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Einleitung

1. Einleitung

Gegenstand der vorliegenden Arbeit sind Untersuchungen zum Einfluss posttranslationaler
Proteinmodifikationen in Form von Phosphorylierungen der Linker-Domdne des small
mother  against  decapentaplegic 2 (SMAD2)-Proteins bei nicht-kleinzelligen
Lungenkarzinomen (non-small cell lung carcinoma; NSCLC).

Frihere Studien unserer Forschungsgruppe zeigten hohe Aktivitditen des transforming
growth factor beta (TGFB)-Signalwegs bei nicht-kleinzelligen Lungenkarzinomen, basierend
auf hohen Frequenzen C-terminaler TGFB-Rezeptor-vermittelter Phosphorylierungen an
SMAD2 und -3 (1). Dariber hinaus wurde eine Modulation durch Pirfenidon, einem
Medikament zur Behandlung idiopathischer Lungenfibrosen, nachgewiesen (2). Kirzlich
wurde zudem gezeigt, dass C-terminale SMAD3 Phosphorylierungen in NSCLC-assoziierten
Immunzellen einen Einfluss auf das Gesamtiberleben haben (3). Phosphorylierungen an
SMAD?2, -3 sind jedoch nicht auf C-terminale Motive beschrankt. Diese dienen ebenfalls als
Substrate fur intrazelluldre Kinasen anderer Signalwege (z. B. ERK1/2, p38, CDKs), die gezielt
Linker-Domanen phosphorylieren. Damit stellen SMAD?2, -3-Proteine zentrale Knotenpunkte
fir Kreuzvernetzungen von TGFB-Signalen zu anderen Signalkaskaden dar (4) (5).
Phosphorylierte SMAD-Proteine agieren als Transkriptionsfaktoren (TFs) und translozieren
in den Nukleus, wo sie in Abhadngigkeit mit weiteren Kofaktoren und TFs entsprechende
Genexpressionen regulieren. TGFB-Signale sind mit basalen zelluldren Prozessen wie
Embryonalentwicklung, Proliferation, Zelldifferenzierung und Gewebshomoostase assoziiert
(6) (7). Darliber hinaus spielt der TGFB-Signalweg eine zentrale Rolle bei der
Tumorentstehung, mit einer anfanglich tumorsuppressiven Wirkung, aber tumorférdernden
Eigenschaften in spateren Stadien. Derzeit ist die duale Rolle noch unzuldnglich geklart (8).
Wadhrend der Karzinogenese erwerben maligne Zellen u. a. die Fahigkeit einer gesteigerten
Proliferation sowie abweichenden Zelldifferenzierung und durchlaufen transiente Prozesse
wie bspw. bei der epithelial-mesenchymal transition (EMT) (9) (10) (11). Es ist bekannt, dass
verschiedene Phosphorylierungen an den SMADs Expressionen spezifischer Zielgene
beeinflussen. Wahrend C-terminale Phosphorylierungen mit anti-proliferativen Effekten
einhergehen, sind die der Linker-Doméanen mit Zellwachstum und Invasion assoziiert (12)
(13) (14). Neben den vielfaltigen Phospho-lsoformen sind ebenfalls verschiedene
SpleiBvarianten bekannt, denen unterschiedliche Funktionen zugeschrieben werden und das
kombinatorische Spektrum folglich erweitern (15) (16) (17). Die vorliegende Arbeit befasst
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sich mit SMAD2-Linker Phosphorylierungen und den daraus resultierenden Einfllissen bei
Lungenkrebs. Eine Aufklarung grundlegender Mechanismen und gezielte Modulationen von

SMAD2-Zielstrukturen kdnnten neue Ansatze in der Krebstherapie bieten.

