst entstehen
(Bass et al., 2017). Zudem kann es zu unspezifischen Antikérperbindungen kommen,
welche sich ebenfalls als Bande im Western Blot darstellen (Begum et al., 2022).

Wie genau die unterschiedlich gro3en Formen von ZEB 1 zustande kommen, kann somit
nicht vollstandig geklart werden. In der vorliegenden Arbeit wurde aufgrund der hier

aufgefuhrten Daten die 180 kDa grof3e Isoform analysiert.

5.1.3.2 Verinderungen der ZEB 1 Proteinmenge nach Inhibition von K-Ras®'*¢

und / oder Stimulation mit TGF-1

In den durchgefihrten Experimenten kam es durch die Inhibition der onkogenen
K-Ras®'% Proteine in den H358 Zellen zu einem Abfall der ZEB 1 Proteinmenge (s. Abb.
17 A). Durch die Behandlung mit TGF-B1 allein oder in Kombination mit den K-Ras®'%¢
Inhibitoren kam es zu einem Anstieg der ZEB 1 Proteinmenge. In der
Adenokarzinomzelllinie HCC44 kam es nach der Inkubation der Zellen mit den K-Ras®'%¢
Inhibitoren und / oder TGF-B1 fur 48 h zu keiner Veranderung der ZEB 1 Proteinmenge
gegentiiber dem Kontrollwert (s. Abb. 17 B). In den H23 Zellen verursachen die K-Ras®'?®
Inhibitoren weder allein noch nach gleichzeitiger Stimulation mit TGF-$1 Veranderungen
der ZEB 1 Proteinmenge. TGF-B1 allein fihrte zu einem Anstieg der ZEB 1
Proteinmenge (s. Abb. 17 C). Somit ergeben sich in den hier erhobenen Daten nur in
den H358 Zellen Hinweise auf eine gemeinsame Regulation von ZEB 1 durch Ras und
TGF-B1.

Die Induktion von onkogenem HRAS in Brustkrebszellen (De Blander et al., 2024) oder
onkogenem KRAS in Kolon- (Sun et al., 2023) sowie in Lungenadenokarzinomzellen (Y.
Liu et al., 2014) flhrt zu einer erhéhten Menge ZEB 1 mRNA und / oder Protein. Hierfur

greift der Ras Signalweg an unterschiedlichen Punkten an.
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Zum einen phosphoryliert und aktiviert konstitutiv aktives Erk 1 und 2 die E26
transformation-specific transcription factors 1 und 2 (ETS 1/ 2). Diese binden an die ETS
Bindestelle im ZEB 1 Promotor (Dittmer, 2015) und steigern so die ZEB 1 Expression
(Shirakihara et al., 2007; Sinh et al., 2017). Uber die lllc Isoform des Fibroblast Growth
Factor Receptors (FGFR) wird zudem der MAPK Signalweg aktiviert, welcher tber ETS
1/ 2 hohe Konzentrationen an ZEB 1 / 2 aufrechterhalt. Uber ZEB 1 / 2 werden die
Epithelial Splicing Regulatory Proteins 1/ 2 (ESPR 1 / 2) reprimiert (s. unten), was zur
Aufrechterhaltung der llic Isoform von FGFR fuhrt (Horiguchi et al., 2012). So wird ein
positiver Feedback Mechanismus aufgebaut, der hohe ZEB 1 Mengen aufrechterhalt
und somit die EMT vorantreiben kann (Saitoh, 2023).

Zum anderen reprimiert onkogenes K-Ras die microRNA-200 (miR-200) Expression und
steigert so die ZEB 1 Expression (Zhong et al., 2016). miR-200 und ZEB 1 bilden einen
doppelten negativen Feedback Mechanismus zueinander: ZEB 1 reprimiert die miR-200
Familie durch direkte Bindung an die Promotorregion. Mitglieder der miR-200 Familie
hingegen kdnnen an die 3" untranlantierte Region der ZEB 1 mRNA binden und so den
mRNA Abbau induzieren oder die Translation hemmen (Perez-Oquendo and Gibbons,
2022). Experimente von Zhong et al. (2016) zeigten, dass hierfur sowohl der PI3K-Akt
als auch der MAPK Signalweg notwendig sind und die Inhibition von Erk 2 mittels siRNA
wiederum zur gesteigerten Expression von miR-200 fiihrt. Die Inhibition von Mek oder
Erk reduziert die ZEB 1 Proteinmenge (Graham et al., 2008; Sanchez-Till6 et al., 2023;
Sun et al, 2023). Der Knockdown von K-Ras fiihrt in K-Ras®'?® mutierten
Kolonkarzinomzellen ebenfalls zur Reduktion der ZEB 1 mRNA und Proteinmenge,
wahrend die K-Ras®'?? Uberexpression zur einer Erhéhung flhrt (Sanchez-Tillo et al.,
2023). Dies ist abhangig von der Zelllinie und dem Mutationsstatus: A549 Zellen mit
KRAS Mutation zeigen beispielsweise eine erhohte ZEB 1 mRNA Menge nach Erk
Inhibition, HCC857 Zellen mit EGFR Mutation hingegen zeigen eine verminderte ZEB 1
mMRNA Menge nach Erk Inhibition (Cai et al., 2022).

