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Kurzreferat:

Der Einfluss von Mikrogravitation auf das Plattenepithelkarzinom der Lunge wurde bisher nur
in geringem Umfang untersucht. Experimente mit anderen Zelllinien haben gezeigt, dass der
Einfluss von Mikrogravitation auf Zellen zur Bildung dreidimensionaler Zellkulturmodelle
fihren kann. Dabei kann es zu multiplen Veranderungen in der Zellmorphologie, im
Zytoskelett, im Zellzyklus, der Gen- und Proteinexpression, der Apoptose und vieler weiterer
zellularer Prozesse kommen. Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es zu untersuchen, welche
Veranderungen bei Zellen des Plattenepithelkarzinoms der Lunge nach Kultivierung unter
simulierter Mikrogravitation mittels der Random Positioning Machine (RPM) auftreten und ob
sich dreidimensionale Zellkulturmodelle ausbilden.

Die Zellen wurden Uber verschiedene Zeitraume in der RPM kultiviert und anschlieBend
mikroskopisch und mittels RT-qPCR, WesternBlotting und TUNEL-Methode untersucht.
Bereits nach 24 Stunden auf der RPM bildeten die Lungenkarzinomzellen dreidimensionale
Strukturen. Die F-Aktinfasern waren konzentrisch angeordnet und akkumulierten unmittelbar
unterhalb der Zellmembran. Die Expression aller untersuchten Tumorsuppressorgene war in
den nicht-abgeldsten (adharenten) Zellen aus der RPM signifikant hochreguliert. SOX2 war das
einzige Protoonkogen, bei dem sich eine Veranderung in der Expression zeigte. Die ebenfalls
untersuchte Proteinsynthese korrelierte nur zum Teil mit der Genexpression. Dariber hinaus
wurde eine erhohte Apoptoserate in den Spharoiden nach 24 und 72 Stunden beobachtet
(88,55% und 86,43%).

Somit konnte die Bildung dreidimensionaler Zellmodelle unter Mikrogravitationsbedingungen
auch fir plattenepitheliale Lungenkarzinomzellen nachgewiesen werden. Weiterhin zeigten
sich vor allem in den Tumorsuppressorgenen Veranderungen in der Expression, zusatzlich

konnte eine erhdohte Apoptoserate festgestellt werden.
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1. Einleitung

1.1 Lungenkarzinom

1.1.1 Epidemiologie

Das Lungenkarzinom ist eine der haufigsten bdsartigen Tumorerkrankungen in Deutschland.
Bei Mannern ist es die zweithaufigste maligne Tumorart, bei Frauen die Dritthaufigste (1). Bei
Ansicht der anteiligen Krebssterbefdlle unter den malignen Tumoren wird die Relevanz des
Lungenkarzinoms fiir das deutsche Medizinwesen noch deutlicher. Bei Mannern fihrt das
Lungenkarzinom, anteilsmafRig an allen malignen Tumoren, am haufigsten zum Tode, bei
Frauen am zweithdufigsten (1). Dabei entwickelten sich die Erkrankungs- und Sterberaten bei
beiden Geschlechtern in den letzten Jahrzehnten gegenlaufig (2). Die Erkrankungshaufigkeit
bei Mannern nimmt seit 1990 stetig ab, bei Frauen dagegen jedoch zu, wobei dieses
Phanomen unter anderem durch die sich verandernden Rauchgewohnheiten der beiden
Geschlechter erklart wird (2). Die Prognose des Lungenkarzinoms ist schlecht. Die 5-Jahres-
Uberlebensrate, gemittelt iiber alle Unterformen des Lungenkarzinoms, liegt bei Frauen bei
ungefahr 20%, bei Madnnern nur bei 15% (2). Wichtigster Risikofaktor ist das Rauchen, wobei
das Risiko positiv mit frithem Beginn, Anzahl der Jahre, die geraucht wurde und der Menge
der gerauchten Zigaretten korreliert (3). Einige weitere Risikofaktoren sind das Passivrauchen

(3), Radon-Exposition (4) und ionisierende Strahlung (5).

1.1.2 Histologische Klassifikation

Die Einteilung von Lungenkarzinomen unter histologischen Gesichtspunkten unterliegt einem
regelmaligen Wandel, die aktuellste Einteilung der World Health Organisation (WHO) stammt
aus dem Jahr 2014 (6). In der Vorgangerversion von 2004 wurden die wichtigsten Subtypen
des Lungenkarzinoms aus klinischer Perspektive in kleinzellige und nicht-kleinzellige
Lungenkarzinome eingeteilt (7), wobei ca. 85% aller Lungenkarzinome zu den nicht-
kleinzelligen und 15% zu den kleinzelligen Tumoren gehoren (8). Diese klinische Einteilung hat
vor allem wegen der eminenten Unterschiede in Therapie und Prognose der beiden
Kategorien auch heute noch Bestand (9). Aufgrund neuer Moglichkeiten, insbesondere im
Bereich der Immunhistochemie und genetischen Subtypisierung, haben sich mit der
Erneuerung der Klassifikation von 2014 jedoch deutliche Verdanderungen in der histologischen

Einteilung ergeben (6). Lungenkarzinome werden nun in epitheliale, mesenchymale und



weitere Entitaten unterteilt. Die wichtigsten Tumore sind solche epithelialen Ursprungs, dazu
gehoren insbesondere Adenokarzinome, Plattenepithelkarzinome und die neuroendokrinen

Tumore (6). Jede Entitat Iasst sich dabei noch weiter untergliedern.

1.1.3 Molekularbiologie des Lungenkarzinoms

Wie auch bei anderen malignen Tumoren ist bei der Genese des Lungenkarzinoms die
unkontrollierte  Aktivierung von  Protoonkogenen und die Inaktivierung von
Tumorsuppressorgenen durch Mutationen von grofRer Bedeutung (10). Dadurch kann es zu
Ubermaliger Proliferation und Zellteilung kommen und in der Folge, bei gemeinsamem
Auftreten mehrerer Mutationen, zur Entstehung eines Tumors (11). Die Anzahl der bei der
Tumorgenese des Lungenkarzinoms potentiell beteiligten Gene ist sehr grol3, ebenso wie die
dadurch betroffenen Signalwege bzw. Prozesse in der Zelle. Wichtig ist, dass bei nicht-
kleinzelligen Lungenkarzinomen zwischen Adeno- und Plattenepithelkarzinomen differenziert
wird, da diese sich in ihrer Genese unterscheiden. Das Adenokarzinom der Lunge wurde
molekularbiologisch intensiver erforscht als das Plattenepithelkarzinom. Erst in den letzten
Jahren wurden mehr und mehr Studien auch zur Genese des Plattenepithelkarzinoms
durchgefihrt (10). So konnten fir das Adenokarzinom bereits mehrere Zielstrukturen als
Targets flr gezielte Therapien entdeckt werden. Bei Patienten mit EGFR- oder ALK-Mutation
kann eine Therapie mit einem entsprechenden Tyrosin-Kinase-Inhibitor als Erstlinientherapie
in Erwagung gezogen werden, da sich hier insbesondere fir EGFR-Mutation eine statistisch

signifikante Verzogerung des Krankheitsprozesses gezeigt hat (12,13).

Durch intensivere Forschung zur Genese des Plattenepithelkarzinoms der Lunge wurden Gene
identifiziert, die haufig beim Plattenepithel- und nur selten beim Adenokarzinom mutiert sind.
Dazu gehoren MET, FGFR1 (14), SOX2, PTEN, TP53 und Gene, die fur Proteine des
PI3K/AKT/mTOR-Signalweges kodieren (PIK3CA und AKT3) (siehe unten). Weitere Gene, fiir
die Mutationen beim Plattenepithelkarzinom der Lunge gefunden wurden, sind DDR2 (15),
NFE2L2, RB1 und CDKNZ2A (siehe unten). Dagegen sind Mutationen in EGFR, KRAS oder BRAF
deutlich haufiger beim Adenokarzinom zu finden und so fir die Molekularbiologie des

Plattenepithelkarzinoms von geringerer Relevanz (16-20).



Das Protoonkogen MET kodiert fiir einen Tyrosin-Kinase-Rezeptor (hepatocyte growth factor
receptor), der bei Aktivierung weitere Signalwege in der Zelle stimuliert, unter anderem den
PI3K/Akt-Signalweg (siehe unten) (21). MET ist haufiger beim Plattenepithelkarzinom als beim
Adenokarzinom der Lunge mutiert und hohe Genkopie-Anzahlen sind mit einer schlechteren

Prognose assoziiert (22).

AKT3 (Serin/Threonin-Kinase 3) und die a-Untereinheit der Phosphatidyl-Inositol-3-Kinase
(PI3K) sind die Proteinprodukte der Gene AKT3 und PIK3CA. Beide Kinasen sind elementare
Bestandteile der Signaltransduktion bei Aktivierung transmembrandrer Rezeptoren
(Rezeptor-Tyrosin-Kinase) der Zelle durch Wachstumsfaktoren und Insulin. Sie spielen eine
Rolle bei Proliferation, Zelliberleben und -differenzierung, Apoptose und Tumorgenese
(23,24). Als Suppressor des PI3K/AKT-Signalwegs findet sich das Expressionsprodukt des Gens
PTEN (Phosphatase und Tensin homolog). PTEN kodiert fiir eine Phosphatase, die die
Aktivierung von AKT verhindert (25), es fungiert dementsprechend als Tumorsuppressorgen.
Bei Plattenepithelkarzinomen der Lunge wurden in einer umfangreichen Studie von
Hammerman et al. haufig Mutationen in diesen drei Genen gefunden (26), bei

Adenokarzinomen sind sie selten (17,27,28).

Bei fast allen in der Studie von Hammerman et al. untersuchten Lungenkarzinomen wurden
Mutationen im TP53-Gen gefunden (26). Mutationen in diesem Gen sind sowohl beim
Adenokarzinom als auch beim Plattenepithelkarzinom zu finden. Es kodiert fiir das Protein
p53, welches eine zentrale Rolle bei Zellzykluskontrolle und der damit in Zusammenhang
stehenden Apoptose spielt. Bei DNA-Schaden agiert p53 als Transkriptionsfaktor und aktiviert
die Expression ausgewahlter Gene, was zu einem voribergehenden Zellzyklusarrest oder zu
Apoptose fuhren kann (29). Das von CDKN2A kodierte Protein p14 kann Uber die Inhibition
eines Mediatorproteins (MDM2) p53 aktivieren und damit die Kontrollfunktion des Proteins
initiieren (30). Ein weiteres am Zellzyklus beteiligtes Protein ist pRb1 (Retinoblastom-Protein,
codiert von RB1). Es bindet E2F und verhindert so das Fortschreiten des Zellzyklus (31). Alle
Gene verhindern demnach im nicht-mutierten Zustand unkontrollierte Proliferation und
Mitose (Tumorsuppressorgene). Sowohl CDKN2A als auch RB1I sind beim

Plattenepithelkarzinom der Lunge haufig mutiert (26).



Zwei weitere Gene, bei denen Mutationen in Lungenkarzinomzellen gefunden wurden, sind
SOX2 und NFE2L2 (26,32). SOX2 kodiert fir das gleichnamige Protein, welches als
Transkriptionsfaktor agiert. Es ist beteiligt an der Aufrechterhaltung der Pluripotenz von
Stammzellen und an der Differenzierung zu verschiedenen spezialisierten Zelltypen
(beispielsweise Differenzierung zu Epithelzellen der Trachea und des Osophagus) (33—35). Lu
et al. konnten nachweisen, dass eine Uberexpression von SOX2 bei der Entstehung von
Lungenkarzinomen beteiligt ist (36). Eine weitere Studie konnte bestatigen, dass SOX2-
Mutationen haufig beim Plattenepithelkarzinomen der Lunge auftreten. Jedoch konnte in der
gleichen Studie gezeigt werden, dass Patienten mit Genamplifikation von SOX2 und
Uberexpression von SOX2-Protein eine bessere Prognose besitzen (37).

NFE2L2 (Synonym: Nrf2), kodiert durch das gleichnamige Gen, ist ebenfalls ein
Transkriptionsfaktor. Durch die dadurch bedingte Aktivierung entsprechender Gene werden
antioxidative Proteine transkribiert (38). Dies dient der Zelle als Mechanismus zur Reaktion
auf oxidativen Stress. Mutationen im NFE2L2-Gen koénnen zu erhéhter Malignitat von
Tumoren fihren (39) und eine erhohte Aktivitdt von NFE2L2 kann zu einem verstarkten
Wachstum von Lungenkarzinomzellen und einer Resistenz der Zellen gegeniiber Cisplatin

flihren (40).

In der vorliegenden Arbeit wurde bei der Auswahl der zu untersuchenden Gene darauf
geachtet, dass eine ausgewogene Anzahl an Protoonkogenen und Tumorsuppressorgenen
eingeschlossen wird. Des Weiteren wurden gezielt Gene ausgewahlt, die Teil folgender
Zellprozesse sind: Zellzykluskontrolle/Apoptose (CDKN2A, RB1, TP53), Signaltransduktion
(AKT3, PIK3CA, PTEN), Reaktion der Zelle auf oxidativen Stress (NFE2L2) und epitheliale
Differenzierung (SOX2). Diese Zellprozesse tragen, wie oben dargelegt, bei fehlerhaftem
Ablauf entscheidend zur Tumorentstehung in der Lunge bei. Zusatzlich wurden zwei
Referenzgene, ACTB und EEF1A1, fur die qRT-PCR ausgewahlt. Diese beiden Gene wurden als
stabile Referenzgene fir PCR-Untersuchungen beim Plattenepithelkarzinom der Lunge

identifiziert (41).



1.1.4 Apoptose beim Lungenkarzinom

Apoptose bezeichnet den programmierten Zelltod als wichtigen Teil der Homdostase
multizellularer Organismen (42). Nicht mehr bendtigte, defekte oder potentiell gefahrliche
Zellen werden so abgebaut (42,43). Durch Ausfall dieses Prozesses kann es zu Akkumulation
von Mutationen in der Zelle und zur Entartung dieser Zelle kommen (44). Die Suppression der
Apoptose spielt dementsprechend bei der Entstehung von malignen Tumoren eine wichtige
Rolle. Insbesondere der Ausfall von p53 und die Uberexpression von Bcl2 sind bei sehr vielen
Tumorarten an deren Entstehung beteiligt (45). Andererseits ist die Induktion von Apoptose
einer der wichtigsten Ansatzpunkte bei der Therapie von Tumoren. Viele Chemotherapeutika
flihren genauso wie Bestrahlung zur Apoptose der Tumorzellen und so zu deren Eliminierung

(44,46,47).

Es konnen zwei Hauptformen der Apoptose unterschieden werden: Extrinsischer und
intrinsischer Weg (43). Beim extrinsischen Weg wird der programmierte Tod der Zelle durch
extrazelluldre Signale initiiert. Dazu bindet ein Ligand an einen sogenannten
transmembranaren , Todesrezeptor” an der entsprechenden Zelle (48). Sehr gut untersuchte
Liganden/Rezeptorpaare sind beispielsweise FasL/FasR, CD95L/CD95 und TNF-o/TNFR1
(49,50). Dies fuhrt iber mehrere Zwischenschritte zur Aktivierung des Enzyms ,, Caspase 8“,

welches die gemeinsame Endstrecke von in- und extrinsischem Weg aktiviert (43).

Der intrinsische Weg fuhrt unabhangig von Rezeptoraktivitat zum Tod der Zelle. Zentral fir
diesen Mechanismus sind die Mitochondrien. Aus diesen werden Cytochrom c und andere
pro-apoptotische, mitochondriale Proteine (Smac/DIABLO, Apoptose inducing factor)
freigesetzt (51). An der Freisetzung sind Proteine der Bcl2-Familie beteiligt, wobei manche
dieser Proteine pro-apoptotische (Bcl10, Bax), andere anti-apoptotische (Bcl2) Wirkung haben
(52). Ziel des intrinsischen Weges ist die Aktivierung von Caspase 9, die wie Caspase 8 die
apoptotische Endstrecke aktiviert (43). AuslOser des intrinsischen Wegs sind unter anderem
DNA-Schaden (durch z.B. Strahlung, Toxine, freie Radikale), Hypoxie oder Virusinfektionen
(43,48). Die Apoptose wird bei Schadigung der DNA wird vor allem {ber das Protein p53
initiiert (29) (siehe 1.1.3).



Die gemeinsame Endstrecke beider Wege flihrt mittels verschiedener Caspasen (Casp. 3,6,7)
und weiterer Enzyme zum Abbau zelluldrer Proteine wie Lamin und Aktin (Zerstérung des
Zytoskeletts) und zur Fragmentierung der DNA (42,53). Dies resultiert in flr die Apoptose
klassischen morphologischen Veranderungen (Separation von den Nachbarzellen, Bildung von
Blasen in der Membran, Abrundung und Verkleinerung der Zelle). Es kommt zur Verdichtung
des Zytoplasmas, zur Kondensation des Chromatins im Zellkern und schlussendlich zur
Ablésung von membranumschlossenen Zellstiicken (,,Apoptotic bodies”). Diese werden von

Makrophagen phagozytiert (42,43,48,54).

Auch beim Lungenkarzinom kann die Unterdriickung von Apoptose Teil der Tumorgenese sein.
Die Anzahl an Studien dazu ist, verglichen mit anderen Tumorarten, relativ gering. Eine
Erkenntnis der bisherigen Arbeiten ist, dass die Bedeutung der Apoptose fiir nicht-kleinzellige
und kleinzellige Lungenkarzinome unterschiedlich ist. Fiir nicht-kleinzellige Lungenkarzinome
konnte ein deutlich geringerer Apoptoseindex (Anteil an apoptotischen Zellen an allen
untersuchten Zellen) nachgewiesen werden als fir kleinzellige Lungenkarzinome.
Plattenepithelkarzinome weisen einen Apoptoseindex von 1,2% — 2,3% und Adenokarzinome
von 1,1% - 1,3% auf (55-57). Fir kleinzellige Lungenkarzinome dagegen wurden
Apoptoseindices von bis zu 20% beschrieben (57,58).

Wie bei Tumoren anderer Organsysteme finden sich auch beim Lungenkarzinom haufige
Veranderungen bei Bcl2-Proteinen, p53, IAP (Inhibitoren von Apoptose-Proteinen) und
Caspasen (59), jedoch mit deutlichen Unterschieden zwischen nicht-kleinzelligen und
kleinzelligen Lungenkarzinomen. So exprimieren nicht-kleinzellige Karzinome der Lunge
verschiedene Procaspasen (Procaspasen 1, 4, 8 und 10), die im Gegensatz dazu kleinzellige
Tumore nicht exprimieren (60). Dariiber hinaus findet sich eine niedrigere Expression des anti-
apoptotischen Bcl2 in den nicht-kleinzelligen Karzinomen, bei Plattenepithelkarzinomen ist sie
hoéher als bei den Adenokarzinomen (61). Die Mutationsrate von TP53 dagegen ist beim

kleinzelligen Lungenkarzinom im Vergleich zum nicht-kleinzelligen leicht erhoht (62).



1.2 Dreidimensionale Zellkulturmodelle

Unter Gravitationsbedingungen, wie sie auf der Erdoberflache herrschen (1g) und ohne
Zugabe bzw. Einsatz weiterer Hilfsmittel wachsen Zellen in Zellkulturflaschen meist als
zweidimensionaler Monolayer, fest adhdrent am Boden der Flasche. Als Folge veradndert sich
im Vergleich zu den physiologischen Bedingungen im Korper jedoch die Morphologie der
Zellen, was potentiell mit einem Funktionsverlust einhergehen kann (63—65). Wichtige, durch
die veranderte Morphologie beeinflusste Prozesse sind z.B. Zelldifferenzierung, zellulare
Signalverarbeitung und Apoptose (65-67). Daher sind Monolayer-Kulturen nur bedingt auf die
Verhaltnisse im menschlichen Kérper Ubertragbar, zumal dort physiologisches Gewebe und
Tumore dreidimensionale Strukturen bilden. Dies flhrt zu einer Limitierung fir den Einsatz

zweidimensionaler Kulturen in der Forschung.

