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1. Einleitung 

1.1. Tumorbiologie 
In gesundem Gewebe wird die Zellvermehrung (Proliferation), die Differenzierung sowie 

das Absterben der Zellen (Apoptose) durch verschiedene molekulare Mechanismen streng 
reguliert. Die Zellen stehen durch die Freisetzung von Signalmolekülen und deren Erkennung 
durch entsprechende Rezeptoren unter einer gegenseitigen Kontrolle. Aufgrund von 
vielfältigen Veränderungen auf chromosomaler und/oder genetischer Ebene werden diese 
Regulationsmechanismen während der Tumorentstehung (Tumorigenese) umgangen.  

In dem älteren Dreistufenmodell der Tumorigenese wird vornehmlich deren chronologische 
Abfolge beschrieben. Diese besteht aus der Tumorinitiation, die die initiale Mutation der 
DNA beschreibt (Transformation der Zelle), der Tumorpromotion, bei der die Proliferation 
der veränderten Zellen begünstigt wird, und der Tumorprogression, welche die Umwandlung 
von gutartigen (benignen) Tumoren zu bösartigen (malignen) Tumoren darstellt. Durch dieses 
Modell werden die komplexen Ursachen der Tumorigenese jedoch nicht ausreichend 
wiedergegeben. Man geht heute von einem Mehrstufenmodell der Tumorentstehung aus, 
wobei mehrere, voneinander unabhängige Mutationen im Genom zu dem malignen Phänotyp 
der Zellen führen. Zur Malignität der Tumore tragen nach Hanahan und Weinberg in ihrer 
Gesamtheit sechs essentielle Veränderungen in der Biologie der Zellen bei [Hanahan & 
Weinberg, 2000]. Diese sind: 
 1. die Unabhängigkeit von Wachstumssignalen 
 2. die Unempfindlichkeit gegenüber Wachstum-Inhibitor-Signalen 
 3. die Umgehung des programmierten Zelltodes (Apoptose) 
 4. eine unbegrenzte Teilungsfähigkeit 
 5. eine fortwährende Gefäßbildung (Angiogenese) 

6. die Invasion in umliegendes Gewebe sowie die Metastasierung in entfernte 
Organe 

Die Klassifizierung der Tumore erfolgt abhängig vom Typ des entarteten Gewebes. Die 
Mehrheit aller bösartigen Tumore geht aus dem Epithel hervor und wird als Karzinom 
bezeichnet. Die Karzinome können nochmals in Plattenepithelkarzinome (von 
Schleimhautzellen abstammend) und in Adenokarzinome (von Drüsenepithelzellen 
abstammend) unterteilt werden. Eine weitere Gruppe bilden die hämatologischen Tumore, die 
sich in Leukämien (aus Blutstammzellen hervorgehend) und Lymphome (aus differenzierten 
Blutzellen hervorgehend) unterteilen. Zu den selteneren Tumorerkrankungen gehören die 
Sarkome, die sich durch die Entartung von Stütz- und Bindegewebszellen entwickeln, und die 
neurogenen Tumore, die von Zellen des zentralen und peripheren Nervensystems abstammen 
[Rosai & Ackerman, 1979].  
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1.1.1. Intrazelluläre Veränderungen bei der Tumorentwicklung 
Die Entstehung einer Tumorerkrankung hat sowohl genetische als auch epigenetische 

Ursachen, die zur Aktivierung so genannter Proto-Onkogene und zum Funktionsverlust von 
Tumorsuppressorgenen (TSGs) führen und somit zur Transformation von Zellen beitragen. 
Proto-Onkogene regulieren in normalen Zellen das Zellwachstum, die Zellteilung und die 
Differenzierung von Zellen. Sie kodieren unter anderem Proteine aus der Familie der 
Wachstumsfaktoren und deren Rezeptoren (z. B. EGF-Rezeptor), G-Proteine (z. B. Ras) und 
Transkriptionsfaktoren (z. B. STAT, MYC). Durch Mutation oder eine deregulierte 
Expression entstehen daraus Onkogene, die das ungebremste Tumorwachstum fördern. 
Tumorsuppressorgene kodieren Proteine, die unter anderem den Zellzyklus regulieren (z. B. 
Retinoblastom, p16) und die Apoptose induzieren (z. B. p53). Im Gegensatz zu den 
Onkogenen werden sie während der Tumorigenese inaktiviert, was ebenfalls in einem 
unkontrollierten Tumorwachstum resultiert. Die veränderte Expression dieser Proteine kann 
zum einen auf Mutationen, chromosomaler Instabilität, Chromosomenbrüchen und 
Chromosomenumlagerungen (genetische Ursachen), als auch auf veränderter DNA-
Methylierung und Histon-Acetylierung (epigenetische Ursachen) beruhen [Bertram, 2000; 
Liu, 2008]. 

Zu den Onkogenen gehört der in Bronchialkarzinomen häufig mutierte oder überexprimierte 
EGF-Rezeptor (EGFR) [Sato et al., 2007]. Der EGF-Rezeptor ist ein Transmembranrezeptor, 
welcher extrazelluläre Signale durch eine intrazelluläre Tyrosin-Kinase-Aktivität weiterleitet. 
Zu den Liganden des EGF-Rezeptors gehören der epidermal growth factor (EGF) und der 
transforming growth factor alpha (TGFα). In normalen Geweben sind die Zellen von den 
Signalen dieser externen Wachstumsfaktoren abhängig, um zu proliferieren. In Tumorzellen 
hingegen resultiert die veränderte Expression des EGF-Rezeptors in einer Hypersensitivität 
gegenüber den Wachstumsfaktoren oder, bei einer strukturell veränderten zytoplasmatischen 
Domäne, in einer konstitutiven Signalübermittlung, unabhängig von extrazellulären Liganden 
[Hanahan & Weinberg, 2000].  

Zu den Onkogenen, die auf der Ebene der Transkriptionsfaktoren in die Signalübertragung 
eingreifen, gehören die Gene der STAT- und der MYC-Familie [Sato et al., 2007]. Nach der 
Aktivierung durch Tyrosin-Phosphorylierung gelangen die STATs in den Zellkern und 
regulieren die Expression von Zielgenen (z. B. Cyclin D1, Bcl-xL) [Song et al., 2003], deren 
Expression zur Aktivierung des Zellzyklus führt oder den Prozess des programmierten 
Zelltodes verhindert [Darnell, 1997; Song et al., 2003]. Zur myc-Genfamilie gehören c-myc, 
n-myc und l-myc, welche in verschiedenen Tumorerkrankungen erhöht exprimiert werden. Sie 
tragen durch die Transkription spezifischer Zielgene zur Zellproliferation, zum Zellwachstum, 
zur Vaskularisierung, zur Metastasierung und zur Inhibierung der Differenzierung bei 
[Adhikary & Eilers, 2005]. 

Im Gegensatz zu den Onkogenen werden Tumorsupressorgene (TSGs) im Laufe der 
Tumorentwicklung durch Deletion oder Mutation inaktiviert. In mehr als 50 % aller 
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Tumorerkrankungen wurden Mutationen in p53 gefunden [Hanahan & Weinberg, 2000; 
Vousden, 2002; Vousden & Lane, 2007]. Dieses Gen kodiert für einen Transkriptionsfaktor, 
dessen Induktion zum Zellzyklus-Arrest, zur DNA-Reparatur, zur Differenzierung der Zelle 
oder zur Induktion der Apoptose führt [Vousden & Lu, 2002]. Durch Mutationen von p53, 
welche meist in der DNA-Binde-Domäne des Proteins auftreten, kann die Tumorzelle dem 
programmierten Zelltod entkommen [Hanahan & Weinberg, 2000; Vousden & Lane, 2007].  

Ein weiterer Tumorsuppressor ist p16/INK4a, welcher in normalen Zellen die Zellzyklus-
Progression inhibiert. In vielen Tumorerkrankungen, wie z. B. dem Bronchialkarzinom, dem 
Brustkarzinom oder dem Oralkarzinom, ist p16/INK4a jedoch inaktiviert [Brenner et al., 
1996; Lee et al., 2004; Sato et al., 2007]. Die Inaktivierung von p16/INK4a in der 
Tumorigenese erfolgt durch die Methylierung von Promotor-CpG-Inseln [Risch & Plass, 
2008]. Genomische Bereiche mit einem erhöhten Gehalt an CpG-Dinukleotiden kommen in 
der Mehrheit humaner Promotorregionen vor und nehmen eine wichtige Rolle in der 
epigenetischen Genregulation ein.  

Humane Tumorzellen sind im Allgemeinen durch eine Veränderung im Methylierungsstatus 
der DNA gekennzeichnet. Zum einen betrifft dies die Hypomethylierung der Gesamt-DNA, 
woraus eine chromosomale Instabilität resultiert [Kanai, 2008]. Zum Anderen kommt es zur 
punktuellen Hypermethylierung bestimmter DNA-Abschnitte, welche zur Inaktivierung der 
betroffenen Gene führt [Kanai, 2008]. Von der Hypermethylierung sind oftmals CpG-Inseln 
in den Promotorbereichen der Gene betroffen. Dies fördert eine hochkondensierte 
Heterochromatinstruktur und führt zu einer direkten Inhibierung der Transkription. Die 
Methylierung der Promotorregionen begünstigt dabei die Deacetylierung der Histone durch 
die Histon-Deacetylase (HDAC), wodurch die DNA in Nukleosomen verpackt wird und 
transkriptionell inaktiv ist [Jones & Baylin, 2002; Liu, 2008]. Sowohl die Methylierung als 
auch die Histon-Deacetylierung sind epigenetische Veränderungen, die schon früh in der 
Tumorentwicklung auftreten [Jones & Baylin, 2002; Mahlknecht & Hoelzer, 2000]. Durch die 
Methylierung der DNA können zusätzlich, durch die Deaminierung des gebildeten 5-
Methylcytosin zu Thymin, Punktmutationen in den betroffenen Genen auftreten, welche 
ebenfalls zur Tumorigenese beitragen [Jones & Baylin, 2002; Kanai, 2008]. 

 

1.1.2. Extrazelluläre Veränderungen bei der Tumorentwicklung 
Neben den intrazellulären Faktoren spielt auch das umgebende Tumormilieu eine 

entscheidende Rolle bei der Tumorentwicklung. Dieses setzt sich aus strukturellen 
(extrazelluläre Matrix), löslichen (Zytokine, Proteasen, Hormone u. a.) sowie aus zellulären 
Komponenten (Endothelzellen, Fibroblasten und Zellen des Immunsystems u. a.) zusammen 
[Zhong et al., 2008] (Abb. 1). Basierend auf Zell-Zell-Kontakten werden von den 
unterschiedlichen Zellen Wachstumssignale freigesetzt, die die Tumorproliferation fördern 
[Hanahan & Weinberg, 2000]. In diesem heterogenen Komplex an Zellen stellen die 
Makrophagen die am häufigsten auftretende Immunzell-Population dar. Die Monozyten 
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werden von Chemokinen und Wachstumsfaktoren angelockt, die durch Tumorzellen 
freigesetzt werden, und differenzieren in der Tumorumgebung zu so genannten Tumor-
Assoziierten-Makrophagen (TAM). Diese wiederum tragen durch die Freisetzung von 
Wachstumsfaktoren (EGF), Zytokinen (IL-6, TNF-α) und Chemokinen (IL-8) zur 
Tumorprogression bei [Allavena et al., 2008; Pollard, 2004]. Des Weiteren verhindern sie 
durch die Produktion und Freisetzung immunsuppressiver Zytokine (IL-10) die Erkennung 
und Beseitigung von Tumorzellen durch andere Immunzellen (z. B. tumorspezifische  
T-Zellen) [Sica & Bronte, 2007]. Darüber hinaus unterstützen sie die Bildung von 
Blutgefäßen (Angiogenese) durch die zusätzliche Produktion von pro-angiogenetischen 
Faktoren (z. B. VEGF) [Allavena et al., 2008]. 

 
 

Abb. 1:  Tumore als komplexer Zellverband 
(modifiziert nach Hanhan et al., 2000) 

Zu dem Tumorverband gehören neben den genetisch 
veränderten Tumorzellen auch Endothelzellen, Fibroblasten 
und Immunzellen. Diese tragen in ihrer Gesamtheit zum 
Wachstum und zur Metastasierung des Tumors bei. 

     E vE v
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Die Angiogenese ist ein wichtiger Prozess in der Tumorentwicklung, um die Versorgung 
größerer Zellverbände mit Nährstoffen und Sauerstoff zu gewährleisten. Da in gesundem 
Gewebe die Neubildung von Blutgefäßen streng reguliert ist, müssen Tumore die Fähigkeit 
zur Initiierung der Angiogenese besitzen [Hanahan & Weinberg, 2000]. Einer der wichtigsten 
pro-angiogenetischen Faktoren ist der vascular endothelial growth factor (VEGF) [Yano et 
al., 2006]. Dieser wird sowohl von den Tumorzellen selbst, als auch von den TAMs 
freigesetzt [Allavena et al., 2008; Hanahan & Weinberg, 2000] und löst in Endothelzellen 
nach der Bindung an VEGF-Rezeptoren eine Signalkaskade aus, die zur Bildung von neuem 
Endothel führen [Yano et al., 2006].  

VEGF trägt des Weiteren zur Metastasierung von Tumorzellen bei [Yano et al., 2006]. Im 
Maustier-Modell konnte gezeigt werden, dass die Expression von VEGF mit der Bildung von 
Hirn-Metastasen korrelierte [Yano et al., 2000]. Die Metastasierung gehört zum 
Krankheitsbild maligner Tumore und ist zu 90 % Grund für das Sterben von Tumorpatienten 
[Nguyen & Massague, 2007]. Die Metastasierung von Tumorzellen setzt die Invasion in 
benachbartes Gewebe und die anschließende Migration in das lymphatische System und die 
Blutgefäße sowie die darauf folgende Ansiedlung der Tumorzellen in den Lymphknoten oder 
anderen Organen voraus [Simon et al., 2001]. Primäre Tumore sind heterogen und nur eine 
geringe Zahl von Tumorzellen besitzt die Fähigkeit zur Invasion [Wang et al., 2005b]. 
Während der Invasion verlieren die Karzinomzellen ihre epithelialen Eigenschaften. Dieser 
Vorgang wird als epithelial-mesenchymale Transition (EMT) bezeichnet. Die EMT wird 
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unter anderem durch extrazelluläre Signalmoleküle (z. B. TNFα und TGFβ) stimuliert und ist 
vor allem durch den Verlust von E-Cadherin gekennzeichnet [De Wever et al., 2008; 
Schmalhofer et al., 2009]. E-Cadherin ist in der Plasmamembran lokalisiert und vermittelt die 
Zell-Zell-Interaktion von Epithelzellen. Es wird durch das cdh1-Gen kodiert, welches in 
invasiven und migrierenden Zellen mutiert oder durch die Hypermethylierung des Promoters 
bzw. durch transkriptionelle Reprimierung inaktiv ist [Schmalhofer et al., 2009]. Der Verlust 
von E-Cadherin führt zum Verlust der epithelialen Differenzierung und zu einem 
mesenchymalen Phänotyp der Zellen. Es ist somit eine wichtige Vorraussetzung für das 
invasive Wachstum und die Migration von Karzinomzellen. Darüber hinaus verbinden in 
normalen Epithelzellen α- und β-Catenine E-Cadherin mit dem Aktin-Zytoskelett. Durch den 
Verlust von E-Cadherin lokalisiert β-Catenin in den Zellkern und aktiviert als 
Transkriptionsfaktor unter anderem Gene, die zur Proliferation beitragen (z. B. cyclin D1,  
c-myc) [Schmalhofer et al., 2009]. Des Weiteren werden während der EMT verstärkt Matrix-
Metalloproteinasen (MMPs) exprimiert [De Wever et al., 2008]. Die MMPs, welche auch von 
den Stroma- und Immunzellen freigesetzt werden, gehören zu den Enzymen, die die 
extrazelluläre Matrix degradieren und damit zur Invasion der Tumorzellen beitragen 
[Hanahan & Weinberg, 2000]. Die MMPs werden nach ihrer Substratabhängigkeit (z. B. 
Collagenasen, Gelatinasen, Stromelysine) unterschieden und fördern sowohl die Angiogenese 
als auch die Einwanderung von Tumorzellen in die Blutgefäße [Yano et al., 2003].  
 

1.1.3. Die Behandlung von Tumorerkrankungen 
Abhängig vom Tumortyp und dem Stadium zum Zeitpunkt der Diagnose werden 

Tumorerkrankungen durch einen chirurgischen Eingriff und/oder mit Hilfe von 
Strahlentherapie (physikalisch) und Chemotherapie (chemisch) behandelt. Durch die 
physikalischen und chemischen Reize wird der Zelltod vor allem in sich schnell teilenden 
Zellen induziert. Auf diese Form der Therapie sollten im Besonderen Tumorzellen 
ansprechen, da diese Zellen durch eine erhöhte Zellteilungsrate gekennzeichnet sind. 

Die Chemotherapie und die Bestrahlung wirken sowohl über die Induzierung des Apoptose-
Signalweges in den Zellen als auch über die Nekrose von Zellen und Geweben. Der 
unterschiedliche Verlauf von Nekrose und Apoptose ist in Abb. 2 dargestellt. Bei der Nekrose 
kommt es durch den Verlust der Membran-Integrität und des osmotischen Gleichgewichts zu 
einem passiven Einstrom von Wasser und extrazellulären Ionen, wodurch intrazelluläre 
Organellen (v. a. Mitochondrien) und die gesamte Zelle anschwellen. Infolge dessen wird die 
Zellmembran permeabel, der zytoplasmatische Zellinhalt wird freigesetzt und eine 
Entzündungsreaktion wird ausgelöst [Van Cruchten & Van Den Broeck, 2002].   

Die Apoptose ist ein physiologischer Prozess, der in gesunden Geweben zur Zell-
Homöostase beiträgt. Durch extra- oder intrazelluläre Stresssignale kommt es zur Aktivierung 
von Caspasen. Die Caspasen sind proteolytische Enzyme, die durch verschiedene Zellstress-
auslösende Stimuli (z. B. Strahlung oder Chemotherapie) enzymatisch aktiviert werden und 
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zur Induktion des apoptotischen Zelltodes führen [Cryns & Yuan, 1998]. Bei der Apoptose 
wird ein Prozess eingeleitet, der durch die Verdichtung des Chromatins, die Kondensation 
und die Fragmentierung von Zytoplasma und Zellkern in membranumschlossene Vesikel 
gekennzeichnet ist. Diese DNA-haltigen Apoptotischen Körperchen werden in vivo von 
Makrophagen und umgebenden Epithelzellen phagozytiert. Die Erkennung durch die 
Makrophagen erfolgt über Phosphatidylserine (PS), die sich zu Beginn der Apoptose durch 
Veränderungen in der Zellmembran von der Innenseite der Zellmembran an die 
Zelloberfläche umlagern [Fadok et al., 2001]. Durch die intakte Plasmamembran sowie das 
schnelle Erkennen und Entfernen von apoptotisch sterbenden Zellen wird keine 
Entzündungsreaktion ausgelöst [Van Cruchten & Van Den Broeck, 2002]. Findet keine 
Phagozytose der Apoptotischen Körperchen statt, kommt es auch hier letztendlich zur 
Permeabilisierung der Zellmembran (d. h. zur Spät-Apoptose/Nekrose). 
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Abb. 2: Verlauf der Nekrose und Apoptose von Zellen 

 
Im Folgenden wird im Besonderen auf die Behandlung von Tumorerkrankungen mit 

Chemotherapeutika eingegangen. Unter dem Begriff der Chemotherapie ist eine 
medikamentöse Behandlung von Tumoren auf der Basis von Zytostatika zu verstehen. Es gibt 
verschiedene Arten von Chemotherapeutika, die an verschiedenen Punkten in die 
Proliferation der Zellen eingreifen. Zu den in der Klinik verwendeten Chemotherapeutika 
gehören unter anderem die Taxane (z. B. Paclitaxel), Platin-Verbindungen (z. B. Cisplatin) 
und Topoisomerase-Hemmer (z. B. Etoposid). Taxane verhindern die Zellreplikation, indem 
sie den Zusammenbau der Mikrotubuli fördern, diese stabilisieren und vor der Degradation 
schützen. Damit wird die Mitose blockiert und die Apoptose induziert [Jordan & Wilson, 
2004]. Platin-Verbindungen hingegen greifen primär auf DNA-Ebene in den Zellzyklus ein. 
Sie binden an die DNA und formen Komplexe, die in Folge die DNA-Synthese stören und die 
Transkription unterdrücken. Aufgrund dessen wird der Zellzyklus inhibiert und die Apoptose 
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eingeleitet [Siddik, 2003]. Chemotherapeutika, wie z. B. Etoposid, inhibieren die 
Topoisomerase ΙΙ und verhindern damit die Reparatur von Einzelstrangbrüchen auf DNA-
Ebene. Die Behandlung mit diesem Chemotherapeutikum führt ebenfalls zur Induktion der 
Apoptose [Brantley-Finley et al., 2003].  

Weitere zytostatische Agenzien, die momentan nur auf experimenteller Ebene eingesetzt 
werden, agieren auf Proteinebene und bieten neue Ansatzpunkte in der Weiterentwicklung der 
Krebstherapie. Ein Inhibitor der Cyclin-abhängigen Kinase 1 (CDK1), CGP 74514A, greift in 
den Ablauf des Zellzyklus ein. CGP 74514A verhindert durch die Inhibierung der CDK1 den 
Übergang der Zelle in die Mitose-Phase und trägt zusätzlich zur Zerstörung der 
Mitochondrien, der Aktivierung von Caspasen und letztendlich zur Induktion der Apoptose in 
Leukämiezellen bei [Dai et al., 2002]. Auch der Proteasom-Inhibitor MG-132 induziert den 
apoptotischen Zelltod. Durch MG-132 wird die Degradation intrazellulärer Proteine inhibiert, 
die unter anderem in der Regulation der Apoptose eine wichtige Rolle spielen. Zu den durch 
MG-132 stabilisierten pro-apoptotischen Proteinen gehört z. B. Smac, welches zur 
Aktivierung der Caspasen beiträgt [Yuan et al., 2008]. Die Apoptose kann somit durch  
MG-132 direkt induziert werden, oder die Tumorzellen werden infolge der Behandlung für 
klassische Chemotherapeutika sensibilisiert [Giuliano et al., 2003].  

Trotz andauernder Fortschritte in der Erkennung und Behandlung von Tumorerkrankungen, 
sind die meisten Tumorerkrankungen immer noch schwer durch Operationen, Chemotherapie 
und/oder Strahlentherapie heilbar. Dies gilt besonders für Tumore in fortgeschrittenen und 
metastasierenden Stadien. Bei soliden Tumoren kann eine schlechte Versorgung des Tumors 
mit Blutgefäßen zu einem eingeschränkten Transport der Chemotherapeutika zu den 
Tumorzellen führen und somit zur Chemotherapieresistenz beitragen [Krishna & Mayer, 
2000]. Darüber hinaus sind die Tumorzellen genetisch so verändert, dass sie den 
programmierten Zelltod (Apoptose) umgehen [Hanahan & Weinberg, 2000]. So können z. B. 
Mutationen im p53-Gen den Ablauf der Apoptose stören, aber auch der Verlust von pro-
apoptotischen Signalmolekülen, wie Bax, kann zum einen zur Anreicherung von 
neoplastischen Zellen im Gewebeverband führen und zum anderen zur Chemotherapie-
Resistenz beitragen [Igney & Krammer, 2002]. Ein weiterer Mechanismus der Multi-Drug-
Resistance (MDR) von Tumorzellen ist die erhöhte Aktivität von Transportern, z. B. der ABC 
(ATP-binding-cassette)-Familie. Diese Efflux-Pumpen sind meist in der Zytoplasmamembran 
lokalisiert und führen zu einer stark verminderten intrazellulären Konzentration der 
Chemotherapeutika [Lage, 2008]. Eine Interaktion der Chemotherapeutika mit ihren 
Zielmolekülen in der Zelle ist somit nicht mehr möglich. Zur Chemotherapie-Resistenz tragen 
viele verschiedene Mechanismen bei. Aus diesem Grund ist man auch weiterhin auf der 
Suche nach Tumormarkern, die eine möglichst spezifische Therapie der Tumorerkrankung 
ermöglichen. 



1. Einleitung  8 

1.2. Das Bronchialkarzinom 

1.2.1. Ursachen und Subtypen des Bronchialkarzinoms 
Laut der Gesellschaft der epidemiologischen Krebsregister in Deutschland e.V. (GEKID) ist 

das Bronchialkarzinom in Deutschland, mit 33 000 Neuerkrankungen pro Jahr, die 
dritthäufigste Krebserkrankung insgesamt. Aufgrund der schweren Früherkennung und der 
Aggressivität des Bronchialkarzinoms liegt die 5-Jahres-Überlebensrate bei durchschnittlich 
nur 15 % [Batzler, 2008]. 

Der Hauptrisikofaktor, an einem Bronchialkarzinom zu erkranken, ist das aktive Rauchen. 
90 % der am Bronchialkarzinom erkrankten Männer und 60 % der am Bronchialkarzinom 
erkrankten Frauen sind oder waren Raucher [Batzler, 2008]. Das mittlere Erkrankungsalter 
liegt bei 68 Jahren und ist zum einen auf die Dauer des Einwirkens schädlicher Substanzen 
und zum anderen auf im Alter fehlerhafter werdende Reparaturmechanismen in den Zellen 
zurückzuführen [Batzler, 2008]. Aufgrund der Schadstoffe, die im Nebenstromrauch enthalten 
sind, ist auch bei Passivrauchern das Risiko, am Bronchialkarzinom zu erkranken, erhöht 
[Molina et al., 2008]. Des Weiteren können Umweltfaktoren, die Ernährung und die 
genetische Prädisposition die Entstehung eines Bronchialkarzinoms beeinflussen. Eine hohe 
Schadstoffbelastung der Außenluft kann das Lungenkrebsrisiko genauso wie die Exposition 
gegenüber Asbest, Radon und anderen kanzerogenen Stoffen erhöhen [Molina et al., 2008]. 

Die 5-Jahres-Überlebensrate von Patienten mit Bronchialkarzinom ist neben dem Stadium, 
in dem die Erkrankung erkannt wird, auch vom histologischen Tumortyp abhängig (Abb. 3) 
[Wiethege et al., 2000]. Die Bronchialkarzinom-Zellen stammen von genetisch veränderten 
Epithelzellen der Lunge ab. Aus therapeutischer Sicht werden zwei Hauptgruppen von 
Bronchialkarzinomen unterschieden, das Kleinzellige Bronchialkarzinom und das Nicht-
Kleinzellige Bronchialkarzinom (NSCLC) [Schiller, 2001]. Die am häufigsten auftretenden 
Formen sind mit 70 % bis 75 % die Plattenepithelkarzinome und die Adenokarzinome, die zur 
Gruppe des NSCLC gehören. Die Plattenepithelkarzinome stammen von 
Schleimhautdeckzellen ab, wohingegen die Adenokarzinome durch maligne Veränderungen 
drüsenartiger Epithelzellen entstehen und in ihrer Histologie sehr variabel sind. Zu der 
Gruppe des NSCLC gehören des Weiteren das Großzellige Lungenkarzinom (10 %), 
Carcinoide (2-3 %) und andere. Die Nicht-Kleinzelligen Bronchialkarzinome sind meist lokal 
begrenzt und bilden seltener Metastasen, sprechen jedoch weniger empfindlich auf eine 
Behandlung mit Chemotherapeutika an [Schiller, 2001]. Im Gegensatz dazu wachsen 
Kleinzellige Bronchialkarzinome wesentlich schneller und metastasieren schnell in entfernte 
Organe [Schiller, 2001]. Die in dieser Arbeit untersuchten Zellen und Gewebe stammen vom 
bronchialen Adenokarzinom ab. 
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Abb. 3: Histologische Einteilung des Bronchialkarzinoms nach therapeutischen Gesichtspunkten 
  

Die Bestimmung des Tumortyps erfolgt nach der Entnahme einer Lungenbiopsie. Diese 
Gewebeprobe wird makroskopisch und mikroskopisch untersucht. Neben dem Tumortyp wird 
auch der sogenannte Differenzierungsgrad (G1 bis G4) der Tumore bestimmt. Bei einem 
hohem Differenzierungsgrad (G1) sind die Tumore ihrem Ursprungsgewebe noch sehr 
ähnlich und sie wachsen langsam und wenig aggressiv [Chung et al., 1982]. Undifferenzierte 
Tumorzellen (G4) hingegen sind kaum noch als bronchiale Epithelzelle zu erkennen. Sie 
wachsen schneller und bilden schneller Metastasen [Chung et al., 1982].  

Des Weiteren werden Bronchialkarzinome nach dem TNM-System der WHO (World 
Health Organisation) eingeteilt [Watanabe, 2003]. Im T-Stadium wird die Tumorgröße 
erfasst, im N-Stadium wird der Lymphknotenbefall beurteilt und das M-Stadium richtet sich 
nach dem Auftreten von Fernmetastasen. In Abhängigkeit vom Tumortyp, vom 
Differenzierungsgrad und vom TNM-Stadium wird über die Behandlung des 
Bronchialkarzinoms entschieden [Wiethege et al., 2000]. Bronchialkarzinome werden sowohl 
durch chirurgische Eingriffe als auch durch Bestrahlung und/oder Chemotherapie behandelt. 
Die Kleinzelligen Bronchialkarzinome sprechen aufgrund ihrer hohen Proliferationsrate sehr 
gut auf die Chemotherapie-Behandlung an. Im Gegensatz dazu wird das am häufigsten 
auftretende NSCLC aufgrund seiner hohen Chemotherapie-Resistenz meist chirurgisch 
behandelt [Schiller, 2001]. Die Resistenz gegenüber der Chemotherapie-Behandlung basiert 
bei dem NSCLC auf der verminderten Proliferation der Tumorzellen, aber auch auf 
genetischen Veränderungen, die in einem gestörten Apoptoseweg resultieren [Joseph et al., 
2001].  

 

 



1. Einleitung  10 

1.2.2. Die veränderte Genexpression im NSCLC - der RAGE-Rezeptor 
Die Anhäufung multipler Veränderungen auf genetischer und epigenetischer Ebene führt 

auch beim NSCLC zu Wachstumsvorteilen und Überlebensvorteilen der malignen Zellen. Zu 
diesen Veränderungen gehören der Verlust von Tumorsuppressorgenen (z. B. p53), die 
Aktivierung von Onkogenen (z. B. EGFR, ras), die daraus resultierende Deregulation der 
Apoptose und die Förderung der Angiogenese und der Metastasierung [Breuer et al., 2005; 
Risch & Plass, 2008; Sato et al., 2007]. 

Die Transformation des Epithelgewebes zum Tumorgewebe ist im NSCLC mit der 
verminderten Expression des RAGE-Rezeptors (receptor for advanced glycation 
endproducts) verbunden [Bartling et al., 2005]. Im Gegensatz zu anderen Geweben ist RAGE 
in normalem Lungengewebe sehr hoch exprimiert [Brett et al., 1993]. RAGE ist ein 
transmembraner Rezeptor der Immunglobulin-Superfamilie. Wie in Abb. 4 gezeigt, besitzt er 
eine extrazelluläre Immunglobulin-ähnliche Region, bestehend aus einer V-Typ-Domäne und 
zwei C-Typ-Domänen, einer transmembranen Domäne und einer kurzen zytoplasmatischen 
Domäne. Die V-Typ-Domäne bindet die Liganden, während der intrazelluläre Teil die 
Weiterleitung intrazellulärer Signale vermittelt [Logsdon et al., 2007; Neeper et al., 1992]. In 
Abhängigkeit der Liganden werden intrazellulär unterschiedliche Signalwege, wie z. B. 
p21ras, MAP-Kinasen und NFκB, aktiviert [Bierhaus et al., 2005], die Entzündungsreaktionen 
fördern und die Proliferation und Migration der Zellen stimulieren [Logsdon et al., 2007; 
Morbini et al., 2006]. Von RAGE sind verschiedene Splice-Varianten bekannt. Eine RAGE-
Isoform ist das lösliche RAGE, dem die transmembrane und die zytoplasmatische Domäne 
fehlen. Das lösliche RAGE wird von den Zellen sekretiert und kann im extrazellulären Raum 
die Liganden binden [Logsdon et al., 2007]. Darüber hinaus gibt es künstlich hergestellte 
RAGE-Varianten (z. B. ∆cytoRAGE), die der Untersuchung der Funktion einzelner Domänen 
(z. B. der intrazellulären Domäne) von RAGE dienen (Abb. 4). 
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Abb. 4: Die molekulare Struktur des RAGE-Rezeptors und seine Splice-Varianten (nach Logsdon et al.) 
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RAGE wird auf Endothelzellen und auf verschiedenen Immunzellen, wie z. B. Monozyten, 
Makrophagen, T-Lymphozyten und B-Lymphozyten, exprimiert. Durch die Ligand-RAGE-
Interaktion kommt es zur Aktivierung der an der Immunantwort beteiligten Zellen. Die 
Endothelzellen setzen Adhesionsmoleküle und VEGF frei, die Chemotaxis von Makrophagen 
wird induziert und die Proliferation von Lymphozyten wird stimuliert [Clynes et al., 2007; 
Stern et al., 2002]. Durch die RAGE-Aktivierung und der daraus resultierenden 
Immunantwort wird ein inflammatorisches Milieu geschaffen, welches die Tumorentwicklung 
fördert [Gebhardt et al., 2008]. Eine sehr hohe Expression von RAGE wurde außerdem in 
Alveolarepithelzellen Typ I (AT I) gefunden. Man nimmt an, dass RAGE in gesundem 
Bronchialgewebe zur Differenzierung und zur Polarität der AT I-Zellen und somit zur 
Organisation des Alveolarepithels beiträgt [Bartling et al., 2005; Demling et al., 2006]. 

In einer Vielzahl von Tumorerkrankungen wurde im Vergleich zum normalen Gewebe eine 
erhöhte Expression des RAGE-Rezeptors im Tumorgewebe nachgewiesen, die mit einer 
erhöhten Proliferation und Metastasierung der Tumorzellen korrelierte [Huttunen et al., 2002; 
Taguchi et al., 2000]. Im Gegensatz dazu ist die Expression von RAGE im 
Bronchialkarzinom im Vergleich zu normalen Lungengewebe vermindert. Man geht davon 
aus, dass die verringerte Expression von RAGE im NSCLC zum Verlust der epithelialen 
Gewebestruktur führt und das tumorigene Wachstum fördert [Bartling et al., 2005]. 

Der Multiligandenrezeptor RAGE bindet eine Vielzahl von Liganden, zu denen unter 
anderem AGEs (advanced glycation end products), Amphoterin (HMGB-1) und verschiedene 
extrazelluläre S100-Proteine gehören [Bierhaus et al., 2005; Schmidt et al., 2000]. Es wird 
vermutet, dass die S100/RAGE-Interaktion sowohl in der Gewebe-Homöostase und bei 
Entzündungsreaktionen als auch bei degenerativen Erkrankungen und Tumorerkrankungen 
eine wichtige Rolle einnimmt [Donato, 2007]. 

 

1.3. Die S100-Proteine 

1.3.1. Allgemeiner Aufbau und Funktion der S100-Proteine 
Die S100-Proteine gehören zu einer Familie von Ca2+-abhängigen Proteinen des EF-Hand-

Typs. Die Ca2+-Ionen sind ubiquitäre sekundäre Botenstoffe, die durch die Bindung an 
intrazelluläre Mediatoren eine Vielzahl zellulärer Prozesse (z. B. Muskelkontraktion, Prozesse 
der Sekretion, Abläufe des Zellzyklus und der Zelldifferenzierung) kontrollieren. Die 
intrazelluläre Erhöhung der Ca2+-Konzentration durch den Einstrom von Ca2+-Ionen aus dem 
Extrazellularraum oder dem Endoplasmatischen Reticulum führt zur Bindung und somit zur 
Aktivierung von Ca2+-Sensor-Proteinen. Diese binden und modifizieren wiederum spezifische 
Zielproteine (z. B. Protein-Kinasen, Protein-Phosphatasen), wodurch verschiedene 
Signalwege in der Zelle aktiviert werden. Die EF-Hand-Proteine bilden die größte Familie der 
Ca2+-bindenden Proteine. Zu dieser Proteinfamilie gehören außer den S100-Proteinen auch 
Calmodulin, Troponin C, Parvalbumin und andere [Santamaria-Kisiel et al., 2006]. 
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 Die größte Untergruppe der EF-Hand-Proteine bilden die S100-Proteine. Ihre 
Namensgebung erfolgte aufgrund ihrer Löslichkeit in 100 %iger Ammoniumsulfatlösung 
[Donato, 2001]. Bislang wurden 25 verschiedene S100-Proteine im humanen Genom 
identifiziert. Die meisten Gene der S100-Proteine sind in einem Gen-Cluster auf der 
Chromosomenregion 1q21 lokalisiert, die in Tumorzellen oft umgestaltet ist [Donato, 2001; 
Ilg et al., 1996]. Die Exon/Intron-Struktur der S100-Gene ist hoch konserviert. Mit Ausnahme 
von S100A5 sind alle S100-Gene durch drei Exons und zwei Introns gekennzeichnet, wobei 
der Translationsstart im zweiten Exon lokalisiert ist [Zimmer et al., 1995]. Die S100-Proteine 
werden ausschließlich in Vertebraten exprimiert [Marenholz et al., 2004] und weisen 
untereinander eine 25-65 %ige Aminosäure-Sequenzhomologie auf [Santamaria-Kisiel et al., 
2006]. Sie haben ein durchschnittliches Molekulargewicht von 9 - 13 kDa und liegen als 
antiparallele Homo- oder Heterodimere bzw. als Oligomere in der Zelle vor. Die Monomere 
interagieren durch nicht-kovalente Bindungen miteinander. Jedes S100-Monomer besitzt am 
Carboxy (C)-Terminus und am Amino (N)-Terminus eine Ca2+-bindende EF-Hand-Domäne 
(helix-loop-helix Ca2+-Binde-Domäne), welche durch die hinge-Region verbunden sind und 
von hydrophoben N- und C-terminalen Domänen flankiert werden (Abb. 5).  
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Abb. 5: Die schematische Darstellung eines S100-Protein-Dimers 
 
Die klassische C-terminale EF-Hand ist charakteristisch für alle Proteine der EF-Hand 

Familie. Sie besteht aus einer 12 Aminosäuren großen Ca2+-Bindungsschleife, die Ca2+-Ionen 
mit einer 100-fach höheren Affinität als die nicht-klassische N-terminale EF-Hand bindet 
[Eckert et al., 2004]. Die N-terminale EF-Hand besitzt eine 14 Aminosäuren große Ca2+-
Bindungsschleife und ist charakteristisch für die Proteine der S100-Familie. Die größten 
Sequenzhomologien innerhalb der S100-Familie sind in diesen Ca2+-bindenden EF-Hand-
Domänen zu finden [Marenholz et al., 2004]. Die einzelnen S100-Proteine variieren 
untereinander in der Länge und Sequenz ihrer hinge-Region und der für jedes S100-Protein 
spezifischen C-terminalen Zielprotein-Binde-Domäne [Donato, 2001]. Durch die Ca2+-
Bindung verändert sich die Tertiärstruktur der Dimere, infolgedessen die hydrophoben Reste 
exponiert und die Bindestellen für die Zielproteine an den gegenüberliegenden C-terminalen 
Enden frei werden. Aufgrund der hohen Sequenzvariabilität am C-Terminus ist die Bindung 
der Zielproteine (z. B. p53) sehr spezifisch [Donato, 2003]. Durch die Interaktion der S100-
Proteine mit spezifischen Zielproteinen wird deren biologische Aktivität reguliert. Somit sind 
die S100-Proteine als Ca2+-Sensoren an der Regulation von zellulären Prozessen (z. B. 
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Zellwachstum, Zelldifferenzierung, Regulation der Zytoskelett-Zellmembran-Interaktion) 
beteiligt [Donato, 2001]. 