TGF-B induziert die Expression von ZEB 1 in vielen unterschiedlichen Zelllinien (Hao et
al., 2019; Saitoh, 2023), darunter auch in NSCLC Zelllinien (Zhang et al., 2017), wie
H358 (Wang et al., 2010). TGF-B induziert die ZEB 1 Expression vor allem in den frihen
Stadien der Karzinogenese. In spateren Stadien erhalten positive Feedback
Mechanismen hohe Konzentrationen von ZEB 1 aufrecht unabhangig von TGF- und
SMAD Proteinen (Saitoh, 2023). TGF- induziert die Proteinexpression von ZEB 1
einerseits durch SMAD Proteine und andererseits durch die Aktivierung von ETS 1/ 2
(Shirakihara et al., 2007; Ichikawa et al., 2022) oder Repression der miR-200 Familie
(Gibbons et al., 2009).
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Lee et al. (2024) zahlen ZEB 1 zu dem RREB1 und TGF-1 aktivierten Gensatz hinzu
(s. oben) und gehen somit von einer gemeinsamen Regulation durch Ras und TGF-3
aus. Epithelorganoide der Bauchspeicheldriise zeigen bei aktiver K-Ras Onkogen
Expression und gleichzeitiger TGF-B1 Stimulation eine starkere ZEB 1
Proteinexpression als bei inaktivem K-Ras Onkogen (Su et al., 2020). Auch Lui et al.
(2014) vermuteten einen Zusammenhang zwischen onkogenem Ras und TGF-( in der
Induktion der ZEB 1 Expression. Der molekulare Mechanismus dieser interaktiven

Regulation bleibt nach wie vor unklar und erfordert weitere intensive Studien.

5.2  Verdnderungen der ESRP 1 & 2 Proteinmenge nach Inhibition von K-Ras®'*¢

und / oder Stimulation mit TGF-31

ESRP 1 und 2 sind RNA-bindende Proteine, die zelltypspezifisch das alternative
SpleiRen regulieren. Sie aktivieren beispielsweise das SpleiRen von Exon lllb und
hemmen das von Exon llic des FGFR 2 (Warzecha et al., 2009a). Die Expression des
Exons IlIb ist typisch fir epitheliale Zellen, wahrend die Expression von llic typisch flr
mesenchymale Zellen ist (Orr-Urtreger et al., 1993). Neben dem FGFR 2 regulieren
ESRPs auch eine Vielzahl anderer Proteine, die an der Regulation des Aktin
Zytoskeletts, der Zell-Zell-Adhasion, der Zellpolaritat und der Zellmigration beteiligt sind
(Warzecha et al., 2009b). Man geht davon aus, dass viele Proteine unterschiedliche
Spleilformen aufweisen, die spezifisch fir epitheliale oder mesenchymale Zellen sind
und so unterschiedliche Funktionen austiben (Warzecha et al., 2010)

In der vorliegenden Arbeit zeigte sich nach Stimulation mit TGF-B1 eine signifikant
verminderte Proteinmenge von ESRP 1 und 2, vor allem in den Kernfraktionen der H358
Zellen. Auch nach gleichzeitiger Behandlung mit den K-Ras®'?° Inhibitoren AMG 510
oder MRTX 849 und TGF-B1 zeigte sich die Proteinmenge der Splicing Proteine
vermindert. Die ESRP 2 Proteinmenge stieg nach K-Ras®'*° Inhibition in den
Kernfraktionen gegenuber der Kontrolle an (s. Abb. 21). Otake et al. (2021) konnten nach
einem Knockdown von KRAS mittels siRNA in Panc-1 Zellen eine signifikant erhdhte
ESRP 2 Genexpression detektieren. TGF-B1 reprimiert Uber den Transkriptionsfaktor
ZEB 1 ESRP 1 in verschiedenen NSCLC Zelllinien (Larsen et al., 2016) und ESRP 2 in
NMuMG Zellen. In Panc-1 Zellen sind nach TGF-B1 Stimulation sowohl ESRP 1 als auch
ESRP 2 reprimiert. Allerdings nicht durch ZEB 1 sondern durch den Transkriptionsfaktor
Snail (Horiguchi et al., 2012). Allgemein kommt es wahrend der EMT zur Herabregulation
der ESRPs (Warzecha et al., 2009a). Ein ESRP Knockdown kann die EMT sogar
induzieren (Warzecha et al., 2010).