1.1 Lungenerkrankungen

Millionen von Menschen aller Altersgruppen und sozio6konomischen Schichten sind
weltweit von Lungenkrankheiten betroffen. Damit zahlen diese zu den haufigsten
Erkrankungen im Hinblick auf Morbiditat und Mortalitat (18). Durch die globale Verbreitung
des severe acute respiratory syndrome coronavirus 2 (SARS-CoV-2)-Erregers seit Beginn des
Jahres 2020 sind diese prasenter in den Wahrnehmungsbereich der Weltbevolkerung
geriickt. Doch nicht nur SARS-CoV-2 fordert Menschleben. Lange vor der Pandemie zahlten
bereits Lungenerkrankungen weltweit zu den zehn haufigsten Todesursachen. Dazu gehéren
Tuberkulose, Lungeninfektionen, chronisch-obstuktive Lungenerkrankungen (chronic
obstructive pulmonary disease; COPD) und Lungenkrebs. Von den insgesamt 56,9 Millionen
Todesfallen 2016 waren =54 % auf die zehn haufigsten Todesursachen zurlickzufiihren.
Davon entfielen etwa 9,3 Millionen Todesfille auf die genannten Lungenerkrankungen,
wovon > 1,7 Millionen mit Lungenkrebs assoziiert waren (WHO 2018) (19). Abgesehen von
Tuberkulose haben Lungenerkrankungen in Deutschland eine ahnliche Haufigkeit im
Vergleich zu anderen Industrieldandern. Das Deutsche Statistische Bundesamt wies 2015
deutschlandweit insgesamt 925.200 Todesfdlle aus und listete Pneumonien auf Platz 8,
COPD auf Platz6 und Lungenkrebs auf Platz4 der zehn haufigsten Todesursachen.
Zusammengenommen verstarben in Deutschland > 10,3 % an einer Lungenkrankheit, wovon.

wiederum 4,9 % der Todesfalle auf Lungenkrebs entfielen (20).

1.1.1 Lungenkrebs

Lungenkrebs betrifft Frauen und Manner gleichermallen und gehort zu den tddlichsten
Krebsarten weltweit (21). In Deutschland lag die Inzidenz maligner Lungentumore 2015 bei
29.354 Méannern und 15.817 Frauen, wobei die relative 5-Jahres-Uberlebensrate lediglich
rund 21 % bei den Mannern und 15 % bei den Frauen betragt (22). Lungenkrebs stellt damit
die dritthaufigste Krebserkrankung bei beiden Geschlechtern dar. Exogene Risikofaktoren,
die zur Karzinogenese beitragen kénnen, sind bspw. das inhalative Zigarettenrauchen und

Passivrauchen, ionisierende Strahlung (z. B. medizinische Strahlenexposition), Asbest oder
2
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Berufsnoxen (z.B. Arsen, Kadmium, Chrom oder polyzyklische aromatische
Kohlenwasserstoffe). Lungenkarzinome entwickeln sich durch komplexe Prozesse, die bspw.
mit genetischen Aberrationen einhergehen (22) (23). Uber die Halfte der
Lungenkrebspatienten versterben innerhalb eines Jahres nach Diagnosestellung aufgrund
fehlender Methoden zur Friherkennung, wodurch sich die Patienten oftmals in einem
fortgeschrittenen oder metastasierten Stadium befinden (21) (22) (24) und von kurativen
chirurgischen Eingriffen ausgeschlossen sind (25).

Grundsatzlich werden Lungenkarzinome histologisch klassifiziert und in die beiden
Hauptentitdten des kleinzelligen Lungenkarzinoms (smal cell lung carcinoma, SCLC) und des
nicht-kleinzelligen Lungenkarzinoms (non-small cell lung carcinoma, NSCLC) unterteilt. Etwa
80 % aller Lungenkarzinome sind NSCLCs. Diese setzen sich wiederum aus drei
Hauptsubtypen zusammen, dem Adenokarzinom (adenocarcinoma, ADC), dem
Plattenepithelkarzinom (squamous cell carcinoma, SQC) und dem groRzelligen Karzinom
(large cell carcinoma, LCC), wobei ADCs mit 240% den grofBten Teil aller
Lungenkrebsdiagnosen ausmachen (22) (25). Fortgeschrittene NSCLCs werden primar durch
cytotoxische Chemo- und Strahlentherapie behandelt. Neben diesen kdnnen Immun- oder
zielgerichtete Therapien (targeted therapies) Anwendung finden. Erstere zielt darauf ab
spezifische Immun-Checkpoint-Signalwege zu blockieren, wie bspw. programmed cell death
1 (PD-1) und programmed cell death ligand 1 (PDL-1) (26). Hingegen erfordern zielgerichtete
Therapien spezifische genetische Aberrationen. Aktivierende Treibermutationen konnen
bspw. im epidermal growth factor receptor (EGFR) oder anaplastic lymphoma kinase (ALK)
auftreten (21) (27). Werden diese Mutationen nachgewiesen, stehen mittlerweile
verschiedene Medikamente wie bspw. Tyrosin-Kinase-Inhibitoren (TKls; Afatinib, Gefitinib
und Crizotinib) zur Verfliigung. Diese sind in der Lage spezifische Signalkaskaden zu
unterbrechen. Studien konnten dadurch eine Verlangerung der Uberlebenszeit nachweisen.
Trotz dieser bemerkenswerten Fortschritte durch verbesserte Therapien in den letzten
Jahren bleibt die Sterberate fir Lungenkrebs hoch. Darliber hinaus kann die haufigste
Onkogenmutation bei ADCs, Kirsten rat sarcoma (KRAS), bisher nicht spezifisch behandelt
werden. Diese flihrt zu einer EGFR-unabhangigen konstitutiven Aktivierung des
RAS/RAF/MAPK-Signalwegs und infolgedessen zu einer Resistenz gegen TKls (28) (29).
Insgesamt  betrachtet bleiben die Therapiemdoglichkeiten damit begrenzt und