Darüber hinaus ist die zell- und gewebespezifische Expression der S100-Proteine 
charakteristisch für diese Protein-Familie [Santamaria-Kisiel et al., 2006]. Außerdem wurde 
gezeigt, dass die Expression der S100-Proteine auch in Verbindung mit verschiedenen 
Erkrankungen (z. B. Diabetes, Kardiomyopathie, Neurodegenerative Erkrankungen und 
Tumorerkrankungen) unterschiedlich reguliert ist [Donato, 2003; Marenholz et al., 2004]. In 
einer Vielzahl von Studien konnte eine differentielle Expression von S100-Proteinen in 
unterschiedlichen Arten von Tumorgeweben im Vergleich zu dem entsprechendem gesundem 
Gewebe gezeigt werden. Daher wird den S100-Proteinen eine zunehmende Bedeutung in der 
Tumorinitiation und der Tumorprogression zugeschrieben [Bartling et al., 2007; Hsieh et al., 
2003; Maelandsmo et al., 1997; Pierce et al., 2008; Salama et al., 2007]. Sie sind intrazellulär 
an der Regulierung einer Vielzahl von zellulären Prozessen beteiligt. Sie beeinflussen unter 
anderem den Zellzyklus, die Proliferation, die Differenzierung und die Migration von Zellen, 
indem sie die Enzymaktivität (z. B. Regulierung der Aktivität der Casein-Kinase I und II 
durch S100A8/A9), die Ca2+-Homöostase (z. B. Stimulierung der Ca2+-Freisetzung aus dem 
sarkoplasmatischen Reticulum von Muskelzellen durch S100A1), Komponenten des 
Zytoskeletts (z. B. Regulation von Myosin durch S100A4) und Transkriptionsfaktoren (z. B. 
Inhibierung der p53-Phosphorylierung durch S100A4) regulieren [Donato, 2003; Marenholz 
et al., 2004]. Zusätzlich zu ihrer intrazellulären Funktion können einige S100-Proteine 
(S100B, S100A4, S100A8, S100A9, S100A12 und S100A13) über bislang weitestgehend 
unbekannte Wege sekretiert werden. Eine potentielle Signalsequenz für sekretierte S100-
Proteine ist hierfür nicht bekannt. Die extrazellulären S100-Proteine binden an Rezeptoren  
(z. B. RAGE) und üben eine Zytokin-ähnliche Funktion aus [Donato, 2003]. So ist zum 
Beispiel das extrazelluläre Heterodimer S100A8/S100A9 als chemotaktisches Molekül an der 
proinflammatorischen Antwort beteiligt [Sorg, 1992]. S100A8 und S100A9 gehören zu den 
von Phagozyten exprimierten S100-Proteinen und werden vor allem bei lokalen 
Entzündungen freigesetzt. Die aktive Sekretion erfolgt unabhängig vom klassischen Golgi-
Weg [Foell et al., 2006; Roth et al., 2003]. Es konnte jedoch gezeigt werden, dass für die 
Sekretion von S100A8 und S100A9 ein intaktes Tubulin-Netzwerk notwendig ist [Rammes et 
al., 1997]. 

 

1.3.2. Die Rolle der S100-Proteine in Tumorerkrankungen  

Es gibt eine Vielzahl von Studien, die auf eine Beteiligung von S100-Proteinen an der 
Entstehung und Entwicklung von Tumorerkrankungen hindeuten. So wurde eine erhöhte 
Expression von S100A8 und S100A9 im Prostata-Karzinom gefunden. Die Stimulation mit 
extrazellulärem S100A8/A9 führte in Prostata-Karzinomzellen zu einer Aktivierung von 
NFκB und zu einer erhöhten Phosphorylierung von ERK 1/2 und p38 MAP-Kinasen. In 
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diesem Zusammenhang wurde in Abhängigkeit von S100A8/A9 in vitro eine verstärkte 
Migration der Karzinomzellen gezeigt [Hermani et al., 2006].  

Ein weiteres pro-metastatisches S100-Protein ist S100A4. Eine mittels siRNA reduzierte 
Expression von S100A4 in Schilddrüsenkarzinom-Zellen führte zu einem verringerten 
Tumorwachstum und verminderte die Metastasierung im Mausmodel [Shi et al., 2006]. Des 
Weiteren korreliert eine erhöhte Expression von S100A4 im Brustkarzinom [Barraclough, 
1998], im kolorektalen Karzinom [Takenaga et al., 1997] und im Magenkarzinom [Cho et al., 
2003] mit einer schlechten Prognose der Erkrankung. Die Überexpression von S100A4 in 
diesen Erkrankungen fördert, durch die Interaktion mit Proteinen des Zytoskeletts sowie 
durch die erhöhte Transkription und Aktivierung von MMPs, die Bildung von Metastasen 
[Salama et al., 2007; Saleem et al., 2006]. In Knorpelzellen konnte durch die Stimulation des 
RAGE-Rezeptors mit S100A4 eine gesteigerte Freisetzung von MMP-13 ins Medium gezeigt 
werden [Yammani et al., 2006]. Auch für bronchiale Adenokarzinom-Zelllinien wurde eine 
stark erhöhte S100A4-Expression gegenüber normalen bronchialen Epithelzellen 
nachgewiesen [Matsubara et al., 2005].  

Im Gegensatz zu S100A4 wurde für maligne Melanome, das Prostatakarzinom und das 
Brustkarzinom eine verminderte Expression des S100-Proteins S100A2 gezeigt  
[Gupta et al., 2003; Lee et al., 1992; Maelandsmo et al., 1997]. Diese Beobachtungen führten 
zu der Vermutung, dass S100A2 ein Tumor-Suppressor ist und die Migration von 
Karzinomzellen negativ beeinflusst [Nagy et al., 2001]. Auch die transkriptionelle 
Aktivierung des S100A2-Promoters durch den Tumor-Suppressor p53 weist auf eine Funktion 
als Tumor-Suppressor hin [Tan et al., 1999]. Demgegenüber steht jedoch eine erhöhte 
Expression von S100A2, die im NSCLC oder dem Magenkarzinom gefunden wurde [El-Rifai 
et al., 2002; Wang et al., 2005a]. Vor allem im Frühstadium des bronchialen 
Plattenepithelkarzinoms wurde eine erhöhte S100A2-Expression festgestellt [Bartling et al., 
2007]. Die Expression und Funktion von S100A2 hängt demnach stark vom 
Ursprungsgewebe, der Histologie und dem Stadium der Tumorerkrankung ab. 

 

1.3.3. S100P und seine Rolle in verschiedenen Tumorerkrankungen 
Das 11 kDa große S100P-Protein gehört zur Familie der S100-Proteine und ist auf der 

Chromosomenregion 4p16 lokalisiert [Schafer et al., 1995]. Die Aminosäuresequenz von 
S100P zeigt eine 44 %ige Identität zu den nächsten Sequenzverwandten S100A1 bzw. S100B 
und besitzt im Vergleich zu den anderen Proteinen der S100-Familie den gleichen Aufbau 
und die gleiche Funktionsweise (s. 1.3.1) [Jin et al., 2003]. Die S100-Proteine unterscheiden 
sich hauptsächlich in ihrem Expressionsmuster und, aufgrund ihrer spezifischen C-terminalen 
Zielprotein-Binde-Domäne, in ihren Interaktionspartnern voneinander. S100P wurde erstmals 
in humanem Placenta-Gewebe gefunden [Becker et al., 1992], wird aber auch in anderen 
Organen, wie z. B. dem Herzen, der Skelettmuskulatur und der Lunge exprimiert [Jin et al., 
2003]. Darüber hinaus ist S100P in verschiedenen Tumorerkrankungen, wie z. B. dem 
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Brustkarzinom [Wang et al., 2006], dem Pankreaskarzinom [Ohuchida et al., 2006] und dem 
Prostatakarzinom [Basu et al., 2008] im Vergleich zu den entsprechenden normalen Geweben 
erhöht exprimiert. Eine erhöhte Expression von S100P korreliert dabei mit einer schlechten 
Prognose, da die Überexpression von S100P in diesen Tumorerkrankungen die Proliferation, 
die Metastasierung und das Überleben von Tumorzellen fördert [Arumugam et al., 2005; 
Basu et al., 2008; Wang et al., 2006]. In diesem Zusammenhang konnte eine direkte 
Korrelation der S100P-Expression und der Metastasierung von Karzinomzellen im 
Mausmodell gezeigt werden [Bulk et al., 2008; Wang et al., 2006]. Inwieweit S100P die 
Resistenz von Karzinomzellen gegenüber Chemotherapeutika beeinflusst, ist umstritten. 
Einerseits war die Expression von S100P in verschiedenen Doxorubicin-resistenten 
Karzinom-Zelllinien erhöht [Bertram et al., 1998], andererseits führte die Überexpression von 
S100P in Ovarialkarzinom-Zellen zu einer Sensibilisierung der Zellen gegenüber Paclitaxel 
und Carboplatin [Wang et al., 2008]. Im Gegensatz zu den Karzinomerkrankungen gehört 
S100P in der akuten myeloischen Leukämie außerdem zu den Genen, deren Expression eine 
gute Prognose der Erkrankung prognostiziert [Bullinger et al., 2004] und zur 
morphologischen Differenzierung von Leukämie-Zellen zu Granulozyten beiträgt [Ishii et al., 
2005]. Demzufolge kann für S100P, ähnlich wie für S100A2, eine vom Ursprungsgewebe und 
der Histologie der Tumorerkrankung abhängige Funktion vermutet werden.   

Bislang ist nur wenig über die Funktion von S100P bekannt. Es kann angenommen werden, 
dass auch S100P als Homodimer oder Heterodimer agiert. Für S100P konnte, neben der 
Bildung von Homodimeren [Austermann et al., 2008b], die Heterodimerbildung mit S100A1 
[Wang et al., 2004] und S100Z [Gribenko et al., 2001] gezeigt werden. Zu den intrazellulären 
Interaktionspartnern von S100P-Dimeren gehört unter anderem Ezrin, welches die Aktin-
Filamente mit der Zellmembran verbindet. Die Ca2+-abhängige Interaktion von S100P mit 
Ezrin fördert dabei die Migration von Karzinomzellen [Austermann et al., 2008a; Koltzscher 
et al., 2003]. Weitere bekannte intrazelluläre Interaktionspartner von S100P sind das 
Zellkern-ständige S100P-bindende Protein S100PBR [Dowen et al., 2005] und CacyBP/SIP 
[Filipek et al., 2002]. Verschiedene Effekte von S100P auf Karzinomzellen werden auch auf 
die Aktivierung des RAGE-Rezeptors durch extrazelluläres S100P zurückgeführt. Durch die 
Bindung an RAGE werden unter anderem der ERK1/2-Signalweg und der NFκB-Signalweg 
aktiviert, welche wiederum die Proliferation und die Migration von Karzinomzellen fördern 
[Arumugam et al., 2004; Fuentes et al., 2007].  

Für das Nicht-Kleinzellige Bronchialkarzinom ist aus vorangegangenen Studien jedoch 
bekannt, dass die Expression von RAGE im Vergleich zum normalen Bronchialgewebe stark 
reprimiert ist [Bartling et al., 2005]. Aus diesem Grund ist eine Interaktion von S100P mit 
RAGE unter pathophysiologischen Bedingungen in der Lunge nicht möglich. Im Gegensatz 
zu RAGE ist die Expression von S100P im Bronchialkarzinom erhöht. Die Expression von 
S100P ist dabei stark von der Histologie und dem Stadium des Bronchialkarzinoms abhängig. 
So konnte gezeigt werden, dass S100P im bronchialen Adenokarzinom gegenüber dem 
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bronchialen Plattenepithelkarzinom höher exprimiert war. Die Normal-Lungengewebe zeigten 
im Vergleich nur eine geringe S100P-Expression. Darüber hinaus konnte festgestellt werden, 
dass die Expression von S100P vor allem im Frühstadium des bronchialen Adenokarzinoms 
erhöht und in späteren Stadien wieder vermindert war [Bartling et al., 2007] (Abb. 6; Abb. 7).  
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Abb. 6:  Die mRNA-Expression von S100P in Brochialkarzinom-Geweben unterschiedlicher Histologie 
und Stadien [Bartling et al., 2007]  

Dargestellt ist die mittels Real-Time-PCR analysierte mRNA-Expression von S100P in Box und Whisker-Plots. 
A) Die mRNA-Expression von S100P in Geweben des Plattenepithelkarzinoms (PEKa) und des 
Adenokarzinoms (AdKa) der Lunge ist im Vergleich zum entsprechenden Normal-Lungengewebe (Lunge) 
dargestellt. B) Die mRNA-Expression von S100P ist in Geweben des bronchialen Plattenepithelkarzinoms und 
Adenokarzinoms in Abhängigkeit vom TNM-Stadium von Patienten mit (+) oder ohne ohne (-) Chemotherapie-
Behandlung dargestellt. 

 
Aus diesem Grund sollte in dieser Arbeit der Einfluss von S100P auf die Entstehung und die 

Entwicklung im bronchialen Adenokarzinom untersucht werden. Des Weiteren sollte 
aufgrund der gegensätzlichen Expression von S100P und RAGE im Nicht-Kleinzelligen 
Bronchialkarzinom die Funktion von S100P in Abhängigkeit von RAGE untersucht werden. 
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Abb. 7  Genetische Veränderungen während der Entstehung und Entwicklung des bronchialen 
Adenokarzinoms 
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1.4.  Zielsetzung 
Das Ziel der vorliegenden Doktorarbeit war, die Rolle von S100P bei der Entstehung 

(Tumorigenese), der Entwicklung (Invasivität) und der Therapieresistenz des bronchialen 
Adenokarzinoms zu untersuchen. Zunächst sollte deshalb die basale Expression und die 
Regulation von S100P nach Chemotherapie-Behandlung im Vergleich zu putativen 
Interaktionspartnern und anderen tumorrelevanten S100-Proteinen in verschiedenen 
Bronchialkarzinom-Zellen und Bronchialkarzinom-Geweben untersucht werden. Des 
Weiteren sollte der Einfluss von S100P auf die Resistenz von Bronchialkarzinom-Zellen 
gegenüber verschiedenen zytotoxischen Agenzien sowie auf Parameter für die 
Tumorentwicklung analysiert werden. Da die Expression des bronchial-spezifischen 
Zelloberflächenrezeptors RAGE in den bronchialen Karzinomzellen stark vermindert ist, 
sollte gleichzeitig der Einfluss des Verlustes von RAGE auf die Entwicklung und die 
Therapieresistenz bestimmt werden. Zusätzlich sollte nach weiteren Genen gesucht werden, 
die mit der S100P-Expression im bronchialen Adenokarzinom korrelieren. Auf diesem Weg 
sollten putative intrazelluläre Zielproteine von S100P identifiziert werden, die durch die 
Expression von S100P bzw. die Interaktion mit S100P intrazellulär reguliert werden und die 
Tumorigenität und Invasivität der bronchialen Adenokarzinom-Zellen in Abhängigkeit von 
S100P beeinflussen. 
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2. Material und Methoden 

2.1. Material 

2.1.1. Chemikalien 
Aceton       Fluka, Buchs SG, Schweiz 
Acrylamid/Bisacrylamid (40 % w/v)   Serva, Heidelberg 
Agar Agar      Roth, Karlsruhe 
Agarose NEEO Ultra-Qualität   Roth, Karlsruhe 
Agarose SERVA Premium low melting  Serva, Heidelberg 
alamarBlue®-Färbelösung    Biosource, Camarillo, USA  
Albumin-Fraktion V     AppliChem, Darmstadt 
Ammoniumpersulfat (APS)    Serva, Heidelberg 
Annexin-V-Fluos     Roche, Mannheim 
5-Aza-2´-deoxy-cytidin    Sigma, Taufkirchen 
Brij® 35-Lösung (30 % w/v)    Sigma, Taufkirchen 
5-Brom-4-chlor-3-indolyl- 
β-D-galactopyranosid     Biomol, Hamburg 
Bromphenolblau     Bio-Rad, München 
Calciumchlorid-Dihydrat (CaCl2×2H2O)  Merck, Darmstadt 
5(6)-Carboxy-fluorescein-diacetat-  
succinimidylester (CFSE)    Molecular Probes, Göttingen 
3-(Cyclohexylamino)-1-propan-sulfonsäure 
(CAPS)      AppliChem, Darmstadt 
Coomassie Brilliant Blau G 250   Bio-Rad, München 
Cytochalasin B     Sigma, Taufkirchen 
D-Glucose      Sigma, Taufkirchen 
Dextran (aus Leuconostoc mesenteroides)  Sigma, Taufkirchen 
4',6-Diamidino-2-phenyl-indol- 
dihydrochlorid (DAPI)    Sigma, Taufkirchen 
Diethylpyrocarbonat (DEPC)    Sigma, Taufkirchen 
Dimethylsulfoxid (DMSO)    Serva, Heidelberg 
DL-α-Difluor-methylornithin (DFMO)  Merck-Calbiochem, Darmstadt 
DL-Dithiothreitol (DTT)    Sigma, Taufkirchen 
DNA-Größenmarker  
(Gene RulerTM 100 bp DNA Ladder Plus,   
Gene RulerTM 1 kb DNA Ladder)   Fermentas, St. Leon-Rot 
dNTP-Mix, 10 mM     Promega, Mannheim 
Ethanol (99,8 %)     Merck, Darmstadt 
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Ethylenglykol-bis-(2-Aminoethyl)-N,N,N´,N´- 
Tetraessigsäure (EGTA)    Merck, Darmstadt 
Essigsäure (99,7 %)     Sigma, Taufkirchen 
FACS Clean      BD Biosciences, Heidelberg 
FACS Flow      BD Biosciences, Heidelberg 
FACS Rinse      BD Biosciences, Heidelberg 
Formaldehyd-Lösung  (≥37 %)   Merck, Darmstadt 
Gelatine      Sigma, Taufkirchen 
Glycergel® Eindeckmedium     Dako, Cambridgeshire, UK 
Glycerin      Roth, Karlsruhe 
Glycin       Serva, Heidelberg 
2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)- 
ethansulfonsäure (HEPES)    Sigma, Taufkirchen 
Hoechst 33342     Sigma, Taufkirchen 
2-Propanol      Fluka, Buchs SG, Schweiz 
Isopropyl-β-D-1-thiogalactopyranosid (IPTG) Sigma, Taufkirchen 
Kaliumchlorid  (KCl)     Merck, Darmstadt 
Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PO4)  Fluka, Buchs SG, Schweiz 
Kaliumhydrogencarbonat (KHCO3)   Merck, Darmstadt 
Luminol (3-Aminophthalhydrazid)   Sigma, Taufkirchen 
Luria Agar (Miller´s LB Agar)   Invitrogen, Karlsruhe 
Luria Broth (Miller´s LB broth)   Sigma, Taufkirchen 
Lymphosep      c.c.pro, Oberdorla 
Magnesiumchlorid-Hexahydrat (MgCl2×6H2O) Merck, Darmstadt    
2-Mercaptoethanol     Fluka, Buchs SG, Schweiz 
3-Mercaptopropionsäure    Sigma, Taufkirchen 
Methanol      Fluka, Buchs SG, Schweiz 
M-MLV Reverse Transkription 5x Puffer  Promega, Mannheim 
Natriumazid (NaN3)     Sigma, Taufkirchen 
Natriumchlorid (NaCl)    AppliChem, Darmstadt 
Natriumcitrat      Fluka, Buchs SG, Schweiz 
Natriumdesoxycholat (DOC)    Merck, Darmstadt 
Natriumdodecylsulfat (SDS)    Serva, Heidelberg 
Na2EDTA (Ethylendiamintetraessigsäure)  Merck, Darmstadt 
Natriumhydrogencarbonat (NaHCO3)  Merck, Darmstadt 
Natriumhydrogenphosphat (Na2HPO4)  Merck, Darmstadt 
Natriumhydroxid (NaOH)    Merck, Darmstadt 
Natrium-Orthovanadat (NaVO3)   Sigma, Taufkirchen 
Nonidet P40      AppliChem, Darmstadt 
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Okadainsäure      Merck-Calbiochem, Darmstadt 
Oligo(dT)15-Primer     Promega, Mannheim 
Orange G      Merck, Darmstadt 
PCR Master Mix     Promega, Mannheim 
p-Cumarsäure      Sigma, Taufkirchen 
Propidiumiodid (95 %)    Sigma, Taufkirchen 
Protease Inhibitor Cocktail    Sigma, Taufkirchen 
Protein A-Agarose     Boehringer Mannheim GmbH, Mannheim 
Proteinmolekulargewichtsmarker  
(Magic MarkTM XP Western Standard)  Invitrogen, Karlsruhe 
(Page RulerTM Prestained Protein Ladder)  Fermentas, St. Leon-Rot 
Random Primer     Promega, Mannheim 
RNase A      Roche, Mannheim 
Rotisilon C/D      Roth, Karlsruhe 
Salzsäure (37 %)     Merck, Darmstadt 
Sucrose      Serva, Heidelberg 
N,N,N',N'-Tetramethylethan-1,2-diamin (TEMED) AppliChem, Darmstadt 
Thapsigargin      Merck-Calbiochem, Darmstadt  
Tris (hydroxymethyl)-aminomethan   AppliChem, Darmstadt 
Triton X-100      Roth, Karlsruhe 
Tween 20      Merck, Darmstadt 
Wasserstoffperoxid (H2O2)    Sigma, Taufkirchen 
Ziegenserum (Normal)    Dako, Cambridgeshire, UK 

Kinase-Inhibitoren 

SB203580      AXXORA, Grünberg 
SP 600125      AXXORA, Grünberg 
U0126       AXXORA, Grünberg 

Zytostatika und andere zytotoxische Agenzien 

Cisplatin      Hexal AG, Holzkirchen 
Etoposid      Bristol-Myers Sqibb GmbH, München 
Paclitaxel      Merck-Calbiochem, Darmstadt 
MG-132      Tocris, Bristol, UK 
CGP 74514A      Sigma, Taufkirchen 
 

2.1.2. Enzyme 
Benzonase      VWR, Darmstadt 
Easy A™ High-Fidelity PCR Cloning-Polymerase Stratagene, La Jolla, USA 
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M-MLV Reverse Transcriptase, RNase H(-)  Promega, Mannheim 
Pfu DNA-Polymerase     Promega, Mannheim 
RQ1 RNase-freie DNase    Promega, Mannheim 
Taq DNA-Polymerase    Promega, Mannheim 
T4 DNA-Ligase     Invitrogen, Karlsruhe 

Restriktionsenzyme 

BamHI       Promega, Mannheim  
BglII       Promega, Mannheim 
EcoRI       Fermentas, St.Leon-Rot  
NcoI       Promega, Mannheim 
NheI       Fermentas, St.Leon-Rot 
 

2.1.3. Antikörper 
Alexa Fluor® 350 Esel anti-Ziege IgG   Molecular Probes, Göttingen 
Alexa Fluor® 594 Ziege anti-Kaninchen IgG Molecular Probes, Göttingen 
Alexa Fluor® 488 Ziege anti-Kaninchen IgG Molecular Probes, Göttingen 
Alexa Fluor® 594 Ziege anti-Maus IgG  Molecular Probes, Göttingen 
Alexa Fluor® 488 Ziege anti-Maus IgG  Molecular Probes, Göttingen 
Maus Anti-Human β-Catenin (monoklonal)  BD Biosciences, Heidelberg  
Maus Anti-Human CD11b APC (monoklonal) Caltag Laborities GmbH, Hamburg 
Maus Anti-Human CD14 APC (monoklonal) Caltag Laborities GmbH, Hamburg 
Kaninchen Anti-Human Ezrin (polyklonal)  Cell Signaling, Danvers, USA 
Kaninchen Anti-GAPDH (polyklonal)  abcam, Cambridge, UK  
Maus Anti-GFP (monoklonal)   Roche, Mannheim 
Kaninchen Anti-Human HMG1 (polyklonal) BD Biosciences, Heidelberg 
Kaninchen Anti-Phospho-p38 MAP Kinase 
(monoklonal)       Cell Signaling, Danvers, USA 
Kaninchen Anti-Phospho-ERK 1/2 (polyklonal) Cell Signaling, Danvers, USA 
Kaninchen Anti-Phospho-JNK (monoklonal) Cell Signaling, Danvers, USA 
Kaninchen Anti-RAGE A905   Labor der Herz-Thoraxchirurgie 
Maus Anti-RAGE 4F11    Prof. Weigle, Dresden 
Ziege Anti-Human S100P (polyklonal)  R&D Systems, Minneapolis, USA 
Peroxidase-konjugiertes Esel Anti-Ziege IgG Dianova, Hamburg 
Peroxidase-konjugiertes Esel Anti-Kaninchen IgG Dianova, Hamburg 
Peroxidase-konjugiertes Ziege Anti-Maus IgG Dako, Cambridgeshire, UK 
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2.1.4. Kits 
BCATM Protein Assay-Kit    Thermo Scientific, Rockford, USA 
BigDye® Terminator v1.1 Cycle Sequencing-Kit Applied Biosystems, Warrington, UK 
BLOCK-iTTM Fluorescent Oligo   Invitrogen, Karlsruhe 
Effectene® Transfektionsreagenz   Qiagen, Hilden 
EndoFree Plasmid Mega-Kit    Qiagen, Hilden  
iQTM SYBR® Green-Supermix   Bio-Rad, München 
MinElute Gel Extraction-Kit    Qiagen, Hilden 
MinElute® PCR Purification-Kit   Qiagen, Hilden 
OligofectamineTM Reagenz    Invitrogen, Karlsruhe 
QIAprep Spin Miniprep-Kit    Qiagen, Hilden 
RNeasy Mini-Kit     Qiagen, Hilden 
 

2.1.5. Lösungen und Medien für die Zellkultur 
Dulbecco´s Modifiziertes Eagle Medium (DMEM), 
High Glucose      Invitrogen, Karlsruhe 
Fetales Kälberserum (FCS)    PB Perbio, Bonn 
L-Glutamin (200 mM)    Biochrom AG, Berlin 
Lidocain      Sigma, Taufkirchen 
Minimum Essential Medium (MEM) (10×)  Invitrogen, Karlsruhe 
rh GM-CSF (Granulocyten-Makrophagen- 
Kolonie-stimulierender Faktor)   Immuno Tools, Friesoythe 
Opti-MEM® I GlutaMAXTM I   Invitrogen, Karlsruhe  
RPMI 1640 (+ L-Glutamine)    Invitrogen, Karlsruhe 
Transferrin aus menschlichem Blutplasma  Sigma, Taufkirchen  
10× Trypsin-EDTA-Lösung    Invitrogen, Karlsruhe 

Antibiotika 

Ampicillin      Roth, Karlsruhe 
100× Penicillin-Streptomycin (PS)   Invitrogen, Karlsruhe 
Geneticin (G418 Sulfat)    Merck-Calbiochem, Darmstadt 
Gentamycin      Invitrogen, Karlsruhe 
Kanamycin      Serva, Heidelberg 

 
2.1.6. Zelllinien 

Die in dieser Arbeit verwendeten Zelllinien stammen von der American Type Culture 
Collection (ATCC; Manassas, USA) und wurden am National Cancer Institute (NCI; USA) 
generiert (Tab. 1). 
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Tab. 1: In dieser Arbeit verwendete Zelllinien 

Zelllinie ATCC® - Nummer Ursprung Besonderheiten 

H358 CRL-5807 Adenokarzinom der 

Lunge 

p53 negativ 

H322 CRL-5806 Adenokarzinom der 

Lunge 

p53 endogen mutiert 

A549 CCL-185 Adenokarzinom der 

Lunge 

p53 positiv 

Panc-1 CRL-1469 Adenokarzinom des 

Pankreas 

p53 endogen mutiert 

 

2.1.7. Plasmide, Bakterienstämme und genetisch veränderte humane Zelllinien 
In dieser Arbeit wurde der Einfluss von S100P auf humane Bronchialkarzinomzellen 

untersucht. Zu diesem Zweck wurden zwei eukaryotische Expressionsvektoren, die humanes 
S100P als Nicht-Fusionsprotein (Abb. 9A) und als Fusionsprotein mit GFP (Abb. 9B) 
exprimierten, hergestellt. Hierfür wurde aus humanem Bronchialkarzinomgewebe RNA 
isoliert (s. 2.2.3.1.) und in cDNA umgeschrieben (s. 2.2.3.3.). Der kodierende Bereich von 
S100P wurde von dieser humanen cDNA mit den entsprechenden Klonierungsprimern  
(Tab. 3) amplifiziert und zunächst in den pDrive Cloning Vector (Qiagen) kloniert. Nach der 
Transformation (s. 2.2.5.2.) und der Vermehrung in E. coli TopF´10 (s. 2.2.5.1.) wurde das 
Plasmid isoliert (s. 2.2.4.3.5.) und durch DNA-Sequenzierung (s. 2.2.4.3.6.) überprüft.  

Die verwendeten eukaryotischen Expressionsvektoren pcDNA3.1(+) (Invitrogen) und 
pEGFP-C1 (Clontech) wurden, ebenso wie S100P aus dem pDrive Cloning Vector, mit den in 
Abb. 8 angegebenen Restriktionsenzymen geschnitten (s. 2.2.4.3.1.). S100P wurde dann über 
diese Schnittstellen in beide Vektoren ligiert (s. 2.2.4.3.4.). In dem pEGFP-C1-Vektor wurde 
S100P N-terminal an das C-terminale Ende von EGFP kloniert und als Fusionsprotein 
exprimiert. Die Expression von S100P wurde in beiden Vektoren durch den konstitutiven 
Promotor CMV (vom humanen Cytomegalo-Virus) induziert. Die Vektoren wurden in E. coli 
TopF´10 vermehrt, mittels DNA-Sequenzierung überprüft und aufgereinigt. 

Die S100P-exprimierenden Vektoren wurden daraufhin sowohl transient als auch stabil in 
verschiedene humane Zelllinien transfiziert (s. 2.2.2.2.). Für eine stabile Transfektion musste 
S100P in das Genom der Zelle integriert werden. Die Zellklone wurden mittels PCR  
(s. 2.2.4.1.1.) und Immuno-Blot (s. 2.2.6.1.) auf das Vorhandensein von S100P überprüft. Die 
in dieser Arbeit hergestellten und verwendeten Vektoren sind in Abb. 8 schematisch 
dargestellt.  
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A)  pcDNA::S100P 
 

S100PNheI BamHIputativer Transkriptionsstart

pcDNA3.1/T7 Promotor-Primer-Bindestelle pcDNA3.1/BGH reverse-Primer-Bindestelle

S100PNheI BamHIputativer Transkriptionsstart

pcDNA3.1/T7 Promotor-Primer-Bindestelle pcDNA3.1/BGH reverse-Primer-Bindestelle

 
 
 
 
B)  pEGFP::S100P 
 EGFP S100PBglII BamHI

pEGFP-C1 Sequencing-Primer-Bindestelle

EGFP S100PBglII BamHI

pEGFP-C1 Sequencing-Primer-Bindestelle

 
 
 
Abb.  8 In dieser Arbeit generierte eukaryotische Expressionsvektoren mit humanem S100P 
Die Sequenz von S100P wurde mit den entsprechenden Klonierungsprimern aus humaner cDNA amplifiziert.  
A) S100P wurde über die Schnittstellen NheI und BamHI in den pcDNA3.1(+)-Vektor kloniert. B) S100P wurde 
über die Schnittstellen BglII und BamHI in den pEGFP-C1-Vektor kloniert. Das Gen wurde C-terminal an das 
enhanced green fluorescent protein (eGFP)-Gen kloniert und liegt im selben Leserahmen. 

 
Die genetisch veränderten humanen Zelllinien sind in Tab. 2 aufgelistet. Die genetisch 

veränderten H358 RAGE-Zellen und die H358 ∆cytoRAGE-Zellen lagen als stabil 
transfizierte Zelllinien im Labor der Herz-Thoraxchirurgie vor. 

Tab. 2: Plasmide und Zelllinien 

Vektor Insert humane Zellen 

pDrive Cloning Vector (Qiagen) humanes S100P a)  

pcDNA 3.1 (+) (Invitrogen) kein Insert H358 pcDNA-ko a, b) 

Panc1 pcDNA-ko a, b) 

pcDNA 3.1 (+) (Invitrogen) humanes RAGE H358 RAGE 

pcDNA 3.1 (+) (Invitrogen) humanes ∆cytoRAGE H358 ∆cytoRAGE 

pcDNA 3.1 (+) (Invitrogen) humanes S100P a) H358 pcDNA::S100P a, b) 

Panc-1 pcDNA::S100P a, b) 

pEGFP-C1  

(BD Biosciences Clontech) 

kein Insert H358 pEGFP-ko a, b) 

Panc-1 pEGFP-ko a, b) 

pEGFP-C1 

(BD Biosciences Clontech) 

humanes S100P a) H358 pEGFP::S100P a, b) 

H358 RAGE pEGFP::S100P a, b) 

H358 ∆cytoRAGE pEGFP::S100P a, b) 

Panc-1 pEGFP::S100P a, b) 

H322 pEGFP::S100P a, c)  

A549 pEGFP::S100P a, c)  
a)  in dieser Arbeit generierte Plasmide und Zelllinien, 
b)  stabil transfizierte Zelllinien, c)  transient transfizierte Zelllinien 
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2.1.8. Oligonukleotide 
Die Auswahl der genspezifischen Primersequenz erfolgte, wenn nicht anders angegeben, 

aus bekannten Sequenzen (s. Genbanknummer) unter Verwendung des Internetprogramms 
Primer3 (Version 0.4.0, Rozen). Die Oligonukleotid-Primer wurden von kommerziellen 
Anbietern (Invitrogen, Karlsruhe; Biomers, Ulm) bezogen. Sie wurden auf eine 
Endkonzentration von 5 pmol/µl in aqua bidest gelöst. 