Die in dieser Arbeit erzielten Ergebnisse deuten im Kontext der vorhandenen Literatur
darauf hin, dass TGF 1 die Menge des ESRP-Proteins senkt und eine Inhibition von K-
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Ras®'?C diese steigert. Da die Proteinmengen von ESRP 1 und 2 unter Inhibition von
K-Ras und gleichzeitiger Stimulation mit TGF-B1 niedrig sind, scheinen die
reprimierenden Effekte von TGF-$1 zu Uberwiegen. Somit ergeben sich Hinweise auf
eine mogliche gemeinsame Regulation von ESRPs, vor allem ESRP 2 in H358 Zellen,
durch den Ras und TGF-B1 Signalweg.

5.3 Morphologische Veranderungen von NSCLC Zellen nach Inhibition von
K-Ras®'?C und / oder Stimulation mit TGF-p1

Neben Veranderungen in der Proteinausstattung ist die Veradnderung des Phanotyps von
epithelial zu mesenchymal ein Charakteristikum der EMT (Kalluri and Weinberg, 2009).
Die morphologischen Veranderungen wurden in dieser Arbeit anhand von
Phasenkontrastaufnahmen analysiert. Ziel war es die morphologischen Veranderungen
durch die K-Ras®'®° Inhibition zu charakterisieren, vor allem unter gleichzeitiger
Behandlung mit TGF-B1. Zudem sollten phanotypische Veranderungen analysiert
werden, welche Ruickschlisse auf einen moglicherweise stattfinden EMT Prozess
ziehen lassen.

In den aufgeflihrten Ergebnissen kam es nach Stimulation mit TGF-B1 in allen drei
untersuchten Zelllinien zu einer spindelférmigen Morphologie mit langen Zellfortsatzen
(s. Abb. 10 D, J & P). Zudem konnte vor allem bei den H358 Zellen beobachtet werden,
dass es zur Auflésung kohasiver Zellverbande epithelialer Zellen kam. A549 Zellen
weisen nach EMT Induktion durch TGF-B morphologisch mehr Zellauslaufer auf, sind
elongiert und haben eine um 25 % vergroRRerte Zelloberflache (Nurmagambetova et al.,
2023). Auch an Pankreaskarzinomzellen (Ellenrieder et al., 2001), wie Panc-1 (Horiguchi
et al., 2009) sowie H358 Zellen (Singh et al., 2009; Peindl et al., 2022) oder anderen
humanen Epithelzellen (Oft et al., 1996, 1998) konnte eine spindelférmige Morphologie
sowie das vermehrte Auftreten von Zellauslaufern nach Behandlung mit TGF-3
beobachtet werden. Zudem kommt es zur Auflésung kohasiver Zellverbande durch
verminderte Zell-Zell-Kontakte (Ellenrieder et al., 2001; Peinado et al., 2003; Horiguchi
et al., 2009).

Wahrend die Morphologie der K-Ras
(s. Abb. 10 B & C) als die mit DMSO und Zitrat behandelten Zellen, waren sowohl die
HCC44 (s. Abb. 10 H & 1) als auch die H23 Zellen (s. Abb. 10 N & O) polygonal oder

rundlich geformt. Dies konnte ebenfalls in anderen Arbeiten, wie der von Aliena

¢12C inhibierten H358 Zellen langlicher erscheint

Vangerow in der Arbeitsgruppe Giehl beobachtet werden. Sie konnte durch
Flachenmessungen nachweisen, dass die HCC44 Zellen durch K-Ras®'?° Inhibition
gréRer wurden (Vangerow, 2026). Panc-1 Zellen zeigten nach Expression von EGFP-

K-Ras"'?> einen Fibroblasten-artigen Phanotyp mit unregelmaRiger Zellform
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(Dreissigacker et al., 2006) und somit Hinweise auf einen EMT Prozess. In manchen
Zelllinien reicht onkogenes Ras aus, um EMT zu induzieren (Edme et al., 2002; Thiery,
2002; Y. Wang et al., 2010). H358 Zellen gelten als typisches Beispiel fir eine Zelllinie,
in der RAS Mutationen alleine nicht ausreichen, um EMT zu induzieren, sondern hierfur
eine zusatzliche Stimulation Uber einen weiteren Signalweg, wie beispielsweise den
TGF-B1 Signalweg bendtigen (Y. Wang et al., 2010). Zudem sind die verwendeten
Zelllinien unterschiedlich sensibel gegeniiber den K-Ras®'?° Inhibitoren und haben einen
unterschiedlichen Mutationsstatus (vgl. Kapitel 2.7 und 5.1.2).

Eine Mek Inhibition in Raf mutierten Zellen fihrt zum Wachstum in kohasiven
Zellverbanden und blockiert das cell scattering und somit die Annahme von
mesenchymalen Zellcharakteristika (Lehmann et al., 2000). Eine mesenchymale
Morphologie wurde vor allem bei K-Ras®'® Inhibitor resistenten Zellen beobachtet (Lin
et al., 2024). Der EMT Prozess selbst kann auch zur intrinsischen Resistenz gegentiber
den Inhibitoren fiilhren (Adachi et al., 2020; Solanki et al., 2021). Die K-Ras®'*°
inhibierten NSCLC Zellen in diesen Experimenten prasentieren eher epitheliale
Zellmerkmale.