Dagegen konnte fiir dreidimensionale in-vitro Zellkulturen nachgewiesen werden, dass Zellen
dort ihre urspriingliche Struktur erhalten konnen (68). Infolgedessen bleiben auch Funktion,
Zell-Zell-Kontakte und die Zell-Extrazellularmatrix-Interaktion (EZM) (69—-71) intakt. Dies fuhrt
zu einer naherungsweisen Rekonstruktion der physiologischen Funktion des Zellverbandes, da
die Architektur epithelialer Gewebe und die Funktion epithelialer Zellen maRgeblich von der
Interaktion der Zellen untereinander und mit der EZM abhéngig sind (71). Des Weiteren
konnte fiir manche Zelllinien gezeigt werden, dass sie als dreidimensionale Kulturen die
physiologische Genexpression und Proteinsynthese imitieren (64,72,73). Beispielsweise
wurde flr Hepatozyten nachgewiesen, dass diese in dreidimensionalen Zellmodellen, anders
als in Zweidimensionalen, Proteine (Albumin, verschiedene CYP-Enzyme) synthetisieren,
welche auch in reifen Hepatozyten in der Leber gebildet werden (64). In einer weiteren Studie
konnte fiir Mesotheliom-Zellen nachgewiesen werden, dass das ASS1-Gen nur in Spharoiden

und Tumorgewebe hochreguliert war, nicht jedoch in 2D-Kulturen (73).

1.2.1 Spharoide

Es konnen verschiedene Typen von 3D-Zellkulturmodellen unterschieden werden, wobei die
Klassifikation nicht einheitlich ist. Eine mogliche Einteilung untergliedert sie in Sphéroide,
Organoide (generiert aus pluripotenten Stammzellen/Organvorlduferzellen (74)),
Scaffolds/Hydrogels, Organs-on-chips und mittels 3D-Druckern hergestellte dreidimensionale

Modelle (75). Diese Einteilung berlicksichtigt insbesondere die Methoden, die zur Kultivierung
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eingesetzt werden und ob Geristmaterialien (scaffolds) zum Einsatz kommen. Im Folgenden
wird aufgrund der Relevanz fiir die vorliegende Arbeit detailliert auf die Charakteristik und

Kultivierung von Sphéaroiden eingegangen.

Spharoide sind dreidimensionale Zusammenlagerungen von Zellen und kdnnen aus einer
unterschiedlichen Anzahl an solchen bestehen (76). Die Bildung solcher Sphéaroide ist fiir
Zellen diverser Tumorarten nachgewiesen, unter anderem fir Kolorektal-, Mamma-, und
Schilddriisenkarzinome sowie Osteosarkome (77—80). Kenny et al. fanden in ihrer Arbeit zu
Brustkrebszelllinien vier verschiedene morphologische Klassen von Spharoiden: Vollstiandig
runde Spharoide, rebenférmig angeordnete Spharoide, sternformig angeordnete Spharoide
und als kugelige Gebilde angeordnete Spharoide (81). Weiterhin kdnnen nach Lin und Chang
einzelne Spharoide ab einer gewissen GroRe von innen nach auflen in Zonen eingeteilt
werden, wobei sich die Zonen hinsichtlich Proliferationsrate, Zellzyklusstadium, Oxygenierung
und Zellmetabolismus unterscheiden (Abb. 1) (82,83). Die innerste Zone wird dabei aufgrund
der weiten Diffusionsstrecke am schlechtesten mit Sauerstoff und N&dhrstoffen versorgt und
kann im Verlauf nekrotisch werden. Dies gilt ab einem Durchmesser der Sphéaroide von ca. 200
— 300 um (abhangig von der Zellart) (84). Der Aufbau der Spharoide mit verschiedenen Zonen
entspricht in groben Ziigen Tumormassen im Korper, die oft ein schlecht vaskularisiertes,

teilnekrotisches Zentrum aufweisen (85).

Proliferationszone Ruhezone
Zellen proliferieren Zellen proliferieren nicht

Nekrotischer
Kemn

Abbildung 1  Zoneneinteilung von Spharoiden
Dargestellt wird die Einteilung eines Sphdroides in verschiedene Zonen. Die Einteilung besitzt ab

einem Sphdroiddurchmesser von ca. 200 — 300 um Gliltigkeit. Nach (82,84).
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Es gibt mehrere Moglichkeiten, Spharoide in vitro zu generieren. Sie kdnnen unter anderem
mittels low-adhesion-Zellkulturflaschen (86), hanging-drop-Verfahren (87) oder mithilfe von

echter oder simulierter Mikrogravitation kultiviert werden (siehe Kapitel 1.3).

1.2.2 Klinische Relevanz dreidimensionaler Zellkulturmodelle

Die eingangs beschriebenen Eigenschaften dreidimensionaler Zellkulturmodelle sind die
Grundlage fir viele potentielle und bereits etablierte Anwendungen dieser Modelle in der
klinischen  Forschung. Unter anderem ergeben sich in den Bereichen
Medikamentenentwicklung, Tumorforschung und Tissue-Engineering vielversprechende

Moglichkeiten.

So kénnen dreidimensionale Zellkulturen in der Pharmaforschung moglicherweise dazu
beitragen, die fir zweidimensionale Zellkulturen geltenden Limitierungen zu Uberwinden.
Beispielsweise konnten in als Monolayer kultivierten Hepatozyten nach 5 Tagen ausgewahlte
Enzyme des CYP-450 Systems nicht mehr nachgewiesen werden (88). Diese sind in der Leber
eminent wichtig fiir die Metabolisierung von Medikamenten. In als dreidimensionalen
Strukturen kultivierten Hepatozyten dagegen waren viele der untersuchten CYP-Enzyme (iber
mind. 2 Wochen stabil in den Zellen nachweisbar (88). Weiterhin wurden 3D-
Zellkulturmodelle in der pharmakologischen Forschung unter anderem fir die Suche nach
neuen Zielstrukturen, beim High-Throughput-Screening (HTS), bei pharmakokinetischen,

pharmakodynamischen und toxikologischen Untersuchungen implementiert (73,75,89,90).

Auch auf dem Feld der Tumorforschung erbrachten Arbeiten mit dreidimensionalen
Zellkulturmodellen vielversprechende Ergebnisse. Es konnte gezeigt werden, dass sich die
Reaktion von Zellen verschiedener Tumorarten aus 3D-Kulturen und solcher aus 2D-Kulturen
auf die Zugabe von Zytostatika unterscheidet (91-93). Die Resistenz gegenliber zugegebenen
Zytostatika stieg bei den 3D-Kulturen signifikant an, bei einer Kolonkarzinom-Zelllinie waren
sechs Tage alte Spharoide sogar fast ganzlich unempfindlich gegentiber Melphalan, Irinotecan,
Oxaliplatin und 5-Fluorouracil (92). Dies spiegelt Erkenntnisse aus der klinischen Arbeit wider.
Haufig sind Resistenzen der Tumore gegeniiber Chemotherapeutika der Grund fir das

Versagen von Chemotherapien bei Menschen (94,95).
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Darlber hinaus unterscheidet sich auch die Wirkung von Bestrahlung auf zwei- und
dreidimensionale  Tumorzellmodelle. Lungenadenokarzinome  und  verschiedene
Plattenepithelkarzinome wiesen eine erhohte Resistenz gegeniiber Bestrahlung auf, wenn sie
als 3D-Modelle kultiviert wurden (96). Dies konnte in dhnlicher Weise auch fir somatische

Zellen nachgewiesen werden (97).

1.3 Mikrogravitation

Der Begriff ,,Mikrogravitation” (ug) wird in der einschlagigen Literatur zur Beschreibung von
Experimenten verwendet, bei denen Organismen oder Zellen einen tatsdchlichen oder
theoretischen Zustand von Schwerelosigkeit erfahren. Dabei wirkt die Gravitationskraft
jedoch stets weiter auf die Organismen oder Zellen ein. Selbst auf der Internationalen
Raumstation (ISS) ist die Gravitation nur leicht geringer (9,37 m/s?) als auf der Erdoberflache
(9,81 m/s?) (98). Die Gravitation wird also nicht aufgehoben, sondern es herrscht physikalisch

Ill

gesehen ,freier Fall“ durch Aufhebung gegenseitig wirkender Krafte (98) und dadurch
Schwerelosigkeit. Der Begriff ,Mikrogravitation” (ug) ist daher aus physikalischer Sicht
unprazise. Nichtsdestotrotz hat er sich in der Literatur etabliert, im Rahmen von Experimenten
im freien Fall wird von ,echter Mikrogravitation” gesprochen. Solche Experimente kénnen
beispielweise auf der ISS, in Raketen im Erdorbit, Parabelfliigen oder im Bremer Fallturm
(vakuumiertes Fallrohr, freier Fall fir max. 9,3 Sekunden (99,100)) durchgefiihrt werden (98).

Demgegentlber steht die ,simulierte Mikrogravitation (s-ug). Darauf wird in Kapitel 1.3.2

genauer eingegangen.

1.3.1 Pathophysiologische Veranderungen unter Mikrogravitation

Studien zu Organismen, die sich iber eine gewisse Zeitdauer im Weltall (echte pg) aufhielten,
haben gezeigt, dass es zu Verdanderungen in diesen Organismen kommt. Bei Astronauten
konnte nachgewiesen werden, dass es bereits nach wenigen Tagen zu pathophysiologischen
Verdanderungen verschiedener Systeme kommt. Knochen- und Muskelgewebe reduzierten
sich (101). Weiterhin konnte eine Umverteilung des Blutvolumens im Korper aufgezeigt
werden, was zu einer veranderten Blutdruckregulation fihrt (102,103). Zusatzlich wird die
Funktion des Immunsystems supprimiert (104,105). Mader et al. konnten dariber hinaus

Odeme des Discus nervi optici, eine Verschlechterung der Sehkraft in der Ndhe und weitere
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Veranderungen am Auge von Astronauten nachweisen, die sich Gber 6 Monate im Weltall

aufgehalten hatten (106).

Auch bei Zellkulturen, die unter echter Mikrogravitation kultiviert wurden, konnten
verschiedenste Veranderungen entdeckt werden, sowohl bei somatischen Zellen als auch bei
Tumorzellen. Beispielsweise fir Knorpel-, Schilddriisenkarzinom-, Endothel-, und
Knochenzellen wurden Veranderungen in Morphologie, im Zytoskelett, der Genexpression,
Proteinsynthese und der Zellviabilitdit nach Aufenthalt im Weltall oder Parabelfligen

beschrieben (107-110).

1.3.2 Simulierte Mikrogravitation

Wie vorangehend beschrieben, gibt es mehrere Moglichkeiten, Zellen echter Mikrogravitation
auszusetzen. All diese Verfahren haben gemein, dass sie teuer und aufwendig sind oder nur
eine sehr kurze Experimentdauer ermoglichen. Daher war es noétig, Verfahren zu entwickeln,
die vergleichbare Effekte kostenglinstig und (iber lange Zeitrdume auch auf der Erde
ermoglichen. Die dafiir entwickelten Maschinen werden als Ground-Based-Facilities (GBFs)
bezeichnet. Sie simulieren die pg durch stdndiges Neuorientieren der Zellposition im
Gravitationsfeld (siehe Kapitel 1.3.2.2). Da kein freier Fall, also keine echte ug, erreicht wird,

spricht man von ,simulierter Mikrogravitation” (s-pg).

Es liegt eine Vielzahl an Arbeiten vor, die sich mit den Verdanderungen in verschiedenen
Zelllinien unter simulierter Mikrogravitation befasst haben. Veranderungen konnten unter
anderem in der Zell- und Zellverbandmorphologie und im Zytoskelett, bei Proliferation,
Migration und Zellzykluskontrolle, Apoptose, Genexpression und Proteinsynthese sowie in der
extrazellularen Matrix nachgewiesen werden (77,78,111-117). Dagegen ist die Anzahl an
Arbeiten zum Verhalten von Lungenkarzinomzellen unter s-ug bisher sehr begrenzt. Es
wurden lediglich Proliferationsrate, Fahigkeit zur Migration, Metastasierungspotential und die

Veranderung in der Expression weniger Gene untersucht (117,118).

Hinsichtlich Proliferationsrate und Migrationsfahigkeit liegen Ergebnisse zu verschiedenen
Lungenkarzinom-Zelllinien aus drei verschiedenen Arbeiten vor, sowohl fiir Adeno- als auch

fir Plattenepithelkarzinome. Insgesamt zeigte sich sowohl fiir Adenokarzinom- als auch fir
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Plattenepithelkarzinomzellen  eher eine  verminderte  Proliferationsrate  unter
Mikrogravitationsbedingungen (117,118). Diese Ergebnisse decken sich mit Studien, die die
Proliferationsrate von anderen, unter s-pug kultivierten Zelllinien untersuchten. Sie
beschreiben fast alle eine verminderte Proliferationsrate der Zellen unter simulierter
Mikrogravitation im Vergleich zu 1g-Kontrollen (113,114,119). Nur einzelne Zelllinien zeigten

keine veranderte Proliferation oder umgekehrte Ergebnisse (91,119).

Weniger eindeutig sind die Ergebnisse bezliglich der Fahigkeit zur Migration von Zellen unter
s-ug. Fir die gleiche Lungenadenokarzinom-Zelllinie wurde einmal eine reduzierte (117) und
zweimal eine erhohte Migrationsfahigkeit festgestellt, erhoht war ebenfalls die
Migrationsfahigkeit der Zellen des Plattenepithelkarzinoms (118,119). Zu anderen Zelllinien
gibt es ebenfalls unterschiedliche Ergebnisse. Es liegen Studien vor, die eine erhéhte Migration
bei unter s-pg kultivierten Zellen feststellen konnten (120). Dies kann zu einer schnelleren
Wundheilung fiihren, jedoch auch zu erhéhtem metastatischem Potential. Andererseits
beschreiben verschiedene andere Arbeiten eine verringerte Fahigkeit der Zellen zur Migration

und weisen den Zellen damit ein verringertes Metastasierungspotential zu (115,121,122).

Keine Ergebnisse liegen dagegen bis jetzt flir das Lungenkarzinom zu morphologischen
Verdanderungen oder zu Verdanderungen im Zytoskelett vor. Bei vielen anderen Zelllinien
konnte jedoch beobachtet werden, dass sich unter s-ug die in Kapitel 1.2 beschriebenen
dreidimensionalen Zellmodelle bilden (123,124). Die Zellen konnen sich unter
Mikrogravitation vom Boden der Zellkulturflaschen ablésen und multizellulare Spharoide
(MCS) bilden (76). Zusatzlich kénnen jedoch auch Zellen am Boden der Zellkulturflaschen
adhadrent bleiben (125). Die Spharoide nehmen dabei, wie in Kapitel 1.2.1 beschrieben,
verschiedene Formen an und kénnen unterschiedlich grolR werden (bis mehrere Millimeter

(126)).

Im Zytoskelett fanden sich in mehreren Studien deutliche Unterschiede zwischen den unter
simulierter Mikrogravitation kultivierten Zellen und Kontrollzellen. Insbesondere die
Verteilung der Filamente des Zytoskeletts (Vimentin, Aktin, Tubulin, Vinculin) in der Zelle
veranderte sich. Die bei 1g-Kontrollen vorzufindende geordnete Struktur ging verloren, wobei

die hochste Aktin-Filament-Dichte haufig unmittelbar unterhalb der Zellmembran zu finden
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war, Tubulin akkumulierte perinuklear (78,114-116). Des Weiteren wurden Locher im
Filamentnetzwerk, eine Verdickung der Filamente und ein verandertes Aufkommen von
Stressfasern (Aktin-/Myosinbundel) beschrieben (77,78,122,127). Es liegen Arbeiten vor, die
ein erhohtes Aufkommen an Stressfasern beschreiben (77,78), andere Studien konnten

dagegen ein vermindertes Aufkommen feststellen (128,129).

1.3.2.1 Apoptose unter simulierter Mikrogravitation

Simulierte Mikrogravitation beeinflusst die Apoptoserate von Zellen. Dies ist die Erkenntnis
mehrerer Studien zu verschiedenen Zelllinien, insbesondere zu Tumorzelllinien
(112,116,127,130,131). Gemeinsame Erkenntnis fast aller dieser Studien ist, dass die
Apoptoserate durch den Einfluss simulierter Mikrogravitation signifikant erhéht wird.
Schilddriisenkarzinomzellen wiesen unter Gravitationsbedingungen von 1g eine Apoptoserate
von 1%, nach Kultivierung auf einem 2D-Clinostat fir 24 Stunden von ca. 20,8% auf (127). Bei
Brustkrebszellen wurden unter simulierter Mikrogravitation Apoptoseraten von bis zu 13%
nachgewiesen (1g = 3 — 4%) (116). Ursachlich fir die erhohten Apoptoseraten sind
moglicherweise Verdnderungen in der Expression und Synthese von pro- und anti-
apoptotischen Genen bzw. Proteinen. In verschiedenen Studien konnte nachgewiesen
werden, dass in Zellen, die unter simulierter Mikrogravitation kultiviert wurden, die Bax/Bcl2-
Ratio in Richtung Bax (pro-apoptotisch) verschoben ist (127,131). Zusatzlich war p53 erhoht

exprimiert, ebenso wie Caspase 3 (127,131).

1.3.2.2 Anlagen zur Simulation von Mikrogravitation auf der Erde

Die grundsatzliche Idee Mikrogravitation simulierender Anlagen auf der Erde ist es, durch
Rotation die Position der Zellen im Raum standig zu verandern. Dies hat den Effekt, dass sich
die Zellen im Verhaltnis zur Richtung des Gravitationsvektors fortlaufend neu orientieren,
sodass sich der Gravitationsvektor tiber die Zeit gesehen im Durchschnitt Null annahert (132).
Das kann erreicht werden, indem entweder Rotationsgeschwindigkeit oder Rotationsrichtung

zufallig verdandert werden, beides gilt als gleichwertig (133).

Es sind verschiedene Anlagen zur Simulation von Mikrogravitation auf der Erde entwickelt
worden. Dazu gehoren der 2D-Clinostat, der Rotating-Well-Vessel-Bioreaktor (RWV) und die

Random Positioning Machine (RPM). 2D-Clinostat und RWV rotieren nur um eine Achse, die
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RPM rotiert um zwei Achsen. Eine Arbeit von Kraft et al. gibt Grund zu der Annahme, dass die
RPM im Vergleich zum 2D-Clinostat Vorteile in der Simulation von Mikrogravitation hat. In der
angesprochenen Arbeit wurden die gleichen Experimente sowohl im Weltall als auch auf der
RPM und dem 2D-Clinostat durchgefiihrt. Dabei stimmten die Ergebnisse aus Weltall und RPM
gut Uberein, die des 2D-Clinostat waren jedoch deutlich different (134). Dartber hinaus
konnen Experimente auf 2D-Clinostats aufgrund raumlicher Limitierungen nur Uber einen
kleinen Zeitraum durchgefiihrt werden (123).

In der vorliegenden Arbeit wurden alle Experimente mithilfe der Random Positioning Machine

durchgefihrt, daher wird im Folgenden speziell darauf eingegangen.

Random Positioning Machine

Die Rotation wird bei der RPM mittels zweier Rahmen realisiert, mit denen der Inkubator um
zwei voneinander unabhdngige Achsen gedreht wird. Bei den hier durchgefiihrten
Experimenten wurde ein RPM-Modus gewahlt, der die Rahmen mit gleichbleibender
Geschwindigkeit drehte, jedoch die Richtung der Rotation mittels eines Algorithmus zufallig
verdnderte.