Lungenkrebspatienten haben weiterhin eine schlechte Prognose.
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Vorherige Untersuchungen unserer Forschungsgruppe zeigten, dass der TGFB-
Pseudorezeptor bone morphogenic protein and activin membrane-bound inhibitor (BAMBI)
in NSCLCs herunterreguliert ist und zu einer hohen Aktivitdt des TGFB-Signalwegs beitragt
(1). Darlber hinaus machte eine Folgestudie deutlich, dass SMAD2, -3-Gesamtproteine und
TGFB-vermittelte Phosphorylierungen des C-Terminus an SMAD3 durch Pirfenidon in NSCLCs
signifikant reduziert werden. Dariiber hinaus induzierten Pirfenidon-Behandlungen in
verschiedenen NSCLC-Zelllinien einen GO/G1-Arrest (30). Ein tieferes Verstandnis und
Untersuchungen systematischer Beeinflussungen des TGFB-Signalwegs bei NSCLCs sind

daher fir neue Therapien von essenzieller Bedeutung.

1.2 Der TGFB-Signalweg

Die Entdeckung des TGFB-Signalwegs, der im Tierreich hoch konserviert ist, liegt etwa 40
Jahre zurlick (31). TGFB-Signalkaskaden lassen sich bis zu den ersten multizellularen
Organismen zurilickverfolgen und wurden durch evolutiondre Prozesse diversifiziert (32).
TGFPB gehort zur Gruppe der Cytokine und spielt nicht nur in der Embryogenese eine zentrale
Rolle. Es liegt ebenfalls in adulten Organismen in den meisten Geweben aller Metazoa vor.
Im Menschen sind mehr als 30 Proteine der TGFB-Superfamilie bekannt, welche bspw. die
Gruppen der TGFBs, Aktivine, bone morphogenetic proteins (BMPs) sowie growth and
differentiation factors (GDFs) umfasst. In Zellen nimmt TGFB eine multifunktionale Rolle ein
und ist mit basalen Prozessen wie Proliferation, Apoptose, Zelldifferenzierung sowie
Gewebshomoostase assoziiert. Es wirkt als potenter Wachstumsinhibitor fiir die meisten

Arten von Zellen wie hamatopoetische Zellen, Endothel- und Epithelzellen (33) (34).

1.2.1 TGFB-Liganden

TGFB-Liganden werden in einer biologisch inerten Form exprimiert. Die dimeren Propeptide
werden zunachst mittels furindhnlicher Proteasen im trans-Golgi Apparat abgespalten. Dabei
bleiben TGFB-Dimere (iber eine nicht-kovalente Bindung mit dem latency associated peptide
(LAP) assoziiert. Daher sind diese nach der Exozytose nicht in der Lage an Rezeptoren zu
binden. In der extra cellular matrix (ECM) bindet der LAP-Komplex tber Disulfidbriicken an
latent TGF8 binding proteins (LTBPs), die wiederum mit Proteinen der ECM verbunden sind.
Erst wenn diese bspw. durch Matrix-Metalloproteasen (MMPs) freigesetzt werden, sind die

Liganden aktiv und kénnen an die Transmembranrezeptoren binden. Die aktiven Liganden
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kénnen als Homo- und Heterodimere vorliegen, wobei die Monomere untereinander Uber
Disulfidbriicken verbunden sind und wird als Cystein-Knoten bezeichnet. Die dimere Struktur
scheint dabei eine Zusammenfihrung der Rezeptorpaare an der Zelloberfliche zu

ermoglichen (35) (36).