Wurden die Zellen aller verwendeten Zelllinien mit TGF-B1 und den K-Ras®'?C Inhibitoren
behandelt, so konnten tiberwiegend polygonale Zellen beobachtet werden (s. Abb. 9 E
& F; K& L; Q & R). Vereinzelt fanden sich auch spindelférmige Zellen. Ellenrieder et al.
(2001) beobachteten, dass Pankreaskarzinomzellen, die mit einem Mek Inhibitor
vorbehandelt wurden, weniger sensitiv fur die mesenchymale Transdifferenzierung
durch TGF- sowie Veranderungen von Proteinmarkern (Zytokeratin 8 / 19 und Vimentin)
waren. Dies kann auch hier beobachtet werden, da die mit TGF-B1 und den K-Ras®'%¢
Inhibitoren behandelten Zellen eher den K-Ras®'?C inhibierten als den TGF-B1

stimulierten Zellen ahnelten und somit eher epitheliale Merkmale aufwiesen.

5.4 Veranderungen des Aktin Zytoskeletts sowie des Vinculin Proteins in
NSCLC Zellen nach Inhibition von K-Ras®'?° und / oder Stimulation mit
TGF-p1

Das Aktin Zytoskelett kann in Nicht-Muskelzellen sogenannte Stressfasern (Lewis and

Lewis, 1924) aus 10 bis 30 Aktinfilamenten ausbilden (Cramer et al., 1997), die sich Uber

integrinhaltige Fokalkontakte an der Zellmembran verankern (Burridge, 1986). Sie

entstehen vor allem in Zellen, die Scherkraften ausgesetzt sind (Franke et al., 1984).

Ihre Funktion in der Zellmigration ist die Definierung einer langen Zellachse (Rid et al.,

2005), die Adhasion an die EZM und die Ausstilpung der Fuhrungslamelle (DeMali et

al., 2002; Tojkander et al., 2012; Thievessen et al., 2013). In Zell-Zell- und Zell-Matrix

Kontakten spielt das Protein Vinculin eine entscheidende Rolle (Geiger, 1979). Vinculin
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befindet sich in einer aktiven, gedéffneten Form in den Fokalkontakten und in einer
inaktiven, gefalteten Form im Zytoplasma (Chen et al, 2005). Einer der
Aktivierungsmechanismen ist die Wirkung von Zugkraften auf die Zelle (Grashoff et al.,
2010). In den Zell-Matrix Kontakten bindet Vinculin an das Aktin Zytoskelett (Burridge
and Feramisco, 1980).

In derimmunzytochemischen Analyse konnten durch die Stimulation mit TGF-31 deutlich
ausgepragte Stressfasern in HCC44 und H358 Zellen beobachtet werden (s. Abb. 23 D
& 27 D Anhang). In den Zellen mit mesenchymalem Phanotyp orientierten sich die
Stressfasern vermehrt parallel zur longitudinalen Zellachse. Die mit TGF-$1 und
K-Ras®'?° Inhibitoren behandelten HCC44 Zellen scheinen mehr Stressfasern
aufzuweisen (s. Abb. 23 E & F), als die Zellen, die nur mit den K-Ras®'?° Inhibitoren
behandelt wurden (s. Abb. 23 B & C). Die Kontrollzellen und die K-Ras®'?® inhibierten
Zellen verfligen Uber ein eher netzartig strukturiertes Aktin Zytoskelett (s. Abb. 23 A - C).
Nach der TGF-B1 Stimulation orientieren sich die vinculinhaltigen Zell-Matrix Kontakte
vermehrt an den kurzen Zellseiten (s. Abb. 23 D). In den Kontrollzellen oder in den
K-Ras®'?*C inhibierten Zellen verteilen sie sich gleichméRiger an der gesamten
Zellmembran (s. Abb. 23 B'& C’). Die Anzahl vinculinhaltiger Zell-Matrix Kontakte pro
Zelle nahmen nach Stimulation mit TGF-1 deutlich zu. Auch nach TGF-B1 Stimulation
und gleichzeitiger Behandlung mit den K-Ras®'*® Inhibitoren war die Anzahl der fokalen
Kontakte gegeniber den Kontrollzellen erhéht (s. Tabelle 12 Anhang). In der
Lungenadenokarzinomzelllinie A549 konnte nach TGF-B Stimulation keine erhdhte
Anzahl von vinculinhaltigen Fokalkontakten nachgewiesen werden. In HaCaT Zellen
(humanen Keratinozyten) verdoppelte sich die Anzahl der vinculinhaltigen Fokalkontakte
hingegen fast (Nurmagambetova et al., 2023). Eine Zunahme der vinculinhaltigen
Fokalkontakte nach TGF-B Stimulation konnte zudem in Brustkrebszellen gefunden
werden (Imamichi et al., 2005). In unstimulierten A549 und NMuMG Zellen befindet sich
Vinculin vor allem im Zytoplasma und in den Adharenskontakten. Nach TGF-3
Stimulation befindet es sich vor allem an den Spitzen der Aktinfilamente (Safina et al.,
2009). Aliena Vangerow konnte in ihrer Arbeit nach K-Ras®'?° Inhibition in HCC44 und
H23 Zellen sowohl eine erhdhte Anzahl an vinculinhaltigen Fokalkontakten sowie eine
Umverteilung aus dem Zytoplasma und von perinuklear lokalisierten Proteinen an die
Zellwand nachweisen. Dariber hinaus verzeichnete sie eine Zunahme der Stressfasern
durch K-Ras®'?® Inhibition. Allerdings wahlte sie fir ihre Arbeit langere Inhibitionszeiten
und héhere Inhibitorkonzentrationen (Vangerow, 2026).