Um die richtige Rotationsgeschwindigkeit der RPM festzulegen, missen mehrere Dinge
beachtet werden. Zum einen wird angenommen, dass der Gravitationsvektor Uber eine
gewisse Zeitspanne in eine Richtung auf eine Zelle einwirken muss, damit sich die Zelle daran
adaptieren kann (133). So konnen sich Zelle und zelluldare Prozesse im Verhaltnis zur
Gravitation orientieren. Daher ist es nétig, die Rotationsgeschwindigkeit so zu wahlen, dass
sie schneller ist als die Prozesse, die durch die simulierte Mikrogravitation beeinflusst werden
sollen (133). Zum anderen darf sie nicht so schnell gewahlt werden, dass die Zentrifugalkraft
zu grof} wird.

Grund dafiir ist, dass Zentrifugalkraft und andere Beschleunigungskrafte, beispielweise
wihrend der Anderung der Rotationsrichtung, wichtige Stérfaktoren bei der Arbeit mit der
Random Positioning Machine sind (133). Die Zentrifugalbeschleunigung betragt bei mittiger
Befestigung (max. 10 cm vom Zentrum) und angemessener Rotationsgeschwindigkeit bis zu
ca. 102 g (apc = 2.41-®%-r; wobei m= Rotationsgeschwindigkeit beider Rahmen und r= Distanz
vom Rotationsmittelpunkt) (133). Jedoch wird die Zentrifugalbeschleunigung durch die
Anwesenheit der Gravitation sogar noch kleiner, sodass Wuest et al. diese fiir die RPM als

vernachldssigbar ansehen (133).
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Des Weiteren ist die Bewegung der Flissigkeit in den Zellkulturflaschen, ausgel6st durch die
Rotation, ein zu beachtender Storfaktor bei der Arbeit mit der RPM. Bei Experimenten im
Weltall und bei den stationdren 1g-Kontrollen finden sich keine Flissigkeitsbewegungen
(135). Die Bewegung der Flussigkeit fuhrt dazu, dass die Zellen Scherstress ausgesetzt werden,
entweder untereinander oder an der Flaschenwand (135). Dies ist flir allem bei hoher
Rotationsgeschwindigkeit und Richtungswechsel besonders ausgepragt (133,135). Um diese
Storfaktoren und damit deren Auswirkung auf die Zellen so minimal wie mdglich zu halten,
sollte die Rotationsgeschwindigkeit nicht zu schnell gewahlt werden, die Wechsel der
Rotationsrichtung moglichst sanft verlaufen und die Zellkulturflaschen so weit wie moglich in
der Mitte aller Rotationsachsen befestigt werden. Fiir Saugetierzellen wurde eine
Rotationsgeschwindigkeit von 60 deg/s fiir die RPM als angemessen beschrieben (132). Diese

Geschwindigkeit wurde daraufhin fiir die nachfolgenden Experimente auf der RPM gewahlt.

18



1.4 Zielsetzung

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die fiir andere Zelllinien bereits beschriebenen
Veranderungen unter simulierter Mikrogravitation auch fir das Plattenepithelkarzinom der
Lunge nachzuweisen. Es wurde der Einfluss der durch die RPM geschaffenen Bedingungen
Uber verschiedene Zeitraume auf die Morphologie von Zelle und Zytoskelett, Genexpression,
Proteinsynthese und Apoptoserate untersucht. Von besonderem Interesse war die Frage, ob
und nach welchem Zeitraum sich beim Plattenepithelkarzinom der Lunge Spharoide bilden,
wenn die Zellen simulierter Mikrogravitation ausgesetzt werden. Zusammenfassend wurden

folgende Hypothesen Uberpriift:

1) Plattenepitheliale Lungenkarzinomzellen bilden Sphéaroide, wenn sie simulierter
Mikrogravitation ausgesetzt werden.

2) Durch den Einfluss simulierter Mikrogravitation kommt es zu einem Verlust der
linearen Anordnung von F-Aktin-Fasern und zu einer submembrandsen Akkumulation.

3) Durch den Einfluss simulierter Mikrogravitation kommt es zu Verdanderungen in der
Genexpression und Proteinsynthese.

4) Durch den Einfluss simulierter Mikrogravitation kommt es zu einer gesteigerten

Apoptoserate.
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2. Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Zellkultur

Die verwendeten Lungenkarzinomzellen waren humane Karzinomzellen eines nicht-
kleinzelligen Lungenkarzinoms vom Typ Plattenepithelkarzinom. Sie wurden von einem
mannlichen, 54-jahrigen Spender bereitgestellt. Die Zelllinie H1703 mit der Typbezeichnung
ATCC® CRL-5889™ wurde von der Firma American Type Culture Collection (ATCC) mit

Firmensitz in Manassas, Virginia, USA bezogen.

2.1.2 Chemikalien
Chemikalie
Albumin Fraktion V (BSA)
Aqua Poly/Mount Coverslipping Medium
Clarity™ Western ECL Substrat Reagenz A +
Reagenz B
Destilliertes Wasser (Aqua)
Dimethylsulfoxid fir Molekularbiologie
Dulbecco’s Phosphat Gepufferte Salzlosung
(DPBS), kein Magnesium, kein Phosphat
Ethanol 70%

Ethanol 96%, 99,99%

F-12 Nutrient Mixture (Ham)+L-Glutamin
First Strand cDNA Synthese Kit:

M-MulLV Reverse Transcriptase (20 U/ulL)
RiboLock RNase Inhibitor (20 U/ulL)

5X Reaction Buffer (Zusammensetzung siehe

unten)

10mM dNTP Mix

Oligo(dT)18 Primer 100 uM, 0.5 ug/uL (15
A260 U/mL)

Hersteller
Carl Roth GmbH&Co. KG, Karlsruhe
Polysciences, Eppelheim

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen

B. Braun Melsungen AG, Melsungen
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen
Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Chemsolute®, Th. Geyer GmbH & Co. KG,
Renningen

Carl Roth GmbH&Co. KG, Karlsruhe
Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
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Random Hexamer Primer 100 uM, 0.2 ug/uL
(6 A260 U/mL)

Vorwdirts GAPDH Primer, 10 uM

(5" — CAAGGTCATCCATGACAACTTTG - 3’)
Riickwdrts GAPDH Primer, 10 uM

(5" — GTCCACCACCCTGTTGCTGTAG - 3)
Kontroll-GAPDH RNA 1.3 kb (3’-poly(A)
tailed RNA transcript, 0.05 ug/uL)
RNase-freies Wasser
Formaldehyd-L6sung 4%, neutral gepuffert
Fotales Bovines Serum

Laemmli Puffer (2x)

Laufpuffer 10x Tris, Glycine, SDS
Methanol

Mini Protease Inhibitor Cocktail
(cOmplete™)

Penicillin/Streptomycin

Phosphatase Inhibitor (PhosStop™)
Proteinstandard PageRuler™ Prestained
Protein Ladder

Proteinstandard Precision Plus Protein
WesternC Standard

RIPA-Puffer

RNeasy Mini Kit (50):

Puffer RTL

Puffer RW1

Puffer RPE

RNase-freies Wasser

Roti®-Quant universal

Skim Milk Powder

R-Mercaptoethanol (99%)

SYBR Green PCR Master Mix

Otto Fischar GmbH&Co. KG, Saarbriicken
Biochrom GmbH, Berlin

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen
Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen
Carl Roth GmbH&Co. KG, Karlsruhe

F. Hoffmann-La Roche AG, Basel, Schweiz

Biochrom GmbH, Berlin
F. Hoffmann-La Roche AG, Basel, Schweiz

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen

Qiagen, Hilden

Carl Roth GmbH&Co. KG, Karlsruhe

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen
Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
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Tris Buffered Saline (TBS, 10x)
Triton X-100
(t-Octylphenoxypolyethoxyethanol)
Trypsin-EDTA 0,05%

Tween 20

Wasser flir die Molekularbiologie

Phalloidin

2.1.3 Verbrauchsmaterialien
Verbauchsmaterial
96-Well Mikrotiterplatte (MicroAmp®Fast
Optical)
CoverSlips (Deckglaschen)
Cryoréhrchen, mit AulRengewinde (2 ml)
Culture Slides
Einmalhandschuhe Peha-Soft (versch.
GroRen)
Klebeband
MicroAmp™ Clear Adhesive Film
MiniProtean® TGX™ Stainfree Gele, 10 oder
15 Taschen
Neubauer Zahlkammer (C-Chip)
Optical Adhesive Films (MicroAmp®)
Parafilm M
Pipette (100-1000 pl)
Pipette (Eppendorf Research, 0,5-10 pl, 10-
100 pl)
Pipettenspitzen (0,1-10 pl und 1-100 pl)
Pipettenspitzen (100-1000 ul)
ReaktionsgefaRe (1,5 ml, 2 ml)
Rohrchen (15 ml, 50 ml)
Roéhrchen (5 ml)

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen
Millipore, Darmstadt

PromoCell GmbH, Heidelberg

Hersteller

ThermoFisher Scientific, Waltham, USA

Chance Glass Ltd., Malvern Link, England
Carl Roth GmbH&Co. KG, Karlsruhe
Corning Inc., Corning, USA

Paul Hartmann AG, Heidenheim

Tesa SE, Norderstedt
ThermoFisher Scientific, Waltham, USA

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen

NanoEnTek, Seoul, Korea
ThermoFisher Scientific, Waltham, USA
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen
VWR International GmbH, Darmstadt

Eppendorf, Hamburg

VWR International GmbH, Darmstadt
Corning Inc., Corning, USA

Eppendorf, Hamburg

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen

Corning Inc., Corning, USA
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Sammelréhrchen (2 ml) Qiagen, Hilden

Serologische Pipetten (5 ml, 10 ml, 25 ml) Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen
SlideFlasks ThermoFisher Scientific, Waltham, USA
Trans-Blot® Turbo™ Mini Nitrocellulose Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen

Transfer Pack

Zellkulturflaschen (25 cm?, 75 cm?) Sarstedt, Nimbrecht
Zellkulturflaschen (75 cm?) Corning Inc., Corning, USA
Zellschaber 25 cm Sarstedt, Nimbrecht
Zentrifugiersaule Qiagen, Hilden

2.1.4 TUNEL-Assay
Das Kit fur die TUNEL-Farbung ,TUNEL TACS 2TdT“ wurde von der Firma Trevigen Inc.,

Gaithersburg, USA bezogen.

Proteinanse K Losung

50 pl ‘ Molekulares Wasser

1l ‘ Proteinase K
1X TdT Puffer
45ml ‘ destilliertes Wasser

5ml ‘ 10X TdT Puffer

TdT-Reaction Mix

1ul TdT dNTP

1ul 50X Co?*

1ul TdT Enzym
50ul 1X TdT Puffer

1X TdT Stop Puffer

45ml ‘ Destilliertes Wasser
5ml ‘ 10X TdT Stop Puffer
Cytonin
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Strep-Fluor Lésung

200u ‘ 1X PBST

1l ‘ Strep-Fluoreszin

2.1.5 Primer fiir die RT-qPCR
Die Primer wurden aus der Havard Primer Database ausgewahlt. Alle Primer wurden

hergestellt von TIB MOLBIOL Syntheselabor GmbH, Berlin.

Primer Sequenz
ACTB Fwd. 5 GTCTGCCTTGGTAGTGGATAATG3’
ACTB
ACTB Rev. 5 TCGAGGACGCCCTATCATGG 3*
AKT3 Fwd. 5’TGTGGATTTACCTTATCCCCTCAY
AKT3
Akt3 Rev. 5GTTTGGCTTTGGTCGTTCTGT3’
CDKN2A Fwd. 5’GATCCAGGTGGGTAGAAGGTC3’
CDKN2A
CDKN2A Rev. 5'CCCCTGCAAACTTCGTCCT3’
EEF1A1 Fwd. 5’ TGTCGTCATTGGACACGTAGA3'
EEF1A1
EEF1A1 Rev. 5’ACGCTCAGCTTTCAGTTTATCC3!
NFE2L2 Fwd. 5’"TCAGCGACGGAAAGAGTATGA3’
NFE2L2
NFE2L2 Rev. 5’'CCACTGGTTTCTGACTGGATGT3’
PIK3CA Fwd. 5’CCACGACCATCATCAGGTGAA3’
PIK3CA
PIK3CA Rev. 5’'CCTCACGGAGGCATTCTAAAGT?3’
PTEN Fwd. 5’ TGGATTCGACTTAGACTTGACCT3’
PTEN
PTEN Rev. 5’ GGTGGGTTATGGTCTTCAAAAGG3’
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Rb1 Fwd.

5’CTCTCGTCAGGCTTGAGTTTG3’

RB1

Rb1 Rev. 5’GACATCTCATCTAGGTCAACTGC3'

SOX2 Fwd. 5'TGGACAGTTACGCGCACAT3'
S0X2

SOX2 Rev. 5’CGAGTAGGACATGCTGTAGGT3’

TP53 Fwd. 5'CAGCACATGACGGAGGTTGT3’
TP53

TP53 Rev. 5’'TCATCCAAATACTCCACACGC3

2.1.6 Antikorper fii

r WesternBlot

Primarantikorper Bestellnummer Konzentration Hersteller

p14 (CDKN2A) sc-53639

p53 sc-126 Santa Cruz

PTEN sc-7974 1:400 Biotechnology, Inc.,

pRb1 sc-73598 Dallas, USA

SOX2 sc-398254

Sekundarantikorper Bestellnummer Konzentration Hersteller

m-1gGk HRP Anti- sc-516102 1:1000 Santa Cruz

Mouse Biotechnology, Inc.,
Dallas, USA

2.1.7 Gerate
Gerat Hersteller

ABI 7500 Fast Real-Time PCR System

Axio Imager 2, Fluoreszenzmikroskop

AxioCam MRm

ChemiDoc™ XRS+ System

Gefrierschrank

Applied Biosystems, Waltham, USA

Carl Zeiss AG, Jena
Carl Zeiss AG, Jena

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen

Liebherr, Biberach an der Rif3
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Gelelektrophorese-Kammer
Heraeus Zellschrank

Kamera DiMage 7i

Kuhlschrank

Kuhlschrank

Kivette

Lichtmikroskop Axiovert 25
Photometer Ultrospec 2100 pro

Pipettierhelfer Accupipex

Prazisionswaage CP224S

Random Positioning Machine (RPM)
Sicherheitswerkbank (Clean Bench)
Spektrales Konfokalmikroskop TCS SPE
Spektrophotometer SpectraMax M2
Tischabzug

Trans-Blot ® Turbo™ Transfer System
Vortexer TTS 2

Wasserbad 25°C-100°C

Zentrifuge Centrifuge 5804 R

Random Positioning Machine (RPM)

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen
ThermoFisher Scientific, Waltham, USA
Konica Minolta, Langenhagen

Liebherr, Biberach an der RiR}

Robert Bosch Hausgerate GmbH, Miinchen
Hellma, Millheim

Carl Zeiss AG, Jena

Biochrom Ltd., Cambridge, England
Glaswarenfabrik Karl-Hecht GmbH,
Sondheim vor der Rhén

Sartorius AG, Gottingen

Fachhochschule Nordwestschweiz, Schweiz
NuAire, Plymouth, USA

Leica Camera AG, Wetzlar

Molecular Devices, LLC, Kalifornien, USA
Prutscher Laboratory Systems, Neudorfl,
Osterreich

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen
IKA-Werke GmbH & CO.KG, Staufen
Labortechnik Medingen, Arnsdorf

Eppendorf, Hamburg

Die zur Durchfiihrung der Experimente verwendete Random Positioning Machine wurde von
der Fachhochschule Nordwestschweiz gebaut. Sie besteht aus einem in zentraler Position
befestigten Inkubator (Abb. 2, 1). In diesem wurden wahrend der Experimente die gleichen
Verhaltnisse aufrechterhalten wie im stationdren Schrankinkubator (Temperatur 37,9°C; CO;
4,8%). Der Inkubator ist an einem inneren Rahmen befestigt (Abb. 2, 2), welcher um eine
Achse in Langsrichtung des Inkubators gedreht werden kann. Der innere Rahmen wiederum
ist an einem duleren Rahmen befestigt (Abb.2, 3), dieser dreht sich um eine orthogonal zu
innerem Rahmen und Inkubator stehenden Achse. Dementsprechend wurde der Inkubator

immer um zwei Achsen gedreht. Die Bewegung der Rahmen wird von einem
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vorprogrammierten Algorithmus zufallig gesteuert. Die RPM ist mit einem Computer inklusive

Monitor verbunden (Abb. 2, 4), Gber den alle Vorgange gesteuert und Messwerte liberwacht
werden kénnen.

- - -

T

Abbildung 2 Random Positioning Machine

Random Positioning Machine mit Inkubator (1), innerem Rahmen (2), duf3eren Rahmen (3) und

Computer mit Monitor (4) zur Steuerung und Uberwachung der RPM.
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2.1.8 Software

Software Entwickler

AxioVs40 Carl Zeiss, Jena

High Resolution Melt (HRM) Software Applied Biosystems, Waltham, USA
Image Lab™ Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen
LAS AF SPE Basis-Software Leica Camera AG, Wetzlar

Microsoft Office (Word, Excel, PowerPoint)  Microsoft Corporation, Redmond, USA
SPSS Statistics (Version 24.0) IBM, Armonk, USA

2.2 Methoden

2.2.1 Auftauen der Zellkultur

Vorbereitung

Als Basis flir das Kulturmedium zur Kultivierung der Zellen wurde F-12 Nutrient Mixture
genutzt. Zu den 500ml F12-Mixture wurden 50ml fetales Rinder Serum (10%) und 5ml
Penicillin/Streptomycin (1%) gegeben, um ein fir das Wachstum der Zellen nutzbares

Kulturmedium zu erhalten. Davon wurden 20ml in eine 250ml-Kulturflasche (T-75) pipettiert.

Durchflihrung

Die Zellen wurden aus dem Stickstofftank (-170°C) entnommen und im Wasserbad bei 37°C
erwdrmt, bis die Zellkultur aufgetaut war. Das gesamte Volumen wurde in ein mit 10ml
Kulturmedium gefillten 15ml Falcontube pipettiert und 3 Minuten bei 1300 rpm zentrifugiert.
Der Uberstand wurde abpipettiert und das Zellpellet mit 2ml Kulturmedium resuspendiert.
Dann wurde das gesamte Volumen in die mit Medium vorbereitete Kulturflasche geben. Die
Kultivierung fand in einem Schrankinkubator (Einstellungen: Temperatur 37,9°C; CO; 4,8%)

statt.

2.2.2 Kultivierung der Zellen

Das Medium aus den Zellkulturflaschen wurde alle zwei bis drei Tage gewechselt, um eine
optimale Versorgung der Zellen mit Nahrstoffen zu garantieren. Dazu wurde das alte Medium
aus den Zellkulturflaschen abpipettiert, die Zellkulturflasche mit 20ml DPBS (Dulbecco’s
Phosphate Buffered Saline) gewaschen und dann 20ml frisches Kulturmedium in die Flaschen

pipettiert.
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2.2.3 Passagieren der Zellen

Bei hoher Konfluenz der Zellen in der Kulturflasche (80-100 %) wurden die Zellen gesplittet
und auf mehrere neue Kulturflaschen verteilt. Dazu wurde das alte Kulturmedium dekantiert
und die Flaschen mit 20ml DPBS gewaschen. Dann wurde 4ml Trypsin-EDTA 0,05% in jede
Flasche gegeben. Nach 10-12 Minuten im Inkubator wurden die Zellkulturen unter dem
Lichtmikroskop kontrolliert, ob alle Zellen abgeldst sind. Danach wurde das Trypsin mit 6ml

Kulturmedium abgeblockt und die Zellsuspension in neue Zellkulturflaschen aufgeteilt.

2.2.4 Einfrieren von Zellkulturen
Vorbereitung
Als Frostschutzmittel wurde DMSO (Dimethyl-Sulfoxid) genutzt. Dies wurde zu Anfang mit

Kulturmedium verdiinnt, sodass eine 10%-L6sung entstand.