1.2.2 Kanonischer TGFB-Signalweg

Signaltransduktionen von der Zellmembran ins Innere erfolgen nach Bindungen von
Liganden an die Transmembranrezeptoren (Abb. 1, A). Aufgrund struktureller und
funktionaler Eigenschaften werden diese in zwei Subfamilien vom Typ-I (TBR-I) und —II (TBR-
II) untergliedert. Insgesamt codiert das humane Genom flir 12 Mitglieder der
Serin/Threonin-Kinase-Familie. Davon werden sieben dem Typ | und finf dem Typ I
zugeordnet. Beide weisen Uberdies eine schwachere Tyrosinkinaseaktivitat auf (35) (37).
Ligandenbindungen erfolgen am TBR-Il, der als Homodimer vorliegt. Die cytoplasmatisch
lokalisierte Kinase-Domadne ist mittels eines Liganden-unabhdngigen Mechanismus
konstitutiv aktiv. Nach der Ligandenbindung rekrutiert dieser den homodimeren TBR-I, was
eine Zusammenlagerung beider Rezeptoren zu einem heterotetrameren Rezeptorkomplex
bewirkt. Dadurch kommt es zu einer Konformationsanderung, die eine Ubertragung des
Phosphats von der TBR-II- auf die TBR-I-Serin/Threonin-Kinase-Domane ermaoglicht (Abb. 1,
B) (37) (38).

TGFB B Rezeptorkomplex
Ligand
TBR-II TBR-1 e
ECIV
€ -
Kinase-
Domiéne Cytoplasma
Inaktiv Aktiv

Abb. 1: TGFB Liganden-Bindung und Rezeptoraktivierung. Die Abbildung
zeigt schematisch (A) die Bindung des TGFB-Liganden (rot) an den TBR-II
(hellblau) und die Rekrutierung des TPR-I (dunkelblau). (B) Die
Zusammenlagerung zum Heterotetramer bewirkt eine
Konformationsinderung und  erméglicht eine  Ubertragung der
Phosphorylierung (griin) von der Kinase-Doméane des TBR-II (orange) auf die
des TBR-I (gelb) (nach (12)).
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Als zentrale Mediatoren der Signalweiterleitung von der inneren Zellmembran des
aktivierten TGFB-Rezeptorkomplexes zum Nukleus fungieren die Rezeptor-regulierten SMAD
(R-SMAD)-Proteine. Diese sind direkte Substrate der TBR-I-Kinase (33). Das erste
intrazellulare TGFB-Signalprotein wurde in Drosophila melanogaster entdeckt und als mother
against decapentaplegic (MAD)-Protein bezeichnet. Weitere Homologe wurden kurz darauf
in Caenorhabditis elegans und Vertebraten beschrieben und mit Sma bzw. SMAD benannt
(35). Das Human- und Mausgenom codieren fir acht SMAD-Proteine. SMADs werden
anhand ihrer strukturellen und funktionellen Eigenschaften in drei Subfamilien untergliedert.
Die erste Gruppe umfasst Rezeptor-regulierte SMADs (R-SMADs) als direkte Substrate des
aktivierten TBR-Komplexes. In einer zweiten Gruppe werden kooperative SMADs (common-
SMAD; Co-SMAD) zusammengefasst, die mit allen R-SMADs interagieren konnen.
Inhibitorische SMADs (inhibitory-SMAD; 1-SMADs) bilden die dritte Gruppe und kdnnen
Signaltransduktionen durch R- und Co-SMADs unterbinden.

Bei den Sdugetieren gehoren insgesamt flinf Proteine der R-SMAD-Gruppe an. SMAD1, -5
und -8 sind Substrate von BMP-Rezeptoren (BMPRs), wahrend SMAD2 und -3 mit TGFB- und
Aktivin-Rezeptoren interagieren. Gemein haben alle R-SMADs, dass Phosphorylierungen am
konservierten Serin-Motiv (SSXS) des C-Terminus der Proteine erfolgen. Eine Ubertragung
wird durch das SMAD anchor for receptor activation (SARA)-Protein erleichtert (Abb. 2, A)
(13) (39). Die Subfamilie der Co-SMADs wird allein durch SMAD4 vertreten. Es kann mit allen
R-SMADs interagieren und pendelt als Monomer zwischen dem Nukleus und Cytoplasma.
SMAD4 bildet mit C-terminal phosphorylierten R-SMADs heterodimere- oder -tertidre
Strukturen aus. R-SMAD/Co-SMAD-Komplexe translozieren anschlieBend in den Zellkern und
binden an das SMAD binding element (SBE). Da die Affinitat an das SBE relativ schwach ist,
werden weitere Kofaktoren (Aktivatoren bzw. Repressoren) fiir Zielgentranskriptionen
bendtigt. Eine Kombination aus verschiedenen Kofaktoren und TFs bedingen daher
spezifische Expressionen oder Repressionen TGFB-responsiver Gene. Zur Gruppe der |-
SMADs gehoren zwei Mitglieder, SMAD6 und -7. Diese konnen R-SMAD-Rezeptor
Interaktionen als auch  bildungen von R-SMAD/Co-SMAD-Komplexen bereits
phosphorylierter Proteine unterbinden. Infolgedessen werden Translokationen in den