Tab. 3: Übersicht über die verwendeten Primer 

Gen-Name 5'  3'-Sequenz a) 
Annaeling-

Temp. [°C] 

Produkt-

größe [bp] 

Genbank-

Nummer 
Referenz 

Primer für RT- und Real-Time-PCR 

S100A1 
sense 

AGGAGCTGAAAGAGCTGCTG 65 278 NM_006271 [Ji et al., 
2004] 

S100A1 
antisense 

AGGGATAAGTGGGGTGAGGT     

S100A2 
sense 

AAGAGGGCGACAAGTTCAAG 58 259 NM_005978  

S100A2 
antisense 

ATCCATGGCAGGAAGTCAAG     

S100A4 
sense 

CTGACTGCTCATATGGCGTGCC 52 341 NM_002961 [Teratani et 
al., 2002] 

S100A4 
antisense 

CCAACCGGATCCGAGGAGTTTT     

S100A6 
sense 

GCCCTCACATATGGCATGCCC 
 

52 294 NM_014624 [Teratani et 
al., 2002] 

S100A6 
antisense 

TATGGATCCTCAGCCCTTGAGG 
 

    

S100A8 
sense 

ACAAGTACTCCCTGATAAAGGGG 50 193 NM_002964  

S100A8 
antisense 

TGCCACGCCCATCTTTATCACCAG     

S100A9 
sense 

ATGGAGGACCTGGACACAAATGC 58 109 NM_002965  

S100A9 
antisense 

TCGTCACCCTCGTGCATCTTCTC     

S100P 
sense 

ATCTAGCACCATGACGGAAC 55 383 NM_005980 [Teratani et 
al., 2002] 

S100P 
antisense 

AGCCTAGGGGAATAATTGCC     

S100A12 
sense 

TAGGCTGGGCATATGACAAAAC 45 315 NM_005621 [Teratani et 
al., 2002] 

S100A12 
antisense 

TAAAAAGGATCCAGAGAGCTAC   
 

  

S100Z 
sense 

ATGCCCACCCAGCTCGAGATGGC
CATGGAC 

69 450 NM_130772 [Gribenko et 
al., 2001] 

S100Z 
antisense 

CTCAAGCAGCTTTCTCCAAAGCCC
CCAAGC 

    

DLC-1 
sense 

GGACACCATGATCCTAACAC 55 261 NM_182643 [Kim et al., 
2003] 

DLC-1 
antisense 

CTCATCCTCGTCTGAATCGT     
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Fortsetzung Tab. 3 
GAPDH 
sense 

CATCACCATCTTCCAGGAGCG 60 483 NM_002046  

GAPDH 
antisense 

TGACCTTGCCCACAGCCTTG   
 

  

18S rRNA 
sense 

GTTGGTGGAGCGATTTGTCTGG 60 348 NR_003286  

18S rRNA 
antisense 

AGGGCAGGGACTTAATCAACGC     

CacyBP/SI
P sense 

CGAATATGGCTTCAGAAGAGCTA 50 687 NM_014412 [Sun et al., 
2007] 

CacyBP/SI
P antisense 

TCAAAATTCCGTGTCTCCTTTG     

RAGE 
sense 

TGAACACAGGCCGACAGAAG 58 326 NM_001136  

RAGE 
antisense 

CCCATCCAAGTGCCAGCTAAG     

SMURF2 
sense 

TAGCCCTGGCAGACCTCTT 60 205 NM_022739 [Ohashi et al., 
2005] 

SMURF2 
antisense 

CTTGTTGCGTTGTCCTCTGT     

Porcupine 
sense 

TACCTGAAGCATGCAAGCAC 60 205 NM_022825 [Chen et al., 
2008] 

Porcupine 
antisense 

CGGTGTCTACCATGTGCATC     

NET-7 
sense 

ACTATCGACAAGGAGCGTTTCA 60 330 NM_012339 [Serru et al., 
2000] 

NET-7 
antisense 

GGTGCTATCCCAGACGGTCC     

β-Catenin 
sense 

GCCAAGTGGGTGGTATAGAG 49 330 NM_001904 [Wei et al., 
2008] 

β-Catenin 
antisense 

GCTGGGTATCCTGATGTGC     

Klonierungsprimer 
BglII-S100P 
sense 

AAAAGATCTATGACGGAACTA 50 300   

NheI-S100P 
sense 

AAAGCTAGCATGACGGAACTA 50 300   

BamHI-
S100P 
antisense 

AAAGGATCCTCATTTGAGTCCTGC 50    

Vektorprimer 
pEGFP-C1 
sequencing 

CATGGTCCTGCTGGAGTTCGTG 55   BD 
Biosciences 

pcDNA 3.1  
T7 promoter 
binding site 

TAATACGACTCACTATAGGG 50   Invitrogen 

pcDNA 
3.1/BGH 
reverse 
priming site 

TAGAAGGCACAGTCGAGG 50   Invitrogen 

M13  
-20 fwd 

TTGTAAAACGACGGCCAGTG 56    

M13 revers CAGGAAACAGCTATGACCATG 56    

a) Für die Klonierung relevante Schnittstellen, die neu eingeführt wurden, sind unterstrichen. 
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2.2. Methoden 

2.2.1. Patientengewebe 
In dieser Arbeit wurden 42 bronchiale Adenokarzinome und 16 normale Lungengewebe von 

Patienten untersucht, die am Bronchialkarzinom erkrankt waren. Den Patienten musste 
aufgrund der Tumorerkrankung ein Teil der Lunge chirurgisch entfernt werden (Poliklinik für 
Herz- und Thoraxchirurgie). Die Gewebeproben wurden im Schnellschnittlabor des Institutes 
für Pathologie präpariert und sofort in flüssigem Stickstoff eingefroren. Die Patienten waren 
über die Verwendung des Lungenmaterials aufgeklärt. Diese Studie war durch die Ethik-
Kommision der Medizinischen Fakultät, Halle/Saale genehmigt. 
 

2.2.2. Kultivierung eukaryotischer Zellen 

2.2.2.1. Standard-Zellkultur 

Puffer und Lösungen für die Zellkultur 

10× PBS (pH 7,4)   1,4 M NaCl     
     27 mM KCl    
     101,5 mM Na2HPO4   
     15 mM KH2PO4   
     in aqua bidest   
 
Zellkulturmedium   10 % FCS    
     1× Penicillin-Streptomycin (50 µg/ml) 
     in DMEM, High Glucose (4500 mg/l D-Glucose  

+ L-Glutamin, + Na-Pyruvat) 
 
1× Trypsin-Lösung 1× Trypsin-EDTA  

(0,05 % Trypsin, 0,53 mM Na2EDTA)  
in 1× PBS    

 
Die verwendeten Tumorzelllinien wurden in Zellkulturmedium bei 37 °C in einer 

Wasserdampf-gesättigten Atmosphäre mit 10 % CO2 auf 10 cm-Zellkulturschalen kultiviert. 
Für die Passagierung der Zellen wurden diese 4 min mit 1× Trypsin-Lösung bei 37 °C 
inkubiert. Danach wurden die Zellen mit Zellkulturmedium von der Zellkulturschale gelöst. 
Die vitale Zellzahl wurde mit Hilfe des Casy® Cell Counter Systems (Schärfe System GmbH, 
Reutlingen) bestimmt und die Zellen in definierter Zellzahl auf eine neue 10 cm-
Zellkulturschale umgesetzt. 

Für die Kryokonservierung wurde die Zellsuspension bei 500 g 5 min abzentrifugiert, in 
vorgekühltem Zellkulturmedium mit 10 % DMSO resuspendiert und in 2 ml Gefrierröhrchen 
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überführt. Das schrittweise Einfrieren erfolgte im Cryo 1 °C Freezing Container (Nalgene® 
Labware, Wiesbaden) bei -80 °C. Die Langzeitlagerung der Zellen erfolgte bei -160 °C über 
flüssigem Stickstoff in einem Espace 331 (Air Liquide, Frankfurt a.M.). 

Zum Auftauen der Zellen wurden diese mit 37 °C warmem Zellkulturmedium in 
Zentrifugenröhrchen überführt und bei 500 g 5 min abzentrifugiert. Das erhaltene Zellpellet 
wurde in 10 ml Zellkulturmedium resuspendiert und auf eine 10 cm-Zellkulturschale 
ausgesetzt. 

Für die Behandlung der Zellen mit zytotoxischen Agenzien und anderen zu untersuchenden 
Substanzen wurden diese subkonfluent (Zelldichte von 50 – 70 % Konfluenz) in 
Zellkulturmedium ausgesetzt. Nach 24 h Kultivierung wurden diese mit den entsprechenden 
Agenzien inkubiert. Der Zeitraum der Inkubation war abhängig vom entsprechenden Agenz. 
Die Zellen wurden dann in Zelltodanalysen (s. 2.2.2.7.), in der Immunzytochemie (s. 2.2.6.5.) 
oder auf die mRNA-Expression (s. 2.2.3.1. -  2.2.4.1.1.) oder Proteinexpression (s. 2.2.6.1.) 
untersucht. Konditioniertes Medium wurde von konfluenten Zellen nach 24 h Kultivierung 
abgenommen und im Verhältnis von 1:1 mit frischem Zellkulturmedium versetzt. 

2.2.2.2. Transfektion von Vektor-DNA in humane Zellen 

Für die Transfektion wurden die humanen Zellen am Vortag subkonfluent ausgesetzt. Die 
Transfektion erfolgte nach dem Protokoll des Effectene®-Transfektionsreagenz. Für eine  
12 well-Multischale wurden 0,3 µg Vektor-DNA auf 75 µl mit EC-Puffer verdünnt und 2,4 µl 
Enhancer zur Verdichtung der DNA zugegeben. Nach 5 min Inkubation wurden 5 µl 
Effectene®-Reagenz hinzugefügt. Das Effectene®-Reagenz formt mizellenartige Strukturen 
und schließt die DNA darin ein. Nach weiteren 10 min Inkubation wurden die Effectene®-
DNA-Komplexe mit Zellkulturmedium gemischt und direkt auf die Zellen gegeben. Die 
Zellen wurden mit dem Transfektionsreagenz über Nacht kultiviert. Danach wurde das 
Medium durch frisches Zellkulturmedium ersetzt. 

Die DNA-Sequenz des transfizierten Gens muss für eine stabile Expression durch eine 
spontane Rekombination in das Genom der Zellen integriert werden. Auf der eukaryotischen 
Vektor-DNA ist eine Antibiotikaresistenz-Kassette gegen Genetecin (G418) enthalten. 
Deshalb wurde dem Zellkulturmedium 1 mg/ml G418 zur Selektion dieser Zellen zugesetzt. 
Des Weiteren wurden die Zellen, die ein Fusionsprotein mit dem grünfluoreszierenden 
Protein GFP exprimierten, entsprechend ihrer Fluoreszenz am FACS Vantage Cell Sorter (BD 
Biosciences, San Diego, USA) sortiert. Zur Gewinnung von Einzelzellklonen wurden die 
Zellen soweit verdünnt, dass einzelne Zellen in einer Zellkulturschale herangezogen werden 
konnten. 

Die erzeugten Mischzellklone und Einzelzellklone wurden mittels RT-PCR (s. 2.2.3.1. - 
2.2.4.1.1.), Immuno-Blot (s. 2.2.6.1.) und Immunzytochemie (s. 2.2.6.5.) auf ihre Richtigkeit 
überprüft. 
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2.2.2.3. Transfektion von siRNA in humane Zellen 

Die siRNA-Oligonukleotide wurden von kommerziellen Anbietern (Invitrogen, Karlsruhe; 
Biomers, Ulm) bezogen. Sie wurden mit DEPC-behandeltem H2O auf eine Endkonzentration 
von 20 µM eingestellt (Tab. 4). Um die Bedingungen für die Transfektion der siRNA in die 
humanen Bronchialkarzinomzellen auszutesten und zu optimieren, wurde das BLOCK-iTTM 
Fluorescent Oligo, eine mit Fluorescein gekoppelte dsRNA, genutzt. 

Für die Transfektion von siRNA wurden die humanen Zellen am Vortag umgesetzt, so dass 
sie am Tag der Transfektion eine Konfluenz von 50 % bis 60 % erreicht hatten. Die 
Transfektion erfolgte nach dem Protokoll des OligofectamineTM-Reagenz. Für eine 12 well-
Multischale wurden 100 pmol siRNA (Tab. 4) in 50 µl Opti-MEM®-Medium verdünnt. Das 
OligofectamineTM-Reagenz wurde im Verhältnis 1:4 ebenfalls mit Opti-MEM®-Medium 
verdünnt. Nach fünfminütiger Inkubation bei Raumtemperatur (RT) wurden die beiden 
Ansätze gemischt und für weitere 20 min bei RT inkubiert. Das OligofectamineTM-Reagenz 
interagiert spontan mit den Oligonukleotiden und formt Transfektionskomplexe. Die 
OligofectamineTM-siRNA-Komplexe wurden mit Opti-MEM®-Medium gemischt und auf die 
Zellen gegeben. Die Zellen wurden mit dem Transfektionsreagenz über Nacht kultiviert. Am 
nächsten Tag wurde das Medium durch frisches Zellkulturmedium ersetzt. 

Tab. 4: Übersicht über die verwendete siRNA 

siRNA 5'  3'-Sequenz Referenz 

siRNA Kontrolle sense (Invitrogen) AAUGAGGAUGCCUGCAGGGAC  

siRNA Kontrolle antisense (Invitrogen) GUCCCUGCAGGCAUCCUCAUU  

siRNA S100P sense (Invitrogen) AAUGGAGAUGCCCAGGUGGAC [Arumugam et al., 2005] 

siRNA S100P antisense (Invitrogen) GUCCACCUGGGCAUCUCCAUU [Arumugam et al., 2005] 

siRNA Porcupine sense (Biomers) AAGUUGUCACAAGCUGGAACC [Chen et al., 2008] 

siRNA Porcupine antisense (Biomers) GGUUCCAGCUUGUGACAACUU [Chen et al., 2008] 

 

2.2.2.4. Proliferationsassay 

Die Untersuchung der Zellproliferation erfolgte in 12 well-Multischalen. Hierfür wurden  
1,3 x 104 Zellen/cm2 in Zellkulturmedium ausgesetzt. Die Zellzahl wurde täglich über einen 
Zeitraum von sieben Tagen bestimmt. Die Zellen wurden mittels Trypsin von der 
Zellkulturschale gelöst und die Anzahl der lebenden Zellen mit Hilfe des Casy® Cell Counter 
Systems ermittelt. Die Populationsverdopplung (PD) ist mit der Formel:  
(ln ZellzahlTag x – ln ZellzahlTag x-1)/ln2 berechnet worden [Dell'Orco et al., 1973].  
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Des Weiteren wurde die Proliferation der Zellen mit Hilfe des Indikatorfarbstoffs 
alamarBlue® bestimmt. Aufgrund der metabolischen Aktivität lebender Zellen wird der blaue 
Farbstoff Resazurin (alamarBlue) durch zelluläre Reduktasen zu dem pinkfarbenen Farbstoff 
Resorutin umgesetzt [O'Brien et al., 2000]. Geschädigte oder tote Zellen sind hingegen nicht 
in der Lage, den Farbstoff umzusetzen. Der Farbumschlag wurde durch Absorptionsmessung 
am FLUOstar OPTIMA Mikroplatten reader (BMG Labtechnologies, Offenburg) bei 570 nm 
und bei 620 nm vermessen und die Differenz ermittelt. Die Zellen wurden hierfür in einer 
Dichte von 2,3 x 104 Zellen/cm2 auf einer Zellkulturschale ausgesetzt und die Proliferation 
nach vier Tagen Kultivierung bestimmt. 

2.2.2.5. Zellzyklusanalyse 

In der Zellzyklusanalyse wurde der DNA-Gehalt der Zellen mit Hilfe der 
Durchflusszytometrie bestimmt. Dazu wurde die DNA der Zellen mit Hilfe des DNA-
interkalierenden Fluoreszenzfarbstoffs Propidiumiodid (PI) gefärbt. Die PI-Fluoreszenz 
korreliert mit dem DNA Gehalt der Zellen und somit mit dem Zellzyklus der Zellen.  
 
PI-Färbe-Lösung   3,4 mM Na-Citrat  

0,1 mM Na2EDTA  
0,05 mg/ml Propidiumiodid  
0,05 mg/ml RNaseA    

     in 1× PBS   
 

Die Zellen wurden in vorgekühltem 70 %igem Ethanol aufgenommen und über Nacht bei  
-20 °C fixiert und permeabilisiert. Nach der Fixierung der Zellen wurden diese bei 500 g  
5 min zentrifugiert, mit PBS gewaschen und in PI-Färbe-Lösung aufgenommen. Durch die 
Permeabilisierung der Zellmembranen gelangt das Propidiumiodid in den Zellkern. Da 
Propidiumiodid auch RNA anfärbt, wurde diese durch die RNaseA in der Färbelösung 
abgebaut. Nach einer weiteren Stunde Inkubation auf Eis wurden der DNA-Gehalt der Zellen 
am FACS Calibur Flow Cytometer (BD Biosciences, San Diego, USA) vermessen. Die 
Anregung der Fluoreszenz erfolgte bei 488 nm, die Emission wurde bei 578 nm vermessen. 
Mit Hilfe der Multicycle Software (Flow Systems, Phoenix, USA) wurde der prozentuale 
Anteil der Zellen in den jeweiligen Zellzyklusstadien errechnet.  

2.2.2.6. Bildung von Tumorkolonien in vitro 

Der tumor-colony-forming-Asssay wurde eingesetzt, um in vitro die Bildung von 
Tumorkolonien aus Einzelzellen zu analysieren. 
 
1,2 % Deckagar   Agar Agar   1,2 g  
     aqua bidest    auf 100 ml 
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1,5 % Grundagar   Agar Agar   1,5 g  
     aqua bidest    auf 100 ml 
 
2× DMEM (pH 7,2)   88 mM NaHCO3  

2× DMEM    
2 mM L-Glutamin  
39 mM D-Glucose  
100 µg/ml PS   
20 % FCS    
in aqua bidest  

 
Der Agar wurde erwärmt und im flüssigen Zustand im Verhältnis von 1:1 mit 2× DMEM 

vermischt. Die Zellkulturschalen wurden zunächst mit dem 0,75 %igen Grundagar 
beschichtet. Anschließend wurden die Zellen mittels Trypsin von der Zellkulturschale gelöst 
und gut vereinzelt. Daraufhin wurden 2,2 x 103 Zellen/cm2 mit dem 0,6 %igen Deckagar 
vermischt und auf die Grundagarschicht aufgebracht [Lawrence et al., 1984]. Nach dem 
Festwerden wurde der Agar mit Zellkulturmedium bedeckt. Dieses wurde regelmäßig 
erneuert.  

Nach vierwöchiger Inkubation wurden Anzahl und Größe der gebildeten Tumorkolonien am 
Zeiss Axiovert 200M Mikroskop (Zeiss, Jena) analysiert. Dieses war mit einer Spot RT 
Kamera (Zeiss, Jena) ausgestattet. Die Aufnahmen wurden mit Hilfe der Metamorph 4.6.5. 
Software (Visitron Systems, Puchheim) ausgewertet. Die Anzahl der gebildeten 
Tumorkolonien wurde pro Zellkulturschale bestimmt und auf die Ausgangszellzahl normiert. 
Für die Ermittlung der Größe der gebildeten Tumorkolonien wurde der Durchmesser von 100 
zufällig ausgewählten Tumorkolonien bestimmt und gemittelt. 

 
Zellkulturmedium 

 
 

vier Wochen Deckagar mit Tumorzelle/-kolonien 

Grundagar 
 

2.2.2.7. Zelltodanalyse 

Bei der Zelltodanalyse von Zellen unterscheidet man zwei Arten von Zelltod, die Apoptose 
und die Nekrose (Spätapoptose). Bei der Nekrose gehen die Zellen aufgrund der 
Permeabilisierung der Zellmembran zugrunde. Der nekrotische Zelltod kann deshalb anhand 
der Propidiumiodid-Aufnahme in die Zellen analysiert werden. Die Apoptose ist ein 
programmierter Zelltod. Hierbei bleibt die Zellmembran intakt. Es kommt jedoch zu einer 
Kondensation des Chromatins, zur Schrumpfung der Zelle und letztlich zur Abschnürung von 
membranumgrenzten Vesikeln (Abb. 3). Die Chromatin-Kondensation ist mit Hilfe der 
Hoechst-DNA-Färbung am Mikroskop auswertbar. Der Nachweis des apoptotischen Sterbens 
der Zellen kann auch anhand der Annexin-V-Färbung der Zellen erfolgen. Hierbei werden 
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Phosphatidylserine auf der Zelloberfläche detektiert, die von apoptotisch sterbenden Zellen 
nach außen exponiert werden. 

Propidiumiodid-Färbung 

Der spät-apoptotische oder nekrotische Zelltod wurde anhand der Aufnahme des DNA-
interkalierenden Fluorochroms Propidiumiodid in die Zellen untersucht. Die Zellen wurden 
mittels Trypsin von der Zellkulturschale gelöst, mit 5 µg/ml Propidiumiodid (in PBS 
verdünnt) versetzt und sofort am FACS Calibur Flow Cytometer (BD Biosciences) analysiert. 
Die Anregung der Fluoreszenz erfolgte bei 488 nm, die Emission wurde bei 578 nm 
vermessen. Der Anteil sterbender Zellen wurde mit Hilfe der CellQuest Pro Software (BD 
Biosciences) ausgewertet. 

Annexin-V-Färbung 

Apoptotisch sterbende Zellen exponieren früh Phosphatidylserin auf ihrer Oberfläche. 
Dieses Phospholipid wird spezifisch durch Annexin-V gebunden. Nekrotisch sterbende Zellen 
besitzen ebenfalls Phosphatidylserin. Dieses wird bei der Nekrose jedoch nicht spezifisch 
nach außen transportiert. Da Annexin-V auch bei nekrotisch sterbenden Zellen 
Phosphatidylserin bindet, wurden die Zellen zusätzlich mit Propidiumiodid gefärbt. Dieses 
kann von apoptotisch sterbenden Zellen nicht aufgenommen werden, da diese eine intakte 
Zellmembran besitzen. Somit waren diese nur einfach positiv für Annexin-V gefärbt. 

Die Färbung der behandelten Zellen in Annexin-V-PI-Färbelösung erfolgte für 15 min bei 
RT. Der Anteil apoptotisch und nekrotisch sterbender Zellen wurde am FACS Calibur Flow 
Cytometer mit der CellQuest Pro Software (BD Biosciences) ausgewertet. Die Anregung der 
Fluoreszenz erfolgte bei 488 nm, die Emission der Fluorochrome wurde bei 578 nm für 
Propidiumiodid und bei 519 nm für Fluorochrom-gekoppeltes Annexin-V vermessen. 
 
10× Inkubationspuffer (pH 7,4) 100 mM HEPES-NaOH  
     1,4 M NaCl    
     50 mM CaCl2×2 H2O  
     in aqua bidest   
 
Propidiumiodid-Lösung  50 µg/ml Propidiumiodid 
     in 1× Inkubationspuffer 
 
Annexin-V-PI-Färbelösung  1× Fluorochrom-gekoppeltes Annexin-V 

(Annexin-V-Fluos) 
     10 µg/ml Propidiumiodid-Lösung   
     1× Inkubationspuffer     
     in aqua bidest  
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Hoechst-Färbung 

Der apoptotische Zelltod wurde anhand der Kondensation bzw. Fragmentierung des 
Zellkerns bestimmt. Die Zellen wurden in 70 %igem Ethanol fixiert und auf Objektträgern 
trocknen gelassen. Die getrockneten Objektträger wurden mit 1 µg/ml des Fluorochroms 
Hoechst 33342 (in 1× PBS verdünnt) gefärbt. Es wurden je 300 Zellen pro Versuch am Zeiss 
Axiovert 200M Mikroskop (Zeiss, Jena) ausgewertet. Der Anteil apoptotischer Zellen wurde 
anhand fragmentierter oder kondensierter Zellkerne bestimmt. 

2.2.2.8. Migration von Zellen 

Die Migration der Zellen wurde zum einen mit Hilfe des sogenannten Wundheilungs-Tests 
untersucht. Zum anderen wurde mit Hilfe von Transwell-Einsätzen die Migrationsfähigkeit 
von Zellen durch eine permeable Membran überprüft. 

in vitro Wundheilungs-Test 

Für den Wundheilungs-Test wurde in eine Monolayer konfluent gewachsener Zellen mit 
einer Pipettenspitze eine „Wunde“ (Spalt) gesetzt, um festzustellen, wie gut der Spalt durch 
die Migration geschlossen wird. Die Zellen wurden daraufhin in FCS-reduziertem-
Zellkulturmedium (1 % FCS) kultiviert, um zu verhindern, dass sie in den Spalt hinein 
proliferieren. Die Spaltbreite wurde in regelmäßigen Abständen mit dem Zeiss Axiovert 
200M Mikroskop mit Spot RT-Kamera und der dazugehörigen Metamorph 4.6.5. Software 
ausgewertet. Der Abstand zwischen den Zellen wurde pro Spalt und Tag an drei 
verschiedenen Stellen vermessen und gemittelt.  

in vitro Transwell-Test 

Für den Transwell-Test wurden die Zellen in Zellkultur-Inserts (ThinCerts, Frickenhausen) 
ausgesetzt. Die Inserts bestehen aus einer porösen Membran mit definierter Porengröße von  
8 µm. Die Zellkultur-Inserts enthielten FCS-freies Zellkulturmedium. Um die Zellmigration 
zu stimulieren, wurde das Insert in eine Zellkulturkammer überführt, welche 
Zellkulturmedium (10 % FCS) enthielt. Das Medium in beiden Kammern wurde täglich 
erneuert. In Abhängigkeit der Zelllinie wurden die Zellen nach entsprechender 
Kultivierungszeit im Inneren des Transwells mit einem Tupfer entfernt. Die Anzahl migrierter 
Zellen, die sich sowohl an der Unterseite des Einsatzes als auch am Boden der 
Zellkulturschale befinden konnten, wurde indirekt mittels alamarBlue® Färbelösung 
nachgewiesen (s. 2.2.2.3.). 
 

DMEM ohne FCS

Zellen auf Membran

DMEM mit FCS

 
 
 



2. Material und Methoden  34 

2.2.2.9. In vitro Phagozytose-Test [Kask et al., 2004] 

Isolierung der Makrophagen 

Mononukleäre Zellen wurden aus Buffy Coats gewonnen. Die Buffy Coats wurden von der 
Transfusionsmedizin zur Verfügung gestellt und waren mit Blutzellen (weiße und rote 
Blutkörperchen und Blutplättchen) angereichert. Diese wurde durch die Zentrifugation einer 
Vollblutspende, welche mit Gerinnungshemmern versetzt worden war, gewonnen. 

Die Buffy Coats wurden zu gleichen Anteilen mit 1× PBS versetzt. In einer 
Endkonzentration von 0,6 % (v/v) wurde Dextran hinzugegeben. Das Gemisch wurde für eine 
Stunde bei RT inkubiert, um die Erythrozyten von den restlichen enthaltenen 
Blutbestandteilen abzutrennen. Der erythrozytenfreie Überstand wurde daraufhin 
abgenommen, abzentrifugiert und mit 1× PBS gewaschen. Die in PBS aufgenommenen 
Zellen wurden auf einen Ficoll-Gradienten mit einer Dichte von 1,077 g/ml überschichtet und 
bei 500 g für 35 min zentrifugiert. Die mononukleären Zellen aus der Interphase wurden 
nochmals bei 500 g für 30 min zentrifugiert, in 1× PBS gewaschen und in einer Zelldichte 
von 1 x 106 Zellen/cm2 in eine 24 well-Multischale ausgesetzt. Die Zellen wurden im 
Differenzierungsmedium bei 37 °C in einer 5 % CO2 Wasserdampf-gesättigten Atmosphäre 
für 7 d kultiviert. Die Differenzierung der Monozyten zu Makrophagen erfolgte durch den 
Granulocyten-Makrophagen-Kolonie-stimulierenden Faktor (GM-CSF). Nach sieben Tagen 
wurden die Makrophagen im in vitro Phagozytose-Test eingesetzt. 
 
Differenzierungsmedium  25 µg/ml Transferrin 

50 µg/ml Gentamycin 
5 ng/ml GM-CSF  
in RPMI (+ L-Glutamin) 

Phagozytose-Test 

Apoptotische Zellen werden im Körper zumeist durch Makrophagen erkannt und mittels 
Phagozytose aus dem Gewebe entfernt, um die Freisetzung intrazellulärer Toxine oder 
Immunogene zu verhindern. 

Die Apoptose von H358-Zellen wurde durch die Behandlung mit 50 µM Etoposid für 48 h 
induziert. Der apoptotische Zelltod wurde anhand der Annexin-V-Färbung am FACS Calibur 
Flow Cytometer mit der CellQuest Pro Software überprüft (s. 2.2.2.7.).  

Die auf Phagozytose zu testenden Zellen wurden für 15 min mit 20 µM CFSE markiert. 
Dieses Fluorochrom wird durch intrazelluläre Esterasen gespalten und fluoresziert im grünen 
Wellenlängenbereich (Extinktion 488 nm/Emission 492-517 nm). Die so markierten 
Tumorzellen wurden in einem Verhältnis von 2:1 zu den adhärenten Makrophagen gegeben. 
In einführenden Untersuchungen wurde der Phagozytose-Test nach 10 min, 30 min, 1 h, 2 h, 
4 h und 24 h gestoppt und ausgewertet. Es zeigte sich, dass nach zweistündiger Inkubation der 
Tumorzellen mit den Makrophagen die maximale Phagozytose-Rate erreicht wurde. Aus 
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diesem Grund wurde für weiterführende Studien die Phagozytose nach zwei Stunden 
vermessen. Hierfür wurde das Zellgemisch gewaschen, um nicht-phagozytierte Tumorzellen 
zu entfernen. Die adhärente Makrophagenpopulation mit den phagozytierten Tumorzellen 
wurde dadurch nicht beeinflusst. Die Makrophagen wurden mit 1 % Lidocain (in 1× PBS) von 
der Zellkulturschale gelöst und anschließend mit Allophycocyanin- (APC-) konjugierten 
CD11- und CD14-Antikörpern markiert. Diese fluoreszieren im roten Bereich (Extinktion 635 
nm/Emission 660 nm). CD11 und CD14 sind spezifische Oberflächenmarker für 
Monozyten/Makrophagen. Somit konnte die Phagozytose anhand der Doppelfluoreszenz von 
CFSE (Tumorzellen) und APC (Makrophagen) am FACS Calibur Flow Cytometer mit der 
CellQuest Pro Software (BD Biosciences) ausgewertet werden. Tumorzellen, die nicht 
phagozytiert wurden, zeigen nur eine CFSE-Fluoreszenz und Makrophagen zeigen nur eine 
APC-Fluoreszenz.  
 

2.2.3. Molekulargenetische Arbeiten mit RNA     
Für die Arbeit mit RNA wurde aqua bidest mit 0,1 % (v/v) DEPC, welches ein starker 

Inhibitor von RNasen ist, behandelt, über Nacht bei 37 °C inkubiert und anschließend 
autoklaviert. 

2.2.3.1. RNA-Isolation mittels RNeasy Mini Kit 

Die Isolation der RNA aus humanen Zellen und Gewebe erfolgte nach dem Protokoll des 
RNeasy Mini-Kit. Der DNase-Verdau wurde auf der Säule durchgeführt und die RNA wurde 
mit 60 µl DEPC-behandeltem H2O eluiert. Nach der Isolation wurde 1 µg RNA im Agarose-
Gel aufgetrennt, um DNA-Kontamination oder Abbau der RNA auszuschließen. 

2.2.3.2. RNA- bzw. DNA-Konzentrationsbestimmung 

Die Konzentration der isolierten RNA bzw. DNA wurde am NanoDropTM 1000 
Spectrophotometer (Thermo Scientific, Wilmington, USA) mit Hilfe der ND-1000 
Spectrophotometer Software (v. 3.2.0) bestimmt. Die Nukleinsäuren wurde bei einer 
Wellenlänge von 260 nm (OD260) vermessen, wobei eine OD von 1,0 einer RNA-
Konzentration von 40 µg/ml und einer DNA-Konzentration von 50 µg/ml entspricht. Durch 
den Quotienten OD260/OD280 können Rückschlüsse auf die Reinheit der Nukleinsäuren 
gezogen werden. Dieser sollte in einem optimalen Bereich von 1,8 bis 1,9 liegen.  

2.2.3.3. Reverse Transkription 

Die Umschreibung der RNA in cDNA erfolgte am Biometra TRIO-Thermoblock 
(biomedizinische Analytik GmbH, Göttingen) nach dem folgenden Protokoll: 
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Gesamt-RNA    300 ng 
    M-MLV RT 5× Buffer  5 µl 
    Oligo(dT)15 Primer (50ng/µl) 1,5 µl 
    Random-Primer (30 ng/µl)  1,5 µl 

   dNTPs (12,5 mM)   1 µl 
 
Dieser Ansatz wurde für 3 min bei 72 °C inkubiert und sofort auf Eis abgekühlt. Anschließend 
wurde diesem Ansatz ein Mix aus: 
    

M-MLV Reverse Transcriptase,  
RNase H(-)             0,2 µl   
DEPC-behandeltes H2O  ad. 25 µl hinzugefügt. 

 
Die Reverse Transkription erfolgte für 45 min bei 42 °C. Die Inaktivierung des Enzyms 
erfolgte für 1 min bei 95 °C.  
 

2.2.4. Molekulargenetische Arbeiten mit DNA 

2.2.4.1. Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) 

Für die Analyse der Expression spezifischer Gene, der Amplifikation von DNA-Abschnitten 
sowie der Analyse von durch Transformation erzeugten Klonen wurden PCR-Reaktionen am 
Eppendorf Mastercycler gradient (Eppendorf AG, Hamburg) durchgeführt. 

2.2.4.1.1. Standard-PCR 

Für die Amplifizierung spezifischer DNA-Sequenzen für analytische Zwecke wurde ein 
PCR Master-Mix verwendet, der die Taq-DNA Polymerase, dNTPs, MgCl2 und den 
Reaktionspuffer enthielt. Es wurde hierfür humane cDNA als Template verwendet.  

Des Weiteren wurden zur Kontrolle von transformierten Bakterien gereinigte Plasmid-DNA 
(s. 2.2.4.2.5.) oder DNA aus Bakterienzelllysaten als Template eingesetzt. Einzelne 
Zellkolonien wurden hierfür in aqua bidest 5 min bei 96 °C erhitzt und zentrifugiert. Der 
DNA-haltige Überstand wurde als Template verwendet. 
 
Reaktionsansatz   2× PCR Master-Mix   12,5 µl  
     aqua bidest    9,5 µl  

sense Primer    1 µl   
     antisense Primer   1 µl   
     Template-DNA   1 µl  
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PCR-Programm   1) 94 °C  3 min  Denaturierung 
     2) 94 °C  30 sec  Denaturierung 
     3)  x °C  30 sec  Annealing 
     4) 72 °C  1 min  Synthese 
     Die Schritte 2-4 wurden in 18-40 Zyklen wiederholt. 
     5) 72 °C  3 min  Nachsynthese 
 
Das Temperaturprotokoll wurde dem jeweiligen Primer-Paar (Annealing-Temperatur; Tab.  3) 
und dem Template (Synthese-Zeit) angepasst. Als Negativ-Kontrolle wurde eine PCR-
Reaktion ohne Template mitgeführt. 

2.2.4.1.2. Klonierungs-PCR 

Die für die Klonierungen erforderlichen DNA-Sequenzen wurden mit der Easy A™ High-
Fidelity PCR Cloning-Polymerase amplifiziert. Diese besitzt sowohl eine terminale 
Transferaseaktivität als auch eine 3'-5'-proof-reading-Aktivität. Als Template diente humane 
cDNA (s. 2.2.3.3.), die aus humaner RNA von bronchialem Tumorgewebe synthetisiert wurde 
(s. 2.2.3.1.). Als Primer wurden die in Tabelle 3 aufgeführten Klonierungsprimer verwendet. 
 
Reaktionsansatz   10× Easy A™-Reaktionspuffer 5 µl 

dNTP-Lösung (10 mmol)  1 µl   
     Template-cDNA   1 µl   
     sense Primer    1 µl   
     antisense Primer    1 µl   
     Easy A™-Polymerase   0,5 µl  
     aqua bidest    40,5 µl  
  
PCR-Programm   1) 95 °C  2 min  Denaturierung 
     2) 95 °C  40 sec  Denaturierung 
     3)  50 °C  30 sec  Annealing 
     4) 72 °C  1 min  Synthese 
     Die Schritte 2-4 wurden in 40 Zyklen wiederholt. 
     5) 72 °C  7 min  Nachsynthese  

2.2.4.1.3. Agarose-Gelelektrophorese 

Zur Analyse der DNA wurde diese entsprechend ihrer Größe in 1,5 % (w/v) (bei großen 
Fragmenten) bis 3 % (w/v) (bei kleinen Fragmenten) Agarosegelen aufgetrennt. Die 
Agarosegele enthielten 0,5 mg/ml Ethidiumbromid. Die Gelelektrophorese erfolgte in 
horizontalen Elektrophoresekammern (ReadySub-Cell GT Cells, Bio-Rad, München) in  
1× TAE-Laufpuffer bei ca. 80-110 V (Standard Power Pack P25, Biometra, Göttingen).  
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50× TAE-Puffer (pH 8,0)  2 M Tris-HCl     
       5,71 % Essigsäure   
       50 mM Na2EDTA 
       in aqua bidest     
 

Die aufzutragenden Proben wurden mit Orange G-Probenpuffer versetzt. Der 100 bp-DNA-
Größenmarker bzw. der 1 kb-DNA-Größenmarker wurden ebenfalls im Gel aufgetragen, um 
die Größe linearer DNA-Fragmente bestimmen zu können. Die DNA-Banden wurden am 
LAS3000 Computer based imaging System (FujiFilm, Tokio, Japan) detektiert und mit Hilfe 
der AIDA3.5 Software (Raytest, Straubenhardt) ausgewertet. 
 
Orange G-Probenpuffer  50 % Glycerin 
     0,05 % Orange G 
     in aqua bidest 

2.2.4.1.4. Real-Time-PCR 

Für die quantitative Analyse der Genexpression wurde die Real-Time-PCR eingesetzt. 
Externe Standards wurden zuvor mit den Gen-spezifischen Primern amplifiziert, aufgereinigt 
und quantifiziert. In einer Konzentrationsreihe wurden diese in jeder Real-Time-PCR 
zeitgleich mit den Proben amplifizert. Anhand der Standardamplifikationen konnte die 
cDNA-Konzentration der Proben ermittelt werden. Die Real-Time-PCR wurde am iCycler 
iQTM System (Bio-Rad, München) durchgeführt. Die Amplifikationskurven wurden mit Hilfe 
der iCycler iQ Software for SNP (Bio-Rad, München) ausgewertet. Die Quantifizierung 
basiert auf der Fluoreszenz-Messung von SYBR Green. Dieses fluoresziert nach dem Einbau 
in doppelsträngige DNA und dient als Parameter für die cDNA-Amplifikation.  
 
Reaktionsansatz   RNase-freies aqua bidest 9,5 µl 
     2× iQ SYBR Green- 
     PCR Master-Mix  12,5 µl 
     sense Primer   1 µl 
     antisense Primer  1 µl 
     cDNA-Template  1 µl 
 
PCR-Programm   1) 95 °C  2 min  Denaturierung 
     2) 95 °C  20 sec  Denaturierung 
     3)  x °C  20 sec  Annealing 
     4) 72 °C  30 sec  Synthese 
     Die Schritte 2-4 wurden in 40-50 Zyklen wiederholt. 
     5) 72 °C  2 min  Nachsynthese 
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Die Annaeling-Temperatur war abhängig von der Schmelztemperatur der Primer (Tab. 3). 
Die Fluoreszenz von SYBR Green wurde nach der Synthese-Phase (Schritt 4) gemessen.  

Für jede PCR wurde anschließend eine Schmelzkurvenanalyse der PCR-Produkte erstellt, 
um die Spezifität der Primerbindung zu überprüfen. Die Temperatur wurde hierfür um jeweils 
0,5 °C von 60 °C auf 100 °C erhöht. Während dieser gleichmäßigen Temperaturerhöhung 
wurde die Fluoreszenz von SYBR Green gemessen. 

2.2.4.2. DNA-Mikroarray 

In dem High Density Oligonukleotid-Mikroarray wurde die Expression von ca. 54 000 
humanen Gensequenzen untersucht. Die Gen-Chips umfassen ungefähr 47 000 mRNA-
Transkripte, von denen 38 500 gut charakterisierte Gene sind. Zusätzlich können 9 900 
expressed sequence tags (ESTs) analysiert werden, von denen allerdings noch keine Funktion 
bekannt ist.  