Durchfiihrung

Bei hoher Konfluenz der Zellen wurde das alte Kulturmedium abpipettiert und die
Zellkulturflaschen mit 20ml DPBS gewaschen. Danach wurden 4ml Trypsin-EDTA 0,05% in die
Flaschen pipettiert und die Flaschen in den Inkubator gestellt. Nachdem alle Zellen vom Boden
abgelost waren, wurde das Trypsin mit 6ml Kulturmedium abgeblockt. Im Anschluss wurde
die Zellsuspension in 15ml Falcontubes libertragen und fiir 3 Minuten bei 1300 rpm
zentrifugiert. Der Uberstand wurde abpipettiert und die Zellen in 3ml 10%-
DMSO/Kulturmedium-Verdiinnung resuspendiert. Je 1,5ml der Zellsuspension wurden in
Gefrierrohrchen (Ubertragen und bei -20°C gelagert. Nach 2 Stunden wurden die
Gefrierréhrchen in einen -80°C-Schrank umgelagert und Gber Nacht dort aufbewahrt. Am

jeweils nachsten Tag erfolgte ein erneutes Umlagern in den Stickstofftank (-170°C).

2.2.5 Bestiickung der RPM

In Vorbereitung fir die Experimente auf der RPM wurden die Zellkulturen in T25- oder T75-
Kulturflaschen bzw. SlideFlaks mit einer Dichte von 100.000 Zellen/cm? Gibertragen und
kultiviert, bis eine Konfluenz von 70-80% erreicht war. Dann wurden alle Kulturflaschen
luftblasenfrei mit Kulturmedium gefiillt, um Scherkrafte zu minimieren. Um die Dichtigkeit der

Flaschen zu gewahrleisten, wurden die Deckel mit Parafilm abgeklebt. Die Flaschen wurden
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mittig am Inkubatorgestell der RPM mit Klebeband fixiert und die RPM mit standardisierten

Einstellungen gestartet (Random Walk, 60°/s).

2.2.6 Untersuchung der Zellen unter dem Durchlichtmikroskop

Um die mogliche Bildung von Spharoiden unter RPM-Bedingungen nachweisen und die
optimale Dauer des Experiments abschatzen zu kénnen, wurden die Zellen direkt in den
Kulturflaschen nach jeweils 24, 48, 72 und 96 Stunden unter RPM- bzw. Kontrollbedingungen

mit Hilfe des Durchlichtmikroskops untersucht und die Morphologie verglichen.

2.2.7 Anfarben von Aktinfilamenten mit Phalloidin

Vorbereitung

Die zu farbenden Zellen wurden in SlideFlasks (Grundflache 5cmx2cm) Gberfihrt. Sobald eine
Konfluenz von 70 - 80% erreicht war, wurde die Halfte der SlideFlasks in die RPM gestellt
(Vorbereitung wie oben unter Kapitel 2.2.5 beschrieben) und der RPM-Lauf wurde gestartet.

Die andere Halfte verblieb als Kontrolle im Inkubator unter 1g-Bedingungen.

Vor dem Farbeprozess wurden als erstes die korrekten Konzentrationen der fiir die Farbung
bendétigten Reagenzien hergestellt. Fiir 10ml einer 1%-Triton-X-100-Losung wurden 100puL
Triton-X und 9,9ml PBS in einen 15ml Messzylinder pipettiert. Danach wurden 0,5g bovines
Serum Albumin (BSA) abgewogen und in 49,5ml PBS aufgeldst, um eine 1% BSA-Losung zu
erhalten. Am nachsten Tag wurde das Phalloidin zuerst in Methanol zu einer Stocklosung
verdinnt. Dazu wurden 300 Units (10nmol) Phalloidin zu 1,5ml Methanol pipettiert, sodass
eine Konzentration von 200 Units/ml entstand. Dies entsprach 6,667uM. Zur anschlieBenden
Herstellung einer Arbeitslésung aus der Stockldosung wurden 40ulL der Stocklésung in 1,6ml
PBS verdiinnt. Als letztes wurde 1pl DAPI (flr die Kernfarbung) in 50ml PBS verdiinnt. DAPI lag
vor Verdiinnung in einer Konzentration von 5mg/ml vor, sodass eine Konzentration von

0,1ug/ml entstand.

Durchflihrung
Die SlideFlasks aus der RPM wurden zunachst fiir 15 Minuten stehen gelassen, damit sich die
entstandenen Spharoide am Boden absetzen konnten. Dann wurde aus allen Flaschen (auch

Kontrollgruppe) vorsichtig das Kulturmedium abpipettiert. Die Kammer, welche auf dem
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Boden (£ Objekttrager) festgeklebt war, wurde mit einem dazu passenden Hebel abgehebelt.
Alle folgenden Schritte wurden in einer feuchten Kammer (Glasschale mit Deckel und
ausgelegt mit feuchten Tiichern) durchgefihrt, um ein Austrocknen der Objekttrager zu

verhindern.

Die Zellen wurden mit 1ml 4% Formaldehyd-L6sung pro Objekttrager fir 10 Minuten fixiert.
Danach wurden die Zellen dreimal mit je 1ml PBS fir jeweils fiinf Minuten gewaschen. Zum
Permeabilisieren der Zellen wurde 1ml der 1%-Triton-X-Lésung auf jeden Objekttrager
pipettiert und flr vier Minuten dort belassen. Nach Entfernung des Tritons wurden die
Objekttrager erneut dreimal mit je 1ml PBS fiir 5 Minuten gewaschen. Im Anschluss wurden
die Zellen mit je 2ml der 1%-BSA-L6sung geblockt und Giber Nacht in der feuchten Kammer im
Kihlschrank (4°C) stehen gelassen. Am nachsten Tag wurde als erstes das BSA mit 1ml PBS
abgewaschen und dann die Zellen mit 300ul der Phalloidin-Arbeitslosung bedeckt. Nach 30
Minuten wurden die Objekttrager nochmals zweimal mit je 1ml PBS gewaschen und die Zellen
wurden im Anschluss mit je 300ul DAPI fir 1 Minute bedeckt. Danach wurden die Zellen mit
je 1ml PBS gewaschen und die Objekttrager mit einem Tropfen Aqua Poly/Mount und einem
Deckglas bedeckt. Dabei wurde darauf geachtet, dass unter dem Deckglas keine Luftblasen
zurlickblieben. Die Farbung wurde sowohl unter dem Fluoreszenzmikroskop als auch unter

dem Konfokalmikroskop ausgewertet und es wurden Bilder aufgenommen.

2.2.8 Nachweis von apoptotischen Zellen mittels TUNEL-Methode

Der Nachweis von apoptotischen Zellen mit Hilfe der TUNEL-Methode wurde erstmals 1992
von Gavrieli et al. beschrieben (136). Wahrend des Apoptosevorgangs wird die DNA von
spezifischen DNasen in Fragmente einer Lange von 180-185 bp gespalten. Am 3’-OH-Ende
dieser Fragmente kann die Terminale Desoxynucleotidyl Transferase (TdT)
fluoreszenzmarkierte Nukleotide anhangen und die apoptotischen Zellen kénnen unter dem

Fluoreszenzmikroskop detektiert werden.

Vorbereitung
In einem ersten Schritt wurden die Zellen in Culture Slides kultiviert, bis eine Konfluenz von
70-80% erreicht war. Die Culture Slides wurden dann luftblasenfrei mit Kulturmedium gefillt

und der Deckel mit Parafilm abgedichtet. Die Halfte der Slides wurde in der RPM befestigt, die
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andere Halfte im Inkubator unter 1g-Bedingungen belassen. Nach 24h und 72h wurden
Culture Slides aus der RPM entnommen. Um Spharoide und adhédrente Zellen spater
differenzieren zu kénnen, wurde der Uberstand aus den in der RPM kultivierten Culture Slides
in ein 50ml Zentrifugierrohrchen (bertragen und schonend zentrifugiert (500 rpm). Der
Uberstand wurde abpipettiert und das entstandene Zellpellet mit 700ul Kulturmedium
resuspendiert. Die Suspension wurde auf einen Objekttrager pipettiert und leicht antrocknen
gelassen. In der Kontrollgruppe wurde das Medium aus den Slides verworfen. Folgend wurden
die verschiedenen Zellgruppen ebenso wie die entsprechende Kontrolle mittels des , TACS® 2

TdT-Fluor in Situ Apoptosis Detection Kit“ (Trevigen) gefarbt.

Durchflihrung der Farbung

Die die adhdrenten Zellen tragenden Culture Slides und die der Kontrolle wurden zuerst
einmalig mit 1x PBS gewaschen und im Anschluss alle Zellkulturen (Kontrolle, Adharente,
Spharoide) mit 1ml 4% Formaldehyd fiir 10 Minuten fixiert. Nach der Fixierung wurden die
Zellkulturen fir 10 Minuten in 1ml 1xPBS gewaschen und die Gehause aller Culture Slides
entfernt, sodass nur die Objekttrager zur weiteren Verwendung vorlagen. Ab diesem Schritt
wurden alle weiteren Schritte in einer feuchten Kammer durchgefiihrt, um das Austrocknen
der Zellmonolayer auf den Objekttrdagern zu verhindern. Anschliefend wurden die Zellen mit
je 100ul Proteinase K-Losung (fiir die Zusammensetzung aller Losungen siehe Kapitel 2.1.4)
flir 20 Minuten bedeckt. Nach zwei weiteren Waschvorgangen mit destilliertem Wasser
wurden die Proben mit je 1ml 1x TdT Puffer fir den nachsten Schritt vorbereitet. Nach 5
Minuten wurde der Puffer abpipettiert, auf jeden Objekttrager 100ul des TdT-Reaction-Mix
gegeben und die Zellkulturen fir 70 Minuten bei 37°C inkubiert. Die Reaktion wurde nach
Ablauf der Inkubationszeit mit TdT-Stop-Puffer beendet, welcher nach fiinf Minuten in zwei
Waschvorgangen (je 1 Minute) mit 1 ml 1xPBS wieder abgewaschen wurde. Daraufhin wurde
auf jede Probe 200ul Strep-Fluor Losung pipettiert und fiir 30 Minuten bei Dunkelheit
inkubiert. Danach wurden die Slides erneut mit je 1ml 1xPBS fir 1 Minute gewaschen. Dann
folgte die DAPI-Farbung. Dazu wurde 1ul DAPI (5mg/ml) in 50ml 1x PBS verdiinnt, von dieser
Verdiinnung je 1ml auf jeden Objekttrager gegeben und nach einer Minute mit 1ml
destilliertem Wasser abgewaschen. In einem letzten Schritt wurde ein Tropfen Aqua
PolyMount auf die Objekttrager gegeben und diese luftblasenfrei mit einem Deckglas

abgedeckt.
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Auswertung

Zum Vergleich der Apoptoseraten der Zellen aus der Kontrollgruppe und den adharenten
Zellen bzw. den Spharoiden wurden unter dem Fluoreszenzmikroskop zehn Gesichtsfelder bei
einer 100-fachen VergrofRerung als Bild aufgenommen. Passend dazu wurden auch immer die
exakt gleichen Bilder der DAPI-Farbung aufgenommen, mithilfe derer die Gesamtanzahl der
Zellen im jeweiligen Gesichtsfeld ermittelt wurde. Die Anzahl der durch die TUNEL-Farbung
angefarbten, also apoptotischen, Zellen wurde ins Verhaltnis zur Gesamtanzahl an Zellen

gesetzt und fiir die zehn Gesichtsfelder Mittelwert und Standardabweichung berechnet.

Kontrollen

Um sicherzustellen, dass die Permeabilisation der Zellen als Voraussetzung fiir die Farbung
erfolgreich war und als Kontrolle fiir die Auswertung der Farbung wurden sowohl eine Positiv-
als auch eine Negativkontrolle angefertigt. Dazu wurden Zellen 24 Stunden vor der Farbung
auf zwei Culture Slides kultiviert. Die Negativkontrolle wurde ohne weitere Behandlung wie
oben beschrieben mit dem TUNEL-Assay gefarbt. Zur Herstellung der Positivkontrolle wurde
TACS-Nuclease™ verwendet, um DNA-Briiche in allen Zellen zu erzeugen. Dazu musste als
Vorbereitung die TACS-Nuclease™ 1:50 in TACS-Nuclease™-Puffer zu einer Arbeitslosung
verdinnt werden. Die Positivkontrolle wurde dann ebenfalls im ersten Schritt mit
Formaldehyd 4% fixiert, mit PBS gewaschen und im Anschluss mit 100 pul Proteinase-K-Lésung
fur 20 Minuten bedeckt. Nach einem anschlieRenden Waschen mit 1 ml 1xPBS wurden die
Zellen fur 45 Minuten in 1 ml der TACS-Nuclease™-Arbeitslosung bei Raumtemperatur
inkubiert. Nach erneutem Waschen der Culture Slides mit 1xPBS schlossen sich die oben

genannten weiteren Schritte der TUNEL-Farbung ab Zugabe des TdT-Puffers an.

2.2.9 Quantifizierung der Genexpression mittels RT-qPCR

Es wurde die Expression der folgenden Gene mittels der RT-qPCR untersucht:

Tumorsuppressorgen Protoonkogen
CDKNZ2A AKT3

PTEN NFE2L2

RB1 PIK3CA

TP53 Sox2

Tabelle 1 Auflistung der mittels RT-qPCR untersuchten Gene
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2.2.9.1 Extraktion von RNA

Die Methode der RNA-Extraktion mit dem RNeasy Mini Kit basiert auf der Entwicklung der
Single-Step-Methode von Piotr Chomczynski und Nicoletta Sacchi (1987) (137). Hierbei wird
Guanidiumthiocyanat zur Lyse der Zellen und in Kombination mit B-Mercaptoethanol zur
Hemmung der RNasen genutzt. Zusatzlich beteiligt sind Phenol und Chloroform zur
Phasentrennung. Mittels Ethanols wird die von DNA und Proteinen getrennte RNA an die

Silicagel-Membran gebunden und kann mittels DEPC-Wasser abgeldst werden.

Vorbereitung

In Vorbereitung auf die folgenden Schritte wurden 10 ml RLT-Puffer mit 100 upl B-
Mercaptoethanol (10 pl pro 1 ml Puffer) versetzt, um die Aktivitit von RNasen zu
unterdriicken. Dariber hinaus wurde der RPE-Puffer mit Ethanol 96% verdinnt (11 ml RPE

und 44 ml Ethanol 96%).

Durchflihrung

Nach 72 Stunden wurde die RPM gestoppt und es wurden Zellpellets fiir die RNA-Extraktion
und den Proteinnachweis (siehe Kapitel 2.2.10) gewonnen. Dazu wurde der Uberstand aus
den Kulturflaschen (mit den Spharoiden) aus der RPM in 50ml-Falcontubes Gberfihrt und
diese fiir 2 Minuten zentrifugiert (1300rpm). Der Uberstand aus den Kontrollflaschen wurde
verworfen und sowohl die adhadrenten Zellen der Kontrollgruppe als auch die aus der RPM
wurden je nach FlaschengrofRe mittels 2 oder 4 ml Trypsin-EDTA 0,05% vom Boden abgel6st.
Nachdem die Zellen in Lésung waren, wurde das Trypsin mit 4ml bzw. 6 ml Kulturmedium
abgeblockt und die Zellsuspensionen ebenfalls 2 Minuten bei 1300rpm zentrifugiert. Die
Uberstinde aller Falcontubes wurden dekantiert und die Zellpellets vorsichtig in 2ml-
Eppendorf-Gefalle Uberfiihrt. Ein Teil der Zellpellets wurde bei -150°C zum spateren
Proteinnachweis weggefroren.

Die Zellpellets zur RNA-Extraktion wurden in mehreren Waschschritten lysiert und die RNA
gereinigt. Zuerst wurden die Proben mit 350 ul RLT-Puffer (+B-Mercaptoethanol) und 350 pl
Ethanol 70% resuspendiert und 700 pl von der Suspension in eine Zentrifugier-Sdule (RNeasy
Mini Spin Column) pipettiert. Die Sdule wurde in ein 2ml Sammelréhrchen eingesetzt und
dann bei 10.000 rpm fir 15 Sekunden zentrifugiert. Danach wurde 700 pl RW1-Puffer auf die

Proben gegeben und 15 Sekunden bei 10.000 rpm zentrifugiert. Folgend wurde in zwei
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Schritten nacheinander jeweils 500 pl RPE-Puffer (verdiinnt mit Ethanol 96%) in die Saule
pipettiert und im ersten Schritt 15 Sekunden bei 10.000 rpm zentrifugiert, im zweiten Schritt
dann 2 Minuten bei 10.000 rpm. Dies war nétig, um die Membran zu trocknen. Nachfolgend
wurde die an die Membran gebundene und gereinigte RNA eluiert. Dazu wurden alle Saulen
in ein neues 1,5 ml Sammelgefall eingesetzt und 30 ul RNAse freies Wasser (DEPC-Wasser)
hinzugegeben. Die Proben wurden zentrifugiert (10.000 rpm, 1 Minute) und der Inhalt der
Sammelréhrchen nochmals in die Saule pipettiert. Dieser Schritt wurde wiederholt, um die
RNA-Ausbeute zu erhéhen. Der Durchfluss im Sammelréhrchen mit der RNA wurde sofort bei

-150°C weggefroren.

2.2.9.2 Messen der RNA-Konzentration

Zur Vorbereitung fur die PCR wurde die RNA-Konzentration gemessen, damit in der PCR mit
gleichen RNA-Ausgangsmengen gearbeitet werden konnte. Die RNA-Konzentration wurde mit
einem Photometer (Ultrospec 2100 pro) gemessen. Dazu wurde zuerst eine 1:50 Verdiinnung
der RNA-Probe hergestellt. 2 ul der RNA-Probe wurden in die Messkivette zu 98 pl Wasser
pipettiert, sodass ein Gesamtvolumen von 100 pL entstand. Die Kiivette wurde in den
Strahlengang des Photometers gestellt und die Konzentration bei den folgenden Einstellungen

gemessen:

Schichtdicke: 10 mm
Einheiten: pg/ul

320nm Korrektur: Ja
Spektrum Optionen: Aus

Verdiinnungsfaktor: 50

Die Extinktion wurde bei 230 nm, 260 nm, 280 nm und 320 nm gemessen. Die zur RNA-
Konzentrationsbestimmung entscheidende Extinktion war 260 nm, da RNA Licht der
Wellenlange 260 nm absorbiert. Die Extinktionen bei den anderen Wellenlangen wurden zur
Bestimmung der Reinheit der Probe mittels 260/280- und 260/230-Quotient bestimmt. Um
die Reinheit der Proben zu bestatigen, sollte der 260/280-Quotient ber 1,6 liegen, der
260/230-Quotient Uber 2,0.
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2.2.9.3 Synthese von cDNA
Die cDNA wurde mit Hilfe des First Strand cDNA Synthesis Kit synthetisiert.