TGF-B fuhrt zur Bildung von Stressfasern (Peinado et al., 2003; Bakin et al., 2004; Safina
et al., 2009). In A549 Zellen sind Stressfasern nach TGF-f Stimulation prominenter und
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fast in doppelter Anzahl vorhanden wie vor der EMT-Induktion. Zudem orientieren sie
sich vermehrt gleichsinnig (Nurmagambetova et al., 2023).

RAS mutierte Zellen weisen einen actin adhesion belt auf, ein Charakteristikum von
epithelialen Zellen. In diesem sind die Aktinfasern diinner und weniger prominent als in
nicht mutierten Zellen (Safina et al., 2009). Eine Stimulation mit TGF- fUhrt in Zellen mit
konstitutiv aktivem Ras Signalweg nicht zur Formation von Stressfasern sondern zur
Auflésung des kortikalen Aktinnetzwerks und zur Steigerung der Migration. In Zellen mit
aktiver RAS Mutation fihrt die Mek Inhibition und TGF-f Stimulation erneut zur
Stressfaserformation (Bakin et al., 2004; Safina et al., 2009).

5.5 Methodendiskussion

In der vorliegenden Arbeit wurden hauptsachlich Western Blots verwendet, um
Mengenunterschiede von EMT assoziierten Proteinen unter dem Einfluss der K-Ras®'?°
Inhibitoren AMG 510 oder MRTX 849, TGF-B1 und deren Kombination zu untersuchen.
Zu diesem Zweck wurden Zelllysate mit Kern-Zytosolfraktionierungen modifiziert nach
Andrews und Faller (1991) hergestellt (vgl. Kapitel 3.5.1). Probleme bei dieser Art der
Lysatherstellung sind, dass eine Kontamination mit anderen Zellkompartimenten nicht
zu vermeiden ist. Zudem besteht die Gefahr, dass im ersten Schritt neben der
Plasmamembran auch die Zellkernmembran beschadigt wird, wodurch es zur
Durchmischung der Kompartimente kommen kann (Ogawa and Imamoto, 2021).
Transportprozesse zwischen Zellkern und Zytoplasma sind sehr temperaturempfindlich.
Bei zu langer Inkubation bei niedrigen Temperaturen wahrend der Fraktionierung kann
es zur Fehllokalisation von Kernproteinen kommen (Ogawa and Imamoto, 2018).
Daruber hinaus konnen auch bei intakter Zellkernmembran I6sliche Proteine unter
60 kDa durch Kernporen austreten (Gorlich, 1998). Beispiele flr das Fehlen einer
strikten Trennung der Kompartimente konnen der Abbildung 6 entnommen werden. E-
Cadherin und Vimentin, Proteine der Zellmembran bzw. des Zytoplasmas, befinden sich
in gleich groRen oder sogar groReren Mengen in den kernhaltigen bzw. unléslichen
Fraktionen.

Um quantitative Unterschiede in Western Blots zu detektieren, werden ubiquitar
vorkommende Einzelproteine wie GAPDH, B-Aktin oder Tubulin als Beladungskontrolle
verwendet (Taylor and Posch, 2014). In der vorliegenden Arbeit wurde hauptsachlich 3-
Aktin genutzt. FUr die quantitative Darstellung werden die densitometrischen Werte des
zu untersuchenden Proteins durch die der Beladungskontrolle dividiert. Diese
Berechnung wird als Normalisierung bezeichnet. Dabei wird davon ausgegangen, dass
die Normalisierung Beladungsfehler oder einen ungleichen Transfer ausgleicht. Oft ist

das zu untersuchende Protein in deutlich geringeren Mengen in der Zelle vorhanden als

83



das Protein der Beladungskontrolle. Dies flihrt dazu, dass die Konzentration des zu
untersuchenden Proteins zwar im linearen Detektionsbereich liegt, die Konzentration
des Proteins der Beladungskontrolle allerdings nicht (Aldridge et al., 2008). GrofRe
Proteinmengen der Beladungskontrollen bei geringer Proteinbeladung des Blots konnen
zu stark gesattigten Signalen der Antikorperdetektion fihren, wodurch quantitative
Unterschiede nicht gut widergespiegelt werden kénnen (Taylor and Posch, 2014). Um
diesen Fehler zu minimieren, wurde in der vorliegenden Arbeit ein fluoreszenzbasiertes
Verfahren von LICOR verwendet. Im Vergleich zu chemilumineszenzbasierten Verfahren
sind die Ergebnisse deutlich reproduzierbarer, da keine Abhangigkeit von Zeit und
Substratverfigbarkeit besteht und eine Multiplex Detektion mdglich ist. Zudem ist das
fluoreszenzbasierte Verfahren weniger anféllig fiir Ubersattigungsartefakte, da es tiber
einen groReren linearen Detektionsbereich zwischen Bandenintensitat und
Proteinmenge verfligt als chemilumineszenzbasierte Verfahren (Pillai-Kastoori et al.,
2020).