Für den DNA-Mikroarray wurde RNA aus Geweben oder Zellen isoliert (s. 2.2.3.1.) und 
vermessen (s. 2.2.3.2.). Für die Untersuchung der Gen-Expression wurden 5 µg Gesamt-RNA 
eingesetzt. Die weitere Analyse (Erststrang- und Zweitstrang-cDNA-Synthese, in vitro 
Transkription in cRNA und deren Biotinmarkierung, Fragmentierung der cRNA und 
Hybridisierung mit den Gen-Chips, Biotin-Nachweis und densiometrische Analyse) wurde am 
ZMG (Zentrum für medizinische Grundlagenforschung) von Herrn Dr. Christov durchgeführt. 
Die Mikroarray-Analyse erfolgte entsprechend dem One-Cycle Gen-Chip-Protokoll 
(Affymetrix, USA). Es wurde der GeneChip® Human Genome U133 Plus 2.0 Array 
(Affymetrix, USA) verwendet.  

2.2.4.3. Klonierung von DNA 

2.2.4.3.1. Spaltung der DNA mit Restriktionsendonukleasen 

Die Restriktion der DNA erfolgte in einem Gesamtvolumen von 20 µl (analytisch) bis  
150 µl (präparativ). Als Inkubationspuffer dienten die vom Hersteller mitgelieferten Puffer. 
Pro 1 µg DNA wurden  1-5 U Restriktionsendonuklease zugegeben. Der Restriktionsansatz 
wurde für mindestens 3 h bei 37 °C inkubiert.  

Nach Überprüfung auf vollständige Spaltung mittels Agarose-Gelelektrophorese  
(s. 2.2.4.1.3.) wurden die Nukleasen durch Inkubation bei 70 °C für 10 min hitzeinaktiviert 
oder mit Hilfe des MinElute® PCR Purification-Kit entfernt. 

2.2.4.3.2. Reinigung und Konzentrierung von PCR-Produkten und DNA 

Die Reinigung präparativ amplifizierter PCR-Produkte und präparativer 
Restriktionsprodukte erfolgte mit dem MinElute® PCR Purification-Kit. Es wurde nach dem 
Protokoll des Herstellers verfahren und die DNA anschließend mit 30 µl aqua bidest eluiert. 
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2.2.4.3.3. Präparation von DNA-Fragmenten aus Agarose-Gelen 

Für die Präparation von DNA-Fragmenten aus Agarose-Gelen wurde low melting-Agarose 
verwendet. Die zu präparierenden DNA-Fragmente wurden in dem präparativen Agarose-Gel 
aufgetrennt (s. 2.2.4.1.3.). Das entsprechende Fragment wurde unter UV-Licht (320 nm) auf 
dem Transilluminator (Biometra, Göttingen) aus dem Gel herausgeschnitten. Unter 
Anwendung des Protokolls des MinElute Gel Extraction-Kit konnte das Fragment aus dem 
Agaroseblock isoliert werden.  

2.2.4.3.4. Ligation von DNA-Fragmenten 

Die Ligation von PCR-Produkten in den pDrive Cloning-Vektor erfolgte nach dem 
Protokoll des Herstellers. Der pDrive Cloning-Vektor verfügt über einen Uracil-Überhang 
und kann mit dem in der Klonierungs-PCR (s. 2.2.4.1.2.) erzeugten Adenosin-Überhang 
hybridisieren.  

Die Ligation in die Vektoren pEGFP-C1 oder pcDNA3.1(+) wurde in einem 
Gesamtvolumen von 20 µl durchgeführt. Die Konzentrationsbestimmung für Ligationen 
erfolgte durch direkten Vergleich der miteinander zu ligierenden Fragmente im Agarose-Gel 
(s. 2.2.4.1.3.). Das Konzentrationsverhältnis von Vektor-DNA zu Fragment-DNA betrug 1:3. 
Die Vektor-DNA und die Fragment-DNA wurden mit 2 µl 10× Ligationspuffer und 1 U T4-
DNA-Ligase für 2-3 Tage bei 4 °C inkubiert. 

2.2.4.3.5. Plasmidisolation 

Zur Gewinnung von Plasmid-DNA wurden sowohl der QIAprep Spin Miniprep-Kit als auch 
der EndoFree Plasmid Mega-Kit eingesetzt. Eine Übernachtkultur von E. coli wurde bei 
10 000 g in einer Hereaus® Biofuge fresco oder Hereaus® Biofuge stratos (Schütt 
Labortechnik, Göttingen) pelletiert. Die weitere Präparation der Plasmid-DNA aus dem 
Zellpellet erfolgte entsprechend des Hersteller-Protokolls. Die isolierte Plasmid-DNA wurde 
bei -20 °C gelagert. Die Plasmid-DNA wurde zur Sequenzierung (s. 2.2.4.3.6.), zur 
präparativen Restriktion (s. 2.2.4.3.1.) und zur Transfektion (s. 2.2.2.2.) eingesetzt. 

2.2.4.3.6. Sequenzreaktion 

Die Sequenzierung diente der Überprüfung der generierten Plasmide. Für die 
Sequenzreaktion wurde der BigDye® Terminator v1.1 Cycle Sequencing-Kit verwendet. 
 
Sequenzreaktion   Ready Reaction PreMix 4 µl   
     Big Dye Sequencing-Puffer 2 µl   
     Primer    2 µl   
     DNA-Template  1 µl   
     aqua bidest   11 µl    
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PCR-Programm   1) 96 °C  1 min  Denaturierung 
     2) 96 °C  1 min  Denaturierung 
     3)  56-68 °C 30 sec  Annealing 
     4) 60 °C  4 min  Synthese 
     Die Schritte 2-4 wurden in 50 Zyklen wiederholt. 
 
Die Annaeling-Temperatur war abhängig von der Schmelztemperatur der Primer (Tab. 3). 
Die Sequenzreaktion wurde zur Aufreinigung nach folgendem Protokoll gefällt: 
      

Sequenzreaktion  20 µl 
     aqua bidest   20 µl 
     250 mM Na2EDTA  1 µl 
     3 M Natriumacetat (pH 5,2) 4 µl 
     96 % Ethanol   60 µl 
           20 min bei 10 000 g zentrifugieren 
     Überstand abnehmen 
     70 % Ethanol   500 µl   
          5 min bei 10 000 g zentrifugieren  
     Überstand vorsichtig abnehmen 
 

Das Pellet wurde in dem Concentrator 5301 (Eppendorf, Hamburg) Vakuum-getrocknet 
und bis zur Sequenzierung bei -20 °C gelagert. Die Sequenzierung wurde am ZMG von Frau 
Dr. Darmer am ABI PRISM® 3100 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, Warrington, UK) 
mittels Kapillar-Elektrophorese durchgeführt und beruht auf dem Prinzip der Multicolour-
Fluoreszenz-Analyse markierter Polynukleotide. Die Sequenzdaten wurden mit der ABI 
PRISM® 3100 Genetic Analyzer Software (Applied Biosystems, Warrington, UK) und unter 
Anwendung von Chromas (Version 1.62) ausgewertet. 
 

2.2.5. Kultivierungsbedingungen für Bakterienkulturen 

2.2.5.1. Anzucht der E. coli-Kulturen 

Nährmedien für E. coli-Kulturen 

LB-Nähragar    LB-Agar   37 g 
    aqua bidest    ad 1 l 

 
LB-Flüssigmedium   Luria Broth   25 g 
     aqua bidest   ad 1 l 
Die Nährmedien wurden bei 121°C und 2 bar für 15 min autoklaviert. 
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Medienzusätze 

Ampicillin   125 mg/l 
Kanamycin   25 mg/l 
IPTG    48 mg/l 
X-Gal    40 mg/l 

Die X-Gal-Stammlösung wurde in Dimethylformamid gelöst. Die Lagerung der 
Stammlösungen erfolgte bei -20 °C und wurde den sterilen Medien in der angegebenen 
Konzentration zugesetzt. 

 
Die E. coli-Kulturen wurden aerob in/auf LB-Medium bei 37 °C angezogen. Die 

Flüssigkulturen wurden in einem Schüttelinkubator (Certomat®, B.Braun Biotech, 
Melsungen) bei 200 rpm angezogen. Das Zellwachstum wurde als Optische Dichte (OD600) 
mit einem DU® 800 Spektrophotometer (Beckman Coulter, Krefeld) gegen unbeimpftes 
Medium gemessen. Die Anzucht der E. coli-Kultur auf Nähragar erfolgte über Nacht im 
Heraeus® Wärmeinkubator (Schütt Labortechnik, Göttingen). 

2.2.5.2. Transformation und Selektion rekombinanter E. coli-Klone 

Herstellung kompetenter E. coli-Zellen 

Die Herstellung kompetenter E. coli-Zellen erfolgte nach der Calciumchlorid-Methode 
[Mandel & Higa, 1970]. Über Nacht wurde eine Vorkultur des E. coli Stammes Top F´ 10 
angezogen. Diese Kultur wurde in frischem 50 ml LB-Medium 1:100 verdünnt und bei 37 °C 
bis zu einer Optischen Dichte (OD600) von 0,3 kultiviert. Die Zellen wurden 10 min auf Eis 
inkubiert und in ein steriles, vorgekühltes 50 ml-Röhrchen überführt. Nach einer 
Zentrifugation von 10 min bei 3000 g und 4 °C in einer Hereaus® Biofuge stratos (Schütt 
Labortechnik, Göttingen) wurde das Pellet in 10 ml eiskalter 100 mM CaCl2-Lösung 
resuspendiert und erneut zentrifugiert. Anschließend wurden die Zellen in 2 ml 100 mM 
CaCl2-Lösung aufgenommen und bis zur Transformation auf Eis gestellt. Nicht verwendete 
kompetente Zellen wurden in sterilem 25 %igen Glycerin (v/v) bei -80 °C gelagert. 

Transformation 

Die Transformation wurde nach Sambrook et al. (1989) [Sambrook et al., 1989] 
durchgeführt. Je 100-200 µl kompetente Zellen wurden mit der Plasmid-DNA gemischt und 
ca. 30 min auf Eis inkubiert. Nach dem folgenden Hitzeschock von 90 sec bei 42 °C im 
Wasserbad wurde der Ansatz für 2 min auf Eis abgekühlt. Nach Zugabe von 0,4-0,8 ml LB-
Medium wurden die transformierten E. coli-Zellen für 45 min bei 37 °C unter Schütteln 
inkubiert. Danach wurde ein Teil des Ansatzes auf Selektionsagar ausplattiert und über Nacht 
bei 37 °C inkubiert. 
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Selektion rekombinanter E. coli–Klone 

Plasmidvektoren enthalten unterschiedliche Antibiotika-Resistenz-Kassetten. Nach der 
Transformation in die Bakterienzelle können diese auf die jeweilige Antibiotikaresistenz 
selektiert werden. Zu diesem Zweck wurden den Nährmedien 125 mg/l Ampicillin oder  
25 mg/l Kanamycin zugegeben.  

Bei rekombinanten Klonen, die durch den Test auf α-Komplementation identifiziert werden 
konnten, wurde den Selektionsplatten der künstliche Induktor IPTG und das chromogene 
Substrat X-Gal zugegeben (s. 2.2.5.1). Dem Selektionsprinzip liegt die Aufhebung der  
α-Komplementation der β-Galaktosidase zugrunde. Durch die im Plasmid integrierte Fremd-
DNA und dem damit verbundenen Verlust der Fähigkeit zur Bildung des Indigo-Farbstoffes 
aus X-Gal konnten weiße Bakterien-Kolonien selektiert werden. 

2.2.5.3. Stammhaltung 

Von Bakterienstämmen mit neu konstruierten Plasmiden wurden Glycerinkulturen angelegt. 
Dazu wurde die jeweilige Bakterien-Kultur in der spätexponentiellen Wachstumsphase 
geerntet und in 25 % sterilem Glycerin bei -80 °C eingefroren. 
 

2.2.6. Proteinbiochemische Methoden 

2.2.6.1. Immuno-Blot 

2.2.6.1.1. Proteinpräparation 

Die Gesamt-Proteine wurden sowohl aus Gewebe als auch aus Zellen mit 1× Lysepuffer 
extrahiert. Um den Protein-Abbau zu verhindern, wurden 10 µg/ml Protease Inhibitor 
Cocktail frisch zum Lysepuffer gegeben. Zusätzlich wurden 10 µM Na3VO4 und 1 nM 
Okadainsäure als Phosphatasehemmer eingesetzt. 
 
1× Lysepuffer (pH 6,8)  10 mM HEPES/NaOH    
     150 mM NaCl    
     1 mM Na2EDTA 

2 % SDS      
     in aqua bidest   
 

Die Konzentrationsbestimmung der Proteine erfolgte nach Protokoll des BCATM Protein 
Assay-Kits. Der Ansatz wurde für 30 min bei 37 °C inkubiert. In Abhängigkeit des 
Proteingehalts wird Cu2+ zu Cu1+ reduziert. Die Farbreaktion findet dann aufgrund der 
Reaktion des BCA mit dem Kupfer-Kation statt und konnte bei einer Absorption von 562 nm 
am FLUOstar OPTIMA Mikroplatten-Reader (BMG Labtechnologies, Offenburg) vermessen 
werden. Die Berechnung der Proteinkonzentration erfolgte anhand einer gleichzeitig 
gemessenen Konzentrationsreihe einer BSA-Lösung. 
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2.2.6.1.2. SDS-Polyacrylamid-Elektrophorese 

Puffer und Lösungen 

4× Ladepuffer (pH 6,8)  40 % Glycerin   
     20 % 2-Mercaptoethanol  
     4 mM Na2EDTA  
     8 % SDS    
     500 mM Tris-HCl, pH 6,8  
     0,01 % Bromphenolblau  
  
Sammelgelpuffer (pH 6,8)  1 M Tris-HCl    
     in aqua bidest  
  
Trenngelpuffer (pH 8,8)  1,5 M Tris-HCl     
     in aqua bidest   
    
10× Laufpuffer (pH 8,8)  125 mM Tris  
     950 mM Glycin  
      1 % SDS       
     in aqua bidest   
 

Die Proteinlysate wurden nach der Vermessung mit 4× Ladepuffer versetzt und für 5 min 
bei 95 °C denaturiert. Die Proteine wurden daraufhin in einer Konzentration von 20 – 40 µg 
zusammen mit einem Proteinmarker auf ein SDS-PAA-Gel geladen. Für die Auftrennung der 
Proteine wurden lineare SDS-Polyacrylamid-Gele nach Laemmli [Laemmli, 1970] hergestellt 
(Tab. 5) und verwendet. In dem 5 %igen Sammelgel wurden die Proben konzentriert, um im 
Trenngel aufgetrennt zu werden. Je nach Größe der Proteine kamen 7,5 bis 15 %ige Trenngele 
zum Einsatz (Tab. 5). Die Auftrennung der Proteine erfolgte in der Mini-Protean® 2-D 
Electrophoresis Cell (Bio-Rad, München) bei einer konstanten Spannung von 120 V. 

Tab. 5: Zusammensetzung für zwei SDS-Polyacrylamid-Gelen 

 Sammelgel Trenngel 

  5 % 7,5 % 10 % 12,5 % 15 %

aqua bidest 4,5 ml 6,3 ml 5,35 ml 4,4 ml 3,47 ml

Acrylamid/Bisacrylamid (40 %) 1,5 ml 2,8 ml 3,75 ml 4,7 ml 5,63 ml

Trenngelpuffer  5,63 ml 5,63 ml 5,63 ml 5,63 ml

Sammelgelpuffer 1,5 ml         

TEMED 10 µl 10 µl 10 µl 10 µl 10 µl

APS (40 %) 12,5 µl 25 µl 25 µl 25 µl 25 µl

Total 7,5 ml 14,8 ml 14,8 ml 14,8 ml 14,8 ml
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2.2.6.1.3. Elektrophoretischer Transfer von Proteinen auf eine Membran (Western-Blot) 

Puffer und Lösungen 
CAPS-Blotpuffer (pH 10,0)  50 mM CAPS      
     1 mM 3-Mercaptopropionsäure  
     10 % Methanol    
     in aqua bidest   
 
Waschlösungen (TBS-T 150 / 300 / 500) (pH 7,5) 
     50 mM Tris-HCl     
      150/300/500 mM NaCl    
     0,15 % Tween 20   
     in aqua bidest     
 
Luminol-Detektions-Lösung  0,1 M Tris-HCl (pH 8,0) 
     0,025 % H2O2 
     198 µM p-Cumarsäure 
     1,3 mM Luminol 
  

Das Blotpapier, die Membran und das Gel wurden mit CAPS-Blotpuffer äquilibriert und der 
Blot wurde luftblasenfrei zusammengebaut. Der Protein-Transfer aus dem SDS-
Polyacrylamid-Gel erfolgte auf eine Protran Nitrocellulose-Transfer-Membran (Whatman 
GmbH, Dassel) in einer Trans-Blot® SD Semi-Dry Transfer Cell (Bio-Rad, München) bei 
einer konstanten Stromstärke von 1 mA/cm2 Membran. Die Blotzeit war von der Größe der zu 
untersuchenden Proteine abhängig (45-60 min). 

Nach dem Protein-Transfer erfolgte die Blockierung der Membran für 1 h in einer 5 %igen-
BSA-TBS-T 500-Lösung. Nach zweimaligem Waschen mit TBS-T 500 erfolgte die 
Inkubation mit dem primären Antikörper über Nacht bei 4 °C. Der primäre Antikörper wurde 
in TBS-T 150 mit 0,02 % Natriumazid nach Angaben des Herstellers verdünnt. 

Am nächsten Tag wurde die Membran nach 30 min Waschen mit TBS-T 500 für 1 h mit 
dem spezifischen sekundären Antikörper inkubiert. Dieser wurde 1:10 000 in TBS-T 150 
verdünnt. Nach dieser Inkubationszeit wurde die Membran nochmals 30 min mit TBS-T 500 
gewaschen.  

Die sekundären Antikörper waren mit der horse radish-Peroxidase (HRP) gekoppelt und 
konnten mittels Chemilumineszenz-Nachweis detektiert werden. Für den Chemilumineszenz-
Nachweis wurde die Luminol-Detektions-Lösung verwendet. Die Detektion der Proteine 
erfolgte am LAS3000 computer based imaging System (FujiFilm, Tokio, Japan) mit Hilfe der 
AIDA3.5 Software (Raytest, Straubenhardt). 
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2.2.6.2. Immunpräzipitation (IP) 

Die Immunpräzipitation wurde durchgeführt, um mögliche Bindungspartner von Proteinen 
nachweisen zu können. Das zu untersuchende Protein wurde zunächst mit spezifischen 
Antikörpern und Protein A-Agarose aus dem Zelllysat präzipitiert. Das Präzipitat wurde im 
SDS-Polyacrylamid-Gel (s. 2.2.6.1.2.) aufgetrennt. Die Bindungspartner konnten dann mit 
Hilfe eines weiteren Antikörpers im Immuno-Blot (s. 2.2.6.1.3.) nachgewiesen werden. 

Puffer und Lösungen nach Whiteman et al. [Whiteman et al., 2007] 
CRB 300 (Lysepuffer)  20 mM Tris (pH 8,0)    

0,5 % Mercaptoethanol  
5 mM CaCl2   
300 mM NaCl   
0,5 % Nonidet P40   

     1:100 Protease-Inhibitor 
     in aqua bidest 
 
CRB 100 (Waschpuffer)   20 mM Tris (pH 8,0)    

0,5 % Mercaptoethanol  
5 mM CaCl2   
100 mM NaCl   
0,5 % Nonidet P40   

     1:100 Protease-Inhibitor 
     in aqua bidest 
 
Die Zellen wurden mit CRB 300-Lysepuffer aufgeschlossen. Das Gesamtlysat wurde 10 min 
bei 20 000 g zentrifugiert, um Zelltrümmer zu entfernen. Der Proteingehalt des Überstandes 
wurde bestimmt und 100 µg Protein wurden in die Immunpräzipitation (IP) eingesetzt. 
 
IP-Reaktionsansatz   Protein    100 µg 

  CRB 100-Puffer  100 µl 
aqua bidest    ad 200 µl 

  Protease-Inhibitor   1-2 µl 
primärer Antikörper  1 µg 

 
Der IP-Reaktionsansatz wurde rotierend bei 4 °C über Nacht inkubiert.  

Am folgenden Tag wurden 25 µl Protein A-Agarose pro Ansatz mehrmals mit CRB 100-
Puffer gewaschen und in 50 µl CRB 100-Puffer pro Ansatz aufgenommen. Die gewaschene 
Protein A-Agarose wurde zusammen mit dem IP-Reaktionsansatz rotierend bei 4 °C 
inkubiert. Nach 3 h wurde dieser Ansatz mit CRB 100-Puffer gewaschen und 1 min bei 
14 000 g zentrifugiert, um nicht gebundenen Antikörper zu entfernen. Die IP wurde dann in 
1× Probenpuffer aufgenommen und konnte nach 5 min bei 70 °C im SDS-Polyacrylamid-Gel 
aufgetrennt werden (s. 2.2.6.1.2.). 
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2.2.6.3. Präparation von Zellkern und Zellplasma (Zellfraktionierung) 

Zellkern und Zellplasma wurden separiert, um Rückschlüsse auf die Lokalisierung 
bestimmter Proteine in der Zelle ziehen zu können. Die einzelnen Zellfraktionen wurden dann 
im SDS-Polyacrylamid-Gel (s. 2.2.6.1.2.) aufgetrennt und das Protein nach Immuno-Blot  
(s. 2.2.6.1.3.) abhängig von der Fraktion detektiert. 

Puffer und Lösungen 

Nukleus Puffer (NP)   10 mM HEPES-NaOH (pH 7,4) 
250 mM Sucrose    
10 mM KCl    
5 mM MgCl2     
1 mM DTT    
10 µM Cytochalasin B  
in aqua bidest    

 
Lysepuffer    10 M Tris-HCl (pH 7,4)  

0,5 % Triton X-100  
0,5 % SDS   
in aqua bidest  

 
Die Zellen wurden in der Zellkultur zunächst für 30 min mit 20 µM Cytochalasin B 

inkubiert, um das Zytoskelett vom Zellkern zu lösen. Die Zellen wurden danach mit 1× PBS 
und mit NP-Puffer gewaschen und mit NP-Puffer von der Zellkulturschale gelöst. Nach einer 
30-minütigen Inkubation auf Eis wurden die Zellen mit einer 25 G-Kanüle (B. Braun, 
Melsungen) aufgeschlossen. Das Zelllysat wurde bei 1000 g für 5 min in der Hereaus® 
Biofuge fresco (Schütt Labortechnik, Göttingen) zentrifugiert und der zytoplasmahaltige 
Überstand abgenommen. Das zellkernhaltige Pellet wurde über einen Sucrose-Gradienten 
gereinigt. Das Pellet wurde hierfür in NP-Puffer aufgenommen und über 30 % Sucrose 
geschichtet. Der Sucrose-Gradient wurde bei 200 g und 4 °C für 10 min in der Hereaus® 
Biofuge stratos (Schütt Labortechnik, Göttingen) zentrifugiert. Das hierbei gewonnene 
Kernpellet wurde zweimal mit NP-Puffer gewaschen und in Lysepuffer aufgenommen. Die 
DNA im Kernlysat wurde durch die Inkubation mit 100 U  Benzonase für 10 min bei 37 °C 
verdaut. Das Enzym wurde bei 70 °C inaktiviert. 

2.2.6.4. Zymographie 

In der Zymographie wurde der Substratverdau von Gelatine durch Gelatinasen im Gel 
nachgewiesen. Die Gelatinasen gehören zur Familie der Matrixmetalloproteinasen (MMPs). 
MMPs sind löslich oder membrangebunden und können extrazelluläre Matrixkomponenten 
(Kollagen, Fibronektin, Laminin, Gelatine usw.) verdauen.  
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Puffer und Lösungen 

Probenpuffer    0,4 M Tris-HCl (pH 6.8) 
  5 % SDS  
  20 % Glycerin   

0,03 % Bromphenolblau   
  in aqua bidest    
   

Waschpuffer    2,5 % Triton X 100    
in aqua bidest    

 
Zymographie-Puffer   0,15 M NaCl    

  5 mM CaCl2    
  50 mM Tris-HCl (pH 7,5)   
  0,05 % NaN3    

0,05 % Brij35       
in aqua bidest    

 
Coomassie Brilliant Blue G-250-Färbung 
Färbe-Lösung    0,05 % Coomassie G-250  

   50 % Methanol   
   10 % Eisessig    

in aqua bidest      
  
Entfärber-Lösung   5 % Methanol    
     1 % Eisessig    
     in aqua bidest      
 

Für die Zymographie wurde Medium aus dem Zellkulturüberstand ohne FCS mit 
Probenpuffer versetzt und in einem 12,5 %igen modifizierten SDS-Polyacrylamid-Gel 
aufgetrennt. Diese Gele enthielten im Trenngel zusätzlich 2 mg/ml Gelatine. Die Proteine 
wurden bei 130 V und 4 °C aufgetrennt.  

Die Gele wurden anschließend mehrmals mit Waschpuffer gewaschen, um das SDS zu 
entfernen. Es folgte eine 24-stündige Inkubation in Zymographie-Puffer, während die im Gel 
enthaltene Gelatine von renaturierten MMPs verdaut wurde. Nach dieser Inkubation wurde 
das Gel mit Färbe-Lösung gefärbt. An den Stellen im Gel, an denen die Gelatine verdaut 
wurde, konnte das Gel mit Entfärber-Lösung wieder entfärbt werden. Die Gele wurden am 
LAS3000 computer based imaging System (FujiFilm, Tokio, Japan) mit Hilfe der AIDA3.5 
Software (Raytest, Straubenhardt) ausgewertet. 
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2.2.6.5. Immunzytochemie 

Für die Antikörperfärbung von Zellen wurden diese zunächst auf einem sterilen Deckglas 
(Menzel-Gläser, Braunschweig) ausgesetzt. Nach eintägiger Kultivierung wurden die Zellen 
für 30 min bei RT mit 2 % Formaldehydlösung (in 1× PBS) fixiert. Nach dem Waschen mit 
1× PBS erfolgte eine einstündige Blockierung der Zellen mit 5 % Ziegenserum und 
gleichzeitiger Permeabilisierung der Zellmembran mit 0,5 % Triton X-100 in 1× PBS. Die 
Inkubation mit dem jeweiligen primären Antikörper wurde bei 4 °C über Nacht durchgeführt. 
Danach wurden die Zellen gewaschen und für 30 min bei RT mit dem entsprechenden 
Fluorochrom-gekoppelten sekundären Antikörper (Alexa Fluor®, 1:4000 in PBS) inkubiert. 

Durch eine 10-minütige Inkubation mit 1 µg/ml DAPI (in 1× PBS) konnte zusätzlich der 
Zellkern gefärbt werden. Die Deckgläser wurden in Glycergel® Eindeck-Medium eingebettet 
und am Zeiss Axiovert 200M Mikroskop mit der Spot RT Kamera aufgenommen. Mit der 
dazugehörigen Metamorph 4.6.5. Software wurden die Bilder ausgewertet. 

2.2.6.6. Immunhistochemie 

Die Antikörperfärbung von Gewebeschnitten wurde am Institut für Pathologie von Herrn 
Dr. Schmitt durchgeführt. Hierfür wurden Paraffinschnitte von ausgewählten bronchialen 
Tumorgeweben und normalen Bronchialgeweben mit dem Primärantikörper Anti-human 
S100P inkubiert. Die Detektion von S100P erfolgte dann durch die Bindung des sekundären 
Antikörpers, an den das Peroxidase-Chromogen 3,3´-Diaminobenzidin (DAB) gekoppelt war. 
DAB bildet ein in Alkohol unlösliches braunes Endprodukt, welches am Zeiss Axiovert 200M 
Mikroskop mit der Spot RT Kamera detektiert und aufgenommen wurde. Die Paraffinschnitte 
waren zusätzlich mit Hämalaun (Blaufärbung der Zellkerne) gefärbt, um die Lokalisierung 
von S100P besser bestimmen zu können.  

2.2.7. Statistik 
Die Ergebnisse der experimentellen Untersuchungen wurden als absolute Daten oder als 

relative Veränderung im Vergleich zu den Kontrolldaten angegeben. Die Ergebnisse der 
einzelnen Experimente sind als Mittelwerte (MW) ± Standardfehler (SEM) dargestellt. Die 
statistische Auswertung und die graphische Darstellung der Ergebnisse erfolgten mit Hilfe des 
Computerprogrammes MS Excel. Signifikanzanalysen wurden mit dem Student´s t-Test 
durchgeführt. Eine signifikante Veränderung ist durch *p≤0,05 und **p≤0,01 gekennzeichnet. 
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3.  Ergebnisse 

3.1. Expressionsanalyse von S100P 
Die basale mRNA-Expression von S100P wurde im Vergleich zu potentiellen 

Interaktionspartnern von S100P (S100A1, S100Z, RAGE) und zu anderen tumorrelevanten 
S100-Proteinen (S100A2, S100A4, S100A8, S100A9) in verschiedenen humanen 
Karzinomzelllinien und weiteren Zellen bzw. Geweben untersucht. Zusätzlich wurde die 
Expression von S100P und anderen S100-Proteinen nach der Behandlung mit verschiedenen 
zytotoxischen Agenzien analysiert. Der Einfluss der MAP-Kinasen ERK1/2, JNK und p38 auf 
die mRNA-Expression von S100P wurde unter Verwendung spezifischer Inhibitoren für die 
entsprechenden MAP-Kinase-Signalwege überprüft. Als Expression wurde der momentane 
Gehalt an mRNA oder Protein in der Zelle bezeichnet, der durch den Abbau und die 
Neusynthese gekennzeichnet ist. 

 

3.1.1. Die basale Expression verschiedener tumorrelevanter S100-Proteine 
Die mRNA-Expression von S100-Proteinen und RAGE wurde mittels semiquantitativer 

RT-PCR in den humanen Bronchialkarzinom-Zelllinien H358, H322 und A549 sowie der 
humanen Pankreaskarzinom-Zelllinie Panc-1, in Bronchialkarzinomgeweben und 
Normallungengeweben sowie in Blutpräparationen analysiert. Die Pankreaskarzinom-
Zelllinie wurde vergleichend in diesen Untersuchungen eingesetzt, da ein Großteil bisheriger 
Erkenntnisse über S100P durch Studien an Panc-1-Zellen gewonnen worden sind [Arumugam 
et al., 2004; Arumugam et al., 2005]. Da einige S100-Proteine (S100A8, S100A9) als 
Phagozyten-spezifisch bekannt sind [Roth et al., 2003], dienten isolierte Monozyten und 
Gesamt-Blut als Referenzkontrolle.  

Die Abb. 9 zeigt, dass die mRNA von S100P ebenso wie von S100A1, S100A4 und 
S100A9 in allen untersuchten Karzinomzelllinien sowie im Bronchialkarzinom- und 
Normallungengewebe nachweisbar war. Eine mRNA-Expression von S100A2 konnte 
hingegen nur für die Bronchialkarzinom-Zelllinien H322 und H358, für Panc-1 und für das 
Bronchialkarzinomgewebe gezeigt werden. Für S100A8 und S100Z konnte die mRNA 
hauptsächlich in den Gewebeproben und den Blutpräparationen amplifiziert werden. Die 
RAGE-mRNA wurde in allen untersuchten Proben amplifiziert, wobei eine sehr starke 
Expression im Normallungengewebe detektiert wurde. 
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S100P         383 

S100A1a         313 

S100A2         259 

S100A4         341 

S100A8         193 

S100A9         109 

S100Za         450 

RAGEa         326 

18S-rRNA         345 
Abb. 9 Die mRNA-Expression von S100P, seiner Interaktionspartner und anderer tumorrelevanter 

S100-Proteine in humanen Karzinomzelllinien und Geweben  
Die mRNA-Expression von S100P, weiteren ausgewählten S100-Proteinen und RAGE (a-Interaktionspartner 
von S100P) wurde in Bronchialkarzinom-Zelllinien (A549, H322, H358), in der Pankreaskarzinom-Zelllinie 
Panc-1, in einem Mix aus 16 unabhängigen Normallungen- bzw. Bronchialkarzinomgeweben, sowie in Gesamt-
Blut und isolierten Monozyten mittels RT-PCR untersucht. Als PCR-Kontrolle wurde die 18S-rRNA 
amplifiziert. Die Abbildung ist repräsentativ für drei unabhängige Versuche. 

3.1.2. Die Expression von S100P unter dem Einfluss verschiedener zytotoxischer 
Agenzien 

Die Ursachen für häufig auftretende Resistenzen gegenüber der Chemotherapie-Behandlung 
in Tumorerkrankungen sind zum Teil noch unbekannt. Da die S100-Proteine auch in der 
Vermittlung von Resistenzen gegenüber Chemotherapeutika beteiligt sind [Bertram et al., 
1998; Wang et al., 2008], sollte zunächst der Einfluss der Behandlung mit zytotoxischen 
Agenzien auf die Expression von S100P und anderen tumorrelevanten S100-Proteinen in der 
bronchialen Adenokarzinom-Zelllinie H358 untersucht werden.  

3.1.2.1. Zelltodinduktion durch die Behandlung mit zytotoxischen Agenzien 

Für die Expressionsanalysen in Folge der Behandlung mit zytotoxischen Agenzien war es 
zunächst erforderlich, den konzentrationsabhängigen Zelltod von H358-Zellen zu 
untersuchen. Aufgrund ihrer verschiedenen Wirkspektren wurden sowohl klinisch verwendete 
(Cisplatin, Etoposid, Paclitaxel) als auch experimentell verwendete (CGP 74514A, MG-132) 
zytotoxische Agenzien in unterschiedlichen Konzentrationen eingesetzt. Nach 48-stündiger 
Inkubation wurden der nekrotische Zelltod anhand der Propidiumiodid-Aufnahme und der 
apoptotische Zelltod anhand der fragmentierten Zellkern-DNA ausgewertet. Da auch in der 
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Spätapoptose die Zellmembran permeabel wird, kann bei spätapoptotischen Zellen der 
apoptotische und der nekrotische Zelltod detektiert werden. 

Die Wirkweise der einzelnen zytotoxischen Agenzien ist in Tabelle 6 angegeben. Paclitaxel 
induzierte einen überwiegend apoptotischen Zelltod. Die anderen verwendeten zytotoxischen 
Agenzien verursachten konzentrationsabhängig Apoptose und Nekrose (Tab. 6). 

 Tab. 6: Zelltodanalyse von H358-Zellen nach 48 h-Behandlung mit zytotoxischen Agenzien 

zytotox. Agenzien Wirkung Konzentration Apoptose [%] Nekrose [%] 

Kontrolle   2,1 ± 0,3 3,3 ± 0,2 

CGP 74514A Cyclin-Dependent 

Kinase (CDK)-1- 

Inhibitor 

5 µM 

10 µMa 

15 µM 

5,5 ± 1,2 

34 ± 4,3** 

59 ± 5,0** 

3,6 ± 0,4 

23 ± 2,0** 

40 ± 2,1** 

Cisplatin DNA-interagierender 

Komplex 

50 µM 

100 µMa 

200 µM 

18  ± 2,1** 

50 ± 4,2** 

56 ± 4,9** 

13 ± 1,7** 

26 ± 3,1** 

36 ± 3,1** 

Etoposid Topoisomerase II-

Inhibitor 

7,5 µM 

15 µM 

30 µMa 

7,2 ± 1,3** 

12 ± 1,2** 

23 ± 1,9** 

3,2  ± 0,3 

11 ± 0,8** 

18 ± 0,8** 

MG-132 Proteasom-Inhibitor 10 µMa 

20 µM 

40 µM 

74 ± 5,3** 

72 ± 5,9** 

65 ± 7,3** 

49 ± 1,3** 

45 ± 1,3** 

43 ± 1,4** 

Paclitaxel Mikrotubuli-

interagierendes Agenz

5 nMa 

10 nM 

20 nM 

79 ± 2,5** 

88 ± 1,1** 

91 ± 0,9** 

4,5 ± 0,6* 

8,0 ± 1,6** 

14 ± 2,3** 
Angegeben sind die Mittelwerte ± Standardfehler (n=3) mit *p≤0,05 und **p≤0,01 vs. unbehandelte Kontrolle.  
aDiese Konzentrationen wurden zur Behandlung von H358-Zellen für die S100-Expressionsanalyse eingesetzt. 

3.1.2.2.  Einfluss der Behandlung mit zytotoxischen Agenzien auf die Expression von 
S100-Proteinen 

Die Untersuchung der mRNA-Expression von S100P und der tumorrelevanten S100-
Proteine S100A2, S100A4 und S100A9 unter dem Einfluss zytotoxischer Agenzien erfolgte 
mit den niedrigsten Konzentrationen von MG-132 und Paclitaxel bzw. mit Konzentrationen, 
die mit CGP 74514A, Cisplatin und Etoposid in den Zelltodanalysen nur einen moderaten 
Zelltod zeigten (Tab. 6). Um die mRNA-Expression in der initialen Phase des Zelltodes 
analysieren zu können, wurden die H358-Zellen nur für 24 h behandelt.  