In Vorbereitung auf die Herstellung der cDNA wurde der daflir benétigte Master Mix aus
verschiedenen Reagenzien hergestellt. Dazu wurden 20 x 1 pul eines Random Hexamer Primers,
20 x 4 pl 5x-Reaktions-Puffer, 20 x 1 ul RiboLock RNase Inhibitor (20 U/ul), 20 x 2 ul dNTP-Mix
(10 mM) und 20 x 2 pl M-MuLV Reverse Transcriptase in ein 2 ml Eppendorf-GefaR gegeben,
sodass ein Gesamtvolumen von 200 pul vorlag. Alle Reagenzien wurden 20fach vorgegeben, da
18 Proben pipettiert werden mussten. Um in den folgenden Schritten der cDNA-Synthese mit
gleichen RNA-Mengen arbeiten zu kénnen, wurden die RNA-Proben gemaR der gemessenen
Konzentrationen verdiinnt. Dazu wurde in jedes der 18 Well (96-Well-Mikrotiterlatte) so viel
ul der RNA-Probe pipettiert, dass 1 ug RNA vorlag, der Rest zum Gesamtvolumen von 10 pl
wurde mit RNase-freiem Wasser aufgefiillt. Dazu wurden 9 pl des hergestellten MasterMixes
gegeben und die Platte wurde nach nachfolgendem Schema inkubiert (cDNA-Synthese
Template):
5 Minuten bei 25°C
\J
60 Minuten bei 42°C
\J
5 Minuten bei 70°C

2.2.9.4 Quantitative RealTime-PCR (RT-qPCR)

Die RT-gPCR wurde mit Hilfe des SYBR-Green-PCR-MasterMixes durchgefiihrt. Die SYBR-
Green-basierte RT-qPCR beruht auf dem Prinzip, dass SYBR-Green nur mit doppelstrangigen
Nukleinsauren interkaliert und nur bei Bindung stark fluoresziert. Dementsprechend ist die
Fluoreszenz umso starker, je mehr doppelstrangiges Produkt im PCR-Ansatz vorhanden ist. Die
Zunahme des Produkts kann so Uber die Zeit verfolgt werden. Die Ausgangsmenge des
Produkts entscheidet also, wie viele PCR-Zyklen nétig sind, um einen Cut-Off-Wert (Cr-Wert)
der Fluoreszenz zu erreichen. Da SYBR-Green unspezifisch cDNA bindet, ist eine an die PCR
angeschlossene Bestimmung der Schmelzkurve nétig, um darzustellen, dass nur ein Produkt

synthetisiert wurde (138).
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Die verwendeten Primer (siehe Kapitel 2.1.5) wurden zu einer Konzentration von 100 uM
verdiinnt. Dazu wurde zu jedem Primer 50 pl RNase-freies Wasser (Millipore) gegeben. Der
fiir die PCR benoétigte Mastermix wurde fiir jedes Gen fiir 18 Proben (6x Kontrolle, 6x
adharente Zellen, 6x Spharoide) hergestellt. Es wurden 428 ul SYBR-Green PCR MasterMix, 2,6
ul Foward Primer, 2,6 ul Reverse Primer und 365 pl RNase-freies Wasser (Gesamtvolumen=
798,2 ul) in ein 2 ml Eppendorf-Gefal} pipettiert. Davon wurden jeweils 42 ul in 18 2ml-
Eppendorf-Gefalie verteilt und dazu je 3 ul cDNA der 18 Proben gegeben. Die Mischungen
wurden je 3mal (je 13 pul) auf eine 96-Well-Mikrotiterplatte pipettiert, sodass 54 Wells befllt
waren. Die Platte wurde mit einer transparenten Abdeckfolie versiegelt und anschliefend in

die PCR-Maschine eingelegt. Der Ablauf der PCR wurde wie folgt gewahlt:

10 Minuten bei 95°C
(Denaturierung, Holding Stage)
\J
15 Sekunden bei 95°C
\J
1 Minute bei 60°C
(Hybridisierung, Cycling Stage)
\J
95°C

(Erstellung der Schmelzkurve, Melt Curve Stage)

Dieser Zyklus wurde 45mal wiederholt. Um die RNA-Menge quantifizieren zu kénnen, wurde
die komparative Cr-Methode (AACt) genutzt. Als House-Keeping-Gene wurden EEF1IA1 und

ACTB verwendet.

Aus den in der PCR ermittelten Werten (jeweils 3 Werte pro Probe) wurden die Mittelwerte
errechnet und diese dann wie oben beschrieben anhand der AACt-Methode in Bezug auf das
House-Keeping Gen EEF1A1 verrechnet. Die bestimmten Faktoren wurden fir Kontrolle,
Spharoide und adharente Zellen jeweils wieder gemittelt und die Standardabweichung

berechnet.
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2.2.10 Semiquantitative Proteinanalyse mittels Gelelektrophorese und WesternBlot

2.2.10.1 Gewinnung von Zellen und Extraktion von Proteinen

Die Zellkulturflaschen wurden wie unter Kapitel 2.2.5 beschrieben vorbereitet und in die RPM
gestellt. Nach 72 Stunden wurde die RPM gestoppt und es wurden Zellpellets fir den
Proteinnachweis gewonnen (siehe 2.2.9.1, ,Durchfiihrung”). Diese wurden sofort bei -150°C
weggefroren flir die Proteinanalyse.

Zur lIsolierung der Proteine aus den eingefrorenen Zellpellets wurden diese aus dem
Gefrierschrank entnommen und nach dem Auftauen mit Lyse-Puffer lysiert. Der Lysepuffer
wurde aus 20 ml RIPA-Puffer, zwei Tabletten Protease-Puffer (cOmplete™) und zwei Tabletten
Phosphatase-Inhibitor hergestellt. In jedes, die Zellpellets enthaltende, Eppendorfgefal
wurde 400 pl Lysepuffer pipettiert, die Pellets mithilfe der Pipette aufgeldst und im Anschluss
wurden die Suspensionen fiir 30 Minuten auf Eis inkubiert. Folgend wurden die lysierten
Zellen fur 15 Minuten bei 6000 rpm zentrifugiert. Der dadurch entstandene, die Proteine

enthaltende, Uberstand wurde abpipettiert und in neue EppendorfgefilRe tibertragen.

2.2.10.2 Bestimmung der Proteinkonzentration

Zur Bestimmung der erhaltenen Proteinkonzentrationen wurde im ersten Schritt eine
Konzentrationsreihe mit BSA-Albumin als Standard hergestellt (2mg/ml, 1,5 mg/ml, 1mg/ml,
0,75mg/ml, 0,5mg/ml, 0,25mg/ml, 0,125mg/ml, 0,05mg/ml, 0,025 mg/ml, 0,005mg/ml). Je 20
ul der Standard-Verdlinnungsreihe und der Proteinproben wurden auf eine Mikrotiterplatte
in verschiedene Vertiefungen pipettiert und mit jeweils 100 pl Roti®Quant (Verhiltnis
Reagenz 1 zu Reagenz 2 = 15:1) versetzt. Die Mikrotiterplatte wurde dann fir 15 Minuten bei

50°C inkubiert und die Proteinkonzentrationen per Spektrophotometer (492 nm) gemessen.

2.2.10.3 WesternBlot

Die Proteinproben wurden in neue Eppendorfgefalle pipettiert, das Volumen ergab sich aus
den vorher gemessenen Proteinkonzentrationen in den Proben. Es wurde mit Lysepuffer so
pipettiert, dass fir jede Probe ein Endvolumen von 50 pl mit einer Proteinkonzentration von
1,2 pg/ul entstand. Jede Probe wurde mit 25 pl Laemmli-Puffer versetzt und im Heizblock fir
15 Minuten bei 95°C erhitzt. Zur Aufspaltung der Proteinproben wurden jeweils zwei Gele

(MiniProtean TGX Stainfree Gele, 10 oder 15 Taschen) in eine Gelelektrophorese-Kammer
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eingespannt und die Kammer mit Laufpuffer (1x Tris/Glycerine/SDS) gefullt. Die Geltaschen

wurden mit 13ul Proteinprobe nach dem Schema entsprechend Tabelle 2 beladen.

nachzuweisendes | Beladung Gell Beladung Gel2

Protein

p53, SOX2 M-M-K1-K2-...-K6-S1-...-S6-M | M-A1.1-M-A1.2-..-A1.6-A2.1-...-
A2.6-M

pla M-M-A1.1-...-A1.6-A2.1-...-A2.5-M-
A2.6

PTEN M-A2.1-...-A2.6-M

pRb1 M-K1-K2-...-K6-51-S2-S3 S4-M-S5-56-A2.1-A2.2-...-A2.6

Tabelle 2 Beladungsschema der Gele fiir Gelelektrophorese

Dargestellt werden die Beladungsschemata der Gele fiir die Gelelektrophorese fiir die

jeweiligen Gene; M=Markerproteine, K=Kontrolle, S=Sphdéroide, A=adhdrente Zellen

Die Markerproteine (Standardproteinreihe) wurden in die entsprechenden Taschen pipettiert,
jeweils 5ul. Der Gelelektrophorese-Lauf wurde mit 120V fiir 60 Minuten gestartet. Nach
Beendigung des Laufs wurden die Gele aus der Kammer entfernt und im ChemiDoc XRS+
System aktiviert, belichtet und fotografiert. Im Anschluss wurden die Gele zwischen die
Schichten jeweils eines TransBlot Turbo Systems Ubertragen und fiir 3 Minuten geblottet. Die
geblotteten Membranen wurden nach dem Ende des Blottings aus der Kammer entnommen
und fur 15 Minuten in 5% Milchpulver-Lésung (10ml TBS 10x + 90ml destilliertes Wasser + 5g
Milchpulver) geblockt, um die Bildung von unspezifischen Bindungen zu verhindern. Im
Folgenden wurden die Membranen (iber Nacht in einer 1:400-fachen Verdiinnung des
jeweiligen primaren Antikorpers (Verdinnung in 5%-Milchpulver-TBS-Losung) auf einem
Schittler inkubiert. Im Anschluss an diesen Inkubationsvorgang wurden die Membranen
dreimal fir jeweils 10 Minuten in 1x TBS gewaschen und darauffolgend mit dem
Sekundarantikorper (Anti-Mouse) fir 60 Minuten inkubiert. Der sekundare Antikérper wurde
dazu 1:1000 in 5%-Milchpulver-TBS-Losung verdiinnt. Nach weiterem dreimaligem Waschen
fir je 10 Minuten in 1x TBS wurden die Membranen im ChemiDoc XRS+ System entwickelt.

Dazu wurden die Membranen in 7ml Clarity Western ECL Substrat Reagenz A + Reagenz B
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(Verhaltnis 1:1) fur 5 Minuten in Dunkelheit inkubiert und die Proteinbanden mittels einer
Kamera detektiert. Die Auswertung erfolgte mittels Quantifizierung der Signalintensitat der

Proteinbanden mithilfe der Imagelab Software.

2.2.11 Statistik

Fir alle ermittelten Versuchsergebnisse wurden jeweils in den zusammengehdrigen Gruppen
der Mittelwert und die Standardabweichung errechnet. Alle statistischen Berechnungen
wurden mit dem Mann-Whitney-U-Test fir 2 unabhangige, nicht normalverteilte Stichproben
durchgefihrt, wobei p<0,05 als statistisch signifikant angenommen wurde. Alle Ergebnisse mit
einem Signifikanzniveau von p<0,01 wurden als hoch signifikant angenommen. Alle

statistischen Berechnungen wurden mit SPSS Version 24.0 durchgefiihrt.
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3. Ergebnisse
Bei Beflillung der Kulturflaschen mit 100.000 Zellen/cm? dauerte es 24 bis 48 Stunden, bis eine
Konfluenz von 70-80 % erreicht war. Dies entsprach jeweils Stunde 0 aller Experimente. Die

mittels der Random Positioning Machine simulierte pg-Kraft betrug durchschnittlich 0,0046g.

3.1 Morphologische Verinderungen der Lungenkarzinomzellen unter RPM-
Bedingungen

3.1.1 Veranderungen der Zellmorphologie nach 24, 48, 72 und 96 Stunden

Wie in 2.2.6 beschrieben, wurden die Zellen als erstes unter dem Durchlichtmikroskop auf
morphologische Veranderungen hin untersucht. Nach 24 Stunden (entspricht Stunde 0 + 24
Stunden) war die Konfluenz in der Kontrollgruppe bereits auf ca. 90 % angewachsen, nach 48
Stunden auf nahezu 100 %. Nach 72 und 96 Stunden lag die Zelldichte bei 100 % und der Anteil

an abgeldsten, runden Zellen erhohte sich deutlich.

Bei den in der RPM befindlichen Zellkulturen war bereits nach 24 Stunden zu erkennen, dass
sich die Dichte der adhadrenten Zellen verringerte und sich Zellen vom Boden der
Kulturflaschen abgeldst hatten. Diese Zellen bildeten kugelige Zusammenlagerungen. Die
kugeligen Gebilde bestanden aus bis zu 6 Zellen (Durchmesser ca. 30-50 um). Im Verlauf nahm
die Konfluenz der adhdrenten Zellen weiter ab, die Anzahl der an den dreidimensionalen
Zellgebilden beteiligten Zellen jedoch zu. Nach 48 Stunden waren bereits bis zu 12 Zellen (ca.
70 um), nach 72 Stunden 15-17 Zellen (90-100 um) und nach 96 Stunden bis zu 20 Zellen (100
um) beteiligt (Abb. 3 und 4). Ebenso nahm die Anzahl dieser Strukturen zu, nach 96 Stunden
konnten die meisten beobachtet werden. Jedoch verblieben zu jedem Zeitpunkt noch
adhérente Zellen am Boden der Zellkulturflaschen (Abb. 3). Daher wurden fir die folgenden
Experimente die Zellen aus der RPM in zwei Gruppen aufgeteilt: adharente Zellen und nicht-
adhédrente, spharoidale Zellen. Diese wurden jeweils getrennt voneinander untersucht.

Morphologisch dhnelten die kugeligen Gebilde der abgeldosten Zellen der Anordnung von

Weintrauben an der Rebe (Abb. 4).
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Abbildung 3  Lungenkarzinomzellen unter 1g- und RPM-Bedingungen

Bild A zeigt die Zellen zu Beginn des Experiments (Stunde 0). In der linken Spalte sind die Zellen unter
1g-Bedingungen (B1, C1, D1 und E1) und in der rechten Spalte die Zellen unter RPM-Bedingungen
(B2, C2, D2 und E2) im Vergleich nach 24 (B), 48 (C), 72 (D) und 96 Stunden (E) dargestellt. Die Pfeile

zeigen exemplarisch auf die sphéroidalen Zusammenlagerungen der Zellen. Mafstabbalken: 100um.
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Abbildung 4  Sphéaroidale Zusammenlagerung der Lungenkarzinomzellen nach 72 Stunden auf

der RPM

Die adharenten Zellen sowohl in der Kontrollgruppe als auch in der RPM stellten sich als im
Bereich des Zellkorpers ca. 25-30 um groRRe Zellen mit teils mehreren langlichen Auslaufern
dar. Die Zellmorphologie wirkte entsprechend inhomogen. Jedoch waren in der RPM auch
rundliche adharente Zellen und solche mit deutlich kleineren Ausziehungen zu finden. Die in
ihrer GroRe und Form einheitlichen Zellkerne wiesen meist mehrere Nukleoli auf. Verglichen

dazu waren die abgel6sten Zellen in der RPM rundlich, kleiner und ohne Zellauslaufer.

3.1.2 Veranderungen der Zellmorphologie und der F-Aktin-Anordnung nach 72
Stunden

Nach 72 Stunden in der RPM wurden die F-Aktin-Filamente in den Zellen mit Phalloidin
angefarbt (siehe 2.2.7). Experimentiergruppe und Kontrollgruppe wurden dann hinsichtlich
der Morphologie der Zellen und der F-Aktinanordnung in den Zellen sowohl mit Hilfe eines

Fluoreszenz- als auch eines Konfokalmikroskop miteinander verglichen.

Die Zellen der Kontrolle zeigten nach 72 Stunden, ebenso wie im Durchlichtmikroskop nach
der gleichen Zeit, eine langliche Struktur mit zwei bis vier Ausziehungen und wiesen alle einen
ahnlichen Zelldurchmesser auf, gemittelt ca. 50 um im Langsschnitt und 30 um im Querschnitt
(vgl. Abb. 5 A1+A2). Die Konfluenz der Zellen war sehr hoch, sodass sich die Zellen teilweise
Uberlappten. Die Zellkerne waren aufgrund der DAPI-Farbung gut abgrenzbar und stellten sich

rundlich-oval dar, es zeigten sich jedoch auch gelappte Zellkerne und solche mit
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unterschiedlich vielen Einkerbungen. Die Kerne lagen zentral im Zellkérper und waren im
Langsschnitt ca. 20 um lang und im Querschnitt ca. 12 um breit. Der Anteil der Zellkerne am
Gesamtzellvolumen betrug ungefdhr ein Drittel. Die angefarbten F-Aktinfasern verliefen in
den Zellen der Kontrollgruppe parallel von Zellpol zu Zellpol, die Anordnung ergab ein sehr
homogenes Bild. Bei Zellen mit mehr als zwei Polen (mehrere Ausldufer) orientierten sich die
F-Aktinfasern parallel zur Zellmembran. Direkt unter der Zellmembran war die Faserdichte
innerhalb der Zelle am hochsten, eine konzentrierte Akkumulation an einem umschriebenen

Ort in der Zelle war aber nicht zu erkennen.

Die Zellen aus der Experimentiergruppe wiesen unter Fluoreszenz- und Konfokalmikroskop
eine deutlich andere Struktur und F-Aktinverteilung auf als die der Kontrollgruppe.
Grundsatzlich lieRen sich die weiter adhdrenten von den abgeldsten Zellen differenzieren. Die
adhéarenten Zellen in der RPM waren bezliglich vieler verschiedener Faktoren untereinander
sehr inhomogen. Teilweise waren sie hinsichtlich ihrer Gr6Re und der Anordnung der F-
Aktinfasern mit den Zellen aus der Kontrollgruppe vergleichbar, wiesen jedoch keine
Ausziehungen auf, sondern zeigten eine Tendenz zur Abrundung (Abb. 5, B1). Andere Zellen
waren zwar ebenfalls adhdrent und dhnlich grold wie die Zellen der Kontrollgruppe, aber
vollstandig rund (Abb. 5, B2). Dariber hinaus fand sich bei diesen Zellen eine starke
Veranderung der F-Aktinverteilung in der Zelle. Das F-Aktin war dhnlich wie bei den abgeldsten
Zellen (siehe unten) konzentrisch in der Zelle verteilt, ohne jedoch so exklusiv unter der
Zellmembran zu akkumulieren. Die F-Aktinfilamente waren wie in der Kontrollgruppe als
Fasern zu erkennen, hier jedoch konzentrisch um den Zellkern herum angeordnet. (Abb. 5,

Bild B2).

Die abgelosten Zellen der Experimentgruppe bildeten kugelige Gebilde aus bis zu 20 Zellen.
Diese Zellen waren rund und im Vergleich zu den adhdrenten Zellen aus der RPM und der
Kontrollgruppe deutlich kleiner (15-20 um im Querschnitt). Des Weiteren lagen die Kerne
exzentrisch in den Zellen, direkt unterhalb der Zellmembran, zumeist in Richtung des
Mittelpunktes der sphdroidalen Anordnungen verlagert. Darliber hinaus war das Kern- zu
Zytoplasmaverhaltnis gegenilber der Kontrolle stark in Richtung der Kerne verschoben. Die
Zellkerne stellten sich zumeist rundlich-oval dar, es fanden sich aber auch halomondformige

Zellkerne und solche mit mehreren Einziehungen (vgl. Abb. 5, C1-D2).
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72h, RPM

72h, RPM

Abbildung 5  F-Aktin-Férbung nach 72 Stunden unter 1g- und RPM-Bedingungen

Anfdrbung der F-Aktin-Filamente nach 72 Stunden unter 1g- (A1, A2, Konfokalmikroskop) und RPM-
Bedingungen (B1, B2, C1, C2, D1, D2). B1 und B2 zeigen adhdrente Zellen aus der RPM
(Fluoreszenzmikroskop). C1 und C2 zeigen sphéroidale Zusammenlagerungen aufgenommen mit
dem Fluoreszenzmikroskop, D1 und D2 zeigen vergleichbare Formationen aufgenommen mit dem
Konfokalmikroskop. Die Zellkerne stellen sich blau dar. Der Pfeil zeigt auf adhdrente Zelle.

Mapstabbalken bei X = 25um.
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Auch die Anordnung der F-Aktinfilamente in den abgeldsten Zellen wurde durch den Einfluss
der RPM-Bedingungen verandert. Die homogene, parallel-faserartige Struktur der Filamente
war aufgehoben. Die hochste Filamentdichte bestand direkt unterhalb der Zellmembran,
sodass sich im Querschnitt ein ringformiges Muster ergab. In der Konfokalmikroskopie zeigte
sich, dass die Dichte der Filamente von der Membran in Richtung des Zellmittelpunktes
abnahm, wobei die F-Aktin-Strukturen diffus verteilt waren und keine geordnete Struktur
mehr aufwiesen (Abb. 5, D1+D2). Um die dem Zytosol zugewandte Seite der Zellkerne war die
Dichte am geringsten. Darlber hinaus gab es Bereiche in der Zelle, in denen die F-

Aktinfilamente vollstandig fehlten, es bildeten sich Locher im Filamentnetzwerk.