Dartber hinaus spielt der optimale Trennbereich des Gels noch eine wichtige Rolle bei
der Auswahl der optimalen Beladungskontrolle. Das 8,5-prozentige Acrylamidgel,
welches von 50 - 150 kDa den optimalen Trennbereich aufweist, erfasst das 42 kDa
schwere 3-Aktin Protein nicht mehr zuverlassig. Aus diesem Grund wurde fir ZEB 1 das
Kernprotein Lamin A/ C und fur STAT 3 die Gesamtproteinfarbung Ponceau Rot als
Beladungskontrolle verwendet.

Eine weitere potenzielle Fehlerquelle ist, dass sich die Proteinmenge der
Beladungskontrolle durch biologische und experimentelle Bedingungen verandert
(Aldridge et al., 2008). Greer et al. (2010) zeigten, dass sich die Mengen von GAPDH
und a-Tubulin mit zunehmender Konfluenz der Zellkultur erhéhten, wahrend sich die
Mengen von Hsp90 und 3-Aktin Mengen nicht veranderten. Lamin A/ C ist in NSCLC
Zellen in geringeren Mengen vorhanden als in Nicht-Krebszellen (Stefanello et al., 2021).
In der Literaturrecherche konnten keine Hinweise darauf gefunden werden, dass sich
die Proteinmenge von Lamin A/ C oder B-Aktin durch die TGF-B1 Stimulation oder
K-Ras®'?C Inhibition verandert, weshalb diese in der vorliegenden Arbeit auch als
Beladungskontrolle verwendet wurden.

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass die Beurteilung quantitativer Unterschiede
im Western Blot kritisch hinterfragt werden sollte. Man sollte sich nicht nur auf die
Normalisierung und die Beladungskontrolle verlassen, sondern jeden Western Blot
einzeln auf die Plausibilitait der Densitometrieergebnisse prifen. Auch in der
vorliegenden Arbeit wurden Ergebnisse zwischen unterschiedlichen
Beladungskontrollen wie GAPDH, B-Aktin, Lamin A/ C und Ponceau S verglichen und

Western Blots bei Vorliegen groR3er intraexperimenteller Schwankungen wiederholt.
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6 Zusammenfassung

Die epitheliale-mesenchymale Transition (EMT) kann ein zentraler Vorgang in der
Metastasierung von Karzinomen sein, bei dem epitheliale Karzinomzellen ganz oder
teilweise mesenchymale Charakteristika annehmen. Dieser Prozess geht einher mit
einem Wechsel der Proteinausstattung: Epitheliale Proteine wie E-Cadherin und
Zytokeratin werden herab- und mesenchymale Proteine wie N-Cadherin und Vimentin
heraufreguliert. Dadurch kommt es zum Abbau der Zell-Zell-Kontakte und
Veranderungen des Zytoskeletts. Einer der zentralen Modulatoren der EMT ist der
Transforming-Growth-Factor 81 (TGF-B1). Dieser induziert die Expression einer Reihe
von Transkriptionsfaktoren, wie Slug, Snail, Twist, ZEB 1 oder ZEB 2, welche die EMT
vorantreiben. Die EMT ist auch ein wichtiger Vorgang in der Metastasierung des nicht-
kleinzelligen Bronchialkarzinoms (NSCLC), einer Entitat, die oftmals Treibermutationen
im KRAS Gen aufweist. Am haufigsten findet sich die spezifische Mutation K-Ras®'?°.
Diese fuhrt zu einem konstitutiv aktiven Ras Signalweg und damit zur Karzinogenese.
Das Ziel dieser Arbeit war es, zu untersuchen, ob der Ras und TGF-1 Signalweg in der
EMT des NSCLCs synergieren. Hierzu wurden die NSCLC Zellen sowohl mit
spezifischen K-Ras®'*° Inhibitoren (AMG 510 oder MRTX 849) als auch mit TGF-31
behandelt. Die Proteinmenge und -lokalisation verschiedener EMT-Markerproteine,
Transkriptionsfaktoren und -regulatoren sowie Zelladhasionsproteine, die eine mogliche
Rolle im EMT Prozess spielen, wurden mittels Western Blot und Immunzytochemie
analysiert.