Nukleus und Gentranskriptionen unterbunden (34) (40) (41).
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Abb. 2: Der TGFB-Signalweg & Kreuzvernetzungen zu anderen Signalkaskaden. Schematische
und vereinfachte Abbildung des TGFB-Signalwegs und Kreuzvernetzungen zu anderen
Signalkaskaden. (A) Im kanonischen TGFB-Signalweg (schwarze Pfeile, li.) sind R-SMADs direkte
Substrate des aktiven TGFB-Rezeptorkomplexes. Die TBR-I-Kinase libertragt die Phosphorylierung
(griin) auf den C-Terminus von SMAD2/3. SARA erleichtert die Ubertragung der Phosphorylierung
auf das konservierte C-terminale Motiv. Die aktivierten SMAD2/3-Proteine bilden einen Komplex
mit SMAD4 (R-SMAD/Co-SMAD-Komplex) und translozieren in den Nukleus. Dort binden sie an
das SMAD binding element (SBE) und koénnen durch eine Interaktion mit anderen Ko- und
Transkriptionsfaktoren (TFs) spezifische Gentranskriptionen induzieren. Eine Inhibierung der
Phosphorylierung und Komplexbildung kann durch inhibitorische SMADs (SMAD6/7; rot)
erfolgen. Die unterbrochenen Linien (grau) weisen auf die Maoglichkeit einer direkten
Translokation in den Nukleus ohne die Bildung eines Komplexes hin. (B) Der nicht-kanonische
TGFB-Signalweg ist R-SMAD unabhéangig (blaue Pfeile, re.) und die Phosphorylierung (griin) wird
auf andere intrazelluldre Signalkaskaden (z. B. MAPK; orange) (ibertragen. Phosphorylierte
intrazelluldare Kinasen translozieren in den Nukleus und agieren als TFs indem diese an
entsprechende Zielsequenzen (transcription factor binding element; TBE) binden oder mit dem R-
SMAD/Co-SMAD-Komplex kooperieren. (C) Im inter-kanonischen TGFB-Signalweg (rote Pfeile,
mittig) erfolgt eine Phosphorylierung der R-SMADs innerhalb der Linker-Doméne durch
intrazellulare Kinasen. Diese kdnnen aus dem nicht-kanonischen TGFB-Signalweg oder anderer
Signalkaskaden (z. B. MAPK, orange) hervorgehen. Die Linker-Domanen von R-SMADs stellen
somit unmittelbare Knotenpunkte fiir eine Kreuzvernetzung von TGFB-Mediatoren mit anderen
Signalwegen dar (nach (7) (39) (42)).
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1.2.3 Nicht- und inter-kanonischer TGFB-Signalweg & Linker-Phosphorylierungen
Der nicht-kanonische TGFB-Signalweg erfolgt R-SMAD unabhdngig durch weitere

Signalkaskaden, die durch aktive TGFB-Liganden initiiert werden. Dabei bleibt eine TPR-
Komplex-Aktivierung bestehen (Abb. 1). Die Ubertragung des Phosphats vom TBR-I erfolgt in
diesem Falle auf anderer Signalkaskaden, die weitere intrazelluldre Kinasen wie bspw.
extracellular signal regulated kinase (ERK), phosphoinositol-3 kinase (PI13K) oder c-JUN N-
terminal kinase (JNK) phosphorylieren (Abb. 2, B) (13) (43). Diese kdnnen anschlieRend
weitere Proteine phosphorylieren oder selbst als TFs agieren und in den Zellkern
translozieren. Dort 16sen diese wiederum Gentranskriptionen aus oder kooperieren mit R-
SMAD/Co-SMAD-Komplexen und regulieren bspw. Prozesse wie Migration und Proliferation
(12).

Im inter-kanonischen TGFB-Signalweg kommt es zu regulatorischen Phosphorylierungen von
R-SMAD Linker-Regionen (42). Diese Struktur verbindet die konservierten Mad homology 1
und -2 (MH1, -2)-Doméanen miteinander (Abb. 3, B). R-SMAD Linker-Sequenzen sind variabel
in ihrer Lange und Abfolge und tragen zusatzliche Aminosdurereste als
Phosphorylierungsstellen. Phosphorylierungen erfolgen durch intrazellulare Kinasen anderer
Signalwege und nicht direkt durch den TGFB-Rezeptorkomplex (Abb. 2, C). Dabei kénnen
intrazellulare Kinasen auch TGFB-unabhangig induziert werden wie bspw. durch den
epidermal growth factor (EGF) der am EGFR bindet. Im Gegensatz zur TBR-I-Kinase weisen
diese eine hohere Tyrosinaktivitdat auf. Nachgeschaltete Signalkaskaden wie bspw. der
MAPK-Signalweg (bertragen Phosphorylierungen anschlieBend spezifisch auf Linker-
Regionen von R-SMADs. Weitere Kinasen die Phosphorylierungen auf die Linker-Domanen
Uberleiten sind bspw. cyclin dependet kinases (CDKs) und glycogen synthase kinase 3-B
(GSK3B) (7) (39) (44).