In den Bereichen, in denen die Zellen aneinandergrenzten, waren die Zellgrenzen scharf gegen
die Umgebung abgrenzbar. Die nach auRen gerichteten Zellgrenzen dagegen stellten sich in
manchen Abschnitten unscharf, teilweise wie ausgefranst dar (Abb. 5 D1+D2). Dies war durch

Zellausziehungen bedingt, in welchen sich ebenfalls mit F-Aktin angefarbte Fasern fanden.

3.2 Veranderungen der Genexpression und der Proteinsynthese

Die Veranderungen der Genexpression wurden fir die Protoonkogene AKT3, NFE2L2, PIK3CA
sowie SOX2 und die Tumorsuppressorgene CDKN2A, PTEN, RB1 und TP53 bestimmt. Die
Ergebnisse der spharoidalen und der adhdrenten Zellen aus der RPM wurden ins Verhaltnis
gesetzt mit den Ergebnissen der 1g-Kontrolle (je 100%). Die Veranderungen der Proteinmenge
ausgewahlter Proteine in den Zellen wurde mithilfe einer Gelelektrophorese und
anschlieBendem WesternBlot bestimmt. Es wurden nur die Proteine untersucht, bei denen
sich in der Expression des fir das jeweilige Protein kodierende Gen eine signifikante

Veranderung gezeigt hatte: p14 (CDKN2A), p53 (TP53), PTEN, pRb1 und SOX2 (siehe 3.2).

3.2.1 Protoonkogene

Bei AKT3 zeigte sich nach 72 Stunden keine Veranderung in der Expression in den sphéaroidalen
Zellen, in den adhdrenten Zellen war die Expression im Vergleich zur Kontrolle leicht
herunterreguliert (0,865 + 0,193), ohne jedoch eine ausreichende Signifikanz zu erreichen.
Ebenso zeigten sich nur kleine Veranderungen bei NFE2L2 und PIK3CA, wobei das
Signifikanzniveau von p<0,05 nicht erreicht wurde. Bezliglich NFE2L2 war die Expression in

den adhéarenten Zellen um das 1,8- (1,787 + 0,786), in den sphéaroidalen Zellen um das 1,2-
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fache (1,231 *+ 0,381) erhoht. Bei PIK3CA war die Expression in beiden Zellpopulationen in
Bezug auf die Kontrolle erhéht, um das 1,3-fache (1,323 £+ 0,173) in den adharenten Zellen

bzw. um das 1,26-fache (1,266 *+ 0,449) in den Spharoiden (vgl. Abb. 6).
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Abbildung 6  Expression der Protoonkogene AKT3, NFE2L2 und PIK3CA nach 72 Stunden auf der
RPM
Dargestellt wird die relative Genexpression in Prozent der Kontrolle (100%) nach 72 Stunden auf der

RPM. A: AKT3, B: NFE2L2, C: PIK3CA. AD RPM= Adhdirent RPM, SPH RPM= Sphdroide RPM.

Das einzige der hier untersuchten Protoonkogen, welches eine signifikante Veranderung der
Expression aufwies, war SOX2. Hier war die Genexpression in den adharenten Zellen um das
1,9-fache (1,873 +£0,541; p<0,05) erhoht. Bei den spharoidalen Zellen zeigten sich jedoch auch
hier keine signifikanten Veranderungen (1,389 + 0,327). Bei SOX2 fanden sich keine
Veranderungen der Proteinmenge in den spharoidalen Zellen aus der RPM im Vergleich zur
Kontrollgruppe. In den adhdrenten Zellen aus der RPM war die Proteinmenge von SOX2 um
das 2,4-fache herunterreguliert (0,4149 + 0,0885, p<0,01). Zwischen den adhéarenten und
nicht-adharenten Zellen aus der RPM bestand bei der SOX2-Proteinmenge ebenfalls ein hoch

signifikanter Unterschied (p<0,01) (vgl. Abb. 7).
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Abbildung 7  Expression des Protoonkogens SOX2 und Proteinsynthese von SOX2 nach 72
Stunden auf der RPM

Dargestellt wird in Al die relative Genexpression von SOX2 in Prozent der Kontrolle (100%) nach 72
Stunden auf der RPM. Zusditzlich wird in A2 die Verénderung der Proteinsynthese von SOX2 in Prozent
der Kontrolle (100%) nach 72 Stunden auf der RPM dargestellt. *= p<0,05; **= p<0,01. AD RPM=
Adhdrent RPM, SPH RPM= Sphdroide RPM.

3.2.2 Tumorsuppressorgene

Flr CDKN2A zeigte sich eine signifikante Hochregulation der Expression in den adhdrenten
Zellen aus der RPM gegeniiber der Kontrolle um das 14-fache (14,054 + 5,620; p<0,05). In den
Sphéroiden zeigte sich fur dieses Gen ebenfalls eine leichte Hochregulation, hier lag jedoch
keine ausreichende Signifikanz vor (1,281 *+ 0,337). Die Proteinmenge von pl14 in allen
untersuchten Experimentgruppen war gering. In den adharenten Zellen der RPM war das p14-
Protein um das 1,17-fache im Vergleich zur Kontrollgruppe hochreguliert (1,1668 + 0,4424),
in den nicht-adharenten um das 2-fache herunterreguliert (0,4931 +£0,1163), beides mal, ohne
eine ausreichende Signifikanz zu erreichen. Lediglich der Unterschied in der Proteinmenge von
p14 in den adhdrenten und nicht-adharenten Zellen der RPM war hoch signifikant verandert

(p<0,01) (Abb. 8, A1+A2)

Die Expression von PTEN war in den adhdrenten Zellen im Vergleich zur Kontrolle signifikant
hochreguliert (2,261 + 0,627; p<0,05), es gab jedoch keine signifikante Veranderung in den
spharoidalen Zellen (1,37 + 0,264). Das PTEN-Protein in den spharoidalen Zellen war
hochreguliert (1,2803 * 0,3354), ohne ein ausreichendes Signifikanzniveau zu erreichen. In

den adhadrenten Zellen aus der RPM konnte kein PTEN-Protein nachgewiesen werden (Abb. 8,

B1+B2).
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Bei RB1 und TP53 fand sich jeweils eine signifikante Hochregulation der Genexpression in den
adhdrenten Zellen im Vergleich zu den Zellen der 1g-Kontrolle, bei TP53 mit hoher Signifikanz.
Die Expression von RB1 war um das 2,4-fache erhoht (2,357 + 0,746; p<0,05) und von TP53
um das 4,5-fache (4,519 + 1,838; p<0,01). Die Expression der Gene in den Spharoiden zeigte
keine signifikanten Veranderungen. Bei p53 fand eine hochsignifikante Herunterregulation
des Proteins in den adharenten Zellen im Vergleich zur Kontrolle um das 2-fache statt (0,494
+ 0,1597; p<0,001), in den sphéaroidalen Zellen kam es jedoch zu einer Erhéhung der
Proteinmenge von p53 um das 1,65-fache (1,653 + 1,4554; p<0,01). Zwischen adhérenten und
nicht-adharenten Zellen aus der RPM bestand ebenfalls ein hochsignifikanter Unterschied in
der Proteinmenge (p<0,001). Bei pRb1 fand sich eine nach oben regulierte Proteinmenge in
den adhdrenten RPM-Zellen um das 1,75-fache (1,7539 * 0,4297) und eine nach unten
regulierte Proteinmenge in den spharoidalen Zellen um das 1,35-fache (0,7410 + 0,1713).
Beide Ergebnisse wiesen jedoch keine ausreichende Signifikanz auf. Hoch signifikant war aber
der Unterschied zwischen adhadrenten und spharoidalen Zellen aus der RPM beziiglich der
Proteinmenge von pRb1 (p<0,01) (Abb. 8, C1-D2). Bei CDKN2A, RB1 und TP53 zeigten sich
dariiber hinaus auch signifikante Unterschiede in der Genexpression zwischen den
adhdrenten und den spharoidalen Zellen (p<0,05), wobei die Expression in den adharenten

Zellen hochreguliert war (Abb. 8).
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Abbildung 8 Expression der Tumorsuppressorgene CDKN2A, PTEN, RB1 sowie TP53 und
Proteinsynthese von p14, PTEN, pRb1 und p53 nach 72 Stunden auf der RPM.

Dargestellt wird in der linken Spalte die relative Genexpression in Prozent der Kontrolle (100%) nach
72 Stunden auf der RPM. A1: CDKN2A, B1: PTEN, C1: RB1, D1: TP53. In der rechten Spalte wird die
Verdnderung der Proteinsynthese in Prozent der Kontrolle (100%) nach 72 Stunden auf der RPM
dargestellt. A2: p14, B2: PTEN, C2: pRb1, D2: p53. *= p<0,05; **= p<0,01; ***= p<0,001. AD RPM=
Adhdrent RPM, SPH RPM= Sphdéiroide RPM.

3.3 Apoptoserate

Die Apoptoserate wurde nach 24 und 72 Stunden mittels der TUNEL-Methode bestimmt
(siehe 2.2.8). Nach der Farbung wurden die Praparate unter dem Fluoreszenzmikroskop
ausgewertet. Apoptotische Zellen wurden durch die Markierung mit dem Fluoreszenzfarbstoff
als solche detektierbar, nicht-apoptotische Zellen fluoreszierten nicht (vgl. Abb. 9). Zur
Erfolgskontrolle der Farbung wurden zuerst Positiv- und Negativkontrolle ausgewertet. Hier

zeigte sich, dass die Farbung erfolgreich war.

24h SPH

B2 B3 24h SPH
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Abbildung 9  TUNEL-Farbung nach 24 und 72 Stunden unter 1g- und RPM-Bedingungen

Dargestellt wird die TUNEL-Férbung nach Exposition der Zellen unter RPM-Bedingungen nach 24 (A)
Stunden und 72 Stunden (C). Die apoptotischen Zellen stellen sich griin fluoreszierend dar. Zum
Vergleich ist unter den TUNEL-Fdrbungen die jeweilige DAPI-Fdrbung zur Darstellung aller Zellen im
Bildausschnitt abgebildet. Al: Kontrolle TUNEL 24h, B1: Kontrolle DAPI 24h, A2: Adhdrent RPM
TUNEL 24h, B2: Adhédrent RPM DAPI 24h, A3: Sphéiroide TUNEL 24h, B3: Sphdroide DAPI 24h, C1:
Kontrolle TUNEL 72h, D1: Kontrolle DAPI 72h, C2: Adhérent RPM TUNEL 72h, D2: Adhédrent RPM DAPI
72h, C3: Sphdroide TUNEL 72h, D3: Sphédroide DAPI 72h. AD= Adhdrent RPM, SPH= Sphéiroide RPM.

In der 1g-Kontroll-Zellkultur fand sich nach 24 Stunden eine Apoptoserate von 2,79% (+ 1,76)
als Anteil an allen Zellen in der Zellkultur. Nach 72 Stunden waren 11,42% (+ 3,04) aller Zellen
der 1g-Kontrolle apoptotisch. Dies entspricht einer hochsignifikanten Veranderung der
Apoptoserate nach 72h Stunden im Vergleich mit 24 Stunden (p<0,001). Der Apoptoseanteil
bei den adhdrenten Zellen aus der RPM betrug nach 24 Stunden 12,01% (+ 6,58) und nach 72
Stunden 13,06% (+ 1,71). Hier kam es zu keiner signifikanten Veranderung der Apoptoserate.
Bei den nicht-adharenten Zellen aus der RPM zeigte sich nach 24 Stunden eine Apoptoserate
von 88,55% (+ 7,35). Nach 72 Stunden in der RPM waren 86,43% (+ 2,43) der Zellen
apoptotisch. Auch hier kam es zu keiner signifikanten Veranderung der Apoptoserate (Abb.
10). Im Vergleich zur 1g-Kontrolle zeigte sich bei den adharenten Zellen nur nach 24 Stunden
ein signifikanter Unterschied (p<0,001). Bei den spharoidalen Zellen zeigte sich im Vergleich
zur Kontrolle sowohl nach 24 Stunden und 72 Stunden ein signifikanter Unterschied (p<0,001)
(vgl. Abb 10).
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Abbildung 10 Apoptoserate nach 24 und 72 Stunden unter RPM-Bedingungen

Dargestellt wird der prozentuale Anteil der apoptotischen Zellen an allen Zellen in der jeweiligen
Gruppe. A: 24 Stunden, B: 72 Stunden, C: Vergleich 24/72 Stunden, wobei schwarz= 24 Stunden und
grau= 72 Stunden. ***= p<0,001. AD RPM= Adhdrent RPM, SPH RPM= Sphdroide RPM.
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4. Diskussion

Der Einfluss simulierter Mikrogravitation auf verschiedene Zelllinien wurde bereits eingehend
untersucht. Dies gilt jedoch nicht fiir das Plattenepithelkarzinom der Lunge. Hier gibt es bisher
nur zwei kleinumfanglichere Studien (118,119). Bei diesen Studien wurden jedoch lediglich
Proliferation und Migration untersucht. Dementsprechend sind die Erkenntnisse der
Mikrogravitationsforschung beziiglich des Plattenepithelkarzinoms der Lunge bisher gering.
Ziel der vorliegenden Arbeit war es, weitere Ergebnisse zu erheben, um daraus neue
Erkenntnisse zum Verhalten von Lungenkarzinomzellen unter simulierter Mikrogravitation

gewinnen zu kdnnen.

Auf der Grundlage bisher publizierter Ergebnisse zu anderen Tumorzelllinien wurden vier
Hypothesen aufgestellt (siehe Einleitung). Davon konnten durch die vorliegende Arbeit einige
ganz, manche nur teilweise bestatigt werden. Unter dem Einfluss simulierter Mikrogravitation
konnten Veranderungen in der Morphologie des Zellverbandes, der Zelle und des Zytoskeletts
gezeigt werden. Bereits nach 24 Stunden bildeten die Plattenepithelkarzinomzellen
Spharoide. Darliber hinaus zeigte sich in den Spharoiden eine signifikante Erhohung der
Apoptoserate im Vergleich zu den adharenten Zellen und der 1g-Kontrolle, sowohl nach 24 als
auch nach 72 Stunden. Die Genexpression aller hier untersuchten Tumorsuppressorgene war
in den adharenten Zellen aus der RPM signifikant hochreguliert. Die ebenfalls untersuchte
Expression der jeweiligen Proteine korrelierte nicht sehr stark mit der Genexpression.
Bezliglich der Protoonkogene fand sich nur bei SOX2 eine signifikante Hochregulation der

Genexpression der adharenten Zellen, die Proteinsynthese war dagegen herunterreguliert.

4.1. Morphologische Veranderungen der Lungenkarzinomzellen
Spharoidbildung

Wie anfangs erldutert, ist fir viele somatische Zelllinien und Tumorzelllinien die Bildung von
Sphéaroiden unter simulierter Mikrogravitation bereits beschrieben. Dabei kamen
unterschiedliche Anlagen zur Simulation der Mikrogravitation zum Einsatz. Die Bildung von
Sphéroiden in einer Random Positioning Machine konnte durch die vorliegende Arbeit nun
auch fir das Plattenepithelkarzinom der Lunge gezeigt werden und so die aufgestellte

Hypothese 1 bestatigt werden.
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Bereits nach 24 Stunden konnten erste Spharoide nachgewiesen werden. Die Spharoide
dhnelten der Form von Weinreben. Dies entspricht einer der Kategorien in der von Kenny et
al. vorgestellten morphologischen Klassifikation der Spharoide (rebenférmig angeordnet) (81)
(siehe Kapitel 1.2.1).

Die GrofRRe der Spharoide und die Anzahl an Zellen pro Spharoid nahmen mit fortschreitender
Kultivierungsdauer zu. Damit konnte die in vorangegangenen Studien (126,139) bereits
postulierte positive Korrelation zwischen der GroRe der Spharoide und der Dauer der
Kultivierung bestatigt werden. Andere Faktoren mit potentiellem Einfluss auf die
SpharoidgroRe sind die Zusammensetzung des Mediums, die Dichte, mit der die Zellen in der
Zellkulturflasche ausgesat werden und die Rotationsgeschwindigkeit des eingesetzten GBF

(82). Diese Faktoren wurden bei den hier durchgefiihrten Experimenten nicht verandert.

Die in der vorliegenden Arbeit ermittelte GroRe der Spharoide betrug maximal 100 um nach
96 Stunden. Dies ist, verglichen mit der SpharoidgréRe anderer Zelllinien, die unter simulierter
Mikrogravitation kultiviert wurden, klein. In vorangegangenen Arbeiten wurden Sphéaroide
verschiedener GrolRe beschrieben, abhangig von der Zellart. Mesenchymale Stammzellen
bildeten unter simulierter Mikrogravitation nach sieben Tagen Sphdroide mit einem
Durchmesser von 100 — 200 um (140). Verschiedene Autoren konnten fir
Schilddrisenkarzinomzellen Spharoide mit einem Durchmesser von 400 um bis zu 3 mm
beschreiben (107,125,141). In einer anderen Arbeit von Arun et al. lieBen sich bei Zellen des
Kolorektalkarzinoms, die unter simulierter Mikrogravitation kultiviert wurden, Spharoide in
einer GroRe zwischen 200 — 1000 um nachweisen (126). Darliber hinaus verklumpten die
einzelnen Spharoide noch zusatzlich, sodass Aggregate von einer GesamtgréfRe bis zu 0,5 cm
entstanden (126). Dieses Phanomen konnte bei den Lungenkarzinomzellen nicht beobachtet
werden.

Die Art der 3D-Kultivierung scheint fur die GroRe der Spharoide nur eine untergeordnete Rolle
zu spielen. Fir mesenchymale Stammzellen, Melanomzellen und Kolorektalkarzinome wurden
mittels anderer  Kultivierungstechniken (hanging-drop-Methode, low-attachment-
Kulturflaschen) Sphéaroiddurchmesser in &dhnlicher Grofenordnung wie oben genannt
beschrieben (72,142-144). Einzig flir echte Mikrogravitation sind, im Vergleich zu s-ug, fir die

gleiche Zelllinie (Schilddriisenkarzinom) deutlich groRere Spharoide beschrieben (107).
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Es kann also anhand der hier durchgefiihrten Experimente keine Ursache fiir die geringe
GroRe der Lungenzell-Spharoide eruiert werden. Die oben beschriebenen potentiellen
Einflussfaktoren auf die SpharoidgréRe sind in der vorliegenden Arbeit und in den zitierten
Arbeiten vergleichbar. Moglicherweise fiihrt die hohe Apoptoserate, wie sie in den
Spharoiden festgestellt wurde, zu einer Einschrankung des GroRenwachstums. Andererseits
besteht erst ab einer Strecke von ca. 150 um eine Einschrankung der Diffusion und somit des
Stofftransportes in den Spharoiden (82,84). Das heiflt, dass auch im inneren Kern der
Spharoide die Versorgung mit Sauerstoff und Nahrstoffen ausreichend sein sollte. Daher
konnen die hier kultivierten Spharoide wahrscheinlich auch nicht in die von Lin und Chang
beschrieben Zonen eingeteilt werden (Kapitel 1.2.1). Diese Hypothese muss in weiteren
Experimenten mit Untersuchung des Stofftransportes in den Spharoiden Gberprift werden.
Es bleibt abzuwarten, ob zukiinftige Experimente mit Lungenkarzinomzellen vergleichbar
grofRe Spharoide nach Einfluss echter oder simulierter Mikrogravitation nachweisen kénnen.
Aktuell kann konstatiert werden, dass die SpharoidgroRe insbesondere von der jeweiligen
Zellart abhangig zu sein scheint und in geringerem MalRe von der Kultivierungstechnik oder

anderen Einfllssen.