Die semiquantitativen RT-PCR-Analysen zeigten eine Beeinflussung der mRNA-
Expression der untersuchten S100-Proteine nach der Behandlung mit zytotoxischen Agenzien 
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(Abb. 10). Die mRNA-Expression von S100P war durch die Behandlung mit Etoposid bzw. 
MG-132 stark erhöht und durch die Behandlung mit Cisplatin leicht vermindert. Ein ähnliches 
Expressionsverhalten unter dem Einfluss zytotoxischer Agenzien konnte für die anderen 
analysierten S100-Proteine nicht gezeigt werden. Im Gegensatz zu S100P war die mRNA-
Expression von S100A2 durch die Behandlung der Zellen mit CGP 74514A bzw. Etoposid 
um das zweifache erhöht. Die Behandlung mit Cisplatin, MG-132 und Paclitaxel hatte 
hingegen keinen Einfluss auf die Expression der S100A2-mRNA. Die mRNA-Expression von 
S100A4 war insgesamt durch die Behandlung mit zytotoxischen Agenzien kaum beeinflusst. 
Im Gegensatz dazu konnte für die S100A9-mRNA eine zweifach erhöhte Expression durch 
fast alle verwendeten zytotoxischen Agenzien außer für MG-132 gezeigt werden (Abb. 10).  
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Abb. 10 Einfluss der Behandlung mit zytotoxischen Agenzien auf die mRNA-Expression von S100P und 
anderer tumorrelevanter S100-Proteine in H358-Zellen 

H358-Zellen wurden für 24 h mit zytotoxischen Agenzien (ko - unbehandelte Kontrolle; CGP - 10 µM  
CGP 74514A; Cis -100 µM Cisplatin; Et - 30 µM Etoposid; MG - 10 µM MG-132; Tax - 5 nM Paclitaxel) 
behandelt. Mittels semiquantitativer RT-PCR wurde die mRNA-Expression der S100-Proteine im Verhältnis zur 
18S-rRNA ermittelt. Es sind die Mittelwerte ± Standardfehler (n=6) mit *p≤0,05 und **p≤0,01 vs. unbehandelte 
Kontrolle angegeben.  

 
Die mRNA-Expression von S100P war durch die Behandlung mit Cisplatin, Etoposid oder 

MG-132 verändert. Deshalb wurde der Einfluss dieser zytotoxischen Agenzien auf die 
Protein-Expression von S100P zeitabhängig durch die Untersuchung von Gesamt-Zelllysaten 
der Zellen im Immuno-Blot überprüft. Im Gegensatz zur verminderten mRNA-Expression 
war die Protein-Expression von S100P durch die Behandlung mit Cisplatin nach 24 h erhöht. 
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Die Behandlung mit Etoposid, die zu einer erhöhten mRNA-Expression von S100P führte, 
resultierte hingegen in einer leicht verminderten Protein-Expression von S100P. Die 
Behandlung der Zellen mit MG-132 zeigte als einzige sowohl eine stark erhöhte mRNA-
Expression als auch eine erhöhte Protein-Expression von S100P (Abb. 10 und 11). 
 
 
       
 
     
 
 
 
 
 
       
 
 
      

0

1

2

3

ko 6 
h

18
 h

24
 h ko 6 
h

18
 h

24
 h ko 6 
h

18
 h

24
 h

Cis Et MG

S100P

* **

* *
** **

0

1

2

3

ko 6 
h

18
 h

24
 h ko 6 
h

18
 h

24
 h ko 6 
h

18
 h

24
 h

Cis Et MG

S100P

* **

* *
** **

0

1

2

3

ko 6 
h

18
 h

24
 h ko 6 
h

18
 h

24
 h ko 6 
h

18
 h

24
 h

Cis Et MG

S100P

* **

* *
** **

Anti-S100P 

***

Pr
ot

ei
n-

Ex
pr

es
si

on
 

(re
l. 

Ve
rä

nd
er

un
g 

vs
. k

o)
 

Proteingel 

Abb. 11 Einfluss der Behandlung mit zytotoxischen Agenzien auf die Protein-Expression von S100P in 
H358-Zellen 

H358-Zellen wurden für 6 h, 18 h und 24 h mit zytotoxischen Agenzien (ko – unbehandelte Kontrolle; Cis -  
100 µM Cisplatin; Et - 30 µM Etoposid; MG - 10 µM MG-132) behandelt. Es wurden 40 µg Gesamt-Zelllysat 
im Immuno-Blot analysiert. Es sind die Mittelwerte ± Standardfehler (n=4) mit *p≤0,05 und **p≤0,01 vs. 
unbehandelte Kontrolle angegeben.  
 

3.1.3.  Einfluss von Proteinkinasen auf die mRNA-Expression von S100P 
Bei der Stress- bzw. Zelltod-induzierten Signaltransduktion nehmen die intrazellulären 

Proteinkinasen p38, JNK und ERK1/2 eine wichtige Rolle ein [Liu et al., 2006; Mansouri et 
al., 2003; Wang et al., 2000]. Da die vorangegangenen Versuche einen Einfluss von 
Cisplatin, Etoposid bzw. MG-132 auf die mRNA- bzw. die Protein-Expression von S100P 
zeigten (Abb. 10 und Abb. 11), sollte geklärt werden, ob diese Proteinkinasen einen Einfluss 
auf die veränderte Expression von S100P haben. 

Es wurde zunächst überprüft, ob die Proteinkinasen durch die Behandlung mit den 
zytotoxischen Agenzien Cisplatin, Etoposid bzw. MG-132 aktiviert werden. Hierfür wurden 
H358-Zellen für 6 h, 18 h und 24 h mit diesen Agenzien behandelt. Die Gesamt-Zelllysate 
wurden im Immuno-Blot mit den Phospho-spezifischen Antikörpern auf die Phosphorylierung 
(Aktivierung) von p38, JNK und ERK1/2 untersucht. 

In Abbildung 12 sind nur die 24 h-Werte dargestellt. Es zeigte sich, dass vor allem ERK1/2 
durch die Behandlung mit allen drei Agenzien aktiviert wurde. Die anderen beiden 
untersuchten Proteinkinasen p38 und JNK zeigten mit Ausnahme der MG-132-Behandlung 
nur eine moderate Phosphorylierung (Abb. 12).     



3. Ergebnisse  55 

Abb. 12 Einfluss der Behandlung mit 
zytotoxischen Agenzien auf die 
Phosphorylierung von p38, JNK 
und ERK1/2 in H358-Zellen 

H358-Zellen wurden für 24 h mit Cis (100 
µM Cisplatin), Et (30 µM Etoposid) oder 
MG (10 µM MG-132) behandelt. Es wurden 
20 µg Gesamt-Zelllysat im Immuno-Blot mit 
den Antikörpern gegen P-p38, P-JNK bzw. 
P-ERK1/2 analysiert. Die Phosphorylierung 
der Proteine wurde auf die GAPDH-
Expression normalisiert. Es sind die 
Mittelwerte ± Standardfehler (n=4) mit 
*p≤0,05 und **p≤0,01 vs. unbehandelte 
Kontrolle (ko) angegeben. 
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Die Signalwege, die zur Aktivierung von p38, JNK oder ERK1/2 führen, können durch die 

spezifischen Kinase-Inhibitoren SB 203580 (p38), SP 600125 (JNK) oder U 0126 (ERK1/2) 
blockiert werden. SB 203580 bzw. SP 600125 binden an die ATP-Bindestelle von p38 bzw. 
JNK und inhibieren somit direkt deren Phosphorylierung [Bennett et al., 2001; Young et al., 
1997]. U 0126 inhibiert die Aktivierung der MAP Kinase Kinasen (MEKs), welche 
hauptsächlich für die Phosphorylierung von ERK1/2 verantwortlich sind [Favata et al., 1998]. 
Der Immuno-Blot in Abbildung 13 zeigt exemplarisch die spezifische Inhibierung der 
Aktivierung von p38 und JNK durch MG-132 bzw. der ERK1/2 durch Cisplatin. 
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Abb. 13 Nachweis der spezifischen Inhibierung der Phosphorylierung von p38, JNK und ERK1/2 durch 

Kinase-Inhibitoren nach Behandlung von H358-Zellen mit zytotoxischen Agenzien 
H358-Zellen wurden für 24 h mit MG-132 (10 µM; Stimulation von p38 und JNK) oder Cisplatin (100 µM; 
Stimulation von ERK1/2) behandelt. Die gleichzeitige Behandlung der Zellen mit den Kinase-Inhibitoren gegen 
P-p38 (SB – 5 µM SB 203580), P-JNK (SP – 2 µM SP 600125) oder P-ERK1/2 (U – 10 µM U 0126) zeigte im 
Immuno-Blot mit den Phospho-spezifischen Antikörpern die Inhibierung der Phosphorylierung der 
Proteinkinasen. Zum Vergleich wurden Kontrollen (ko) ohne Behandlung mit zytotoxischen Agenzien oder 
Kinase-Inhibtoren mitgeführt. Die Normalisierung erfolgte mittels GAPDH-Detektion. Die Abbildung ist 
repräsentativ für drei unabhängige Versuche.   
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In den vorangegangenen Versuchen wurde gezeigt, dass in den H358-Zellen sowohl die 
S100P-Expression (Abb. 10 und 11) als auch die Aktivierung der intrazellulären 
Proteinkinasen p38, JNK bzw. ERK1/2 (Abb. 12) durch die Behandlung mit Cisplatin, 
Etoposid oder MG-132 verändert waren. Durch die gleichzeitige Behandlung der Zellen mit 
den zytotoxischen Agenzien und den spezifisch wirkenden Kinase-Inhibitoren (Abb. 13), 
sollte die Abhängigkeit der mRNA-Expression von S100P von der Aktivierung der 
Proteinkinasen untersucht werden. Durch die Behandlung mit SB 203580 und U 0126 zeigten 
die H358-Zellen eine basal verringerte mRNA-Expression von S100P (Abb. 14 - graue 
Balken). Die Inhibierung der Kinase-Signalwege hatte jedoch keinen signifikanten Einfluss 
auf die durch zytotoxische Agenzien induzierte mRNA-Expression von S100P (Abb. 14). 
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Abb. 14 Auswirkung der Inhibierung der Phosphorylierung von p38, JNK und ERK1/2 durch spezifische 

Kinase-Inhibitoren auf die mRNA-Expression von S100P nach der Behandlung von H358-Zellen 
mit zytotoxischen Agenzien 

H358-Zellen wurden für 24 h gleichzeitig mit zytotoxischen Agenzien (Cis - 100 µM Cisplatin; Et - 30 µM 
Etoposid; MG - 10 µM MG-132) und mit den Kinase-Inhibitoren gegen P-p38 (SB - 5 µM  
SB 203580), P-JNK (SP - 2 µM SP 600125) oder P-ERK1/2 (U - 10 µM U 0126) behandelt. Mittels RT-PCR 
wurde die mRNA-Expression von S100P im Vergleich zur 18S-rRNA ermittelt. Als Kontrollen (ko) wurden 
H358-Zellen ohne Kinase-Inhibitoren und ohne die Behandlung mit zytotoxischen Agenzien (weißer Balken) 
bzw. nur ohne die Behandlung mit zytotoxischen Agenzien (graue Balken) mitgeführt. Es sind die Mittelwerte 
± Standardfehler (n=4) mit *p≤0,05 und **p≤0,01 vs. unbehandelte Kontrolle angegeben. 
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3.2. Einfluss von S100P auf die Resistenz und Phagozytose von 
Bronchialkarzinom-Zellen 

In verschiedenen Karzinom-Zelllinien wurde S100P als Faktor beschrieben, welcher 
Resistenzen gegenüber verschiedenen Chemotherapeutika vermittelt [Arumugam et al., 2005; 
Bertram et al., 1998], oder sie gegenüber der Chemotherapie-Behandlung sensibilisiert [Wang 
et al., 2008]. Darüber hinaus wurde in unseren Expressionsanalysen ein Effekt einiger 
zytotoxischer Agenzien auf die Expression von S100P in H358-Zellen festgestellt. Aus 
diesem Grund sollte im Folgenden untersucht werden, ob S100P in bronchialen 
Adenokarzinomzellen die Induktion der Apoptose und die sich anschließende Phagozytose 
beeinflusst. Darüber hinaus sollte gleichzeitig überprüft werden, welche Bedeutung RAGE in 
diesem Zusammenhang hat. 

Zu diesem Zweck wurde zunächst die bronchiale Adenokarzinom-Zelllinie H358 stabil mit 
S100P transfiziert. S100P wurde zum einen als GFP-Fusionsprotein (pEGFP::S100P) in den 
Zellen exprimiert, um besser lokalisierbar zu sein. Zum anderen wurde S100P auch als Nicht-
Fusionsprotein (pcDNA::S100P) stabil in die Zellen transfiziert. Um mögliche S100P-
Effekte, die über RAGE vermittelt werden, untersuchen zu können, wurden H358-Zellen, die 
RAGE bzw. ∆cytoRAGE stabil exprimierten, zusätzlich mit pEGFP::S100P überexprimiert 
(RAGE pEGFP::S100P, ∆cytoRAGE pEGFP::S100P) (Abb. 15). 
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Abb. 15  Schematische Darstellung der in dieser Arbeit generierten und verwendeten H358-Zellen 
 

3.2.1. Nachweis der stabilen Überexpression von S100P in H358-Zellen 
Die Überexpression von S100P und GFP-S100P in den H358-Zellen mit und ohne die 

Koexpression von RAGE bzw. ∆cytoRAGE wurde durch Immuno-Blot-Analysen  
(Abb. 16A) sowie durch Fluoreszenzmikroskopie bzw. Immunzytochemie (Abb. 16B) 
nachgewiesen. Zusätzlich wurde überprüft, ob GFP-S100P von den überexprimierenden 
Zellen in das Zellkulturmedium sekretiert wurde. Die am FLUOstar OPTIMA Mikroplatten-
Reader gemessene GFP-Fluoreszenz zeigte keine erhöhten Werte der H358 pEGFP::S100P-
Zellen im Vergleich zu den H358 pEGFP-ko-Zellen in den Zellkultur-Überständen (nicht 
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gezeigt). Darüber hinaus konnte auch mikroskopisch keine Kolokalisierung mit dem 
potentiellen S100P-Rezeptor RAGE nachgewiesen werden (nicht gezeigt). 
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Abb. 16 Nachweis der stabilen Überexpression von S100P und RAGE in H358-Zellen 
Die stabil transfizierten Einzelzellklone (pEGFP::S100P, RAGE pEGFP::S100P, ∆cyto pEGFP::S100P) und 
Mischzellklone (pEGFP-ko, pcDNA-ko, pcDNA::S100P) von H358-Zellen wurden A) im Immuno-Blot mit 
spezifischen Antikörpern gegen S100P, GFP oder RAGE (Anti-RAGE A905 bindet die intrazelluläre Domäne 
von RAGE) auf die Überexpression überprüft. B) Die Koexpression von pEGFP::S100P und RAGE in den H358 
RAGE pEGFP::S100P-Zellen wurde außerdem am Fluoreszenz-Mikroskop nachgewiesen (1 – Durchlicht, 2 – 
GFP-Fluoreszenz, 3 – Immunzytochemie Anti-RAGE, 4 – Zellkern-Färbung mit DAPI). 
 
 

3.2.2. Einfluss von S100P auf den durch zytotoxische Agenzien induzierten 
Zelltod von H358-Zellen 

Zytotoxische Agenzien greifen in der Regel in den Ablauf des Zellzyklus ein und führen 
dabei zur Induktion des Zelltodes der behandelten Zellen. Im Folgenden wurde die Zelltod-
induzierende Wirkung von klinisch eingesetzten Chemotherapeutika (Cisplatin, Etoposid und 
Paclitaxel) und von bislang nur experimentell eingesetzten zytotoxischen Agenzien (CGP 
74514A, MG-132) untersucht. Die Behandlung mit diesen Agenzien erfolgte für 48 h. Für die 
Zelltodanalyse in Abhängigkeit von der S100P-Überexpression wurden der apoptotische 
Zelltod anhand der DNA-Veränderungen nach Hoechst-Färbung und der nekrotische Zelltod 
anhand der Propidiumiodid-Aufnahme in die Zellen ausgewertet. 

Der basale Zelltod der H358-Zellen lag bei 2 – 5 % und war durch die Überexpression von 
S100P nicht verändert. Die Analyse der Apoptose-Induktion in den H358-Zellen durch die 
verschiedenen zytotoxischen Agenzien ergab nur geringe Veränderungen in Abhängigkeit 
von der S100P-Überexpression. Auch die Koexpression von RAGE oder ∆cytoRAGE mit 
S100P hatte keinen Einfluss auf die Apoptose der Zellen (Abb. 17A). Im Gegensatz dazu war 
der Anteil nekrotisch sterbender Zellen durch die S100P-Überexpression erhöht. Besonders 
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deutlich trat die erhöhte Nekrose-Induktion in Koexpression mit RAGE bzw. ∆cytoRAGE 
nach der Behandlung mit Cisplatin und Etoposid auf (Abb. 17B). 
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Abb. 17 Einfluss der S100P-Überexpression auf die Zelltod-Induktion von H358-Zellen nach der 
Behandlung mit zytotoxischen Agenzien 

Die H358-Zellen wurden für 48 h mit zytotoxischen Agenzien (ko - unbehandelte Kontrolle; CGP - 10 µM CGP 
74514A;  
Cis - 30 µM Cisplatin; Et - 20 µM Etoposid; MG - 10 µM MG-132; Tax - 5 nM Paclitaxel) behandelt. A) Zur 
Bestimmung des apoptotischen Zelltodes wurde von je 300 Zellen der Anteil der Zellen mit DNA-
Veränderungen (Hoechst-Färbung) am Mikroskop ausgewertet. B) Zur Ermittlung des Anteils nekrotisch 
sterbender Zellen wurde der prozentuale Anteil Propidiumiodid-positiver Zellen am Durchflusszytometer 
ausgewertet. Es sind die Mittelwerte ± Standardfehler (n=6) mit *p≤0,05 und **p≤0,01 vs. pEGFP-ko 
angegeben. 
 

Die vorherigen Versuche zeigten, dass S100P den durch zytotoxische Agenzien vermittelten 
Zelltod beeinflusst (Abb. 17). Ob diese Wirkung auf der Ebene des Zellzyklus vermittelt wird, 
sollte anhand von Zellzyklusmessungen überprüft werden. Für diese Untersuchungen wurden 
die H358-Zellen für 48 h mit Etoposid oder Paclitaxel behandelt, da Etoposid überwiegend 
die Nekrose und Paclitaxel überwiegend die Apoptose der Zellen induziert. Die 
Zellzyklusphasen G1, S und G2 wurden anhand des unterschiedlichen DNA-Gehaltes der 
Zellen nach Färbung der DNA mit Propidiumiodid am Durchflusszytometer ausgewertet. 

Die Behandlung der H358-Zellen mit Etoposid resultierte im Vergleich zu den 
unbehandelten Zellen in einem stark erhöhten Anteil von Zellen in der G2-Phase. Im 
Gegensatz zu Etoposid wurden durch die Paclitaxel-Behandlung im Vergleich zu den 
unbehandelten Zellen kaum Unterschiede in der Verteilung der Zellen in den 
Zellzyklusphasen gezeigt. Die Überexpression von S100P hatte unter Chemotherapie-
Behandlung keinen Einfluss auf den Zellzyklus. Allerdings führte die Überexpression von 
S100P in den unbehandelten Zellen zu einem erhöhten Anteil von Zellen in der G1- und  
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S-Phase des Zellzyklus (Tab. 7). Die Koexpression von RAGE oder ∆cytoRAGE mit S100P 
hatte keinen Einfluss auf den Zellzyklus der H358-Zellen (nicht gezeigt). 

 
Tab. 7: Zellzyklusanalyse Chemotherapie-behandelter H358-Zellen 

  Zellzyklusphasen 

Chemotherapeutika H358-Zellen G1-Phase  
[% Zellen] 

S-Phase 
[% Zellen] 

G2-Phase 
[% Zellen] 

unbehandelte Kontrolle pEGFP-ko 48,5 ± 0,96 14,0 ± 0,57 37,5 ± 0,77 

 pEGFP::S100P 53,0 ± 1,38** 16,1 ± 0,60* 30,9 ± 0,84** 

Etoposid pEGFP-ko  9,6 ± 2,76 19,7 ± 3,72 70,7 ± 6,10 

 pEGFP::S100P 5,7 ± 0,51 22,1 ± 2,60 72,1 ± 2,82 

Paclitaxel pEGFP-ko 40,1 ± 3,65 18,8 ± 1,30 41,1 ± 2,49 

 pEGFP::S100P 46,0 ± 2,02 15,9 ± 1,20** 38,0 ± 1,44 

Angegeben sind die Mittelwerte ± Standardfehler (n=6) mit *p≤0,05 and **p≤0,01 vs. pEGFP-ko. 
 

3.2.3. Einfluss von S100P auf die Phagozytose apoptotisch sterbender H358-
Zellen 

Die Phagozytose von körperfremden Partikeln oder sterbenden Zellen im menschlichen 
Organismus ist ein wichtiger Mechanismus der Immunabwehr. Die Phagozytose von 
apoptotischen Zellen durch die Makrophagen basiert auf der Erkennung von 
Phosphatidylserinen, welche durch die Apoptose auf der Zelloberfläche sterbender Zellen 
exponiert werden. In dem Phagozytose-Assay wurde in vitro untersucht, ob die Expression 
von S100P und/oder RAGE in den Tumorzellen die Erkennung der Zellen durch die 
Makrophagen beeinflusst. 

Zunächst wurde überprüft, ob die H358-Zellen infolge der Chemotherapie-Behandlung 
Phosphatidylserine auf ihrer Zelloberfläche exponieren. Die Translokalisation von 
Phosphatidylserinen auf die Zelloberfläche apoptotischer Zellen wurde in vitro durch die 
Bindung von Fluoreszenz-gekoppeltem Annexin-V an Phosphatidylserin am 
Durchflusszytometer überprüft. Die Zellen wurden zusätzlich mit Propidiumiodid (PI) 
gefärbt, um die Population nekrotisch sterbender Zellen ausschließen zu können (Abb. 18A). 
Die für 48 h mit 50 µM Etoposid behandelten H358-Zellen wiesen anhand dieser Analyse 
einen apoptotischen Zelltod von durchschnittlich 55 % und einen nekrotischen Zelltod von 
33 % auf und konnten im Phagozytose-Assay eingesetzt werden (Abb. 18A und B).  
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B Abb. 18 Zelltodanalyse Etoposid-behandelter H358-
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H358-Zellen wurden für 48 h mit 50 µM Etoposid (Et) 
behandelt. Anhand der Annexin-V-PI-Färbung wurde der 
Zelltod der Zellen untersucht. A) Die Auswertung am 
Durchflusszytometer erfolgte anhand der Rot- bzw. Grün- 
fluoreszenz. Quadrant I – positiv für Propidiumiodid (PI), 
negativ für Annexin; Quadrant II – positiv für PI und 
Annexin (nekrotische Zellen); Quadrant III – negativ für 
PI und Annexin (lebende Zellen); Quadrant IV – negativ 
für PI, positiv für Annexin-V (apoptotische Zellen).  
B) Auswertung der Zelltodanalyse am 
Durchflusszytometer für die unbehandelten Kontrollzellen 
(ko) und die Etoposid-behandelten Zellen (Et). Es sind die 
Mittelwerte ± Standardfehler (n=3) angegeben. 
 

 
Für den Phagozytose-Assay wurden die mit Etoposid behandelten H358-Zellen mit dem 

grünen Zellfluorochrom CFSE markiert und im Verhältnis von 2:1 mit den Makrophagen 
kokultiviert. Nach 10 – 120 min Kokultivierung wurden die Zellen von der Zellkulturschale 
gelöst und mit makrophagenspezifischen Rotfluoreszenz-gekoppelten Antikörpern gegen 
CD11 und CD14 markiert. Zellen, die sowohl grün als auch rot fluoreszierten, zeigten die 
Phagozytose der H358-Zellen durch die Makrophagen an (Abb. 19A). Für die 
Phagozytoserate wurde der prozentuale Anteil doppelt positiver Zellen im Verhältnis zu den 
einfach positiven Makrophagen berechnet. Die Phagozytose wurde außerdem am 
Fluoreszenzmikroskop überprüft, um die doppelt positiven Fluoreszenz-Signale als 
phagozytierte Zellen zu verifizieren (Abb. 19B). Mit diesem Phagozytose-Assay konnte in 
vitro die Phagozytose von apoptotischen Karzinomzellen durch die Kokultur mit 
Makrophagen gezeigt werden (Abb. 19).  
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Abb. 19 Analyse der Phagozytose apoptotischer H358-Zellen in vitro 
Die apoptotischen H358-Zellen waren mit dem grünen Fluorochrom CFSE markiert. Die Makrophagen wurden 
mit APC-gekoppelten Antikörpern (Rotfluoreszenz) gegen CD11 und CD14 markiert. Die Phagozytose der 
H358-Zellen durch die Makrophagen wurde nach 10, 30, 60 und 120 min am Durchflusszytometer analysiert (A) 
und am Fluoreszenz-Mikroskop überprüft (B). A) Am Durchflusszytometer wurde die Phagozytose der Zellen 
anhand der Fluoreszenz ausgewertet. Quadrant I - CD11 und CD14 positive Makrophagen; Quadrant II - CD11 
und CD14 positive Makrophagen mit CFSE gefärbten H358-Zellen; Quadrant III - CD11 und CD14 negative 
Makrophagen; Quadrant IV - CFSE gefärbte H358-Zellen. Der Anteil doppelt positiver Zellen (II) wurde im 
Vergleich zu einfach positiven Makrophagen (I) ausgewertet. B) Die Phagozytose wurde mithilfe des 
Fluoreszenz-Mikroskops überprüft. Die Überlagerung der CFSE- und der APC-Fluoreszenz nach 120 min zeigte 
die Phagozytose der H358-Zellen an.  
 

Für die Phagozytose der H358-Zellen durch die Makrophagen konnte eine Zeitabhängigkeit 
gezeigt werden, die nach 2 h Kokultur eine maximale Phagozytoserate von 68 % erreichte 
(Abb. 20A). Während nach 2 h eine geringe Verschlechterung der Phagozytose durch die 
Überexpression von S100P um ca. 10 % festgestellt wurde, hatte die Koexpression von RAGE 
oder ∆cytoRAGE mit S100P keinen weiteren Einfluss auf die Phagozytose der H358-Zellen 
(Abb. 20B). 

 
 

 
 
 
  
 
 
 
 
 
Abb. 20 Auswertung der Phagozytose apoptotischer H358-Zellen in vitro 
A) Die Phagozytose apoptotischer H358-Zellen wurde nach 10, 30, 60 und 120 min analysiert. Es sind die 
Mittelwerte ± Standardfehler (n=4) mit *p≤0,05 und **p≤0,01 vs. 10 min angegeben. B) Die Phagozytose der 
H358-Zellen durch die Makrophagen wurde in Abhängigkeit der S100P- bzw. RAGE-Expression nach 2 h 
ausgewertet. Es sind die Mittelwerte ± Standardfehler (n=8) mit *p≤0,05 und **p≤0,01 vs. pEGFP-ko 
angegeben. 
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3.3. Einfluss von S100P auf die Malignität von Karzinomzellen in vitro 
In den folgenden Versuchen wurde der Einfluss einer erhöhten Expression von S100P auf 

die Proliferation, auf die Tumorzellkolonie-Bildung und auf die Migration von H358-Zellen  
in vitro analysiert. Diese Untersuchungen wurden zusätzlich in Abhängigkeit der Expression 
von RAGE durchgeführt. Da die meisten Literaturdaten bezüglich S100P bisher mit der 
humanen Pankreaskarzinom-Zelllinie Panc-1 gewonnen wurden, wurde diese in die 
Untersuchungen mit einbezogen.  

3.3.1. Einfluss von S100P auf die Proliferation der H358-Zellen 
Die Proliferation der H358-Zellen sollte in Abhängigkeit der Überexpression von S100P mit 

und ohne die Koexpression von RAGE bzw. ∆cytoRAGE untersucht werden. Die 
Proliferation wurde als Zunahme der Zellzahl gegen die Zeit vermessen und aufgetragen 
(Abb. 21A). Zusätzlich wurde daraus die Zahl der Zellteilungen pro Tag berechnet 
(Populationsverdopplung) und im Vergleich zur Zellzahl ausgewertet (Abb. 21B). 

Die Überexpression von S100P resultierte in einer verminderten Proliferation der H358-
Zellen. Mit Erreichen einer Zelldichte von ca. 150 000 Zellen/cm2 stellten die Zellen im 
Gegensatz zu den Kontrollzellen ihre Zellteilung ein (Abb. 21A, Abb. 21B). Des Weiteren 
konnte gezeigt werden, dass durch die Koexpression von S100P mit RAGE dieser Einfluss 
komplett bzw. durch die Koexpression von S100P mit ∆cytoRAGE partiell aufgehoben 
werden konnte (Abb. 21). Darüber hinaus wurde bei den ∆cytoRAGE-Zellen im Vergleich der 
Zellzahlen ein vermindertes Wachstum gegenüber den ko-Zellen festgestellt (Abb. 21). 
 
 A  Zellzahl vs. Zeit         B    Populationsverdopplung vs. Zellzahl 
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Abb. 21 Einfluss von S100P auf die Proliferation von H358-Zellen 
Die Proliferation der H358-Zellen wurde abhängig von S100P und der Koexpression von RAGE bzw. 
∆cytoRAGE untersucht. Die Zellen wurden über einen Zeitraum von 7 Tagen kultiviert. A) Die Zellzahl wurde 
zeitabhängig aufgetragen. B) Außerdem wurde die Populationsverdopplung (Zahl der Zellteilungen pro Tag) 
berechnet [(ln ZellzahlTag x – ln ZellzahlTag x-1)/ln2] und abhängig von der Zellzahl dargestellt. Es sind die 
Mittelwerte ± Standardfehler (n=4) mit *p≤0,05 und **p≤0,01 vs. pEGFP-ko angegeben. 

 
Die Proliferation der H358-Zellen wurde durch die Überexpression von S100P vermindert. 

Ob dies auf einen Einfluss von S100P auf den Zellzyklus zurückzuführen ist, wurde anhand 
von Zellzyklusanalysen überprüft. Die Zellzyklusanalysen wurden parallel zu den 
Zellzählungen durchgeführt. In Tab. 8 ist der Anteil der Zellen in der jeweiligen 
Zellzyklusphase für Tag 1 der Zellzählung angegeben, da sich die Zellen zu diesem Zeitpunkt 
in der initialen Proliferationssphase befinden.  

Der verminderten Proliferation entsprechend wurden die Zellen in Abhängigkeit von S100P 
vermehrt in der G1-Phase und vermindert in der S- und der G2-Phase des Zellzyklus 
detektiert. Dieser Effekt war durch die Koexpression von RAGE mit S100P aufgehoben bzw. 
durch die Koexpression von ∆cytoRAGE mit S100P umgekehrt (Tab. 8). 
 
Tab. 8: Zellzyklusanalyse der in Wachstumsversuchen eingesetzten H358-Zellen nach 1d 

H358-Zellen Zellzyklusphase 

Rezeptor  G1-Phase  
[% Zellen] 

S-Phase 
[% Zellen] 

G2-Phase 
[% Zellen] 

Kontrolle pEGFP-ko 40,4 ± 0,88 37,5 ± 1,20 21,6 ± 1,34 

 pEGFP::S100P 46,3 ± 1,80** 34,7 ± 1,14** 16,9 ± 0,77** 

RAGE pEGFP-ko  34,9 ± 1,27 38,2 ± 1,61 22,5 ± 2,63 

 pEGFP::S100P 32,5 ± 0,74* 44,1 ± 0,88** 19,6 ± 2,38** 

∆cytoRAGE pEGFP-ko 43,9 ± 1,34 34,4 ± 1,0 21,0 ± 1,32 

 pEGFP::S100P 38,0 ± 0,83** 39,5 ± 1,52* 24,8 ± 1,08** 

Angegeben sind die Mittelwerte ± Standardfehler (n=6) mit *p≤0,05 und **p≤0,01 vs. pEGFP-ko. 
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3.3.2. Einfluss von S100P auf die Bildung von Tumorzellkolonien in vitro 
Der Einfluss von S100P auf die Bildung von Tumorzellkolonien aus Einzelzellen wurde 

anhand des so genannten tumor-colony-forming-Assays untersucht. Für diesen Assay wurde 
die Tumorzellsuspension soweit verdünnt, dass einzelne Tumorzellen im Softagar ausgesetzt 
werden konnten. Nach vier Wochen wurden die Anzahl (Abb. 22A) und die Größe der 
gebildeten Tumorzellkolonien (Abb. 22B) mikroskopisch ausgewertet. 

 Die Überexpression von S100P führte zu einer vermehrten Bildung von 
Tumorzellkolonien. Gleichzeitig war die Größe der Tumorzellkolonien durch S100P 
verringert. Auch in Koexpression mit RAGE wurden durch S100P mehr Tumorzellkolonien 
gebildet. Diese waren mit einer Tumorzellgröße von ca. 30 µm ebenfalls kleiner als die 
Tumorzellkolonien der RAGE-Zellen. Die Tumorzellkolonien der ∆cytoRAGE- und der 
∆cytoRAGE pEGFP::S100P-Zellen erreichten durchschnittlich nur eine Größe von 20 µm. Es 
konnten hier keine Unterschiede in Anzahl oder Größe durch die Überexpression von S100P 
festgestellt werden. (Abb. 22A und B). 
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 Abb. 22  Einfluss von S100P auf die Bildung und das Größenwachstum von Tumorzellkolonien in vitro 
Einzelzellen von H358-Zellen wurden über einen Zeitraum von vier Wochen in 0,6 %igen Softagar kultiviert 
und am Mikroskop deren Anzahl und deren durchschnittliche Größe ausgewertet. A) Die Anzahl der gebildeten 
Tumorzellkolonien mit einer Mindestgröße von 20 µm bezieht sich prozentual auf 20 000 eingesetzte 
Einzelzellen. B) Die durchschnittliche Größe der Tumorzellkolonien wurde durch die Mittlung von jeweils 100 
zufällig ausgewählten Tumorzellkolonien ausgewertet. Es sind die Mittelwerte ± Standardfehler (n=6) mit 
*p≤0,05 und **p≤0,01 vs. pEGFP-ko angegeben. 
  

3.3.3. Einfluss von S100P auf die Migration von H358-Zellen in vitro 
Eine entscheidende Eigenschaft von Tumoren ist ihre Fähigkeit, im Gewebe zu migrieren 

und in andere Organe zu metastasieren (sekundäre Tumore). Eine Voraussetzung für die 
Metastasierung von Tumoren ist die Migrationsfähigkeit der Tumorzellen. Diese hängt 
sowohl von extrazellulären als auch von intrazellulären Faktoren ab. Der Einfluss von S100P 
auf die Migration von H358-Zellen wurde anhand des so genannten „Wundheilungs“-Assays 
und des Transwell-Assays in vitro untersucht. 

In dem „Wundheilungs“-Assay wurde untersucht, wie schnell die Zellen in Abhängigkeit 
von S100P in einen zellfreien Bereich („Wunde“) hineinwachsen. Die Abstände zwischen den 
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„Wundrändern“ wurden regelmäßig über einen Zeitraum von 16 Tagen am Mikroskop 
vermessen (Abb. 23A). Die Überexpression von S100P verminderte in den untersuchten 
H358-Zellen den Verschluss der „Wunde“. Diese verminderte Migration der Zellen durch die 
Überexpression von S100P war durch die Koexpression von RAGE mit S100P nicht so stark 
ausgeprägt und durch die Koexpression von ∆cytoRAGE mit S100P sogar weiter verstärkt 
(Abb. 23B). 
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Abb. 23 Einfluss von S100P auf die Migration von 

H358-Zellen im „Wundheilungs-Assay“ 
Die S100P-überexprimierenden H358-Zellen und die 
jeweiligen Kontrollzellen wurden im 
„Wundheilungs-Assay“ eingesetzt. A) In eine 
konfluente Zelllayer wurde eine „Wunde“ gesetzt 
und der Abstand zwischen den „Wundrändern“ am 
Mikroskop vermessen. B) Die Abstände zwischen 
den Wundrändern (in µm) wurden pro Zeit 
aufgetragen. Es sind die Mittelwerte ± Standardfehler 
(n=3) angegeben. 
 

 
 
 

 
Im Transwell-Assay wurde die Migration der Zellen durch eine poröse Membran 

untersucht. Die Anzahl der migrierten Zellen wurde indirekt mittels Alamar Blue-Assay 
bestimmt. Ebenso wie im „Wundheilungs“-Assay  (Abb. 23) war die Migration der H358-
Zellen durch die Überexpression von S100P auch im Transwell-Assay nach sechstägiger 
Kultivierung vermindert (Abb. 24). Die Koexpression von RAGE bzw. ∆cytoRAGE mit 
S100P hatte keinen weiteren Einfluss auf diesen S100P-Effekt (Abb. 24). 
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 Abb. 24 Einfluss von S100P auf die Migration von H358-
Zellen im Transwell-Assay 

Im Transwell-Assay wurden die S100P-überexprimierenden 
H358-Zellen und die jeweiligen Kontrollzellen auf eine 
poröse Membran (Porengröße=8 µm) ausgesetzt. Die 
gerichtete Migration der Zellen erfolgte durch die 
Serumstimulation (0 % FCS im Insert, 10 % FCS in der 
Zellkulturschale). Die Auswertung der Migration erfolgte 
nach 6 d mittels Alamar Blue-Assay. Es sind die 
Mittelwerte ± Standardfehler (n=4) mit *p≤0,05 und 
**p≤0,01 vs. pEGFP-ko angegeben. 
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3.3.4. Einfluss von S100P auf die Proliferation, Tumorzellkolonie-Bildung und 
Migration von Panc-1-Zellen in vitro 

Im Gegensatz zu der verminderten Proliferation und Migration von H358-Zellen durch die 
Überexpression von S100P hat eine andere Arbeitsgruppe an Panc-1-Zellen eine gesteigerte 
Proliferation und Migration dieser Zellen in Abhängigkeit von S100P gefunden [Arumugam 
et al., 2005]. Aus diesem Grund wurde zur Überprüfung der Ergebnisse auch die humane 
Pankreaskarzinom-Zelllinie Panc-1 mit dem Fusionsprotein GFP-S100P stabil transfiziert 
(Abb. 25) und der Einfluss von S100P auf die Malignität dieser Zellen untersucht.  
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Abb. 25 Nachweis der stabilen Überexpression von S100P in Panc-1-Zellen 
Die stabil transfizierten Mischklone (pEGFP-ko und pEGFP::S100P) der Panc-1-Zellen wurden A) im Immuno-
Blot mit den spezifischen Antiköpern gegen S100P und GFP auf die Überexpression überprüft. B) Die 
Expression von pEGFP::S100P in den Panc-1- Zellen wurde außerdem am Fluoreszenz-Mikroskop kontrolliert. 
 