Sowohl der nicht- als auch der inter-kanonische TGFB-Signalweg ermdglichen eine
Kreuzvernetzung zu anderen Signalwegen. Insbesondere die Route des inter-kanonischen
TGFB-Signalwegs tragt zur Entstehung verschiedener R-SMAD Phospho-lsoformen unter
Beeinflussung der Zielgentraskription bei. Linker-Phosphorylierungen sind demnach zentrale
Knotenpunkte fir direkte Vernetzungen zu anderen Signalwegen und deren Kinasen (45)

(46).
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1.2.4 R-SMAD Phospho-lsoformen, SMAD2-Domanen und -SpleiBvarianten

Durch TGFB-Signalwege und deren Vernetzung mit anderen Signalkaskaden kdnnen
grundsatzlich drei Phospho-Isoformen von R-SMADs entstehen: C-terminal phosphorylierte,
Linker phosphorylierte und dual phosphorylierte (Abb. 3, A) (7) (47). Dariber hinaus weisen
R-SMADs mehrere potenzielle Phosphorylierungsstellen innerhalb der Linker-Domane in
Form von Threonin- und Serinresten auf. Aufgrund des Forschungsschwerpunktes der
vorliegenden Arbeit wurden die des SMAD2-Proteins auszugsweise naher dargestellt (Abb. 3,
B). Linker-Phosphorylierungen sind in der Lage, C-terminale Signaltransduktionen zu
beeinflussen und zu verandern wodurch das Repertoire an moglichen Signalantworten
erweitert wird (48). Neben Kinasen zur Phosphorylierung von R-SMADs kdnnen diese
ebenfalls einer Dephosphorylierung unterliegen. Serine des C-terminalen Motivs werden im
Nukleus durch protein phosphatase (magnesium-dependent) 1A (PPM1A) dephosphoryliert
und aus dem Nukleus exportiert (6) (49). Phosphorylierte Serinreste innerhalb der Linker-
Domane werden durch small C-terminal domain phosphatases (SCPs) aufgehoben. Diese
Phosphatasen wirken nicht auf Threonine innerhalb des Linkers oder Serinreste des C-

Terminus dephosphorylierend (7) (49).
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Abb. 3: R-SMAD Phospho-Isoformen, SMAD2-Domanen und -SpleiBvarianten. Die stark vereinfachten
Abbildungen zeigen: (A) Potenzielle R-SMAD Phospho-Isoformen, die durch ein Zusammenspiel von
TGFB-Signalwegen und anderer Signalkaskaden entstehen kénnen. (B) Hauptdomanen des SMAD2-
Proteins und ihre Funktionen sowie Phosphorylierungsstellen innerhalb der Linker-Domaéane (gelb) in
Form von Threonin (violett) und Serinen (rot), die durch intrazelluldre Kinasen phosphoryliert werden
konnen. C-Terminal ist das Serin-Motiv (SSXS) lokalisiert, dass durch die TBR-I-Kinase (hellblau)
phosphoryliert wird. (C) Die SMAD2-SpleiRvariante ,full length’ (S2™; oben) mit Exon 3 (E3) Struktur
(hellrot) innerhalb der MH1-Domaéne und einer Gesamtlange von 467 Aminosauren (AS). Unten wurde
die kurze SMAD2-SpleiRvariante ohne Exon 3 (S2°%°) abgebildet. Die fehlende E3-Struktur fiihrt zu einem
30 AS kirzeren SMAD2-Protein (nach (50)). Die grauen Dreiecke unter den jeweiligen MH1-Doméanen
verweisen auf die erwarteten Fragmentlangen (bp) in der RT-PCR.