Zytoskelett der Spharoide

Der Einfluss von Mikrogravitation fiihrt zu gravierenden Veranderungen im Zytoskelett. Dies
kann die vorliegende Arbeit im Einklang mit vielen weiteren Studien belegen. Die
zytoskelettalen Veranderungen wurden hier zum ersten Mal auch fir Zellen des
Plattenepithelkarzinoms der Lunge nachgewiesen. Die in Langsrichtung der Zelle verlaufende,
parallele Struktur der F-Aktinfilamente war aufgehoben. Die Filamente verliefen spharisch.
Weiterhin akkumulierten die F-Aktinfasern direkt unterhalb der Zellmembran, die Dichte um
den Zellkern herum war deutlich reduziert. Teilweise entstanden dadurch sogar Locher im
Filamentnetzwerk. Dementsprechend kann die zweite aufgestellte Hypothese bestatigt
werden. Die genannten Veranderungen konnten bereits in vorangegangen Arbeiten gezeigt
werden. Insbesondere die inhomogene Verteilung der F-Aktinfilamente mit Akkumulation
unterhalb der Zellmembran und sehr geringer Dichte in den anderen Bereichen der Zelle ist

mehrfach beschrieben (78,115,125,127).
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Weiterhin stellten sich die nach auRen gerichteten Zellgrenzen abschnittsweise unscharf dar.
Ahnliche Beobachtungen wurden von Riwaldt et al. in einer Studie mit
Schilddriisenkarzinomzellen als Lamellipodien und Filopodien interpretiert (77). Diese
bestehen unter anderem aus Aktinfilamenten und kénnen daher durch die hier angewandte
Farbung dargestellt werden. Sie sind von Bedeutung fiir die Migration von Zellen (145,146).
Die potentiell vermehrte Ausbildung von Pseudopodien unter simulierter Mikrogravitation bei
den Lungenkarzinomzellen kann daher als Hinweis auf ein erhéhtes Migrations- und damit
Metastasierungspotential der Zellen der Spharoide gewertet werden. Dies steht im Einklang
mit den Ergebnissen zweier Studien, die ein erhohtes Migrationspotential sowohl beim
Plattenepithelkarzinom als auch beim Adenokarzinom der Lunge unter simulierter
Mikrogravitation nachweisen konnten (118,119). Auch bei Keratinozyten wurde ein erhdhtes
Migrationspotential nach Kultivierung unter s-ug beschrieben (120). Als Ursache konnten die
Autoren, passend zu den hier erhobenen Befunden, eine verstarkte Ausbildung von
Lamellipodien an den Zellen feststellen (120).

Zu einem anderen Ergebnis kommt eine weitere Studie zum Einfluss von s-pug auf
Lungenadenokarzinomzellen. Diese Studie kommt zu dem Schluss, dass aufgrund
verminderter Proliferation, reduzierter Migrationsfahigkeit und dazu passend veranderter
Genexpression das Metastasierungspotential der Zellen reduziert ist (117). Ahnliches wurde
flir Melanomzellen nachgewiesen. Als Ursache konnte die Inhibition spezifischer Signalwege

(FAK/RhoA) und eine Reduktion von Lamellipodien und Filopodien beobachtet werden (122).

Folglich liegt eine nicht vollstandig Ubereinstimmende Datenlage vor. Verdnderungen im
Zytoskelett, Beeinflussung der Migrationsfahigkeit und des Metastasierungspotential durch
simulierte Mikrogravitation scheinen vor allem vom Zelltyp abhangig zu sein. Moglicherweise
spielt auch die Maschine, welche zur Simulation der Mikrogravitation eingesetzt wird, eine
Rolle. Die Adenokarzinomzelllinie A549 (Lunge) wurde in zwei unabhangigen Studien
untersucht (117,119). Einmal wurde ein erhdhtes, einmal ein vermindertes
Migrationspotential festgestellt. Wichtiger Unterschied beider Studien war, dass in
erstgenannter ein 2D-Clinostat, in zweitgenannter eine RPM eingesetzt wurde. Insgesamt
ergab sich bei Zusammenschau mehrerer Studien jedoch kein eindeutiger Trend zum

Zusammenhang zwischen eingesetztem GBF und Migrations-/Metastasierungspotential.
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Zytoskelett der adhdrenten Zellen

Zusatzlich zu den Spharoiden konnten auch weiterhin adhdrente Zellen in den
Zellkulturflaschen aus der RPM nachgewiesen werden. Das Verbleiben von adhdrenten Zellen
unter simulierter Mikrogravitation auch nach langerem Zeitraum ist bereits fir andere
Zelllinien beschrieben (116,123,139). Anhand der in der vorliegenden Untersuchung
durchgefiihrten Experimente lassen sich die adhdrenten Zellen nach morphologischen
Gesichtspunkten weiter in Unterstadien gliedern. Es fanden sich adharente Zellen, welche fast
die gleiche Morphologie und Anordnung der F-Aktinfasern aufwiesen wie die Zellen der 1g-
Kontrolle. Des Weiteren gab es Zellen, die eine rundliche Form angenommen hatten, die
Anordnung der F-Aktinfasern war aber weiterhin parallel in Langsrichtung der Zelle. In einem
dritten Stadium waren die Zellen kleiner und die Struktur der F-Aktinfasern dhnelte der in den
spharoidalen Zellen. Diese Zellen waren trotzdem noch deutlich gréRer als die Zellen, welche
sich abgelost hatten und die Sphéroide bildeten (siehe Kapitel 3.1.2, Abb. 5).

Die beschriebenen Zellen bilden also méglicherweise Zwischenstadien zwischen Zellen, wie
sie in der 1g-Kontrolle zu finden sind und solchen in den Sphéaroiden. Daflir spricht auch, dass
der Anteil der adhdrenten Zellen Uber die Zeit immer kleiner wurde und die Anzahl der
abgelosten Zellen immer grofler. Daher besteht die Moglichkeit, dass die simulierte
Mikrogravitation einen Prozess aktiviert, bei dem sich die adhdrenten Zellen mit
fortschreitender Zeit formverandern, sich die Anordnung der F-Aktinfasern verdandert und die
Zellen kleiner werden. Ob alle Zellen diesen Prozess durchlaufen und ob dieser Voraussetzung
fr die Ablosung vom Boden der Zellkulturflasche ist, kann anhand der hier erhobenen Daten
nicht Gberprift werden.

Die Annahme eines kontinuierlichen Prozesses wird jedoch von den Ergebnissen einer
weiteren Studie gestiitzt (78). Hier konnten bei Brustkrebszellen Veranderungen im
Zytoskelett von adhdrenten Zellen nachgewiesen werden, die bei Sphéaroiden ebenfalls

nachweisbar waren.

Dem gegenliber steht eine Studie von Masiello et al. Die Autoren konnten zwar ebenfalls die
Existenz von sowohl adhdrenten Zellen als auch Spharoiden unter dem Einfluss von simulierter
Mikrogravitation fir Brustkrebszellen nachweisen. Sie gehen aber nicht von Zwischenstadien
aus, da der prozentuale Anteil beider Zellpopulationen nach 24 und 72 Stunden in dieser

Studie konstant blieb (116).
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Auch in den hier erhobenen Daten lassen sich Argumente dafiir finden, die adharenten Zellen
als eigene Zellpopulation und nicht als Zwischenstadien anzusehen. Die Expression mehrerer
Gene (CDKN2A, RB1 und TP53) in den adhdrenten Zellen unterschied sich signifikant von der
Expression dieser Gene in den Spharoiden. Noch auffalliger waren die Unterschiede in der
Synthese einiger Proteine, hier zeigten sich teilweise sogar entgegengesetzte Ergebnisse in
Bezug auf die 1g-Kontrolle. Diese Diskrepanz in Gen- und Proteinexpression zwischen
adhdrenten Zellen und Sphdroiden wurde bereits in anderen Arbeiten beschrieben
(78,116,125). Auch die hier festgestellten, signifikant unterschiedlichen Apoptoseraten
sprechen fir diese Annahme. Zusatzlich konnten in einer Studie von Testa et al. zwei deutlich
voneinander differente Zellpopulationen in einer RPM gefunden werden (147). Die Autoren
verglichen verschiedene physikalische Zelleigenschaften miteinander (Rundheit, fraktale
Dimensionen und weitere) und fanden signifikant unterschiedliche Werte fiir diese beiden
Zellgruppen aus der RPM. Manche Autoren kommen deshalb ebenfalls zu dem Schluss, dass

die adharenten Zellen als eigene Zellpopulation zu behandeln sind.

In Zukunft konnte die Frage, ob die Sphéaroidbildung als Prozess kontinuierlicher Veranderung
der zunachst adhadrenten Zellen anzusehen ist, mittels Live-Bildgebung in weiteren Studien
Uberprift werden. Daflir kann beispielsweise ein ,,Digital Holographic Microscope” (DHM) in
die RPM integriert werden (133). Das DHM liefert hochauflosende Live-Bilder von den Zellen
auf der RPM. Die DHM-Technik wurde bereits, mit anderem Schwerpunkt der Fragestellung
und anderer Zelllinie, in verschiedenen Studien eingesetzt (148,149). In diesen Arbeiten

konnten kontinuierliche Veranderungen im Zytoskelett der Zellen nachgewiesen werden.

4.2 Veranderungen der Genexpression und der Proteinsynthese

Fiir acht Gene wurde die Expression nach Kultivierung der Zellen auf der Random Positioning
Machine untersucht. Fir funf dieser Gene (SOX2, CDKN2A, PTEN, RB1 und TP53) konnten
signifikante Veranderungen in den adhdrenten Zellen im Vergleich zur Kontrollgruppe
erhoben werden. Die Expression aller vorangehend genannter Gene war hochreguliert. Auch
in den Spharoiden war die Genexpression all dieser Gene hochreguliert, ohne jedoch eine
ausreichende statistische Signifikanz zu erreichen. Daraufhin wurden fiir die Proteinprodukte
der fiinf Gene, bei denen sich statistisch signifikante Verdnderungen gezeigt hatten,

WesternBlot-Analysen durchgefiihrt. Daraus konnten semiquantitative Daten zur
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Proteinmenge erhoben werden. Die Proteinsynthese korrelierte nur teilweise mit der
Genexpression. Bei den adhdrenten Zellen zeigte sich bei CDKN2A/p14 und RB1/pRb1 eine
gleichgerichtete Veranderung von Genexpression und Proteinsynthese. Ein gemeinsamer

Trend zeigte sich bei den Spharoiden fur SOX2/SOX2, PTEN/PTEN und TP53/p53.

Proliferation und Zellzykluskontrolle

PIK3CA und AKT3 sind wichtige Bestandteile intrazelluldrer Signalwege. Die Aktivierung dieser
Signalwege durch Wachstumsfaktoren initiiert unter anderem Proliferation und inhibiert
apoptotische Prozesse (siehe Kapitel 1.1.3). Eine ausgepragte Expression dieser Gene kann
dementsprechend zur Tumorgenese beitragen und das Tumorwachstum verstarken
(150,151). Uberexpression dieser Gene konnte fiir Ovarial-, Zervix- und Lungenkarzinome
bewiesen werden (26,151,152). In der vorliegenden Studie wurde die Expression beider Gene
durch die simulierte Mikrogravitation jedoch nicht beeinflusst, weder in den Spharoiden noch
bei den adhdrenten Zellen.

Anders stellen sich die Ergebnisse fir PTEN dar. Das PTEN-Protein ist ein Inhibitor des
PI3K/Akt-Signalweges durch Blockierung von Akt (25). Daher weist die hier dargelegte,
signifikant erhdhte Genexpression von PTEN in den adharenten RPM-Zellen auf eine Zunahme
der Blockierung des PI3K/Akt-Signalwegs hin. Jedoch konnte in diesen Zellen kein PTEN-
Protein nachgewiesen werden. Diese Diskrepanz zwischen den Verdnderungen der
Genexpression und den Veranderungen der Synthese des zugehoérigen Proteins konnte auch
fur andere Gen/Protein-Paare (RB1/pRb1, SOX2/SOX2 und TP53/p53) festgestellt werden. In
anderen Studien wurden solche Unterschiede bereits beschrieben (77,78,125,139). Als
Ursachen konnen hier posttranslationale Modifikationen, verschiedene Protein-
Halbwertszeiten, schneller mRNA-Abbau oder verzégerte Proteinsynthese diskutiert werden

(153).

Insgesamt weisen die hier erhobenen Daten darauf hin, dass der PI3K/Akt-Signalweg aufgrund
der erhohten PTEN-Expression in den adharenten Zellen, im Vergleich zur Kontrolle, vermehrt
supprimiert wird. Andere Studien beschreiben im Einklang damit ebenfalls eine verminderte
Aktivitat dieses Signalwegs in verschiedenen Zelllinien nach Einfluss simulierter
Mikrogravitation. In diesen Studien konnten verminderte AKT- und PI3K-Expressionen und

erhohte Expression von PTEN bzw. Synthese von PTEN-Protein nachgewiesen werden
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(126,131,154). In den gleichen Arbeiten wurden erhéhte Apoptoseraten, Zellzyklusarrest und

verminderte Proliferation festgestellt.

Weitere Gene, welche Zellzyklus und Apoptose beeinflussen, sind CDKN2A, RB1 und TP53. Fir
das Plattenepithelkarzinom der Lunge konnte anhand der hier durchgefiihrten Experimente
gezeigt werden, dass unter simulierter Mikrogravitation die Expression von RB1 in den
adhdrenten Zellen gesteigert wird. Auch die Proteinexpression von pRbl in den adhdrenten
Zellen war verstarkt, jedoch ohne eine ausreichende Signifikanz zu erreichen. pRb1 besitzt
eine wichtige Kontrollfunktion in der G1-Phase des Zellzyklus (siehe Kapitel 1.1.3). Daher
deuten die beschriebenen Ergebnisse auf ein verzogertes Fortschreiten des Zyklus in der G1-
Phase in diesen Zellen hin. Diese Hypothese wird durch die Veranderungen in der Expression
der anderen, hier untersuchten Tumorsuppressorgene gestiitzt.

So zeigte sich bei CDKN2A ebenfalls eine deutlich gesteigerte Expression in den adhdrenten
Zellen nach Kultivierung auf der RPM. Dazu passend konnte fiir p14 eine leichte Steigerung
der Synthese in den adharenten RPM-Zellen (keine ausreichende Signifikanz) nachgewiesen
werden. Das Protein pl4 kann p53 aktivieren und so Einfluss auf Zellzyklusarrest und
Apoptose nehmen (30). Bei TP53, welches in der Zellzykluskontrolle eine zentrale Funktion
wahrnimmt (siehe Kapitel 1.1.3), wurde eine signifikant gesteigerte Expression in den
adhdrenten Zellen aus der RPM im Vergleich zur Kontrolle festgestellt. Jedoch war die
Proteinsynthese von p53 in den gleichen Zellen signifikant reduziert. Diese Diskrepanz wurde

bereits weiter oben diskutiert.

Eine gesteigerte Expression von CDKN2A, TP53 und pl4 weist also, im Einklang mit den
Ergebnissen von RB1 und pRb1, auf ein verzdgertes Fortschreiten des Zellzyklus und damit ein
vermindertes Potential der Lungenkarzinomzellen zur Proliferation hin. In den Sphéaroiden
konnten in diesen drei Genen keine signifikanten Verdanderungen im Vergleich zur 1g-
Kontrolle festgestellt werden. Lediglich die p53-Expression war, anders als in den adharenten
Zellen, erhoht.

Die bisher diskutierten Ergebnisse untermauern die Aussagen vorangegangener Studien, die
fir andere Zelllinien die Auswirkung simulierter Mikrogravitation auf den Zellzyklus
untersucht haben. Die Proteine pRb1, p53 und p14 haben eine Kontrollfunktion beim Ubertritt

von der G1-Phase in die S-Phase des Zellzyklus (siehe Kapitel 1.1.3). Daher liegt vor dem
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Hintergrund der hier erhobenen Ergebnisse die Vermutung nahe, dass der Zellzyklus durch
den Einfluss von Mikrogravitation verzogert wird und die Zellen potentiell in der GO/G1-Phase
arretiert werden. Dies konnte in anderen Arbeiten fiir humane Endothelzellen (155) und
Thymus- und Milzzellen der Maus bestatigt werden (156). In der letztgenannten Studie wurde
fiir CDKN2A, in Ubereinstimmung mit den hier vorgelegten Ergebnissen, eine verstérkte
Expression nach Einfluss von Mikrogravitation nachgewiesen (156). Weitere Arbeiten zeigten
ebenfalls eine erhohte CDKN2A- und pl14-Expression (157,158), Vidyasekar et al. haben fir
eine Leukdamie-Zelllinie eine hochregulierte Expression von RB1 nachweisen kénnen, wenn

diese unter simulierter Mikrogravitation kultiviert wurde (111).

Insgesamt ergibt sich durch die hier und vorangehend erhobenen Daten das Bild verminderter
Proliferation durch verandertes Voranschreiten des Zellzyklus nach Kultivierung
verschiedener Zellen in Mikrogravitation. Dies gilt flr die Plattenepithelkarzinomzellen der
Lunge jedoch nur fiir die adharenten Zellen. In den Spharoiden konnte lediglich fir p53 eine
veranderte Proteinexpression festgestellt werden. Dennoch kann die vorliegende Arbeit dazu
beitragen, die Ursachen fiir die in Kapitel 1.3.2 dargelegte, deutlich reduzierte Proliferation

von Zellen unter Mikrogravitation zu beleuchten.

Oxidativer Stress und Zelldifferenzierung

Das NFE2L2-Protein agiert als Transkriptionsfaktor und ist elementarer Teil der
Schutzmechanismen der Zelle gegen oxidativen Stress (38). Dementsprechend bedeutet eine
verminderte Aktivitdt von NFE2L2 eine verminderte Abwehrfihigkeit der Zelle gegeniber
reaktiven Sauerstoffspezies (ROS). Die Herunterregulation von NFE2L2 unter
Mikrogravitationsbedingungen konnte sowohl fiir Leberzellen der Maus (13,5 Tage im All) als
auch bei Astronauten (6 Monate auf der ISS) nachgewiesen werden (159,160). Beide Studien
konnten eine insgesamt verminderte Abwehrfahigkeit der Zellen gegeniiber oxidativem Stress
und anderen Stressoren feststellen. Andererseits konnte eine erhéhte NFE2L2-Aktivitat in
vielen Tumorzelllinien nachgewiesen werden, darunter auch beim Plattenepithelkarzinom der
Lunge (26,161,162). Aktivitatssteigerung in diesem Gen durch Mutation kann beim
Lungenkarzinom zu verstarktem Tumorwachstum, erhohter Resistenz gegeniiber
Chemotherapeutika und zu einer schlechten Prognose fiihren (40,161,163). Die Expression

von NFE2L2 zeigte in der vorliegenden Arbeit jedoch keine signifikanten Veranderungen nach
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Kultivierung unter simulierter Mikrogravitation, weder in den adharenten Zellen noch in den
Sphéaroiden. So lassen die hier erhobenen Daten den Schluss zu, dass durch die RPM-
Bedingungen weder die NFE2L2-getriggerte Abwehr oxidativen Stresses beeintrachtigt ist,

noch die Malignitat der Tumorzellen durch eine gesteigerte NFE2L2-Aktivitat erhdht wird.

S0OX2 war das einzige gemessene Protoonkogen, bei dem eine signifikante Veranderung der
Expression nach 72 Stunden auf der RPM nachgewiesen werden konnte. Dies war jedoch nur
in den adhdrenten Zellen der Fall, die Genexpression war signifikant hochreguliert. Die
Proteinsynthese war im Gegensatz dazu signifikant herunterreguliert. In den Sphéaroiden
zeigten sich weder in der Gen- noch in der Proteinexpression signifikante Veranderungen.