Im Gegensatz zu den S100P-überexprimierenden H358-Zellen (Abb. 21) war die 
Proliferation der Panc-1-Zellen durch die Überexpression von pEGFP::S100P unter unseren 
Bedingungen nur geringfügig vermindert (Abb. 26). 
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Abb. 26 Einfluss von S100P auf die Proliferation von Panc-1-Zellen  
Die Proliferation der Panc-1-Zellen wurde abhängig von S100P untersucht. Die Zellen wurden über einen 
Zeitraum von 7 Tagen kultiviert. A) Die Zellzahl wurde zeitabhängig aufgetragen. B) Außerdem wurde die 
Populationsverdopplung berechnet [(ln ZellzahlTag x – ln ZellzahlTag x-1)/ln2] und abhängig von der Zellzahl 
dargestellt. Es sind die Mittelwerte ± Standardfehler (n=4) mit *p≤0,05 und **p≤0,01 vs. pEGFP-ko angegeben. 

 
Im Gegensatz zu den H358-Zellen hatte die Überexpression von S100P in den Panc-1-

Zellen im tumor-colony-forming-Assay keine Auswirkung auf die Bildung der 
Tumorzellkolonien (Abb. 27A). Im Vergleich zu den H358-Kontrollzellen bildeten die  
Panc-1-Kontrollzellen eine erhöhte Anzahl von Tumorzellkolonien (Abb. 27A). Die Größe 
der gebildeten Tumorzellkolonien war durch S100P in den Panc-1-Zellen leicht erhöht  
(Abb. 27B). Die Tumorzellkolonien der Panc-1-Kontrollzellen waren kleiner als die 
Tumorzellkolonien der H358-Kontrollzellen (Abb. 27B). 
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Abb. 27  Einfluss von S100P auf die Bildung und das Größenwachstum von Tumorzellkolonien von  

H358-Zellen und Panc-1-Zellen in vitro  
Einzelzellen von H358-Zellen und Panc-1-Zellen wurden über einen Zeitraum von vier Wochen in 0,6 %igen 
Softagar kultiviert und am Mikroskop deren Anzahl und deren durchschnittliche Größe ausgewertet. A) Die 
Anzahl der gebildeten Tumorkolonien mit einer Mindestgröße von 20 µm bezieht sich prozentual auf 20 000 
eingesetzte Einzelzellen. B) Die durchschnittliche Größe der Tumorkolonien wurde durch die Mittlung von 
jeweils 100 zufällig ausgewählten Tumorzellkolonien ausgewertet. Es sind die Mittelwerte ± Standardfehler 
(n=6) mit *p≤0,05 und **p≤0,01 vs. pEGFP-ko angegeben. 
 

 

Der Einfluss von S100P auf die Migration der Panc-1-Zellen wurde mittels Transwell-
Assay untersucht. Im Gegensatz zu den H358-Zellen konnte für die Panc-1-Zellen eine 
verbesserte Migration in Abhängigkeit von S100P gezeigt werden (Abb. 28). Da die Panc-1-
Zellen im Vergleich zu den H358-Zellen besser migrieren, wurde zusätzlich der Einfluss von 
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S100P auf die gut migrierende humane Bronchialkarzinom-Zelllinie H322 im Transwell-
Assay untersucht. Die H322-Zellen zeigten ebenso wie die Panc-1-Zellen eine verbesserte 
Migration durch die Überexpression von S100P (Abb. 28). 

 
Abb. 28  Einfluss von S100P auf die Migration von 

Bronchialkarzinom- und Pankreaskarzinom-
zellen im Transwell-Assay 
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* Im Transwell-Assay wurde der Einfluss von S100P auf 
Bronchialkarzinomzellen (H358, H322) und 
Pankreaskarzinomzellen (Panc-1) untersucht. Die Zellen 
wurden auf eine poröse Membran (Porengröße=8 µm) 
ausgesetzt. Die gerichtete Migration der Zellen erfolgte 
durch die Serumstimulation (0 % FCS im Insert, 10 % FCS 
in der Zellkulturschale). Die Auswertung der Migration 
erfolgte abhängig von der Migrationsfähigkeit für die H358-
Zellen nach 6 d, für die H322-Zellen nach 3 d und für die 
Panc-1-Zellen nach 2 d mittels Alamar Blue-Assay. Es sind 
die Mittelwerte ± Standardfehler (n=4) mit *p≤0,05 vs. 
pEGFP-ko angegeben. 

 
 

 Für das Tumorwachstum und die Migration von Tumorzellen sind intrazelluläre und 
extrazelluläre Faktoren notwendig. Es ist bekannt, dass Tumorzellen in vivo Matrix-
Metalloproteinasen (MMPs) freisetzen, welche die umgebende Matrix abbauen und den 
Zellen somit ermöglichen, invasiv zu wachsen und zu migrieren [Yano et al., 2003]. Aus 
diesem Grund wurde überprüft, ob S100P einen Einfluss auf die Freisetzung der Gelatinasen 
MMP-2 und MMP-9 hat. Hierfür wurden die Zellkulturüberstände mittels Zymographie 
untersucht. Für die H358-Zellen konnte im Allgemeinen nur eine sehr schwache Aktivität von 
MMP-2 (72 kDa) und MMP-9 (92 kDa) gezeigt werden. Für die Panc-1-Zellen hingegen 
konnte eine starke Aktivität von MMP-2 und eine schwache Aktivität von MMP-9 
nachgewiesen werden (Abb. 29). S100P hatte dabei keinen Einfluss auf die Aktivität der 
MMPs im Überstand. 
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Abb. 29 Einfluss von S100P auf die 

Freisetzung von MMP-2 und MMP-9 
durch H358- und Panc-1-Zellen 
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Die Zellkulturüberstände (ohne FCS) von H358- 
und Panc-1-Zellen wurden im Zymographie-Gel 
(mit 2 mg/ml Gelatine) analysiert. MMP-2 läuft bei 
einer Größe von 72 kDa, MMP-9 ist bei einer Größe 
von 92 kDa nachweisbar. Die Abbildung ist 
repräsentativ für drei unabhängige Versuche. 
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3.4. Expression, Lokalisierung und intrazelluläre Funktion von S100P in 
H358-Zellen 

Die Analyse von Zellkulturüberständen der S100P-überexprimierenden H358-Zellen ergab 
im Vergleich zu den H358-Kontrollzellen keine erhöhte Freisetzung von S100P ins Medium. 
Des Weiteren konnte kein Einfluss von extrazellulärem S100P auf die Proliferation, 
Migration oder Phagozytose der H358-Zellen durch die Kultivierung der Zellen in 
konditioniertem Medium von S100P-überexprimierenden Zellen nachgewiesen werden (nicht 
gezeigt). Diese Beobachtungen weisen darauf hin, dass S100P hauptsächlich durch 
intrazelluläre Interaktionen Einfluss auf die Malignität der H358-Zellen nimmt. Ziel der 
folgenden Versuche war es deshalb, die Regulation der mRNA-Expression, die intrazelluläre 
Lokalisierung und potentielle Interaktionspartner von S100P zu untersuchen.  

3.4.1. Einfluss der DNA-Methylierung auf die mRNA-Expression von S100P 
Bei Krebserkrankungen führt eine veränderte Methylierung der DNA häufig zu einer 

veränderten Aktivität betroffener Gene [Ehrlich, 2002]. Durch den Einsatz des Cytosin-
Analogons 5-Aza-2´-deoxycytidine (AzDe) wurde die DNA in vitro demethyliert. Durch die 
Inkubation von H358-Zellen mit AzDe zeigte sich nach zwei Tagen eine erhöhte mRNA-
Expression von S100P (Abb. 30A). Als Positiv-Kontrolle für die Demethylierung der DNA 
wurde die mRNA des Tumorsuppressors DLC (deleted in liver cancer)-1 amplifiziert, 
welches in vielen Krebszelllinien reprimiert ist und durch die AzDe-vermittelte 
Demethylierung reaktiviert werden kann [Yuan et al., 2004] (Abb. 30A). Darüber hinaus 
wurde die Expression der Gesamt-S100P-mRNA unter Verwendung der Klonierungsprimer 
von S100P (Tab. 3) und die endogen exprimierte S100P-mRNA unter Verwendung der  
RT-PCR-Primer für S100P (sense-Primer bindet in der 5´ untranslatierten Promoterregion; 
Tab. 3) untersucht. Es zeigte sich, dass durch die Überexpression von S100P in den H358-
Zellen die endogene S100P-mRNA vermindert exprimiert ist (Abb. 30B). 
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Abb. 30  Einfluss der DNA-Methylierung und der S100P-Überexpression auf die endogene mRNA-

Expression von S100P in H358-Zellen 
A) H358-Zellen wurden für 1, 2 und 3 Tage mit 10 µM AzDe inkubiert und die mRNA-Expression von S100P 
und DLC-1 (als Positivkontrolle) untersucht. Die Expressionswerte wurden im Vergleich zur 18S-rRNA 
ermittelt. Es sind die Mittelwerte ± Standardfehler (n=6) mit *p≤0,05 vs. unbehandelte Kontrolle (ko) 
angegeben. B) Mit spezifischen Primerpaaren wurde die Expression der gesamten S100P-mRNA (endogen + 
Überexpression) und der endogenen S100P-mRNA von H358-Zellen untersucht. Die Expressionswerte wurden 
im Vergleich zur 18S-rRNA ermittelt. 
 
 

3.4.2. Intrazelluläre Lokalisierung von S100P  
Vielen S100-Proteinen wird aufgrund ihrer Lokalisierung eine spezifische Wirkweise 

zugeschrieben. Bislang war für S100P keine genaue Lokalisierung in der Zelle bekannt. 
Durch die Fusion mit GFP konnte mittels Fluoreszenz-Mikroskopie in den H358-Zellen eine 
Lokalisierung von S100P im Zellplasma und im Zellkern beobachtet werden. Im Gegensatz 
dazu war die GFP-Fluoreszenz der pEGFP-ko-Zellen ubiquitär in der Zelle verteilt (Abb. 
31A). Darüber hinaus wurde die Lokalisierung von GFP-S100P in den Zellen mittels 
Zellfraktionierung und anschließendem Immuno-Blot überprüft. Hierbei diente der Nachweis 
von HMGB1 als Kernprotein und von Ezrin als Protein des Zellplasmas als Positivkontrollen 
für die einzelnen Fraktionen. Für GFP-S100P konnte anhand dieser Methode ebenfalls eine 
Lokalisierung im Zellkern und im Zellplasma detektiert werden. Allerdings war im Vergleich 
zur Fluoreszenz-Mikroskopie weniger GFP-S100P in der Zellkern-Fraktion nachweisbar 
(Abb. 31B). 
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Abb. 31 Intrazelluläre Lokalisierung von GFP-S100P in H358-Zellen  
A) H358-Zellen wurden stabil mit dem Kontrollvektor pEGFP-ko (1a, 1b) bzw. mit dem pEGFP::S100P-Vektor 
(2a, 2b) transfiziert. Dargestellt sind sowohl Durchlicht- (1a, 2a) als auch Fluoreszenz-Aufnahmen (1b, 2b).  
B) Nach der Fraktionierung von H358-Zellen über einen Sucrosegradienten wurden Zellkern- und 
Zellplasmafraktionen im Immuno-Blot mittels Anti-GFP analysiert. Die Detektion von HMGB1 diente als 
Kontrolle für die Zellkernfraktion. Ezrin wurde als zytoplasmatisches Protein detektiert. Die Abbildung ist 
repräsentativ für vier unabhängige Versuche. 
 

 
Zusätzlich zu den Zellversuchen wurden humane Gewebeschnitte des Bronchialkarzinoms 

auf die Lokalisierung von S100P untersucht. Die Gewebe wurden anhand ihrer mRNA-
Expression von S100P ausgewählt. Die Gewebeschnitte des bronchialen 
Plattenepithelkarzinoms, die sehr wenig S100P exprimieren, dienten als Negativkontrolle für 
den Anti-S100P-Antikörper (Abb. 32A). In Gewebeschnitten des bronchialen 
Adenokarzinoms, welche sehr viel S100P exprimieren, konnte S100P intrazellulär detektiert 
werden (Abb. 32B). Die Verteilung von S100P im Zellkern und Zellplasma der Zellen der 
Adenokarzinom-Gewebe entsprach der Verteilung von S100P in den H358-Zellen (Abb. 32B; 
Abb. 31).   
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BA 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 32 Immunhistochemie mit Anti-S100P von ausgewählten humanen Bronchialkarzinom-Sektionen 
A) Immunhistochemie einer bronchialen Plattenepithelkarzinom-Sektion; B) Immunhistochemie einer 
bronchialen Adenokarzinom-Sektion; blau – Hämalaun-Färbung des Zellkerns, braun – DAB-Färbung von 
S100P  
 

3.4.3. Einfluss des intrazellulären Ca2+-Gehalts auf die Polymerisierung von 
GFP-S100P  

Die Bindung von S100-Proteinen an ihre Zielproteine erfolgt Ca2+-abhängig und erfordert 
die Dimerisierung oder Polymerisierung der S100-Proteine [Donato, 2007]. Aus diesem 
Grund wurde zunächst überprüft, unter welchen Bedingungen eine Dimerisierung des 
überexprimierten GFP-S100P stattfindet. Die H358-Zellen wurden hierfür mit Thapsigargin 
behandelt. Thapsigargin inhibiert die Ca2+-ATPase des endoplasmatischen Reticulums, 
wodurch es zu einer schnellen Ca2+-Freisetzung aus den intrazellulären Speichern kommt. Ein 
Teil der Zellen wurde zusätzlich mit 2 % Formaldehydlösung fixiert, um potentielle 
Interaktionspartner zu quervernetzen. Die Zelllysate wurden mit Anti-GFP immunpräzipitiert 
und im Immuno-Blot analysiert. Es konnten nur in dem mit Thapsigargin stimulierten und mit 
Formaldehyd fixierten Präzipitat der pEGFP::S100P-Zellen Proteinbanden bei ca. 72 kDa und 
110 kDa detektiert werden, die auf eine Dimer- bzw. Trimerbildung von GFP-S100P (24 kDa 
+ 12 kDa = 36 kDa) hinweisen (Abb. 33). 
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bb. 33 Einfluss des intrazellulären Ca2+-Gehalts auf die Polymerisierung von GFP-S100P in H358-Zellen 
358-Zellen wurden für 2 h mit 1 µM Thapsigargin behandelt und/oder mit 2 % Formaldehydlösung fixiert  

– unbehandelt bzw. unfixiert; + behandelt bzw. fixiert). Die im Immuno-Blot aufgetragene Immunpräzipitation 
urde mit Anti-GFP detektiert. Die Abbildung ist repräsentativ für drei unabhängige Versuche. 

.4.4. Ezrin als intrazellulärer Interaktionspartner von S100P  
Verschiedene S100-Proteine vermitteln ihre regulatorische Funktion intrazellulär über die 
indung an Interaktionspartner. Auch für S100P sind verschiedene intrazelluläre 

nteraktionspartner bekannt, so z. B. Ezrin [Filipek et al., 2002; Koltzscher et al., 2003]. Für 
ie Überprüfung der Interaktion von GFP-S100P mit Ezrin in H358-Zellen wurden die Zellen 
it Thapsigargin behandelt, da die Bindung der S100-Proteine an ihre Zielproteine vom Ca2+-
ehalt der Zellen und der daraus folgenden Dimerbildung abhängig ist. Die Zellen wurden für 
ie Immunzytochemie nach der Behandlung mit Thapsigargin mit 2 % Formaldehydlösung 
ixiert und mit Anti-Ezrin gefärbt. Am Fluoreszenz-Mikroskop wurde durch die Behandlung 
it Thapsigargin eine Kolokalisierung von S100P (grün fluoreszierend; 488 nm) und Ezrin 

rot fluoreszierend, 594 nm) mit Hilfe der Überlagerung der beiden Fluoreszenz-Signale 
Gelbfluoreszenz) in den S100P überexprimierenden H358-Zellen beobachtet. Weder die 
ontrollzellen noch die unbehandelten S100P überexprimierenden H358-Zellen zeigten diese 
berlagerung der Fluoreszenz-Signale (Abb. 34). 
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Abb. 34 Kolokalisierung von S100P mit Ezrin infolge eines erhöhten intrazellulären Ca2+-Gehalts 
S100P überexprimierende H358-Zellen wurden für 2 h mit 1 µM Thapsigargin behandelt und mit 2 % 
Formaldehydlösung fixiert. Als Kontrolle dienten unbehandelte, fixierte S100P überexprimierende H358-Zellen 
bzw. behandelte und fixierte H358-Kontrollzellen. Die Abbildungen stellen die Zellen im Durchlicht, mit GFP-
Fluoreszenz (488 nm), mit der Anti-Ezrin-Färbung (594 nm) und in der Überlagerung der beiden Fluoreszenzen 
dar.  
 

3.4.5. Einfluss der erhöhten Expression von S100P auf die Expression anderer 
Gene in Geweben und Zellen 

Mittels DNA-Mikroarray wurden Tumorgewebe von 40 Patienten mit einem bronchialen 
Adenokarzinom untersucht (Untersuchungsgruppe) [Hofmann et al., 2006]. Anhand dieser 
Daten wurde für diese Arbeit die Korrelation der mRNA-Expression von S100P zu der 
mRNA-Expression anderer Gene im bronchialen Adenokarzinom analysiert. Analog dazu 
wurde die Gen-Expression in humanen Bronchialkarzinomzellen untersucht. Für den 
zellbasierten DNA-Mikroarray wurden RNA-Isolate der S100P überexprimierenden H358-
Zellen und der H358-Kontrollzellen eingesetzt. Im Folgenden wurde überprüft, welche Gene 
übereinstimmend in den Geweben und Zellen des bronchialen Adenokarzinom mit der 
S100P-Expression korrelieren.  

In den Gewebeproben der Untersuchungsgruppe konnten Gene identifiziert werden, deren 
mRNA-Expression positiv oder negativ mit der mRNA-Expression von S100P korrelierten. 
Der Korrelationskoeffizient sollte dabei größer als 0,3 oder kleiner als -0,3 mit einem  
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p-Wert < 0,05 sein. Die Auswertung der H358-Zelldaten ergab für einige Gene eine den 
Patientendaten entsprechende Korrelation in Abhängigkeit von der S100P-Überexpression 
(Tab. 9). Drei Gene wurden aufgrund ihrer Korrelation zur mRNA-Expression von S100P und 
ihrer hohen Expressionsrate für weiterführende Analysen ausgewählt. Die Gene sind NET-7, 
Porcupine und SMURF2 (Tab. 9). 

Tab. 9: DNA-Microarray-Analyse von Patientendaten und Zelldaten in Abhängigkeit der mRNA-
Expression von S100P 

   Patientendatena (n=40; 
Untersuchungsgruppe) 

H358-
Zelldaten 

   S100P-Korrelation 
Gen-Name Gen-Symbol UniGene- 

Nummer 
r-Wert p-Wert 

∆Expression 
nach S100P-

ÜE* [%] 

Membranproteine      

transmembrane protein 2 TMEM2 NM_013390 0,447 0,0026 167 

transmembrane 4 superfamily member NET-7 NM_012339 0,364 0,0163 194 

tetraspan 1 TSPAN-1 NM_005727 0,372 0,0141 110 

chloride channel 3  NM_173872 0,560 <0,0001 214 

amino acid system N transporter 2 Porcupine NM_022825 0,638 <0,0001 147 

Rezeptoren      

G protein-coupled receptor 35 GPR35 NM_005301 0,465 0,0017 154 

Mikrotubuli-assoziierte Proteine      

microtubule-associated protein 7  NM_003980 0,505 <0,0005 167 

mitochondriale Proteine      

ATP-binding cassette, sub-family D, 

member 4 

ABCD4 NM_005050 -0,337 0,0269 66 

creatine kinase, mitochondrial 1 CKMT1 NM_020990 0,343 0,0242 143 

Kinasen      

cyclin-dependent kinase 5, regulatory 

subunit 1 

 NM_003885 -0,393 0,0091 79 

mitogen-activated protein kinase 12 MAPK12 NM_002969 -0,409 0,0064 83 

glycerol kinase GK NM_000167 0,553 0,0001 259 

enzymatisch wirksame Proteine      

acid sphingomyelinase-like 

phosphodiesterase 

ASML3B NM_014474 0,303 0,0479 141 

carbonyl reductase 1 CBR1 NM_001757 0,402 0,0076 115 

E3 ubiquitin ligase SMURF2 SMURF2 NM_022739 -0,388 0,0102 68 

prostaglandin E synthase PTGES NM_004878 0,622 <0,0001 156 
*  - rel. Veränderung der mRNA-Expression von H358 pEGFP::S100P vs. H358 pEGFP-ko 
… - in weiteren Versuchen analysierte Gene 
a - Daten Hofmann et al., 2006 
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Die positive Korrelation der mRNA-Expression von S100P mit der mRNA-Expression von 
NET-7 und Porcupine und die negative Korrelation mit der mRNA-Expression von SMURF2 
in den stabil S100P-überexprimierenden H358-Zellen konnte mittels Real-Time-PCR 
bestätigt werden. Im Gegensatz dazu konnte dieser Effekt in transient mit pEGFP::S100P-
transfizierten A549-, H322- und H358-Zellen nach zweitägiger Kultivierung nicht bestätigt 
werden (nicht gezeigt). 

 

3.4.6. Korrelation der mRNA-Expression von NET-7, Porcupine und SMURF2 
mit der mRNA-Expression von S100P in humanen Bronchialkarzinom-
Geweben 

Zur Überprüfung der DNA-Mikroarray-Daten wurden zusätzlich Gewebe von 16 zufällig 
ausgewählten Patienten mit einem bronchialen Adenokarzinom mittels Real-Time-PCR 
untersucht (Validierungsgruppe). Die Gewebe wurden auf die mRNA-Expression von NET-7, 
Porcupine und SMURF2 im Vergleich zur mRNA-Expression von S100P analysiert. Die 
mRNA-Expression von S100P, NET-7, Porcupine und SMURF2 im Tumorgewebe wurde 
hierfür im Vergleich zur gen-spezifischen mRNA-Expression im histologisch normalen 
Lungengewebe des gleichen Patienten prozentual ausgewertet. Entsprechend der DNA-
Mikroarray-Daten konnte auch die Real-Time-PCR eine positive Korrelation der mRNA-
Expression von NET-7 und Porcupine mit der mRNA-Expression von S100P im bronchialen 
Adenokarzinom zeigen (Abb. 35A und B). Im Gegensatz zu den DNA-Mikroarray-Daten 
korreliert die mRNA-Expression von SMURF2 in der Real-Time-PCR nicht mit der mRNA-
Expression von S100P (Abb. 35C). 
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C SMURF2 Abb. 35  Vergleichende Analyse der mRNA-

Expression von NET-7, Porcupine und 
SMURF2 mit der mRNA-Expression von 
S100P in Bronchialkarzinom-Geweben  

Die Korrelation der relativen mRNA-Expression (Tumor 
vs. Lunge) von NET-7 (A), Porcupine (B) und SMURF2 
(C) mit der relativen mRNA-Expression (Tumor vs. 
Lunge) von S100P wurde mittels Real-Time-PCR an 16 
Patienten mit einem bronchialen Adenokarzinom 
untersucht. Die RNA wurde aus dem Tumorgewebe 
bzw. aus den entsprechenden gesunden Gewebeproben 
gewonnen. Die Expressionswerte wurden im Vergleich 
zur 18S-rRNA ermittelt.  
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3.4.7. Regulation der mRNA-Expression von S100P und Porcupine 
In den Bronchialkarzinom-Geweben wurde eine positive Korrelation der mRNA-Expression 

von S100P und Porcupine gezeigt (Abb. 35B). Durch die transiente Überexpression von 
S100P in Bronchialkarzinom-Zellen konnte dieser Effekt nicht erzeugt werden bzw. war 
sogar umgekehrt (nicht gezeigt). Aus diesem Grund sollte untersucht werden, inwieweit sich 
die mRNA-Expression von S100P und Porcupine gegenseitig beeinflussen. Zu diesem Zweck 
wurden die drei Bronchialkarzinom-Zelllinien A549, H322 und H358 mit der spezifischen 
siRNA gegen S100P bzw. gegen Porcupine transfiziert. Als Kontrolle wurden die Zellen mit 
einer Kontroll-siRNA behandelt, die mit keiner bekannten Gen-Sequenz übereinstimmte.  

Durch die Behandlung mit der S100P siRNA konnte in allen drei Zelllinien eine 
Verringerung der mRNA-Expression von S100P gezeigt werden. Diese hatte jedoch keinen 
Einfluss auf die mRNA-Expression von Porcupine (Abb. 36A). Die Behandlung der Zellen 
mit Porcupine siRNA zeigte ebenfalls in allen drei Zelllinien eine Verringerung der mRNA-
Expression von Porcupine um ca. 50 % (Abb. 36B). Die Behandlung mit Porcupine siRNA 
führte darüber hinaus zu einer verminderten mRNA-Expression von S100P in den H322- und 
den H358-Zellen, aber nicht in den A549-Zellen. Dieser Effekt war besonders in den ersten 
beiden Tagen der Behandlung zu beobachten (Abb. 36B).  
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In den vorherigen Versuchen konnte gezeigt werden, dass die mRNA-Expression von 
S100P in H358-Zellen durch die Demethylierung der DNA mittels AzDe erhöht war  
(Abb. 30A) und durch die Behandlung mit Porcupine siRNA vermindert wurde (Abb. 36B). 
Aus diesem Grund sollte zusätzlich untersucht werden, welchen Einfluss der 
Methylierungstatus der DNA auf die mRNA-Expression von Porcupine hat. Durch die 
Behandlung von H358-Zellen mit AzDe wurde die Expression von Porcupine jedoch nicht 
beeinflusst (Abb. 37).  
 

 
Abb. 37  Vergleich der mRNA-Expression von 

S100P und Porcupine infolge der 
AzDe-Behandlung von H358-Zellen 

H358-Zellen wurden für 1, 2 und 3 Tage mit 10 µM 
AzDE inkubiert, um die mRNA-Expression von 
S100P und Porcupine infolge von Demethylierung 
zu untersuchen. Die Expressionswerte wurden im 
Vergleich zur 18S-rRNA ermittelt. Es sind die 
Mittelwerte ± Standardfehler (n=6) mit *p≤0,05 vs. 
unbehandelte Kontrolle (ko) angegeben. 
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3.4.8. Einfluss der Expression von Porcupine und S100P auf die Expression von 
β-Catenin 

Chen et al. zeigten, dass eine reduzierte Expression von Porcupine in Bronchialkarzinom-
Zelllinien zu einer verminderten Aktivität von downstream-Komponenten des Wnt/β-Catenin-
Signalweges führte [Chen et al., 2008]. Durch diesen Signalweg werden Gene reguliert, die 
an der Zellproliferation und Zelldifferenzierung beteiligt sind (z.B. cyclin D1, c-myc). Eine 
konstitutive Aktivierung des Wnt/β-Catenin-Signalweges trägt unter anderem zur 
Entwicklung von Tumorerkrankungen bei [Takahashi-Yanaga & Sasaguri, 2007]. Aus diesem 
Grund sollte überprüft werden, welchen Einfluss die veränderte mRNA-Expression von 
Porcupine und eine gleichzeitig veränderte Expression von S100P auf die Protein-Expression 
von β-Catenin in den H322- und H358-Zellen ausübt. Zunächst konnte bestätigt werden, dass 
durch die verminderte mRNA-Expression von Porcupine mittels spezifischer siRNA die 
Protein-Expression von β-Catenin in den untersuchten Bronchialkarzinom-Zelllinien über 
zwei Tage verringert war (Abb. 38). 

Die H322-Zellen und die H358-Zellen zeigten, im Gegensatz zu den A549-Zellen, eine 
verminderte mRNA-Expression von S100P infolge der Behandlung mit Porcupine siRNA 
(Abb. 36B). Um diesen Effekt zu kompensieren und den Einfluss von S100P auf die 
verminderte Protein-Expression von β-Catenin zu überprüfen, wurden diese Zellen zusätzlich 
zur Behandlung mit der Porcupine siRNA mit dem pEGFP::S100P-Vektor transfiziert. In den 
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H322-Zellen hatte diese Doppeltransfektion keinen weiteren Einfluss auf die Protein-
Expression von β-Catenin. Die H358-Zellen hingegen zeigten durch die Doppeltransfektion 
von Porcupine siRNA und pEGFP::S100P eine zusätzlich verringerte Protein-Expression von 
β-Catenin über einen Zeitraum von drei Tagen (Abb. 38). 
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Abb. 38  Einfluss der Expression von Porcupine und S100P auf die Protein-Expression von β-Catenin  
Die H322- und H358-Zellen wurden für ein, zwei oder drei Tage mit der Porcupine siRNA behandelt. Zusätzlich 
wurde ein Teil der H322-Zellen und der H358-Zellen mit pEGFP::S100P transfiziert. Die Kontrollzellen (ko) 
wurden mit einer Kontroll-siRNA bzw. mit pEGFP-ko transfiziert. Es wurden 20 µg Totalproteinlysat im 
Immuno-Blot mit dem β-Catenin-spezifischem Antikörper analysiert. Die Protein-Expression wurde im 
Vergleich zur GAPDH ermittelt. Es sind die Mittelwerte ± Standardfehler (n=6) mit *p≤0,05 und **p≤0,01 vs. 
Kontrolle angegeben. 

 

Zusätzlich zu dem Wnt-Signalweg wird die Protein-Expression von β-Catenin infolge der 
Ubiquitinylierung durch CacyBP/SIP beeinflusst [Filipek, 2006]. Darüber hinaus ist 
CacyBP/SIP ein potentieller Interaktionspartner von S100P [Filipek et al., 2002]. Die mRNA-
Expression von CacyBP/SIP wurde deshalb in den H358-Zellen überprüft. Mittels RT-PCR 
konnte die mRNA-Expression von CacyBP/SIP in den H358-Zellen nachgewiesen werden, 
die jedoch nicht durch die S100P-Überexpression beeinflusst war (nicht gezeigt). 
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4. Diskussion 
Das Bronchialkarzinom ist die Krebserkrankung mit der höchsten Mortalitätsrate weltweit 

[Parkin et al., 2005]. Dies ist darauf zurückzuführen, dass eine Diagnose des 
Bronchialkarzinoms meist erst in vorangeschrittenen Stadien der Erkrankung gestellt wird. Zu 
diesem Zeitpunkt haben sich oftmals schon Metastasen in anderen Organen gebildet. Des 
Weiteren erschwert eine hohe Chemotherapie-Resistenz die Behandlung des 
Bronchialkarzinoms [Junker et al., 2003]. Aus diesem Grund ist die Erforschung der 
genetischen Veränderungen, die zur Entstehung und Entwicklung dieser Tumorerkrankung 
beitragen, von essentieller Bedeutung.  

Im bronchialen Adenokarzinom konnte eine erhöhte Expression des S100-Proteins S100P 
im Vergleich zu dem entsprechenden normalen Epithelgewebe gezeigt werden [Bartling et al., 
2007]. Auch in anderen Tumorerkrankungen, wie dem Zervixkarzinom [Gibadulinova et al., 
2005], dem Mammakarzinom [Guerreiro Da Silva et al., 2000] und dem Pankreaskarzinom 
[Ohuchida et al., 2006], wurde eine erhöhte Expression von S100P gegenüber dem normalen 
Gewebe festgestellt. Es wird angenommen, dass S100P einen negativen Einfluss auf den 
Verlauf von Tumorerkrankungen hat [Arumugam et al., 2005; Basu et al., 2008; Surowiak et 
al., 2007; Wang et al., 2006], und dass es die Entwicklung von Chemotherapie-Resistenzen 
beeinflusst [Bertram et al., 1998; Gao et al., 2008; Wang et al., 2008]. Aus diesem Grund 
wurde der Einfluss von S100P auf die Entstehung und Entwicklung des bronchialen 
Adenokarzinoms in dieser Arbeit in vitro untersucht. Im Gegensatz zu S100P ist die 
Expression des Zelloberflächenrezeptors RAGE im Bronchialkarzinom im Vergleich zu dem 
normalen Lungengewebe vermindert [Bartling et al., 2005]. Da RAGE ein Rezeptor für 
extrazelluläres S100P ist [Arumugam et al., 2004; Fuentes et al., 2007] und ebenfalls 
vermutet wird, dass RAGE die Tumorigenität von Zellen beeinflusst [Logsdon et al., 2007; 
Taguchi et al., 2000], wurde gleichzeitig der Einfluss des Verlustes von RAGE im 
Bronchialkarzinom in vitro untersucht. 

 

4.1. Die Expression der S100-Proteine im Bronchialkarzinom 

4.1.1.  Die mRNA-Expression von S100P und potentieller Interaktionspartner in 
Geweben und Zellen des bronchialen Adenokarzinoms 

S100P gehört zu den S100-Proteinen, das in vielen Tumorerkrankungen erhöht exprimiert 
wird und dem im Mammakarzinom [Wang et al., 2006], im Pankreaskarzinom [Arumugam et 
al., 2005], im Kolonkarzinom [Fuentes et al., 2007] sowie im Prostatakarzinom [Wang et al., 
2007] eine tumorfördernde Wirkung zugeschrieben wird. Um den Einfluss von S100P im 
bronchialen Adenokarzinom näher charakterisieren zu können, wurde zunächst die mRNA-
Expression von S100P im Vergleich zu den potentiellen Interaktionspartnern S100A1 [Wang 
et al., 2004] und S100Z [Gribenko et al., 2001] sowie zu weiteren tumorrelevanten S100-
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Proteinen (Tab. 10) in bronchialen Adenokarzinom-Zelllinien und -Geweben analysiert. Die 
mRNA-Expression könnte dabei ein Hinweis auf die Protein-Expression der untersuchten 
Gene sein. Die Korrelation zwischen der Expression auf mRNA- und Protein-Ebene kann 
jedoch auch durch die posttranskriptionelle Regulation verändert sein. 

 

Tab. 10: Expression und Funktion ausgewählter S100-Proteine in Tumorerkrankungen 
S100-
Protein 

erhöht exprimiert im vermindert exprimiert 
im 

pro-tumorigen 
beschrieben 

anti-tumorigen 
beschrieben 

 
S100P 

 
Bronchialkarzinom 
[Bartling et al., 2007]; 
Mammakarzinom 
[Guerreiro Da Silva et al., 
2000]; Pankreaskarzinom 
[Crnogorac-Jurcevic et al., 
2003] 

  
Pankreaskarzinom 
[Arumugam et al., 
2005]; 
Prostatakarzinom 
[Basu et al., 2008] 
 

 

S100A1 Nierenkarziom  
[Salama et al., 2007] 

Ösophaguskarzinom  
[Ji et al., 2004] 

nicht bekannt 

S100Z nicht bekannt nicht bekannt 

S100A2 Bronchialkarzinom 
[Bartling et al., 2007]; 
Magenkarzinom [El-Rifai 
et al., 2002] 

Prostatakarzinom 
[Gupta et al., 2003]; 
Melanome [Maelandsmo 
et al., 1997] 

Bronchialkarzinom 
[Diederichs et al., 
2004]; [Bulk et al., 
2009] 

Karzinome des 
Kopf- und 
Nackenbereiches 
[Nagy et al., 
2001]; [Tsai et al., 
2006] 

S100A4 kolorektales Karzinom 
[Takenaga et al., 1997]; 
Magenkarzinom [Cho et 
al., 2003]; 
Prostatakarzinom [Gupta 
et al., 2003] 

 Osteosarkom 
[Bjornland et al., 
1999]; Pankreas-
karzinom [Mahon 
et al., 2007]; 
Prostatakarzinom 
[Saleem et al., 
2006] 

 

S100A8/A9 Mammakarzinom [Cross 
et al., 2005]; 
Prostatakarzinom 
[Hermani et al., 2005] 

 Mammakarzinom 
[Moon et al., 2008] 

 

 
Die mRNA-Expression von S100P konnte in allen untersuchten Bronchialkarzinom-

Zelllinien, der Pankreaskarzinom-Zelllinie und in den Gewebeproben des Bronchialkarzinoms 
und der Lunge gezeigt werden. Zusätzlich zu den Gewebeproben wurden auch Blutpräparate 
auf die mRNA-Expression der S100-Proteine untersucht, da eine Kontamination der Gewebe 
mit Blutzellen methodisch nicht ausgeschlossen werden kann und somit die Expressionsdaten 
beeinflussen kann. Die mRNA-Expression von S100P in den untersuchten Blutpräparaten war 
jedoch nur schwach bzw. gar nicht nachweisbar. Trotzdem ist der Unterschied der S100P-
Expression im Bronchialkarzinom im Vergleich zur Normallunge hier nur gering ausgeprägt. 
Dies kann darauf zurückzuführen sein, dass die mRNA-Expression an zufällig ausgewählten 
Bronchialkarzinomgeweben verschiedener Stadien untersucht wurde. Da die Expression von 
S100P vor allem im Frühstadium erhöht und in späteren Stadien wieder normalisiert ist 
[Bartling et al., 2007], können mögliche Effekte, die zu Beginn der Tumorerkrankung 
auftraten, in dieser Untersuchung nicht gezeigt werden. 
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Ähnlich wie für S100P konnte auch für S100A1 und für die potentiellen Onkogene S100A4 
und S100A9 die mRNA-Expression in verschiedenen humanen Bronchialkarzinom-Zelllinien 
und der untersuchten Pankreaskarzinom-Zelllinie sowie in Gewebeproben des 
Bronchialkarzinoms und der Lunge gezeigt werden. Während eine erhöhte Expression von 
S100A4 [Hsieh et al., 2003; Takenaga et al., 1997] und S100A9 [Cross et al., 2005; Hermani 
et al., 2005] für verschiedene Tumorerkrankungen bekannt ist, wurde S100A1, ein 
potentieller Interaktionspartner von S100P, bisher kaum im Zusammenhang mit 
Tumorerkrankungen beschrieben. Die Expressionsanalysen zeigten jedoch für die 
Bronchialkarzinom-Zelllinie H358 und für das Bronchialkarzinom-Gewebe die mRNA-
Expression von S100A1. Demzufolge wäre eine Heterodimerbildung von S100P und S100A1 
im Bronchialkarzinom grundsätzlich möglich. In Zellen des Mammakarzinoms konnte  
z. B. gezeigt werden, dass die Interaktion von S100A1 mit S100A4 die prometastatische 
Funktion von S100A4 inhibiert [Wang et al., 2004]. Ob eine potentielle Interaktion von 
S100A1 mit S100P einen Einfluss auf dessen tumorigene Eigenschaften ausübt, kann anhand 
der vorliegenden Ergebnisse jedoch nicht beurteilt werden. 