Linker

1.2.5 SMAD2-SpleiBvarianten

Bevor Proteinmodifikationen regulatorische Funktionen an Proteinen ausiiben kdnnen, ist
eine Gentranskription und anschlielende Translation vorausgesetzt. Das zentrale Dogma der
Molekularbiologie ist der Fluss dieser genetischen Information von der DNA lber die RNA bis
hin zum Protein. Alternatives SpleiRen ist ein wesentlicher zelluldrer Prozess, um das
grundlegende Codierungspotenzial des Genoms zu erweitern. Der Spleilvorgang erfolgt als
Zwischenschritt an der pra-mRNA. Diese enthédlt die nicht codierenden Introne und
codierenden Exone in einer vom Gen festgelegten Abfolge. Durch diesen Vorgang werden
aus einer pra-mRNA nicht nur Introne entfernt, es konnen ebenfalls gezielt Exone
herausgetrennt und wieder zusammengefiigt werden, bevor diese durch Ribosomen
translatiert werden. Demnach filihrt alternatives Spleien zu multiplen mRNA Transkripten,
die zu einer Proteom-Diversitdt beitragen und Proteine mit unterschiedlichen Eigenschaften
hervorbringen. Diese kdnnen wiederum spezifische Funktionen erfillen. Ausgefiihrt wird

dieser Prozess vom SpleiBosom, einer Makromolekiil-Maschinerie, die eine Reihe
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konstitutiver DNA-Motive erkennt und die mRNA erstellt, wahrend die RNA-Polymerase I
diese im Kern synthetisiert (51) (52).

Insgesamt sind 12 Spleivarianten des humanen SMAD2-Proteins bekannt, die sich in ihrer
Exon-Anzahl und -Abfolge unterscheiden (53). Drei davon werden vom National Center of
Biotechnology Information (NCBI) mit kuratierten refeference-sequence-Nummern erfasst.
Die SpleiBvarianten 1 und 2 (NM_001003652; NM_005901) enthalten alternative Exon 1-
Sequenzen innerhalb der prozessierten mRNA. Beide flihren jedoch nach einer Translation
zu identischen SMAD2-full length’ (S2™)-Proteinen mit einer Gesamtlinge von 467
Aminosauren. Bei der SMAD2-SpleiRvariante 3 (NM_001135937) fehlt das 90 bp lange
Exon 3 (S2°%%). Dies fihrt zu einem 30 Aminosiuren kiirzeren Protein (54). Das Exon 3 (E3)
codiert fur einen strech-Einschub in der MH1-Doméane des SMAD2-Proteins (15) (55). Folglich
bleiben bei beiden SMAD2-SpleiBvarianten sowohl die Linker-Domanen als auch C-
terminalen Motive davon unberihrt. Damit erweitert dieser Vorgang das kombinatorische

Spektrum potenzieller SMAD2 Phospho-Isoformen (Abb. 3, C).

1.3 TGFB & SMAD2 im Kontext von Embryonalentwicklung & Krebserkrankungen

Das SMAD2-Protein nimmt eine zentrale Funktion bei der Embryonalentwicklung ein und ist
an der Ausbildung der anterior-posterior-Achse beteiligt (56) (57). Weiterhin wurde in
Tierversuchen demonstriert, dass ein kompletter Knockout von Smad2 in Mausembryonen
letal wirkt, da dies eine fehlende Gastrulation und Mesodermentwicklung zur Folge hat (56)
(58). Ein differenzieller Knockout der langen und kurzen Smad2-Spleivariante zeigte, dass
Mausembryonen sich normal und fertil entwickelten, wenn ausschlieRlich $2°F
(Smad3™"™") exprimiert wird. Hingegen fiihrt eine alleinige Expression von S2™ in murinen
embryonalen Stammzellen (mESC) zu Fehlern bei der Ausbildung der anterioren-Neuralplatte
(57). Ferner wurde gezeigt, dass beide SMAD2-Proteinvarianten wahrend der
Gehirnentwicklung von Mausen (16) sowie bei der Embryogenese von Xenopus laevis und
Mausen differenzielle Proteinniveaus aufweisen. Des Weiteren wurde ein hoheres Niveau an

883 7u einer

$2°% in mESCs detektiert. Es wurde lange Zeit angenommen, dass nur S2
intrinsischen DNA-Bindung durch die fehlende E3-Struktur befahigt sei (59) (17). Dies wurde
kiirzlich in einer Studie widerlegt und zeigte, dass die E3-Struktur eher als ein Scharnier
fungiert und eine DNA-Interaktion von S27 ebenfalls moglich ist (55). Es wird angenommen,
dass beide SMAD2-SpleiRvarianten spezifische Funktionen erfiillen und nicht als redundante
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Proteine angesehen werden kénnen (60) (57). Darliber hinaus zeigten verschiedene Studien,
dass TGFB-vermittelte Signale an SMAD2 und -3 wahrend der Lungenentwicklung an der
Ausbildung der Atemwegsverzweigungen als auch an der Alveolarisierung beteiligt sind (61)
(62) (63).