Die Anzahl vergleichbarer Ergebnisse zu SOX2, Tumorzellen und Mikrogravitation ist begrenzt.
Nur fir andere Mitglieder der SOX-Familie liegen Ergebnisse hinsichtlich der Genexpression in
Tumorzellen unter veranderten Gravitationsbedingungen vor. So konnten Bauer et al. fir
S0OX8, -9 und -10 nachweisen, dass die Expression in adhdrenten Zellen aus einer RPM
ebenfalls deutlich starker erhoht war als die in Spharoiden (164,165). Fir SOX4 zeigte sich bei
Zellen des Zervixkarzinoms in einer weiteren Studie eine erhdhte Genexpression und
Proteinsynthese des SOX4-Proteins nach Aufenthalt der Zellen im Weltall (166). Dabei wurde
jedoch nicht zwischen adhéarenten Zellen und Spharoiden unterschieden. Die Genexpression
von SOX2 unter Mikrogravitation wurde vor allem fir Stammzellen (sowohl embryonale als
auch adulte) untersucht. Dabei zeigten sich in der Mehrzahl der Studien keine signifikanten

Veranderungen (167,168), wie auch in den Spharoiden der vorliegenden Arbeit.

Die Uberexpression von SOX2 ist bereits als eine Komponente der Genese des
Lungenkarzinoms identifiziert (36). Jedoch konnten Wilbertz et al. fir
Plattenepithelkarzinome der Lunge nachweisen, dass SOX2-Amplifikationen und eine
Uberexpression von SOX2-Protein mit einem besseren Outcome fiir die Patienten verbunden
ist (u.a. aufgrund geringerer Tumorgrofle und Metastasierungsrate im Vergleich zu
Lungentumoren mit geringer SOX2-Expression) (37). Daher kann aufgrund der
unterschiedlichen Ergebnisse in der vorliegenden Arbeit beziiglich
Genexpression/Proteinsynthese und den unterschiedlichen molekularbiologischen und

klinischen Erkenntnissen zu SOX2 keine eindeutige Schlussfolgerung zu den Konsequenzen der
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gefundenen Veranderungen in den Lungenkarzinomzellen getroffen werden. Es bleiben die

Daten weiterer Studien zum Lungenkarzinom, SOX2 und Mikrogravitation abzuwarten.

4.3 Apoptoserate

Die Apoptoserate zeigte sowohl nach 24 als auch nach 72 Stunden deutliche Unterschiede
zwischen den Kontrollzellen und adharenten Zellen aus der RPM einerseits und Sphéaroiden
andererseits. Die beiden erstgenannten Zellpopulationen wiesen nach 72 Stunden einen
Anteil von apoptotischen Zellen von ca. 11% bzw. 13% auf, in den Spharoiden waren 86% aller
Zellen apoptotisch. Nach 24 Stunden unterschieden sich Kontrolle und adharente Zellen noch
hoch signifikant (3% vs. 12%). Die Apoptoserate in den Spharoiden und in den adhédrenten
Zellen blieb von 24 Stunden auf 72 Stunden konstant. Nur die Kontrolle zeigte im Vergleich zu
24 Stunden eine signifikant hohere Rate an apoptotischen Zellen nach 72 Stunden.
Zusammenfassend konnte dementsprechend eine deutlich gesteigerte Apoptose in den unter
simulierter Mikrogravitation kultivierten Zellen gezeigt werden und so die anfangliche

aufgestellte Hypothese 4 zur Apoptoserate bestatigt werden.

Die Rate apoptotischer Zellen beim Lungenkarzinom in vivo betragt in unterschiedlichen
Studien zwischen 1,2% und 2,3% (55—-57). Dies spiegelt sich nach 24 Stunden in den Zellen der
Kontrolle wider (3%). Ein Anstieg der Apoptoserate mit fortschreitender Zeit, wie in der
Kontrollgruppe festgestellt (von ca. 3% auf ca. 11% nach 72 Stunden), ist fir
Lungenkarzinomzellkulturen bereits beschrieben (169,170) und kann durch die zunehmende

Zelldichte in der Kulturflasche erklart werden (171).

Die erh6hte Apoptoserate in unter echter und simulierter Mikrogravitation kultivierten
Zellkulturen ist bereits fur viele andere Zelllinien untersucht und belegt (siehe Kapitel 1.3.2.1).
Die dort zitierten Studien zeigen, dass die Schwankungsbreite des Anteils an apoptotischen
Zellen dabei grof ist. Die ermittelten Apoptoseraten betrugen maximal 40-50 % (126,130). In
Relation dazu ist die in der vorliegenden Arbeit ermittelte Apoptoserate der Spharoide (86 —
88%) hoher. Durch die Kultivierungsdauer kann dieser hohe Anteil nicht erklart werden. Zum
einen ist bereits nach 24 Stunden eine Apoptoserate von 88% erhoben worden, zum anderen

ist diese auch in den vorangegangenen Studien zu vergleichbaren Zeitpunkten gemessen
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worden. Weiterhin ist, wie oben diskutiert, auch die Grofie der Spharoide wahrscheinlich kein
Grund fir die erhohte Apoptoserate.

Ein suffizienterer Erklarungsansatz berlicksichtigt die Tatsache, dass in vorangegangenen
Studien selten zwischen adhdrenten und spharoidalen Zellen unterschieden wurde. Die
Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen jedoch, dass es zwischen diesen beiden
Zellpopulationen gravierende Unterschiede hinsichtlich des Anteils apoptotischer Zellen
geben kann. Diese Beobachtung wird durch die bereits erwahnte Studie von Masiello et al.
(116) untermauert. Die Autoren unterschieden bei Brustkrebszellen ebenfalls zwischen den
zwei Zellpopulationen (adhdrente und sphéaroidale Zellen) und untersuchten die gleichen
Zeitpunkte (24 und 72 Stunden) wie in der vorliegenden Arbeit. Es konnte eine signifikante
Differenz in der Apoptoserate zwischen Spharoiden und adharenten Zellen beschrieben
werden (ca. 11 — 12% bei den Spharoiden vs. ca. 4 — 7% bei den adhdrenten Zellen).

Wenn man in der hier vorliegenden Arbeit die Zellen aus der Random Positioning Machine
(adhédrente Zellen und Sphéaroide) als eine gemeinsame Zellpopulation betrachtet, dann ergibt
sich eine Apoptoserate von ca. 50% nach 24 und 72 Stunden. Somit liegt die hier ermittelte

Apoptoserate in dem Bereich, den auch andere Studien ermitteln konnten.

Als mitursachlich fir die erhohte Apoptoserate konnen Verdanderungen in der Genexpression
und der Proteinsynthese nach Kultivierung in simulierter Mikrogravitation angenommen
werden. Die Analyse zeigt eine hoch signifikante Erhohung des p53-Proteins und eine leicht
erhohte Genexpression von TP53 in den Spharoiden (keine Signifikanz). Wie in Kapitel 1.1.3
dargestellt, ist das p53-Protein ein entscheidender Regulator des Zellzyklus und kann
Apoptose initiieren. Daher ist die erhohte Apoptoserate potentiell durch die erhéhte p53-
Synthese mitbedingt. Dieses Ergebnis steht in Einklang mit einer Studie von Grimm et al. (127).
Diese konnte ebenfalls einen Zusammenhang zwischen erhéhter Apoptoserate und Erhéhung
von p53 unter simulierter Mikrogravitation nachweisen. Das Protein p53 scheint eine
entscheidende Rolle bei der Regulation von Apoptose unter Mikrogravitationsbedingungen zu
spielen. Bei Sdugetieren konnten auch nach Einfluss echter Mikrogravitation erhohte p53-
Werte nachgewiesen werden (172,173).

Auch die bereits weiter oben diskutierten Veranderungen der Genexpression von RBI,

CDKN2A und PTEN sind ein suffizienter Erklarungsansatz fir die Erhohung der Apoptoserate.
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Darilber hinaus konnten mehrere Studien veranderte Expressionsmuster in Genen der Bcl2-
Familie unter s-ug als weiteren Grund fir die verdnderte Apoptoserate feststellen. Es wurde
eine deutlich verringerte Expression von Bcl2 (anti-apoptotisch) und eine erhéhte Expression
von Bax (pro-apoptotisch) beschrieben (112,127,131). Zusatzlich war in zwei Studien die
Expression von drei, flrr die Apoptose eminent wichtigen, Caspasen (3, 8 und 9) unter s-ug

kultivierten Zellen erhoht (112,131).

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit stehen dementsprechend im Einklang mit den bereits
erhobenen Daten anderer Studien. Es konnte jedoch nun zum ersten Mal nachgewiesen
werden, dass auch beim Lungenkarzinom die Apoptoserate in Zellen, die simulierter
Mikrogravitation ausgesetzt werden, signifikant ansteigt. So kann die anfanglich aufgestellte
Hypothese 4 zur Veranderung der Apoptoserate angenommen werden. Zusatzlich konnten
auch hier Expressionsveranderungen in Genen identifiziert werden, durch die potentiell die

Apoptose verstarkt initiiert wird.

Die vorliegende Arbeit hat sich zum ersten Mal ausfiihrlich mit den Auswirkungen simulierter
Mikrogravitation auf Zellen des Plattenepithelkarzinoms der Lunge beschaftigt. Nach
Diskussion aller Ergebnisse lasst sich schlussfolgern, dass aufgrund erhdéhter Expression der
Tumorsuppressorgene, des folglich mutmallich verzogerten Zellzyklus und der hohen
Apoptoserate die Malignitat der Karzinomzellen durch den Einfluss der RPM-Bedingungen
potentiell vermindert sein kdnnte. Damit konnten die meisten der in der Einleitung
aufgestellten Hypothesen bestatigt werden. Nichtsdestotrotz fligen sich nicht alle erhobenen
Ergebnisse in dieses Bild ein. Die beschriebene vermehrte Ausbildung von Pseudopodien und
die damit anzunehmend erhohte Migrationsfahigkeit der Zellen sind eher mit einem erhohten
Metastasierungspotential assoziiert. Weiterhin erschwert die Diskrepanz mancher der fiir die
Spharoide einerseits und die adhdrenten Zellen andererseits erhobenen Ergebnisse eine
gemeinsame Schlussfolgerung fiir beide Zellarten. Daher ist es notig, weitere Experimente mit
Plattenepithelkarzinomzellen der Lunge in simulierter, vor allem aber auch echter
Mikrogravitation durchzufiihren, um die hier erhobenen Daten zu validieren bzw. zu

erweitern.
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Als eindeutiges Ergebnis der vorliegenden Arbeit lasst sich jedoch festhalten, dass simulierte
Mikrogravitation zur Bildung dreidimensionaler Strukturen der Lungenkarzinomzellen fihrt.
Wie in der Einleitung dargelegt, konnen diese Strukturen als Modelle in der
Grundlagenforschung und klinischen Forschung behilflich sein, die Verhdltnisse im
menschlichen Korper, zumindest in Teilaspekten, exakter zu simulieren als zweidimensionale
Modelle. Die Moglichkeit, solche Modelle fiir Plattenepithelkarzinomzellen der Lunge mittels
einer Random Positioning Machine reproduzierbar zu generieren, konnte durch die

vorliegende Arbeit erstmals aufgezeigt werden.

4.4 Einsatz der Random Positioning Machine

Zur Untersuchung des Einflusses von Mikrogravitation auf die Lungenkarzinomzellen wurde
die Random Positioning Machine eingesetzt, mit deren Hilfe Mikrogravitation simuliert
werden kann. Die Frage, inwieweit die Ergebnisse, die mittels der RPM erhoben wurden, mit
Ergebnissen aus echter Mikrogravitation lGbereinstimmen, war bereits Gegenstand mehrerer

Studien.

Zusammenfassend lassen sich die Ergebnisse dieser Arbeiten so interpretieren, dass die RPM
Ergebnisse liefert, welche zwischen denen von 1g-Kulturen und Kulturen aus echter
Mikrogravitation einzuordnen sind. Manche Studien konnten mit der RPM, im Vergleich zu
unter echter Mikrogravitation durchgefiihrten Experimenten, sehr dhnliche Daten erheben
(134,174-176). Dabei sind die Ergebnisse von RPM und echter ug nicht identisch, zeigen aber
oft hohe qualitative und teilweise auch quantitative Ubereinstimmungen. So konnten
Schwarzenberg et al. fast vollstandig libereinstimmende Mitoseindices fir Zellen aus RPM-
Experimenten und solchen von mehreren Weltraummissionen nachweisen (174). Auch
Aleshcheva et al. konnten fir Chondrozyten, die auf Parabelfligen (echte pg) kultiviert
wurden, bei fast allen untersuchten Genen und Proteinen ein in dhnlicher Weise verdandertes
Expressionsmuster finden wie bei auf der RPM kultivierten Chondrozyten (175,176). Jedoch
stimmten die in den gleichen Studien ebenfalls untersuchten morphologischen
Veranderungen des Zellskeletts nicht gut tGberein. Auch in anderen Studien sind weniger gut
Ubereinstimmende Ergebnisse gefunden worden. Partiell zeigten die Ergebnisse einen

dhnlichen Trend bei RPM-Experimenten und echter Mikrogravitation, die Auspragungen der
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beobachteten Veranderungen unterschied sich jedoch (107,177). Teilweise zeigten sich auch

genau gegensatzliche Ergebnisse, zum Beispiel in der Genexpression (107,177).

Es gibt verschiedene Erklarungsansatze fiir die existierenden Unterschiede in den Ergebnissen,
die aus Experimenten in echter Mikrogravitation einerseits und mit der Random Positioning
Machine andererseits stammen. Bei der Arbeit mit der RPM treten Storfaktoren auf (siehe
Kapitel 1.3.2.2), die in echter pg nicht zu beachten sind. Dazu gehoren
Zentrifugalbeschleunigung, andere Beschleunigungskrafte und Bewegungen der FlUssigkeit in
den Zellkulturflaschen. Diese mechanischen Krafte kdnnen zu einer Beeinflussung der
Ergebnisse flihren, da sie bei Experimenten im Weltall keine Rolle spielen (133). Andererseits
wirken auch bei Weltraumfliigen Krafte auf die Zelle ein, die die Experimente in ,reiner”
Mikrogravitation storen und zuséatzlich nicht auf der RPM simuliert werden. Bei Start und
Landung sind die Zellen starken Geschwindigkeitsveranderungen und Vibrationen ausgesetzt
und im Weltall zuséatzlich kosmischer Strahlung (178,179). Dies kann das Verhalten der Zellen
und zelluldrer Prozesse beeinflussen (178) und deshalb die Vergleichbarkeit mit Arbeiten mit
der RPM dementsprechend zusatzlich reduzieren.

Weiterhin muss bei Vergleichen der RPM-Ergebnisse mit Ergebnissen aus echter pg, erzeugt
durch Parabelfllige, darauf geachtet werden, dass eine komplette Parabel nicht nur aus einer
Mikrogravitationsphase, sondern auch aus zwei Hypergravitationsphasen besteht (109).
Durch diese Phasen kdnnen Veranderungen, die sich in der Mikrogravitations-Phase
eingestellt haben, zumindest teilweise wieder riickgangig gemacht werden (175). Daher wird
auf Parabelflligen keine ,,reine” echte Mikrogravitation erreicht. Dies zeigt sich nach Ma et al.
auch darin, dass Ergebnisse aus dem Weltall und Parabelfliigen (beides freier Fall, also ,,echte”
Mikrogravitation) nicht identisch sind, sondern teilweise deutlich voneinander differieren

(179).

Zusammenfassend ladsst sich die Hypothese formulieren, dass Experimente mit der RPM trotz
einiger Einschrankungen und zu beachtender Storfaktoren zu einer Anndherung an die
Ergebnisse aus echter Mikrogravitation beitragen. Daher ist die Annahme zu treffen, dass die
in der vorliegenden Arbeit erzielten Ergebnisse fiir Lungenkarzinomzellen ebenfalls eine

suffiziente Annaherung an Ergebnisse in echter Mikrogravitation sind. In Zukunft konnen die

68



hier erhobenen Ergebnisse als Referenz fiir die Planung, Vorbereitung und Durchfiihrung von
Experimenten mit Lungenkarzinomzellen in echter Mikrogravitation dienen.

Dariber hinaus sollten die auf der RPM erzielten Ergebnisse auch losgelost von ihrer
Vergleichbarkeit mit echter pg betrachtet werden. Dadurch, dass die Zellen den besonderen
Bedingungen der RPM ausgesetzt werden, kommt es bewiesenermallen zu deutlichen
Veranderungen in verschiedenen zelluldaren Systemen. Vor allem die signifikante Erhéhung
der Apoptoserate in den Sphéaroiden sollte Gegenstand weiterer Untersuchungen sein. Die
Induktion von Apoptose in Lungenkarzinomzellen in vivo konnte ein Ansatz fir

medikamentdse Therapeutika sein, um die Vitalitdt des Tumors zu reduzieren.
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5. Zusammenfassung

Das Lungenkarzinom gehort zu den haufigsten malignen Tumorerkrankungen in Deutschland.
Aufgrund dessen stellt es eine besondere Herausforderung fiir das Gesundheitswesen dar und
wird intensiv beforscht. Unter (blichen Laborbedingungen bilden Zellen jedoch meist
zweidimensionale Monolayer, was mit einer Veranderung der Morphologie der Zellen und
weiterer zellularer Prozesse einhergehen kann. Solche Veranderungen in vitro kénnen durch
Kultivierung der Zellen als dreidimensionale Strukturen zum Teil verhindert werden. Ziel der
vorliegenden Arbeit war es daher zu untersuchen, ob der Einfluss simulierter Mikrogravitation
auf Plattenepithelkarzinomzellen der Lunge zur Ausbildung dreidimensionaler Zellstrukturen
(Sphéaroide) fihrt. Zusatzlich wurden Veranderungen in Morphologie und Zytoskelett, bei der
Expression von fiir die Genese des Lungenkarzinoms relevanter Gene und Proteine sowie der
Apoptoserate untersucht. Dazu wurden die Zellen auf einer Random Positioning Machine
(RPM) kultiviert, mittels Durchlicht- und Fluoreszenz- und Konfokalmikroskopie (nach
Anfarbung der F-Aktinfasern mit Phalloidin), RT-qPCR, WesternBlot und TUNEL-Methode
untersucht und mit Kontrollzellen verglichen.

Bereits nach 24 Stunden auf der RPM bildeten die Lungenkarzinomzellen Spharoide. Das
Zytoskelett dieser Zellen zeigte deutliche Verdanderungen. Die F-Aktinfasern waren
konzentrisch angeordnet, die Dichte der Fasern perinukledr war reduziert. Dafir
akkumulierten die F-Aktinfasern unmittelbar unterhalb der Zellmembran. Die Genexpression
aller untersuchten Tumorsuppressorgene war in den weiter adharenten Zellen aus der RPM
signifikant hochreguliert. Das einzige Protoonkogen, welches in den adhdrenten Zellen eine
veranderte Expression zeigte, war SOX2 (Hochregulation, 1,9x). In den Spharoiden zeigte sich
bei keinem Gen eine signifikante Veranderung. Die ebenfalls untersuchte Proteinsynthese
korrelierte nur zum Teil mit der Genexpression. Darliber hinaus wurde eine hohe
Apoptoserate in den Sphdroiden nach 24 und 72 Stunden beobachtet (88,55% und 86,43%).
In den adhédrenten Zellen betrug diese nach 24 Stunden 12,01% und nach 72 Stunden 13,06%.

Die Bildung dreidimensionaler Zellverbdande durch den Einfluss simulierter Mikrogravitation
konnte zum ersten Mal fur Plattenepithelkarzinomzellen der Lunge beschrieben werden. So
konnte reproduzierbar ein dreidimensionales Zellkulturmodell fiir diese Zellen etabliert
werden. Die erhohte Apoptoserate und die gesteigerte Expression der Tumorsuppressorgene

weisen zusammenfassend auf eine potentiell verminderte Malignitdt hin und die weitere
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Erforschung der zugrundeliegenden Ursachen konnte neue therapeutische Optionen

erschlieRen.
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