Ein weiterer potentieller Interaktionspartner von S100P ist S100Z, dessen Expression in 
Prostata-Zellen gefunden wurde [Gribenko et al., 2001]. Gribenko et al. zeigten anhand von 
in vitro-Bindungsstudien eine Bildung von Heterokomplexen zwischen S100P und S100Z. 
Allerdings konnten sie anhand von Expressionsstudien in verschiedenen Karzinomen keinen 
Zusammenhang von S100Z mit Tumorerkrankungen herstellen [Gribenko et al., 2001]. Auch 
in den von uns untersuchten Karzinom-Zelllinien und -Geweben konnte für S100Z nur eine 
sehr schwache bis gar keine Expression auf mRNA-Ebene nachgewiesen werden, so dass 
S100Z als Heterodimerbildner mit S100P im Bronchialkarzinom weniger in Frage kommt.  

 Zusätzlich zu den intrazellulären S100-Bindungspartnern von S100P beschreibt Arumugam 
in seinen Arbeiten am Pankreaskarzinom eine extrazellulär vermittelte Funktion von S100P 
durch die Interaktion mit RAGE [Arumugam et al., 2004; Arumugam et al., 2005]. Auch für 
andere extrazelluläre S100-Proteine wurde eine Signaltransduktion durch die Bindung an den 
Multiligandenrezeptor RAGE beschrieben [Hermani et al., 2006; Hsieh et al., 2004]. Aus 
diesem Grund wurde auch in der vorliegenden Arbeit die mRNA-Expression von RAGE 
untersucht. Die RAGE-mRNA ist vor allem in der H322-Zellline und den Gewebeproben 
nachweisbar. Frühere Studien haben gezeigt, dass RAGE im NSCLC gegenüber dem 
normalen Lungengewebe vermindert exprimiert wird [Bartling et al., 2005]. Da RAGE auch 
in den Blutpräparationen nachweisbar war, könnte die Kontamination der Gewebe mit 
Blutzellen eine Erklärung für die relativ hohe Expression des Rezeptors in dem 
Bronchialkarzinom-Gewebe sein. Da die mRNA-Expression von RAGE in der H358-Zelllinie 
nur schwach war, bleibt zu klären, welchen Einfluss der Verlust von RAGE in 
Zusammenhang mit der Expression von S100P auf die Tumorigenität der Zellen hat.  

In den von uns untersuchten Bronchialkarzinom-Zelllinien und -Geweben konnte außerdem 
die mRNA-Expression von S100A8 und S100A9 gezeigt werden. Eine erhöhte Expression 
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dieser S100-Proteine wurde mittels Immunhistochemie auch im Mammakarzinom und dem 
Prostatakarzinom gezeigt [Cross et al., 2005; Hermani et al., 2005]. Durch die Behandlung 
von Mammakarzinom-Zellen mit siRNA gegen S100A8 und S100A9 konnte die Invasion und 
die Migration der Zellen inhibiert werden. Es wird deshalb vermutet, dass diese S100-
Proteine zum metastatischen Potential der Zellen beitragen [Moon et al., 2008]. Obwohl 
S100A8 und S100A9 in den meisten untersuchten Studien als Heterodimere agieren 
[Ghavami et al., 2004; Hermani et al., 2006; Moon et al., 2008], wurde die mRNA von 
S100A9 in allen von uns untersuchten Karzinomzelllinien nachgewiesen, wohingegen die 
mRNA von S100A8 nur in der H322-Zelllinie detektiert wurde. Dies lässt vermuten, dass 
S100A9 auch als Homodimer oder in Verbindung mit anderen S100-Proteinen aktiv ist. 
Darüber hinaus war die mRNA-Expression von S100A8 und S100A9 im Vergleich zu den 
anderen S100-Proteinen in den Blutpräparaten sehr hoch. Dies entspricht Literaturdaten, die 
S100A8/A9 als Phagozyten-spezifische S100-Proteine beschreiben, die hauptsächlich 
extrazellulär an Entzündungsreaktionen beteiligt sind [Foell et al., 2006; Roth et al., 2003; 
Ryckman et al., 2003]. Deshalb könnte auch hier die Infiltration der Gewebeproben mit 
Immunzellen eine Ursache für die verhältnismäßig hohe mRNA-Expression von S100A8 und 
S100A9 in den Gewebeproben sein. Da die Expression von S100A8 bzw. S100A9 in der 
vorliegenden Arbeit auch in den Bronchialkarzinom-Zelllinien gezeigt wurde, könnte dies 
aber auch auf eine Funktion im Bronchialkarzinom hinweisen. 

Im Gegensatz zu den bisher beschriebenen S100-Proteinen sind die Literaturdaten bezüglich 
der Rolle von S100A2 in Tumorerkrankungen sehr widersprüchlich. Aufgrund der 
verminderten Expression von S100A2 in einigen epithelialen Tumoren der Brust, der Prostata 
und in Melanomen wird diesem S100-Protein eine Rolle als Tumorsuppressor zugeschrieben, 
der vor allem die Migration der Tumorzellen inhibiert [Nagy et al., 2001; Rehman et al., 
2005]. In Oralkarzinom-Zellen führte eine Überexpression von S100A2 des Weiteren zu einer 
Inhibierung der Proliferation, Migration und Invasion in vitro sowie zu einem verminderten 
Tumorwachstum in vivo [Tsai et al., 2006]. Neuere Studien zeigen allerdings, dass S100A2 
im Bronchialkarzinom erhöht exprimiert wird und mit einer schlechten Prognose für den 
Krankheitsverlauf in Verbindung steht [Bartling et al., 2007; Wang et al., 2005a]. Dies 
bestätigt sich auch in der erhöhten mRNA-Expression von S100A2 in den von uns 
untersuchten Bronchialkarzinom-Geweben, sowie in der H358-Zelllinie und der Panc-1-
Zelllinie. 

Anhand der Expressionsanalysen und der in der Literatur beschriebenen Studien ist zu 
erkennen, dass keine allgemeine Schlussfolgerung bezüglich der Expression einzelner S100-
Proteine auf die Gesamtheit von Tumorerkrankungen getroffen werden kann. Die S100- 
Proteine sind abhängig vom Tumortyp und ebenso vom Stadium der jeweiligen 
Tumorerkrankung unterschiedlich exprimiert und sollten demzufolge für jede 
Tumorerkrankung separat betrachtet und untersucht werden. Es bleibt deshalb zu klären, 
welchen Einfluss die erhöhte Expression von S100P im bronchialen Adenokarzinom hat. 
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4.1.2. Die Regulierung der mRNA-Expression von S100P 
Die veränderte Expression der S100-Proteine im Verlauf von Tumorerkrankungen kann 

unter anderem auf die Lokalisierung der meisten S100-Gene in der Chromosomen-Region 
1q21 zurückgeführt werden, da diese in Tumorzellen oft umgestaltet ist [Marenholz et al., 
2004]. S100P ist in der Chromosomen-Region 4p16 lokalisiert [Schafer et al., 1995], deshalb 
kann diese Regulierung für S100P nicht in Betracht gezogen werden. Eine der wichtigsten 
epigenetischen Veränderungen während der Tumorigenese ist jedoch der veränderte 
Methylierungsstatus der DNA. Die Hypomethylierung der DNA tritt ubiquitär im gesamten 
Genom auf und führt meist zur Aktivierung von Onkogenen [Ehrlich, 2002]. Die 
Hypermethylierung der DNA während der Tumorigenese tritt hingegen meist an Promotor 
CpG-Inseln auf und führt zur Stilllegung putativer Tumorsuppressorgene [Jones & Baylin, 
2002]. Durch die Verwendung von 5-Aza-2´-Deoxycytidin (AzDe), das die Methylierung der 
Cytidine verhindert, wurde in der vorliegenden Arbeit überprüft, ob die Expression von 
S100P vom Methylierungsstatus der DNA abhängig ist. In der Bronchialkarzinom-Zelllinie 
H358 konnte durch die Behandlung mit AzDe eine erhöhte mRNA-Expression von S100P im 
Vergleich zu den unbehandelten Zellen erzielt werden. Eine fundierte Aussage darüber, ob die 
erhöhte mRNA-Expression von S100P infolge der Behandlung von H358-Zellen mit AzDe 
auf die Hypomethylierung oder auf eine Aufhebung der Hypermethylierung der 
Promotorregion von S100P zurückzuführen ist, kann in unserem Versuchsansatz nicht 
getroffen werden. Allerdings ist eine Abhängigkeit der mRNA-Expression von S100P vom 
Methylierungsstatus der DNA in Bronchialkarzinomzellen deutlich. In diesem 
Zusammenhang konnte für das Pankreaskarzinom und das Prostatakarzinom gezeigt werden, 
dass S100P zu den in den Tumorgeweben überexprimierten Genen gehörte, deren DNA 
hypomethyliert war. Des Weiteren konnte durch die Hypomethylierung der 5´untranslatierten 
Region mittels AzDe die S100P-Expression in den entsprechenden Epithelzellen in vitro 
induziert werden [Sato et al., 2004; Wang et al., 2007]. Auch für S100A4 konnte ein 
Zusammenhang zwischen der Hypomethylierung von Genabschnitten und der Überexpression 
im Pankreaskarzinom nachgewiesen werden [Rosty et al., 2002; Sato et al., 2003]. Darüber 
hinaus konnte die Expression von S100A4 in Pankreaskarzinom-Zelllinien, die diese 
Hypomethylierung nicht zeigten, durch die Behandlung mit AzDe induziert werden [Sato et 
al., 2003]. Es deutet also vieles darauf hin, dass auch die Expression von S100P im 
Frühstadium des Bronchialkarzinoms durch die Hypomethylierung von Genabschnitten 
erhöht ist. Im Gegensatz zu S100P und S100A4 wird für S100A2 eine verminderte 
Expression infolge der Hypermethylierung von Promotorbereichen des S100A2-Gens 
angenommen [Rehman et al., 2005; Wicki et al., 1997]. Die verminderte Expression von 
S100A2 kann jedoch nicht vollständig durch den Methylierungsstatus der DNA erklärt 
werden, da trotz der Hypermethylierung von Promotorbereichen von S100A2 in normalem 
Epithelgewebe der Prostata eine Expression von S100A2 in diesen Gewebeschnitten gezeigt 
wurde [Rehman et al., 2005]. 
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Ein veränderter Methylierungsstatus der DNA im Verlauf der Tumorerkrankung kann 
demzufolge eine Erklärung für die stadienabhängige veränderte Expression von S100P im 
Bronchialkarzinom sein. Darüber hinaus können jedoch noch weitere 
Regulationsmechanismen die Expression von S100P beeinflussen. So deutet z. B. die 
verminderte endogene mRNA-Expression von S100P infolge der S100P-Überexpression in 
den H358-Zellen auf einen negativen Feedback-Mechanismus hin. Dieser kann ebenfalls, 
infolge der erhöhten S100P-Expression im Frühstadium des Bronchialkarzinoms, ein Grund 
für die normalisierte Expression von S100P in späteren Stadien des Bronchialkarzinoms sein.  

 

4.1.3. Die veränderte Expression von S100P und weiterer S100-Proteine unter 
dem Einfluss der Behandlung mit zytotoxischen Agenzien 

Die bisherigen Ergebnisse zeigen, dass außer S100P auch die in der Literatur als 
tumorrelevant beschriebenen S100-Proteine S100A2, S100A4 und S100A9 im 
Bronchialkarzinom-Gewebe und in Bronchialkarzinom-Zelllinien exprimiert werden. Darüber 
hinaus wurde eine veränderte Expression der S100-Proteine auch in Zusammenhang mit 
Chemotherapie-resistenten Tumorzellen gezeigt [Bertram et al., 1998; Mahon et al., 2007]. 
Inwieweit die S100-Proteine auch im bronchialen Adenokarzinom infolge der Behandlung 
mit zytotoxischen Agenzien verändert exprimiert sind und ob ein Zusammenhang mit der 
Zelltod-Induktion nachweisbar ist, wurde anhand von Zelltodstudien und der 
Expressionsanalyse von S100P, S100A2, S100A4 und S100A9 in H358-Zellen nach der 
Behandlung mit zytotoxischen Agenzien untersucht (Tab. 11). 

Tab. 11: Schematische Zusammenfassung der S100-Expression und Aktivierung der MAP-Kinasen 
infolge der Behandlung mit zytotoxischen Agenzien  

Zelltod mRNA-Expression von MAP-Kinasen H358- 

Behandlung Apoptose Nekrose S100P S100A2 S100A4 S100A9 P-p38 P-JNK P-ERK1/2 

CGP 74514A ++(+) ++(+) → ↑ ↑ ↑ nicht untersucht 

Cisplatin ++(+) ++(+) ↓ → → ↑ ↑ ↑ ↑↑↑ 

Etoposid + + ↑ ↑ → ↑ ↑ ↑ ↑↑ 

MG-132 +++ ++ ↑ → ↓ → ↑↑ ↑↑ ↑↑ 

Paclitaxel +++ + → → → ↑ nicht untersucht 

+ - gering; ++ - mittel; +++ - hoch  
→ - nicht verändert; ↑ - erhöht; ↑↑ - stark erhöht; ↑↑↑ - sehr stark erhöht; ↓ - vermindert im Vergleich zur 
Kontrolle 

 

Die mRNA-Expression von S100P war vor allem durch die Behandlung mit dem 
Proteasom-Inhibitor MG-132 und dem DNA-interagierenden Chemotherapeutikum Etoposid 
erhöht. Parallel zur erhöhten mRNA-Expression war auch die Proteinexpression von S100P 
durch die Behandlung mit MG-132 erhöht. Ein Grund für die erhöhte Expression kann die 
Induktion von IL-6 durch die Proteasom-Inhibierung mittels MG-132 darstellen [Shibata et 
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al., 2002]. Dieses Zytokin, welches eine wichtige Rolle in Entzündungsreaktionen einnimmt, 
induziert außerdem die Expression von S100P [Hammacher et al., 2005]. Im Gegensatz zu 
MG-132 hatte die Behandlung mit Etoposid trotz der erhöhten mRNA-Expression keinen 
Einfluss auf die Proteinexpression von S100P. Es kann deshalb spekuliert werden, dass die 
unterschiedlichen Expressionslevel auf mRNA- und Proteinebene auf die Dauer der 
Behandlung zurückzuführen sind. Sowohl die mRNA-Expression als auch die 
Proteinexpression wurden nach 24-stündiger Behandlung mit den zytotoxischen Agenzien 
untersucht. So wäre es möglich, dass durch die Behandlung mit Etoposid die mRNA-
Expression erst relativ spät erhöht würde und nach 24 h auf Proteinebene noch nicht 
nachweisbar wäre. Durch die Behandlung mit Cisplatin hingegen könnte es durch die 
Komplexbildung mit der DNA und der daraus resultierenden Inhibierung der Replikation zu 
einem schnellen Anstieg der mRNA-Expression kommen, der sich nach 24 h in der erhöhten 
Protein-Expression widerspiegelt, aber auf mRNA-Ebene nicht mehr nachweisbar wäre. 
Darüber hinaus könnten auch post-transkriptionelle Regulationsmechanismen zu der 
unterschiedlichen Expression von S100P auf mRNA- bzw. Proteinebene führen. 

Unabhängig davon konnte gezeigt werden, dass die Expression von S100P durch die 
Behandlung mit unterschiedlichen zytotoxischen Agenzien gegensätzlich exprimiert war. 
Trotzdem konnte kein allgemeiner Zusammenhang der veränderten Expression von S100P 
mit der Zelltodinduktion in H358-Zellen festgestellt werden. Auch andere Studien zeigen kein 
eindeutiges Bild über den Einfluss von S100P auf die Ausbildung von Chemotherapie-
Resistenzen. Einerseits wurden Doxorubicin-resistente Zellen durch eine erhöhte mRNA-
Expression von S100P charakterisiert [Bertram et al., 1998]. Ein ähnlicher Mechanismus 
scheint auch durch die Behandlung mit Etoposid vorzuliegen. So konnte in der vorliegenden 
Arbeit eine erhöhte mRNA-Expression von S100P durch die Behandlung mit Etoposid 
gezeigt werden, die in einem relativ geringen Zelltod resultierte. Andererseits zeigen neuere 
Studien, dass in Tumorerkrankungen, wie dem Ovarial-Karzinom, eine erhöhte Expression 
von S100P die Tumorzellen gegenüber der Behandlung mit Paclitaxel sensibilisiert [Gao et 
al., 2008; Wang et al., 2008]. Obwohl in dieser Arbeit kein Zusammenhang zwischen der 
erhöhten Zelltodinduktion in den H358-Zellen durch die Behandlung mit Paclitaxel und der 
mRNA-Expression von S100P nachgewiesen werden konnte, zeigte in unseren 
Untersuchungen die Behandlung mit MG-132 einen relativ hohen Zelltod und eine 
gleichzeitig erhöhte mRNA-Expression von S100P. Es kann deshalb vermutet werden, dass 
ein potentieller Einfluss von S100P auf die Ausbildung von Chemotherapie-Resistenzen im 
Bronchialkarzinom von dem verwendeten Chemotherapeutikum abhängig ist. 

Das Expressionsmuster der S100P-mRNA, infolge der Behandlung mit verschiedenen 
Chemotherapeutika, ist jedoch mit keinem der anderen untersuchten S100-Proteine zu 
vergleichen. Die mRNA-Expression von S100A2 war durch die Behandlung mit Etoposid 
oder CGP 74514A erhöht. Obwohl Tan et al. die Transaktivierung des S100A2-Promotors 
durch p53 infolge der Etoposid-Behandlung zeigten [Tan et al., 1999], kann diese Regulation 
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für die p53-negativen H358-Zellen ausgeschlossen werden. Beide Chemotherapeutika 
gehörten zu der Gruppe, die in den Zelltodstudien einen moderaten Zelltod verursachten. Da 
eine hohe Expression von S100A2 bei NSCLC-Patienten mit einer schlechten Prognose der 
Erkrankung korrelierte [Wang et al., 2005a], könnte eine durch S100A2 verursachte 
Sensibilisierung der Tumorzellen gegenüber der Chemotherapie-Behandlung die Behandlung 
dieses Subtypen des Bronchialkarzinoms unterstützen. 

Auch für S100A4 konnte eine erhöhte mRNA-Expression durch die Behandlung mit  
CGP 74514A gezeigt werden. Obwohl S100A4 hauptsächlich für seinen positiven Einfluss 
auf das Tumorwachstum und die Metastasierung von Tumorzellen bekannt ist [Davies et al., 
1996; Shi et al., 2006], konnte mittlerweile in Pankreaskarzinomzellen gezeigt werden, dass 
S100A4 zusätzlich die Chemotherapie-Resistenz erhöht und die Apoptose inhibiert [Mahon et 
al., 2007]. Da die mRNA-Expression von S100A4 durch die von uns untersuchten 
zytotoxischen Agenzien kaum verändert war, könnte vermutet werden, dass die Ausbildung 
von Chemotherapie-Resistenzen durch S100A4 von der Wirkung des eingesetzten 
Chemotherapeutikums abhängt. 

Im Gegensatz zu S100A4 war die mRNA-Expression des proinflammatorischen S100-
Proteins S100A9 unabhängig von dem eingesetzten Chemotherapeutikum generell induziert. 
S100A9 wird von sterbenden Zellen passiv freigesetzt oder aktiv sekretiert [Roth et al., 2003]. 
Extrazelluläres S100A9 induziert, wie für Kolonkarzinomzellen gezeigt, die Apoptose der 
Zellen [Ghavami et al., 2004] und führt zu einer verstärkten Migration von Leukozyten in 
vitro [Roth et al., 2003]. Man könnte deshalb annehmen, dass die mRNA-Expression von 
S100A9 durch verschiedene Apoptose-Mechanismen induziert wird, um die Immunantwort in 
vivo zu stimulieren. 

Die Aktivierung von S100P und der anderen S100-Proteine erfolgt Ca2+-abhängig. Der 
intrazelluläre Ca2+-Gehalt reguliert eine Vielzahl zellulärer Prozesse. So wird auch während 
der Apoptose der Ca2+-Gehalt der Zelle durch die Freisetzung aus dem endoplasmatischen 
Reticulum und den Einstrom durch Ca2+-Kanäle der Plasmamembran erhöht [Mattson & 
Chan, 2003]. Die intrazelluläre Bindung von aktivierten S100-Proteinen an potentielle 
Interaktionspartner und deren Regulation ist in diesem Zusammenhang jedoch noch 
weitestgehend unerforscht. Andererseits sind verschiedene Signalwege bekannt, die durch 
extrazellulär aktive S100-Proteine induziert werden. Hierzu gehört vor allem die Aktivierung 
von MAP Kinasen und NFκB durch die Interaktion mit RAGE [Hsieh et al., 2004] und 
anderen, bislang unbekannten Oberflächenrezeptoren [Hermani et al., 2006].  

  

4.1.4. Der Einfluss von MAP Kinasen auf die mRNA-Expression von S100P 
Die MAP Kinase-Signalwege werden durch extrazelluläre Signale aktiviert und führen 

letztendlich zu einer veränderten Gen-Expression. Durch Wachstumsfaktoren aktivierte MAP 
Kinasen können zur Proliferation und Differenzierung von Zellen beitragen [Fang & 
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Richardson, 2005]. Im Gegensatz dazu wurde von verschiedenen Arbeitsgruppen auch 
gezeigt, dass durch Chemotherapie aktivierte MAP Kinasen die Apoptose von Zellen fördern 
[Cobb, 1999; Mansouri et al., 2003; Wang et al., 2000]. Die MAP Kinase-Signalwege können 
durch extrazelluläre S100-Proteine [Hermani et al., 2006; Yammani et al., 2006], aber auch 
durch andere extrazelluläre Signale aktiviert werden. Welchen Einfluss die Aktivierung der 
MAP Kinasen p38 MAPK, ERK1/2 und JNK durch die Behandlung mit den zytotoxischen 
Agenzien auf die Expression von S100P hat, ist bislang jedoch nicht untersucht worden. 

Zunächst konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass vor allem die ERK1/2 durch die 
Behandlung von H358-Zellen mit Cisplatin, Etoposid und MG-132 aktiviert wurde. Die 
Aktivierung der p38 MAPK und der JNK erfolgte hauptsächlich durch MG-132 (Tab. 11). Da 
durch die Behandlung der H358-Zellen mit MG-132 sehr hohe Zelltodraten erzielt wurden, 
liegt die Vermutung nahe, dass die Aktivierung der verschiedenen MAP Kinase-Signalwege 
die Apoptose der Zelle fördert. Für Cisplatin wurde für verschiedene Karzinomzellen gezeigt, 
dass der induzierte Zelltod von der Aktivierung der ERK1/2, der JNK und der p38 MAP 
Kinase abhängig ist [Mansouri et al., 2003; Wang et al., 2000]. In Magenkarzinomzellen 
führte die Aktivierung der ERK1/2 durch die Behandlung mit Etoposid jedoch zu einer 
verminderten Apoptoserate der Zellen [Liu et al., 2006]. Dies würde wiederum den geringen 
Zelltod durch die Behandlung der H358-Zellen mit Etoposid erklären. Inwieweit diese 
Signalkaskaden wiederum die Expression von S100-Proteinen beeinflussen, wurde bislang 
nicht beschrieben. Durch die Verwendung spezieller Inhibitoren konnten die Signalwege 
verschiedener MAP Kinasen spezifisch unterbrochen werden, um somit den Einfluss auf 
downstream gelegene Zielproteine zu untersuchen. Auf die veränderte mRNA-Expression von 
S100P durch die Behandlung mit Cisplatin, Etoposid oder MG-132 hatte die Inhibierung der 
MAP Kinasen jedoch keinen Einfluss. Im Gegensatz dazu führte die Inhibierung der ERK1/2 
und der p38 MAP Kinase in den unbehandelten H358-Zellen zu einer leicht verminderten 
mRNA-Expression von S100P. Die MAP Kinase-Signalwege sind oft schon infolge der 
Tumorerkrankung verändert aktiviert [Beeram et al., 2005; Fang & Richardson, 2005]. Es 
kann deshalb vermutet werden, dass die Expression einzelner Gene durch die veränderte 
MAP Kinase-Aktivierung in den Tumorzellen basal verändert ist und somit durch die 
Inhibierung der MAP Kinase-Signalwege eine veränderte mRNA-Expression der Zielgene, 
ohne zusätzlichen Stimulus, gezeigt werden kann. Am Beispiel von S100P spricht hierfür 
auch die Tatsache, dass in der 5´ Region des S100P-Promotors eine STAT/CREB-Bindestelle 
lokalisiert ist, die an der Regulation der mRNA-Expression von S100P beteiligt ist 
[Gibadulinova et al., 2008]. Zusätzlich konnte eine positive Korrelation zwischen dem 
aktivierten ERK1/2-Signalweg und der STAT-Aktivität gezeigt werden [Park et al., 2003; So 
et al., 2007], die die verminderte S100P-Expression infolge der Inhibierung des ERK1/2-
Signalweges erklären würde. 

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen im Vergleich zu den Literaturdaten, dass die S100-
Proteine abhängig vom Karzinomtyp unterschiedlich exprimiert und reguliert sind. Die 
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Regulation der S100P-mRNA-Expression findet dabei zum Teil über den Methylierungsstatus 
der DNA statt. Darüber hinaus gibt es Hinweise, dass die mRNA-Expression von S100P 
durch die Aktivierung des ERK1/2-Signalweges reguliert werden kann. Im Vergleich zu den 
anderen untersuchten S100-Proteinen war die S100P-Expression nach der Behandlung mit 
zytotoxischen Agenzien gegensätzlich reguliert. Ein direkter Einfluss der MAP Kinasen auf 
die veränderte mRNA-Expression von S100P infolge der Behandlung mit zytotoxischen 
Agenzien konnte dabei jedoch nicht gezeigt werden.  
 

4.1.5. S100P beeinflusst die Sensitivität von H358-Zellen gegenüber zytotoxischer 
Agenzien 

Die Expression von S100P war durch die Behandlung mit zytotoxischen Agenzien in der 
Bronchialkarzinom-Zelllinie H358 verändert. Eine Korrelation der Zelltodinduktion und der 
veränderten S100P-Expression war aufgrund der Kurzzeit-Behandlung jedoch kaum 
erkennbar. Aus diesem Grund wurde mittels Überexpression von S100P in den H358-Zellen 
der Einfluss von S100P auf die Induktion der Apoptose und der Nekrose infolge der 
Behandlung mit zytotoxischen Agenzien überprüft. Es konnte gezeigt werden, dass die 
Apoptose der H358-Zellen durch die Überexpression von S100P kaum beeinflusst war. 
Demgegenüber war durch die Behandlung mit Etoposid oder MG-132 der nekrotische Zelltod 
in den S100P-überexprimierenden H358-Zellen leicht, aber signifikant erhöht. Obwohl die 
meisten zytotoxischen Agenzien auf der Ebene des Zellzyklus wirken, konnte die erhöhte 
Zelltodinduktion nicht auf einen veränderten Zellzyklus durch S100P zurückgeführt werden. 
Durch die Behandlung mit Etoposid wird die Topoisomerase II inhibiert. Dies führte dazu, 
dass sich der überwiegende Anteil der Zellen in der G2-Phase des Zellzyklus befand. Die 
Veränderung der Zellzyklusphasen erfolgte jedoch unabhängig von der S100P-
Überexpression. Da mit Etoposid hauptsächlich der nekrotische Zelltod untersucht wurde, 
wurden ebenfalls Paclitaxel-behandelte Zellen analysiert. Bei diesen wurde überwiegend der 
apoptotische Zelltod induziert. Jedoch hatte die Überexpression von S100P auch unter diesen 
Bedingungen keinen Einfluss auf den Zellzyklus.  

 Die Nekrose von Zellen führt zu einer Permeabilisierung der Zellmembran und der 
Freisetzung von Proteinen aus dem Zellkern, dem Zellplasma und anderen Zellorganellen 
[Van Cruchten & Van Den Broeck, 2002]. Da unter diesen Voraussetzungen auch S100P in 
großen Mengen in das Zellkulturmedium der S100P-überexprimierenden Zellen freigesetzt 
wurde und RAGE als potentieller Rezeptor für extrazelluläres S100P vermutet wird 
[Arumugam et al., 2004; Fuentes et al., 2007], wurde zusätzlich der Einfluss der 
Koexpression von S100P mit RAGE oder ∆cytoRAGE auf den Zelltod der H358-Zellen 
untersucht. Es konnte eine deutliche Steigerung des nekrotischen Zelltodes durch die 
Koexpression von S100P mit RAGE oder ∆cytoRAGE nach der Behandlung mit Cisplatin, 
Etoposid oder MG-132 nachgewiesen werden. Da die Expression von RAGE oder 
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∆cytoRAGE allein, im Vergleich zu den Kontrollzellen, nicht zu einem veränderten 
Zellsterben führte, ist anzunehmen, dass die Interaktion von S100P mit RAGE zur 
Sensibilisierung der H358-Zellen gegenüber den untersuchten zytotoxischen Agenzien 
beiträgt. Obwohl infolge der Ligand-RAGE-Interaktion meist ein positiver Effekt auf die 
Zellen beschrieben wurde [Gebhardt et al., 2008; Logsdon et al., 2007], konnte auch gezeigt 
werden, dass dies von der Konzentration der Liganden abhängt. So wurde das Wachstum von 
Nervenzellen durch niedrige Konzentrationen von S100B infolge der Interaktion mit RAGE 
über den Ras-ERK1/2-NFκB-Signalweg induziert. Im Gegensatz dazu führte eine hohe 
Konzentration von S100B in Abhängigkeit von RAGE zum Zelltod [Huttunen et al., 2000], 
wodurch sich auch die erhöhten Zelltodraten durch die Überexpression von S100P erklären 
ließen. Andererseits wurden erhöhte Zelltodraten auch durch die Koexpression von S100P mit 
∆cytoRAGE gezeigt. Durch die Deletion der intrazellulären Domäne des Rezeptors wird eine 
direkte Signal-Weiterleitung verhindert. Es wird jedoch vermutet, dass RAGE mit anderen 
Rezeptoren dimerisiert und nur über diese Interaktion eine Signalkaskade ausgelöst werden 
kann [Bierhaus et al., 2005]. Dies würde bedeuten, dass die intrazelluläre Domäne von RAGE 
in diesem Fall für die Weiterleitung extrazellulärer Stimuli nicht erforderlich ist. 

 

4.1.6. Die Phagozytose apoptotischer Zellen wird durch S100P kaum beeinflusst 
In vivo werden apoptotisch sterbende Zellen von Makrophagen erkannt und phagozytiert. 

Da sterbende Zellen eine Vielzahl von Entzündungsmediatoren in den extrazellulären Raum 
freisetzen, ist eine schnelle Erkennung und Entfernung der Zellen eine wichtige 
Voraussetzung, um Entzündungsreaktionen zu verhindern [Van Cruchten & Van Den Broeck, 
2002]. Die Aktivierung von Leukozyten erfolgt in vivo über die Bindung von β1-Integrinen 
und β2-Integrinen auf deren Zelloberfläche an spezifische Liganden wie z. B. ICAM-1 oder 
VCAM-1 [Chavakis et al., 2003]. Zusätzlich konnte gezeigt werden, dass die Expression von 
RAGE auf Endothelzellen die Anlockung von Leukozyten durch die Bindung an das β2-
Integrin Mac-1 auf der Leukozytenoberfläche unterstützt, und dass diese Interaktion durch 
den RAGE-Liganden S100B noch verstärkt wurde [Chavakis et al., 2003]. Darüber hinaus 
wurde auch die Aktivierung von Mac-1 durch S100A9 gezeigt [Newton & Hogg, 1998]. In 
einem Phagozytose-Assay sollte in der vorliegenden Arbeit deshalb in vitro überprüft werden, 
welche Auswirkung die Expression von S100P und RAGE auf die Erkennung von 
apoptotischen Zellen durch Makrophagen hat.  

Die Erkennung von apoptotischen Zellen durch Makrophagen erfolgt hauptsächlich über die 
Präsentierung von Phosphatidylserinen (PS) auf der Zelloberfläche apoptotischer Zellen 
[Fadok et al., 2001]. Aus diesem Grund wurden die H358-Zellen für den Phagozytose-Assay 
mit höheren Konzentrationen von Etoposid behandelt. Dies führte zu einem hohen 
Prozentsatz apoptotischer Zellen, die Phosphatidylserine auf ihrer Zelloberfläche 
präsentierten. Infolge der hohen Zelltodrate wird in vitro passiv S100P freigesetzt und könnte 
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somit im extrazellulären Raum die Erkennung der Zellen durch die Phagozyten beeinflussen. 
Obwohl RAGE und S100-Proteine in vivo die Immunantwort über die Erkennung durch 
Leukozyten stimulieren [Chavakis et al., 2003], wurde in der vorliegenden Arbeit gezeigt, 
dass weder die Expression von RAGE oder ∆cytoRAGE, noch von S100P in vitro einen 
Einfluss auf die Phagozytose apoptotisch sterbender Zellen ausüben. Man kann deshalb 
vermuten, dass die Expression von RAGE und seiner Liganden in vivo zu einer verstärkten 
Anlockung von Leukozyten führt und die Immunantwort verstärkt, dass dies die Phagozytose 
apoptotischer Zellen jedoch nicht direkt beeinflusst. 
 

4.2. Einfluss der S100P-Überexpression auf die Malignität der humanen 
Bronchialkarzinom-Zelllinie H358 

Durch Mikroarray-Analysen wurde S100P als potentieller Tumormarker im frühen Stadium 
des bronchialen Adenokarzinoms identifiziert [Bartling et al., 2007]. Auch im 
Prostatakarzinom oder dem Pankreaskarzinom wurde eine erhöhte Expression von S100P als 
potentieller diagnostischer Marker für die Tumorerkrankung gefunden [Basu et al., 2008; 
Crnogorac-Jurcevic et al., 2003]. Wie zuvor beschrieben, gibt es verschiedene Ansatzpunkte, 
die die differentielle Expression von S100P erklären. Abhängig vom Karzinomtyp gibt es 
jedoch unterschiedliche Ergebnisse über den Einfluss von S100P auf die Malignität von 
Tumorzellen. In dieser Arbeit wurde deshalb untersucht, welchen Einfluss die Überexpression 
von S100P auf die Malignität humaner Bronchialkarzinomzellen hat. 

Hierfür wurde das GFP-S100P-Fusionsprotein in der bronchialen Karzinom-Zelllinie H358 
überexprimiert. In dem verwendeten humanen Expressionsvektor pEGFP-C1 ist das green 
fluorescent protein (GFP) N-terminal an S100P gekoppelt. Somit ist eine intrazelluläre oder 
extrazelluläre Lokalisierung von S100P unabhängig von der Detektion durch Antikörper 
möglich. Verschiedene Arbeitsgruppen konnten zeigen, dass an GFP gekoppelte S100-
Proteine, darunter auch S100P, nach Ca2+-Stimulation Dimere bilden, die intrazelluläre 
Lokalisierung verändern und an Ziel-Proteine binden [Davey et al., 2000; Koltzscher et al., 
2003]. Sowohl die Reprimierung von endogenem S100P infolge der GFP-S100P-
Überexpression in H358-Zellen, als auch die größtenteils kernständige Lokalisierung von 
GFP-S100P und dessen veränderte Lokalisierung aufgrund der Ca2+-Stimulation in unseren 
Analysen belegen ebenfalls die Funktionalität des Fusionsproteins. 

Für einige der extrazellulären S100-Proteine wird angenommen, dass sie an den 
Zelloberflächenrezeptor RAGE binden und auf diesem Weg intrazelluläre Signalwege durch 
die Aktivierung von MAP Kinasen auslösen [Hofmann et al., 1999]. Die Aktivierung von 
Immunzellen durch das extrazelluläre Heterodimer S100A8/S100A9 erfolgt jedoch 
beispielsweise unabhängig von RAGE [Foell et al., 2006]. Deshalb wurden zusätzlich H358-
Zellen, die RAGE bzw. ∆cytoRAGE exprimierten mit pEGFP::S100P transfiziert, um eine 
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potentielle Abhängigkeit der S100P-Wirkung von RAGE auf die Migration und das 
Tumorwachstum in vitro zu untersuchen. 