Die Ergebnisse dieser Arbeiten zeigen, dass die Proteinmenge der EMT-
Transkriptionsfaktoren Slug und ZEB 1 durch die K-Ras®'?° Inhibition verringert und
durch die TGF-B1 Stimulation gesteigert wird. In der Literatur gibt es fir diese
Transkriptionsfaktoren Hinweise auf eine gemeinsame Regulation durch den Ras und
TGF-B Signalweg. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit unterstitzen diese
Interpretation. Diese Beobachtungen konnten vor allem in den H358 Zellen gemacht
werden. Die H23 und HCC44 Zellen hingegen, zeigten kaum Veranderungen durch die
K-Ras®'?¢ Inhibition und / oder die TGF-B1 Stimulation. Auch fir die RNA Splicing
Proteine ERSP 1 und ESRP 2 ergaben sich Hinweise auf eine gemeinsame Regulation.
Die anderen in dieser Arbeit untersuchten Zelllinien und Proteine zeigten einen
weitgehend parallelen Verlauf der beiden Signalwege ohne Hinweise auf Interaktionen.
Der genaue molekulare Mechanismus der Synergie des Ras und TGF- Signalwegs
kann anhand dieser Untersuchungen jedoch nicht bestimmt werden. Dieses Verstandnis

ware fur die Entwicklung zielgerichteter Therapien von entscheidendem Vorteil.
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7 Summary

Epithelial-mesenchymal transition (EMT) may be a key process in the metastasis of
carcinomas, in which epithelial carcinoma cells acquire mesenchymal characteristics
either completely or partially. This process is accompanied by a change in protein
expression: epithelial proteins such as E-cadherin and cytokeratin are downregulated,
while mesenchymal proteins such as N-cadherin and vimentin are upregulated. This
leads to a disruption of cell-cell contacts and changes in the cytoskeleton. One of the
central inducers of EMT is transforming growth factor 1 (TGF-B1). It induces the
expression of several transcription factors, such as Slug, Snail, Twist, ZEB 1, and ZEB
2, which drive individually or in combination EMT. EMT is also an important process in
the metastasis of non-small cell lung cancer (NSCLC), which is often characterized by
driver mutations in the KRAS gene. The most common mutation is K-Ras®'?°. The
mutation leads to a constitutively active Ras signaling pathway and thus to
carcinogenesis.

The aim of this study was to investigate whether the Ras and TGF-1 signaling pathways
synergize in the EMT of NSCLC. For this purpose, NSCLC cells were treated with
specific K-Ras®'?° inhibitors (AMG 510 or MRTX 849) as well as with TGF-B1. The
protein concentration and localization of various EMT marker proteins, transcription
factors and regulators, as well as cell adhesion proteins that play a possible role in the
EMT process, were analyzed using Western blot and immunocytochemistry.

The results of this work show that the protein levels of the EMT transcription factors Slug
and ZEB 1 are reduced by K-Ras®'?® inhibition and increased by TGF-B1 stimulation. In
the literature, there are indications for these transcription factors of joint regulation by the
Ras and TGF-B signaling pathways. The results presented in the present study support
this view. These observations were made primarily in H358 cells. H23 and HCC44 cells,
on the other hand, showed little change due to K-Ras®'?® inhibition and / or TGF-B1
stimulation. There was also evidence of joint regulation for the RNA splicing proteins
ERSP 1 and ESRP 2. The other cell lines and proteins examined in this study, show
largely independent effects of the two signaling pathways without major crosstalk.
However, the exact molecular mechanism of the synergy of the Ras and TGF-f3 signaling
pathways cannot be determined based on these investigations. Nevertheless,
understanding this would be of decisive advantage for the development of targeted

therapies in the future.
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9 Anhang

DMSO + Zitrat

AMG 510

MRTX 849

TGF-1

TGF-B1 + AMG 510

TGF-81 + MRTX 849

Vimentin
A

DAPI

102

Abbildung 25:
Immunzytochemische Analyse von
Vimentin in H358 Zellen nach
Inhibition von K-Ras®'?¢ und / oder
Stimulation mit TGF-1

H358 Zellen wurden mit 10nM
AMG 510 oder MRTX 849 inhibiert und
/ oder mit 10 ng/ml TGF-B1 stimuliert.
Nach 48 h Inkubationszeit erfolgte die
Fixierung mit 2 % Formaldehyd und
Anfarbung der Proteine mit
spezifischen Antikdrpern und
fluoreszierenden Zweitantikérpern
(Vimentin (RB) — Alexa 488 - griin). Die
Zellkerne wurde in Blau mittels DAPI
angefarbt und sind in A’-F" dargestellt.
Die Aufnahme der Bilder erfolgte mit
einem 60 x Objektiv. Der Versuch
wurde einmal durchgefihrt.
Mafstab =13 : 20 ym
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Abbildung 26: Veranderungen der SMAD 2 / 3 Proteinmenge nach Inhibition von K-Ras®'2¢ und / oder
Stimulation mit TGF-1