 

4.2.1. Der Einfluss von S100P auf die Migration von Zellen ist abhängig vom 
Zelltyp  

In zwei unterschiedlichen Versuchsansätzen konnte in der vorliegenden Arbeit in vitro 
gezeigt werden, dass S100P die Migration von H358-Zellen inhibiert. Auch die Koexpression 
von S100P mit RAGE führte zu einer verminderten Migration der H358-Zellen. Diese Daten 
widersprechen allerdings Ergebnissen, die sowohl für das Bronchialkarzinom [Diederichs et 
al., 2004] als auch für andere Tumorerkrankungen [Arumugam et al., 2005; Fuentes et al., 
2007] eine gesteigerte Migration der Zellen durch S100P zeigen. Die Überexpression von 
S100P führte z. B. in Pankreaskarzinomzellen zu einer verstärkten Migration der Zellen durch 
die Membran eines Transwells. Dieser Effekt scheint in den Pankreaskarzinomzellen zudem 
durch die Expression von RAGE gefördert zu werden [Arumugam et al., 2005]. Eine 
Interaktion mit RAGE setzt in vivo jedoch die Sekretion von S100P in den extrazellulären 
Raum voraus. Arumugam et al. zeigen in vitro eine Freisetzung von S100P in das umgebende 
Medium durch S100P-überexprimierende Zellen im Vergleich zu Wildtyp-Zellen [Arumugam 
et al., 2004]. In konditioniertem Medium von GFP-S100P-exprimierenden H358-Zellen 
konnte in dieser Arbeit ebenfalls eine erhöhte Freisetzung von GFP-S100P gegenüber H358 
Wildtyp-Zellen anhand der Fuoreszenzintensität gezeigt werden. Im Vergleich der 
konditionierten Medien von GFP-S100P- zu GFP-Kontroll-Zellen wurde jedoch kein 
Unterschied der Fluoreszenzintensität festgestellt. Verschiedene Studien zeigten die Sekretion 
von Proteinen, wie z. B. MMPs [Sbai et al., 2008] und therapeutischen Proteinen [Flinterman 
et al., 2009], mit Hilfe von GFP-Fusionsproteinen. Außerdem wurde die Fusion von GFP als 
Marker genutzt, um klassische und nicht-klassische Sekretionswege nachzuvollziehen [He et 
al., 2008; Lang et al., 1997]. Daher kann eine Inhibierung der Sekretion von S100P durch 
GFP weitestgehend ausgeschlossen werden. Die in dieser Arbeit gezeigten Ergebnisse lassen 
deshalb vermuten, dass es durch die Überexpression von GFP-S100P nur zu einer passiven 
Freisetzung von S100P kommt, und dass eine Freisetzung von S100P in vivo wahrscheinlich 
nur durch sterbende Zellen erfolgt. Solange eine aktive Sekretion von S100P nicht gezeigt 
werden kann, scheint es also fraglich, ob in vitro gezeigte extrazellulär vermittelte Effekte von 
S100P in vivo relevant sind. 

Unabhängig von RAGE konnte im Gegensatz zu den H358-Zellen jedoch gezeigt werden, 
dass die Überexpession von S100P die Migration von Pankreaskarzinomzellen (Panc-1) und 
von anderen Bronchialkarzinomzellen (H322) fördert. Beide Zelltypen gehören im Gegensatz 
zu den H358-Zellen zu den gut migrierenden Zelllinien. Aus diesem Grund wurden die 
Transwell-Assays mit den H322- und den Panc-1-Zellen auch nach einer kürzeren Zeitspanne 
ausgewertet. Das unterschiedliche Migrationsverhalten der Tumorzellen ist nicht 
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überraschend, da schon in früheren Studien festgestellt wurde, dass nur wenige Tumorzellen 
des Primärtumors dazu befähigt sind, zu migrieren [Wang et al., 2005b]. Demzufolge ist 
anzunehmen, dass S100P abhängig von vorhandenen zellulären Faktoren die Migration der 
Zellen positiv oder negativ beeinflussen kann.  

Die Fähigkeit von Tumorzellen zur Migration ist eine entscheidende Eigenschaft, die zur 
Metastasierung von Primärtumoren und der Bildung von Sekundärtumoren beiträgt. Deshalb 
ist es ein wichtiges Anliegen, die zellulären Voraussetzungen für die Migration von Zellen zu 
erforschen. Die Migration von Zellen ist ein komplexer Prozess, der vor allem auf 
Veränderungen des Aktin-Zytoskeletts und der daraus folgenden Ausbildung von Filopodien 
und Lamellipodien sowie auf der Adhäsion der Zelloberfläche an die extrazelluläre Matrix 
basiert [Lauffenburger & Horwitz, 1996; Zamir & Geiger, 2001]. Diese Prozesse werden 
außerdem durch verschiedene extrazelluläre Signale beeinflusst. So sind die Aktivierung der 
Rho GTPase durch Wachstumsfaktoren [Ridley & Hall, 1992] und die Stimulation der Focal 
Adhesion Kinase (FAK) [Parsons et al., 2000] wichtige Voraussetzungen für die Migration 
von Zellen. In Bezug auf die verminderte Migration von H358-Zellen konnte gezeigt werden, 
dass dies unter anderem auf die verminderte Adhäsion der Zellen an die extrazelluläre Matrix 
zurückzuführen ist [Bartling et al., 2009]. Darüber, ob S100P in diese Signalwege involviert 
ist und die Migration über die Regulation der Adhäsion beeinflusst, kann jedoch nur 
spekuliert werden. Whiteman et al. zeigten z. B., dass in Pankreaszellen die Überexpression 
von S100P zu einer Reorganisation des Aktin-Zytoskeletts  und zu einer erhöhten Expression 
von Cathepsin D führte. Dieses wird von den Zellen sekretiert, degradiert die extrazelluläre 
Matrix und fördert somit in Abhängigkeit von S100P die Migration der Zellen [Johnson et al., 
1993; Whiteman et al., 2007]. Im Nicht-Kleinzelligen Bronchialkarzinom korreliert eine hohe 
Expression von Cathepsin B und K, welche ebenfalls das invasive Wachstum und die 
Metastasierung von Tumozellen fördern [Jedeszko & Sloane, 2004; Joyce et al., 2004; Joyce 
& Hanahan, 2004], mit einer schlechten Prognose der Tumorerkrankung [Cordes et al., 2009]. 
Es konnte allerdings keine Abhängigkeit der Cathepsin-Expression von der S100P-Expression 
in den mittels DNA-Mikroarray untersuchten Bronchialkarzinom-Geweben und -Zellen 
gefunden werden.  

Eine andere Arbeitsgruppe postuliert, dass die Ca2+-abhängige Bindung von S100P an das 
Membran/F-Aktin bindende Protein Ezrin dieses aktiviert und somit die Migration von 
Tumorzellen fördert [Austermann et al., 2008b; Koltzscher et al., 2003]. Ezrin stellt eine 
Verbindung zwischen der Plasmamembran und dem Zytoskelett her, die in verschiedenen 
Tumorerkrankungen (z. B. dem Mammakarzinom) das metastatische Verhalten von 
Tumorzellen positiv beeinflusst [Li et al., 2008; Xie et al., 2008]. Durch die Erhöhung des 
Ca2+-Gehalts in den H358-Zellen konnte auch in dieser Arbeit eine veränderte intrazelluläre 
Lokalisierung von S100P und von Ezrin gezeigt werden. Infolge dessen konnte eine 
Kolokalisierung der beiden Proteine in Aktin-Stress-Fiber-ähnlichen Strukturen beobachtet 
werden. Trotzdem konnte eine verbesserte Migration durch die S100P-Überexpression in den 
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H358-Zellen nicht festgestellt werden. Aus diesem Grund müssen weitere Faktoren zur 
Migration beitragen, die in den gut migrierenden Karzinom-Zelllinien durch die Interaktion 
mit S100P beeinflusst werden.  

Für weiterführende Versuche wäre es außerdem von Vorteil, die Tumorzellen durch eine 
Schicht aus Endothelzellen migrieren zu lassen, um Faktoren des umgebenden Tumormilieus 
in vitro in die Untersuchung der Migration mit einbeziehen zu können. Darüber hinaus zeigte 
auch eine Kokultivierung von Brustkarzinom-Zellen und Makrophagen eine verstärkte 
Migration der Tumorzellen in vitro [Goswami et al., 2005; Hagemann et al., 2004]. Dies 
spricht dafür, dass die Migration von Tumorzellen nicht isoliert betrachtet werden sollte. 

 

4.2.2.  Die Aktivität von MMPs korreliert mit der Tumorzell-Migration 
Die in der vorliegenden Arbeit durchgeführten Migrations-Assays zeigen ein 

unterschiedliches Migrationsverhalten der H358- und der Panc-1-Zellen. Auch die 
Überexpression von S100P wirkte sich gegensätzlich auf die Migration dieser Zellen aus. Wie 
im vorherigen Abschnitt diskutiert, sind verschiedene Prozesse an der Migration von 
Tumorzellen beteiligt. Darüber hinaus tragen auch die MMPs zur Invasion und folglich zur 
Migration von Tumorzellen in vivo bei. Die Degradierung der umgebenden extrazellulären 
Matrix durch die MMPs und die Migration der Zellen durch diese umgestalteten Matrix-
Bereiche sind wichtige Voraussetzungen für die Invasion von Tumorzellen in vivo [Yano et 
al., 2003]. Aus diesem Grund wurde auch in dieser Arbeit der Einfluss von S100P auf die 
Freisetzung der MMPs in vitro untersucht. In diesem Zusammenhang konnte vor kurzem 
nachgewiesen werden, dass die Migration von Ovarialkarzinomzellen und von Panc-1-Zellen 
durch die Aktivierung und Freisetzung von MMP-2 gefördert wird [Binker et al., 2009; 
Kenny et al., 2008]. Des Weiteren tragen die MMPs zur Zellproliferation, Differenzierung 
und Neo-Angiogenese des Tumors bei [Chang & Werb, 2001]. So konnte in Abhängigkeit der 
S100A4-Expression die Aktivierung von MMP-2 und MMP-9 induziert werden, in deren 
Folge die Tumorzellen eine erhöhte Tumorigenität und Invasivität zeigten [Bjornland et al., 
1999; Pazzaglia et al., 2004; Saleem et al., 2006]. Während für die H358-Zellen in dieser 
Arbeit nur eine sehr geringe Aktivität von MMP-2 und MMP-9 in der Zymographie gezeigt 
werden konnte, setzten die Panc-1-Zellen eine große Menge MMP-2 ins Medium frei. Die 
Überexpression von S100P in den H358-Zellen und den Panc-1-Zellen zeigte in der 
vorliegenden Arbeit jedoch keinen direkten Einfluss auf die Aktivierung der MMPs.  

Die MMPs werden allerdings auch von den umgebenden Stromazellen (Fibroblasten, 
Endothelzellen u. a.) freigesetzt [Bonomi, 2002], so dass diese zusätzlich zur Invasion und 
Migration von Tumorzellen beitragen. Des Weiteren ist die große histologische Heterogenität 
charakteristisch für das Bronchialkarzinom, so dass unabhängig von den Ergebnissen der 
H358-Zellen auch für das Nicht-Kleinzellige Bronchialkarzinom gezeigt wurde, dass eine 
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hohe Expression von MMP-2 und MMP-9 im Tumorgewebe mit einer schlechten Prognose 
der Tumorerkrankung korrelierte [Brown et al., 1993; Passlick et al., 2000]. 

Abhängig von ihrem Substrat werden MMPs in verschiedene Gruppen eingeteilt. Die von 
uns untersuchten MMP-2 und MMP-9 gehören zu der Gruppe der Gelatinasen [Yano et al., 
2003]. Die Ergebnisse unserer in vitro Migrations-Versuche können allerdings nicht mit der 
Aktivität von MMPs in Zusammenhang gesetzt werden, da in unseren Ansätzen die Migration 
der Tumorzellen unabhängig vom Verdau der extrazellulären Matrix untersucht wurde. 
Aufgrund der Zymographie-Ergebnisse kann man jedoch vermuten, dass die 
Pankreaskarzinomzellen auch in vivo eine höhere Invasivität zeigen als die H358-Zellen und 
somit auch die erhöhte Migration durch S100P fördern.   
 

4.2.3. S100P fördert die Tumorbildung, aber inhibiert das weitere 
Tumorwachstum  

Neben der Migration von Tumorzellen tragen die uneingeschränkte Proliferation der Zellen 
und das dreidimensionale Wachstum solider Tumore zur Entwicklung der Tumorerkrankung  
bei [Hanahan & Weinberg, 2000]. In Pankreaskarzinomzellen und Prostatakarzinomzellen 
führte die Überexpression von S100P zu einer gesteigerten Proliferation der Zellen 
[Arumugam et al., 2005; Basu et al., 2008]. In der vorliegenden Arbeit resultierte die 
Überexpression von S100P in den H358-Zellen hingegen in einer verminderten Proliferation 
der Zellen. In Abhängigkeit von einer hohen Zelldichte wurde die Proliferation der H358-
Zellen durch S100P inhibiert. Auch in dem tumor-colony-forming-Assay, dem 
dreidimensionalen Modell der Tumorkolonie-Bildung in vitro, wurde einerseits die Bildung 
von Tumorkolonien aus Einzelzellen durch die S100P-Überexpression gefördert, andererseits 
zeigte sich, dass das Wachstum der Tumorkolonien ab einer Größe von 30 µm durch die 
S100P-Überexpression inhibiert wurde. Anhand dieser Daten kann vermutet werden, dass 
eine hohe Expression von S100P zum einen die Tumorinitiation fördert. Dies wird auch durch 
in vivo Studien bestätigt, die infolge der S100P-Überexpression eine vermehrte Tumorbildung 
in immundefizienten Mäusen zeigten [Gibadulinova et al., 2005]. Zum anderen scheint die 
Überexpression von S100P jedoch die weitere Tumorentwicklung zu inhibieren. Aus diesem 
Grund könnte die verminderte Expression von S100P in späteren Stadien des Nicht-
Kleinzelligen Bronchialkarzinoms eine wichtige Voraussetzung für das Fortschreiten der 
Tumorerkrankung darstellen. Diese These würde auch Studien unterstützen, die zeigten, dass 
die Expression von S100P vor allem an der Initiierung der Tumorerkrankung beteiligt ist. 
Sowohl für das Mammakarzinom [Guerreiro Da Silva et al., 2000] als auch für das 
Pankreaskarzinom [Ohuchida et al., 2006] und das Bronchialkarzinom [Bartling et al., 2007] 
konnten erhöhte Expressionslevel von S100P vor allem in den frühen Stadien der Erkrankung 
gezeigt werden. 
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Durch die Koexpression von S100P mit RAGE konnte keine verminderte Proliferation der 
H358-Zellen im Vergleich zu den RAGE-exprimierenden H358-Zellen beobachtet werden. 
Man kann vermuten, dass durch die Aktivierung von RAGE möglicherweise Signalwege 
induziert werden, die die Interaktion von S100P mit intrazellulären Zielproteinen inhibiert 
und somit die Wirkung von S100P ausgleicht. Die Relevanz einer solchen Wechselwirkung 
ist jedoch fraglich, da in dem dreidimensionalen in vitro Modell des Tumorwachstums die 
Koexpression von S100P mit RAGE keinen weiteren Einfluss auf die Bildung oder die Größe 
der Tumorkolonien zeigte. Außerdem kann anhand der Ergebnisse die Beeinflussung der 
Proliferation von H358-Zellen durch S100P und/oder RAGE als Folge eines veränderten 
Zellzyklus ausgeschlossen werden.  

Darüber hinaus konnte in unseren Versuchsansätzen weder im Proliferationsassay noch im 
tumor-colony-forming-Assay ein Einfluss von S100P auf die Proliferation bzw. die Bildung 
von Tumorzellkolonien aus Einzelzellen der Pankreaskarzinomzellen gezeigt werden. Auch in 
diesem Beispiel deutet vieles darauf hin, dass der Einfluss der S100P-Expression stark vom 
Ursprung und den molekularen Voraussetzungen der verschiedenen Zellen abhängt. Dies 
wurde anhand der Wachstumskurven deutlich, die ein primär unterschiedliches 
Proliferationsverhalten der Pankreaskarzinomzellen im Vergleich zu den H358-Zellen zeigen. 
Während bei den H358-Zellen ab einer bestimmten Zelldichte die Proliferationskurve in eine 
Plateauphase übergeht, kann man für die Panc-1-Zellen ein solches Proliferationsverhalten in 
dem von uns untersuchten Zeitraum nicht feststellen. 

Unsere Ergebnisse zeigen, dass die Wirkung der S100P-Expression stark von den 
molekularen Voraussetzungen der untersuchten Tumorzellen abhängt. In Bezug auf die 
Malignität der H358-Zellen kann man jedoch zusammenfassend sagen, dass durch die 
Überexpression von S100P die Proliferation, das Wachstum von Tumorzellkolonien, die 
Migration und die Resistenz der Tumorzellen vermindert waren. Dennoch konnten wir in dem 
tumor-colony-forming-Assay zeigen, dass die Initiation der Bildung von Tumorzellkolonien 
durch S100P induziert wurde. In Bezug auf die humane Bronchialkarzinom-Zelllinie H358 
fördert die Expression von S100P die Bildung von Tumorzellkolonien, inhibiert in Folge aber 
deren weitere Entwicklung. Dieser Einfluss von S100P auf die Malignität der 
Karzinomzellen, würde erklären, warum S100P hauptsächlich im Frühstadium des 
Bronchialkarzinoms erhöht exprimiert ist (Abb. 39).  
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Abb. 39 Schematische Darstellung des Einflusses von S100P auf die Entwicklung des Bronchialkarzinoms 
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4.3. Identifizierung putativer intrazellulärer Wechselwirkungen von S100P 
Für die S100-Proteine sind sowohl intrazelluläre als auch extrazelluläre Funktionen 

bekannt. Wie schon erwähnt, scheint extrazelluläres S100P keinen Einfluss auf die H358-
Zellen zu haben. Des Weiteren konnte in den S100P-überexprimierenden H358-Zellen eine 
überwiegend kernständige Lokalisierung von S100P beobachtet werden, die für eine 
intrazelluläre Funktion des Proteins in diesen Zellen spricht. Die Lokalisierung von S100P im 
Zellkern konnte in Schnitten von humanen Bronchialkarzinom-Sektionen bestätigt werden. 
Dies wird außerdem durch die Identifizierung des S100P-bindenden-Proteins (S100PBPR) 
unterstützt [Dowen et al., 2005]. Sowohl S100P als auch S100PBPR wurden im Zellkern von 
Zervixkarzinomzellen nachgewiesen und zusammen immunopräzipitiert. Des Weiteren 
konnten ähnliche mRNA-Expressionsmuster für die beiden Proteine im Pankreaskarzinom 
detektiert werden. Allerdings kann keine Aussage darüber getroffen werden, welche Funktion 
eine solche Interaktion im Zellkern ausübt [Dowen et al., 2005] (Abb. 40). 

Neben der Lokalisierung im Zellkern konnte S100P auch im Zytoplasma der H358-Zellen 
nachgewiesen werden. Wie oben diskutiert, interagiert S100P im Zytoplasma von 
Pankreaskarzinomzellen mit dem Aktin-Zytoskelett und fördert die Motilität der Zellen 
zusätzlich durch die erhöhte Expression von Cathepsin D [Whiteman et al., 2007]. Auch die 
Interaktion von S100P mit Ezrin wurde in den vorherigen Abschnitten schon diskutiert 
[Koltzscher et al., 2003]. Darüber hinaus beeinflusst aktiviertes Ezrin auch die 
Wechselwirkung von E-Cadherin und β-Catenin negativ, wodurch die Fähigkeit von 
Karzinomzellen zur Metastasierung ebenfalls gefördert wird [Li et al., 2008]. E-Cadherin ist 
ein Adhäsionsmolekül, das in der Zellmembran lokalisiert ist und Zell-Zell-Kontakte herstellt. 
Zytoplasmatisch sind die Cadherine durch die Interaktion mit α- und β-Cateninen mit dem 
Zytoskelett verbunden. Der Verlust des E-Cadherin/Catenin-Komplexes führt zum Verlust 
des epithelialen Phänotyps und fördert die Invasivität und Metastasierung von Tumoren [Al 
Moustafa et al., 2002]. Im humanen Bronchialkarzinom korreliert z. B. eine verminderte 
Expression von E-Cadherin und eine gleichzeitig erhöhte Expression von S100A4 mit einer 
schlechten Prognose für den Krankheitsverlauf [Miyazaki et al., 2006]. Abgesehen von der 
verringerten Expression von E-Cadherin führt auch die Phosphorylierung der Catenine zur 
Aufhebung des E-Cadherin/Catenin-Komplexes und somit zum Verlust der Zell-Zell-
Kontakte [Brembeck et al., 2006]. Zytoplasmatisches β-Catenin wird phosphoryliert und 
somit für die Ubiquitinylierung markiert. Dies führt letztendlich zur Degradierung von  
β-Catenin [Gavert & Ben-Ze'ev, 2007]. Ezrin inhibiert die Expression von E-Cadherin und 
fördert die Phosphorylierung von β-Catenin. Somit wird die Metastasierung von 
Karzinomzellen durch die Überexpression von Ezrin gefördert [Li et al., 2008]. Durch die 
Interaktion von S100P mit Ezrin ist es dementsprechend möglich, dass auch S100P auf 
diesem Weg die Motilität von Tumorzellen beeinflusst (Abb. 40). 

Neben Ezrin ist auch CacyBP/SIP, ein weiterer S100P-Bindungspartner, an der Regulation 
von β-Catenin beteiligt. CacyBP/SIP ist in der Lage S100-Proteine (S100A1, S100A6, S100P 
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u. a.) zu binden [Filipek et al., 2002]. Außerdem ist es an der Ubiquitinylierung von 
unphosphorylierten β-Catenin beteiligt [Matsuzawa & Reed, 2001]. Es verhindert somit die 
Translokation von freiem zytoplasmatischem β-Catenin in den Zellkern, welches dort im 
Komplex mit anderen Transkriptionsfaktoren die Transkription von Zielgenen (Onkogene) 
induziert [Akiyama, 2000] (Abb. 40). Es wird vermutet, dass die Interaktion von S100-
Proteinen mit CacyBP/SIP den Zusammenbau des Ubiquitinylierungskomplexes reguliert 
[Filipek et al., 2002; Filipek, 2006]. Sowohl für das Magenkarzinom als auch für das 
Nierenzellkarzinom konnte gezeigt werden, dass eine Überexpression von CacyBP/SIP und 
die damit verbundene Reprimierung von freiem β-Catenin die Proliferation, die Tumorigenität 
und die Invasion der Tumorzellen inhibiert [Ning et al., 2007; Sun et al., 2007]. Bestätigt sich 
die Annahme, dass die Interaktion von S100P und CacyBP/SIP, welches auch in H358-Zellen 
exprimiert wird, die Stabilität von β-Catenin in der Zelle inhibiert, kann dies eine Erklärung 
für die verminderte Tumorigenität der S100P-überexprimierenden H358-Zellen darstellen. 

Aufgrund der Zellkern-Lokalisierung von S100P kann außerdem ein Einfluss von S100P 
auf die Expression anderer Gene vermutet werden. Aus diesem Grund wurde die Korrelation 
der Genexpression im Vergleich zur S100P-Expression in Bronchialkarzinom-Geweben 
mittels DNA-Mikroarray untersucht. In der vorliegenden Arbeit konnte eine positive 
Korrelation der Expression von S100P mit Porcupine und NET-7 und eine negative 
Korrelation mit SMURF2 festgestellt werden. Durch weiterführende Studien konnten die 
positive Korrelation von S100P mit Porcupine und mit NET-7 mittels Real-Time-PCR an 
weiteren Bronchialkarzinom-Geweben bestätigt werden. Auch in den stabil S100P-
überexprimierenden H358-Zellen konnte im DNA-Mikroarray und mittels Real-Time-PCR 
eine erhöhte Expression von Porcupine und NET-7 sowie eine verminderte Expression von 
SMURF2 im Vergleich zu Kontrollzellen gezeigt werden. Diese Abhängigkeit der mRNA-
Expression von der S100P-Expression konnte an transient S100P-überexprimierenden 
Bronchialkarzinomzellen jedoch nicht bestätigt werden. Dies könnte auf einen Langzeit-
Effekt der erhöhten S100P-Expression hindeuten, oder durch eine von S100P unabhängige 
Regulation der Expression erklärt werden.  

Die Ergebnisse dieser Arbeit weisen darauf hin, dass unter anderem eine Korrelation 
zwischen der Expression von S100P und Porcupine besteht. Aus diesem Grund wurde 
zunächst überprüft, ob Porcupine ähnlich wie S100P durch die Demethylierung der DNA 
reguliert wird. Durch die Behandlung mit AzDe konnte jedoch kein Einfluss auf die mRNA-
Expression von Porcupine gezeigt werden. Auch die verminderte Expression von S100P 
durch die Transfektion mit siRNA gegen S100P hatte keinen Einfluss auf die mRNA-
Expression von Porcupine. Jedoch wurde infolge der Reprimierung von Porcupine mittels 
siRNA gegen Porcupine eine verminderte mRNA-Expression von S100P in den 
Bronchialkarzinomzellen H322 und H358 festgestellt. In den schnell proliferierenden 
Bronchialkarzinomzellen A549 konnte eine entsprechende Abhängigkeit nicht gezeigt 
werden. Dies lässt sich möglicherweise durch einen schnelleren Grundumsatz der Zellen 
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erklären, da auch die Reprimierung der mRNA-Expression durch die entsprechende siRNA 
nicht so ausgeprägt war. Die Ergebnisse der H322-Zellen und der H358-Zellen deuten jedoch 
auf eine Regulation von S100P durch Porcupine hin. Porcupine ist in der Membran des 
endoplasmatischen Reticulums lokalisiert und ist an der Sekretion von Wnt beteiligt [Chen et 
al., 2008]. Das Wnt-Signalprotein bindet extrazellulär an den Rezeptor Frizzled und löst 
intrazellulär eine Signalkaskade aus, die unter anderem zur Stabilisierung von freiem  
β-Catenin im Zytoplasma beiträgt. Dieses kann dann in den Zellkern translozieren und dort 
die Transkription von Onkogenen fördern [Akiyama, 2000]. Der Wnt/β-Catenin-Signalweg 
trägt damit zum Überleben der Zellen bei und ist in Verbindung mit verschiedenen 
Tumorerkrankungen dereguliert [Moon et al., 2004].  

Durch die Inhibierung von Porcupine wurde die Aktivierung des Wnt/β-Catenin-
Signalweges aufgrund der fehlenden Modifizierung der Wnt-Signalmoleküle vermindert 
[Chen et al., 2008]. Auch in der vorliegenden Arbeit führte die verminderte Expression von 
Porcupine in den H358-Zellen zu einer verminderten Protein-Expression von β-Catenin. Da 
durch die verminderte Expression von Porcupine auch S100P vermindert exprimiert wird, 
könnten potentielle Wechselwirkungen des Wnt-Signalweges mit der S100P-Expression 
diskutiert werden. Unabhängig davon, wie die Regulation der S100P-Expression durch die 
veränderte Expression von Porcupine stattfindet, bleibt die Frage, welche Auswirkung eine 
veränderte Expression von S100P auf die Expression von β-Catenin hat. Eine verminderte 
Expression von Porcupine bei einer gleichzeitig erhöhten Expression von S100P verstärkte in 
den H358-Zellen die Inhibierung der β-Catenin-Protein-Expression. Man kann vermuten, dass 
durch die verminderte Prozessierung von Wnt-Signalen durch Porcupine die Stabilisierung 
von β-Catenin im Zytoplasma nicht mehr gewährleistet ist [Brembeck et al., 2006; Chen et 
al., 2008]. Zusätzlich kann durch die S100P-Überexpression in Zusammenhang mit 
CacyBP/SIP eine verstärkte Ubiquitinylierung von β-Catenin unabhängig vom 
Phosphorylierungsstatus stattfinden, was ebenfalls zu dessen Degradierung führt [Filipek et 
al., 2002; Filipek, 2006]. Obwohl eine Interaktion von S100P und CacyBP/SIP in den H358-
Zellen noch nicht bewiesen ist, scheint es einen Zusammenhang mit der verminderten 
Expression von β-Catenin und der Überexpression von S100P zu geben, der letztendlich auch 
die verminderte Proliferation und die verschlechterte Migration der Zellen erklären würde 
[Ning et al., 2007; Sun et al., 2007]. In Abb. 40 sind einige der hier diskutierten 
intrazellulären Wechselwirkungen von S100P schematisch zusammengefasst. 
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Abb. 40 Schematische Darstellung der potentiellen intrazellulären Wechselwirkungen von S100P 

 
Der Einfluss der verminderten Expression von Porcupine und der gleichzeitig erhöhten 

Expression von S100P war in den H322-Zellen weniger ausgeprägt. Zum einen war β-Catenin 
in diesen Zellen im Vergleich zu den H358-Zellen im Allgemeinen wesentlich höher 
exprimiert, zum anderen wurde in den H322-Zellen durch die Überexpression von S100P die 
Migration stimuliert. Auch hier scheinen die verschiedenen molekularen Voraussetzungen der 
einzelnen Zelltypen eine entscheidende Rolle zu spielen. 

Ähnlich wie Porcupine korrelierte auch die Expression von NET-7 mit der S100P-
Expression in Bronchialkarzinom-Geweben. NET-7 gehört zu den Proteinen der Tetraspan-
Familie, einer Familie integraler transmembraner Moleküle, die an der Zelloberfläche große 
molekulare Komplexe bilden [Serru et al., 2000]. Sie besitzen vier transmembrane Domänen, 
drei zytoplasmatische Domänen und zwei extrazelluläre Schleifen [Massin et al., 2004]. Die 
Proteine der Tetraspan-Familie können verschiedene Oberflächenrezeptoren und damit 
verschiedene zelluläre Funktionen miteinander verbinden [Serru et al., 2000]. Sie 
beeinflussen unter anderem die Zelladhäsion, die Migration, die Proliferation und die 
Differenzierung von Zellen und sind aus diesem Grund auch in verschiedenen 
Tumorerkrankungen von Bedeutung [Massin et al., 2004]. Ein Zusammenhang zwischen 
Proteinen der Tetraspan-Familie und der S100-Proteine ist bislang nicht bekannt. Durch die 
Komplexbildung mit anderen Oberflächenrezeptoren (evtl. RAGE) könnten sie allerdings eine 
wichtige Rolle in der Weiterleitung extrazellulärer Signale einnehmen. 

Im Gegensatz zu NET-7 korrelierte die Expression von SMURF2 negativ mit der S100P-
Expression in Bronchialkarzinom-Geweben. Die E3 Ubiquitin Ligase SMURF2 inhibiert, 
unabhängig von der Ubiquitin Ligase-Aktivität, die Proliferation und das Tumorwachstum 
von Tumorzellen in vitro. Diese Aktivität von SMURF2 ist von einem intakten p53- oder 
pRB-Signalweg abhängig [Zhang et al., 2008]. Allerdings wurden von Zhang et al. auch 
Zelllinien gezeigt, die trotz intaktem p53- und pRB-Signalweg dem von SMURF2 
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induziertem Proliferationsstopp entgingen. Es wird also auch hier deutlich, dass einzelne 
Tumorzelllinien unterschiedliche genetische Voraussetzungen mitbringen und aus diesem 
Grund differenziert auf genetische Manipulation reagieren. Welchen Einfluss eine 
verminderte SMURF2-Expression bzw. eine erhöhte NET-7-Expression in Zusammenhang 
mit einer erhöhten S100P-Expression auf die H358-Zellen ausübt, wurde jedoch nicht näher 
analysiert. 

Mit dem Hintergrund dieser Untersuchungen und anhand von Literaturdaten können für 
S100P verschiedene intrazelluläre Interaktionspartner postuliert werden. Die Interaktion von 
S100P und Ezrin wurde schon früher gezeigt [Koltzscher et al., 2003], allerdings führt diese 
Interaktion in den H358-Zellen nicht zu einer Induktion der Migration. Dies ist 
wahrscheinlich darauf zurückzuführen, dass die H358-Zellen im Allgemeinen schlecht 
migrieren. Des Weiteren konnte von uns eine verminderte β-Catenin-Expression durch die 
Überexpression von S100P in Zusammenhang mit der Reprimierung von Porcupine gezeigt 
werden. Da CacyBP in den H358-Zellen exprimiert wird, kann vermutet werden, dass die 
verminderte β-Catenin-Expression durch die Interaktion von S100P mit CacyBP 
zurückzuführen ist. Zum einen ist CacyBP als Interaktionspartner von S100P bekannt [Filipek 
et al., 2002] und zum anderen induziert CacyBP die Ubiquitinylierung und damit die 
Degradierung von β-Catenin [Ning et al., 2007; Sun et al., 2007]. Des Weiteren konnte die 
mRNA-Expression von CacyBP in den H358-Zellen gezeigt werden. Zusätzlich zu den 
bekannten Wechselwirkungen von S100P konnte eine Abhängigkeit der S100P-Expression 
von Porcupine gezeigt werden. Es kann vermutet werden, dass die Expression von S100P in 
den Bronchialkarzinom-Zellen durch Porcupine reguliert wird. Eine Aussage darüber, 
inwieweit diese Wechselwirkung das tumorigene Verhalten der Zellen beeinflusst, kann noch 
nicht getroffen werden. Anhand der Daten spricht vieles dafür, dass eine Deregulation 
zugunsten der S100P-Expression die Tumorigenität der H358-Zellen vermindert. Der Einfluss 
der S100P-Überexpression ist allerdings stark vom Karzinomzelltyp und den damit 
verbundenen genetischen Voraussetzungen abhängig. 

Um die Funktion von S100P in verschiedenen Zelltypen und Karzinomen besser 
charakterisieren zu können, sollten deshalb zunächst weitere Interaktionspartner und 
potentielle Signalwege für S100P identifiziert werden. Darüber hinaus bleibt zu überprüfen, 
inwieweit S100P auch in vivo die Initiation und Progression des bronchialen Adenokarzinoms 
beeinflusst. 
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5. Zusammenfassung und Ausblick 
Die Initiation und Progression von Tumoren sind auf genetische und epigenetische 

Veränderungen in der Zelle zurückzuführen, die letztendlich zu einer veränderten 
Zellfunktion führen. In Vorarbeiten der Arbeitsgruppe wurde für das bronchiale 
Adenokarzinom eine erhöhte Expression von S100P im Frühstadium der Erkrankung gezeigt, 
welche in späteren Stadien wieder normalisiert war. Gleichzeitig war die Expression des 
potentiellen S100P-Rezeptors RAGE (receptor for advanced glycation end products) im 
humanen Bronchialkarzinom stadienunabhängig vermindert. Ziel der Arbeit war es, den 
Einfluss von S100P auf die Chemotherapie-Resistenz und auf Parameter der 
Tumorentwicklung sowie die Wechselwirkung zwischen S100P und RAGE im humanen 
Bronchialkarzinom in vitro zu analysieren.  

Mittels RT-PCR wurde die Expression von S100P in Bronchialkarzinom-Geweben und den 
Bronchialkarzinomzellen H358, H322 und A549 gezeigt. Die H358-Zellen wurden daraufhin 
mit den zytotoxischen Agenzien CGP 74514A, Cisplatin, Etoposid, MG-132 und Paclitaxel 
behandelt und der nekrotische Zelltod durch die Analyse der Membranintegrität bzw. der 
apoptotische Zelltod anhand der Chromatinkondensation bestimmt. Zusätzlich wurde mittels 
RT-PCR die Expression von S100P analysiert. Obwohl die Expression von S100P durch 
Etoposid und MG-132 erhöht war, konnte kein Zusammenhang zwischen der S100P-
Expression und der Induktion des Zelltodes infolge der Behandlung mit den zytotoxischen 
Agenzien nachgewiesen werden.  

Für S100P konnte durch die Überexpression des GFP-S100P-Fusionsproteins in den H358-
Zellen eine Lokalisierung im Zellkern und im Zytoplasma gezeigt werden. Im Zytoplasma 
war die Kolokalisierung  von S100P mit dem S100P-Bindungspartner Ezrin nachweisbar. Im 
Gegensatz zu den Literaturdaten kam es aber zu keiner vermehrten Freisetzung von GFP-
S100P in das umgebende Medium.  

Die Zelltodanalysen der S100P-überexprimierenden H358-Zellen zeigten nur einen 
geringen Einfluss von S100P auf die Zelltodinduktion durch zytotoxische Agenzien. 
Demgegenüber führte die Koexpression von S100P mit RAGE bzw. ∆cytoRAGE in den 
H358-Zellen zu einer Sensibilisierung gegenüber Etoposid und MG-132. Die in vitro-
Analysen zur Tumorinitiation und Tumorprogression im tumor-colony-forming-Assay zeigten 
darüber hinaus, dass die Überexpression von S100P in den H358-Zellen die primäre Bildung 
von Tumorzellkolonien fördert. Dagegen war das weitere Wachstum dieser 
Tumorzellkolonien durch S100P vermindert. Gleichzeitig war auch die Proliferation der 
S100P-überexprimierenden Zellen in vitro vermindert. Die Überexpression von S100P führte 
im Wundheilungs-Test und im Transwell-Test außerdem zu einer verminderten Migration der 
Zellen in vitro. Im Gegensatz zu den H358-Zellen resultierte die S100P-Überexpression in 
den besser migrierenden H322-Bronchialkarzinomzellen in einer vermehrten Migration der 
Zellen im Transwell-Test. 
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In dieser Arbeit wurden zusätzlich potentielle Regulationsmechanismen der S100P-
Expression untersucht. Dabei wurde der Einfluss der DNA-Methylierung, welcher ein 
wichtiger Regulationsmechanismus der Genexpression in Tumoren ist, durch die Behandlung 
mit dem Cytosin-Analogon 5-Aza-2´-deoxy-Cytidin untersucht. Die Behandlung mit diesem 
Methylierungsinhibitor führte in den H358-Zellen zu einer erhöhten mRNA-Expression von 
S100P. Des Weiteren resultierte die Überexpression von exogenem S100P durch einen 
unbekannten negativen feedback-Mechanismus in einer reduzierten endogenen S100P-
Expression. Die basale Expression von S100P war außerdem durch die Inhibierung der  
ERK 1/2 MAP Kinase vermindert. Zusätzlich führte auch die Inhibierung von Porcupine, 
welches Wnt-Signalproteine in der Zelle prozessiert und an deren Sekretion beteiligt ist, zu 
einer reduzierten S100P-Expression. 

In dieser Arbeit wurde anhand von in vitro-Analysen an H358-Bronchialkarzinomzellen die 
Stimulation der Tumorinitiation durch S100P gezeigt. Gleichzeitig war die Tumorprogression 
(Proliferation, Migration) durch S100P jedoch gehemmt. Deshalb kann vermutet werden, dass 
S100P insbesondere zur Entstehung früher Stadien des bronchialen Adenokarzinoms beiträgt. 
Andererseits scheinen die Effekte von S100P sehr zelltypspezifisch zu sein. So stimulierte 
S100P im Gegensatz zu den H358-Zellen in den H322-Zellen die Migration der Zellen.  

Die Identifikation intrazellulärer Interaktionspartner von S100P und deren Einfluss auf die 
Zellfunktion könnte deshalb zukünftig wichtige Aufschlüsse für die Charakterisierung und die 
Behandlung verschiedener Tumorerkrankungen geben. Die Ergebnisse der hier erfolgten in 
vitro-Analysen sollten jedoch zunächst auch in vivo im Mausmodell bestätigt werden.  
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