H23 und HCC44 Zellen wurden fir 48 h mit 10 nM AMG 510 oder MRTX 849 inhibiert und / oder mit 10
ng/ml TGF-B1 stimuliert. Je 30 ug Protein der Kern- und Zytosolfraktion wurden in einem 10 %igen
Acrylamidgel aufgetrennt. Die beiden Proteine wurden mit einem gemeinsamen spezifischen Antikdrper
angefarbt. Abgebildet ist jeweils ein reprasentativer Blot aus zwei (HCC44) bzw. drei (H23) unabhangigen
Versuchen. Die densitometrische Auswertung erfolgte normiert auf die Beladungskontrolle B-Aktin und ist in
Relation zur Menge der Kontroll-Kern- bzw. Zytosolfraktion (DMSO + Zitrat) (= 1,0) angegeben. Dargestellt
sind die Mittelwerte, die Standardabweichungen sowie die Einzelwerte (¢). Die statistische Signifikanz der
Unterschiede der Mittelwerte in Bezug auf die DMSO-Zitrat Kontrolle bzw. die TGF-f1 stimulierte Fraktion
(Signifikanzniveau p < 0,05 = *, p < 0,01 = **) wurde mittels eines Einstichproben sowie ungepaarten t-Tests
analysiert.
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Tabelle 12: Durchschnittliche Anzahl der fokalen Kontakte pro Zelle

Die durchschnittliche Anzahl der fokalen Kontakte pro Zelle wurde anhand der Immunzytochemie von
Vinculin in HCC44 Zellen (s. Abb. 23 A’- F") mittels der Software CellSens Dimension 1.6. von Olympus
bestimmt. Angegeben sind die Anzahl der fokalen Kontakte pro Zelle nach 48-stiindiger Behandlung mit den
K-Ras®'2C Inhibitoren AMG 510 oder MRTX 849 und / oder TGF-B1, sowie deren Mittelwert (MW) und
Standardabweichung (+ SD).

DMSO + AMG 510 |MRTX 849 [TGF-B1 TGF-B1+ [TGF-p1 +
HCC44 Zitrat AMG 510 |MRTX 849
Zelle 1 48 68 103 108 129 112
Zelle 2 49 64 75 154 95 122
Zelle 3 43 64 65 79 136
Zelle 4 73 71 39 72
Zelle 5 43 54 39
Zelle 6 74
Mw 55 64,2 64,2 113,67 108
+SD + 14,55 +6,42 + 26,89 + 37,82 129,94 117
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Abbildung 27:
Immunzytochemische Analyse von
F-Aktin in H358 Zellen nach
Inhibition von K-Ras®'?¢ und / oder
Stimulation mit TGF-1

H358 Zellen wurden mit 10nM
AMG 510 oder MRTX 849 inhibiert und
/ oder mit 10 ng/ml TGF-B1 stimuliert.
Nach 48 h Inkubationszeit erfolgte die
Fixierung mit 2 % Formaldehyd und
Anfarbung von F-Aktin mit einer
fluoreszenzmarkierten Sonde (Texas
Red ™-X Phalloidin - rot). Die Zellkerne
wurde in Blau mittels DAPI dargestellt
und sind in A"-F" in der Uberlagerung
(Merge) mit Phalloidin dargestellt. Die
Aufnahme der Bilder erfolgte mit einem
60 x Objektiv. Der Versuch wurde
einmal durchgefiihrt.
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Abbildung 28:
Immunzytochemische Analyse
von B-Catenin in HCC44 Zellen
nach Inhibition mit K-Ras®'2¢ und
| oder Stimulation mit TGF-B1
HCC44 Zellen wurden mit 10 nM
AMG 510 oder MRTX 849 inhibiert
und / oder mit 10 ng/ml TGF-B1
stimuliert. Nach 48 h
Inkubationszeit erfolgte die
Fixierung mit 1:1 Methanol - Aceton
und anschlieBend die Anfarbung
der Proteine mit spezifischen
Antikérpern und fluoreszierenden
Zweitantikérpern (3-Catenin (MS) —
Cy 3 - rot). Die Zellkerne wurde in
Blau mittels DAPI dargestellt und
sind in A"-F" in der Uberlagerung
(Merge) mit B-Catenin dargestellt.
Die Aufnahme der Bilder erfolgte
mit einem 60x Objektiv. Der
Versuch wurde einmal
durchgefihrt.
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Tabelle 13: (Mégliche) Isoformen von ZEB 1 aus der Proteindatenbank UniProt

Eintragsname Molekulargewicht Lange
Uni Prot Datenbank (in kDa) (in Anzahl der
Aminosauren)
= P37275-1 124,07 1125
% (kanonische Isoform)
;.)' P37275-2 124,076 1125
_§ P37275-3 116,593 1 057
§ P37275-4 122,003 1104
% P37275-5 122,084 1108
F6TDF5_HUMAN 32,9 298
% % g’ HOYMD3_HUMAN 29,751 274
g EJ -§ F6UODO_HUMAN 5,996 53
- HOYND9_HUMAN 32,89 288

(The UniProt Consortium, 2024c)
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