Einen ebenfalls komplexen Prozess stellt die Karzinogenese dar. Dabei erlangen Zellen
bestimmte Schlisselmerkmale wie eine abnormal gesteigerte Proliferation, Befdahigung zur
Invasion in angrenzendes Gewebe sowie zur Metastasierung (10) (11) (64). TGFB nimmt
dabei eine pleiotrope Rolle ein und es werden sowohl tumorsuppressive als auch -férdernde
Eigenschaften beschrieben, die weiterhin noch unzulanglich geklart sind. In normalen
Epithelzellen wirken TGFB-Signale cytostatisch und tragen zur Gewebshomdoostase bei. C-
terminal vermittelte Phosphorylierungen durch die TBR-I-Kinase an SMAD2/3 bewirken
dabei eine Mobilisierung von CDK-Inhibitoren und eine Suppression von MYC. So kommt es
u. a. durch Induktionen von CDKN2B und CDKN1A zu Inhibierungen von CyclinD-CDK4/6- und
CyclinE/A-CDK2-Komplexen, was einen G1-Arrest nach sich zieht (8). Diese Wirkung wird in
Krebszellen gehemmt, obwohl eine genetische Inaktivierung von Signalmolekilen nur in
etwa 10% aller Falle auftritt (12). In spateren Krebsstadien werden TGFB-vermittelte
Signaltransduktionen mit Invasion assoziiert, insbesondere durch duale Phosphorylierungen
des SMAD2-Proteins (5). Es wurde ferner gezeigt, dass TGFB ein potenter EMT-Induktor ist.
Bei diesem transienten Prozess verlieren Zellen ihre Polaritdt und interzelluldre Adhdsion.
Dabei verschiebt sich das zelluldre Profil auf verschiedenen Ebenen und bewirkt bspw. eine
erhohte Expression mesenchymaler Marker (z. B. Vimentin, N-Cadherin). Gleichzeitig gehen
epitheliale Marker wie E-Cadherin verloren oder werden reduziert exprimiert. Dieses
Ereignisse befdhigen Zellen zur Metastasierung (8) (65) (66) und spielen ebenfalls eine
zentrale Rolle bei der Fibrosierung und Wundheilung (67). In vitro Experimente in A549-
Zellen zeigten, dass diese durch TGFB1-Stimulationen einen EMT-Mechanismus mittels
SMAD?2-Aktivierungen erfahren (68). Des Weiteren verdeutlichten Untersuchungen unserer
Forschungsgruppe die zentrale Stellung von TGFB-Signalen bei Lungenkrebs. Sowohl in
NSCLC-Geweben als auch -Zelllinien ist der TGFB-Pseudorezeptor BAMBI herunterreguliert.
Hingegen zeigte sich nach einer BAMBI-Reaktivierung ein reduziertes Zellwachstum und
verminderte Invasionsfahigkeit. Ein aktiver TGFB-Signalweg konnte lberdies durch eine hohe

Frequenz an C-terminalen SMAD2,-3-Phosphorylierungen nachgewiesen werden (1).
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Einen entscheidenden Hinweis zur Aufklarung pleiotroper TGFB-Signale lieferte eine kirzlich
publizierte Studie. Dort wurden Zellen der human mammary epithelial cell line (HMEL) Gber
langere Zeit (12 und 24 Tage) mit TGFB1 stimuliert. Nachdem der Stimulus fir einige Tage
entfernt wurde zeigte sich, dass nur der EMT-Mechanismus nach kirzeren Stimulationen
reversibel war. Zellen die langer stimuliert wurden verloren nur partiell ihre EMT-
Eigenschaften, trotz zusatzlicher Inhibierung der TBR-I-Kinase. Sie kategorisierten daher die
EMT Subtypen in ,reversibel” (TGF-abhangig) und ,stabilisiert” (TGFB-unabhangig). Darliber
hinaus konnten sie nachweisen, dass eine Inhibierung von MTOR auch die Tumorigenitat in
Zellen mit einer ,stabilisierten” EMT reduzierte. Ferner wurden erh6hte Resistenzen gegen
Krebsmedikamente und Generierungen von stem cell-like Zellpopulationen als Folgen einer
»stabilisierten” EMT nachgewiesen (69).

Inwieweit SMAD2-SpleiRvarianten und insbesondere SMAD2-Linker Phosphorylierungen
TGFB-induzierte Prozesse im Kontext des nicht-kleinzelligen Lungenkarzinoms beeinflussen,

wurde daher in der vorliegenden Arbeit untersucht.

1.4 Zielsetzung der Arbeit

Trotz der weit zurlickliegenden Entdeckung des TGFB-Signalwegs und der weltweit hohen
Lungenkrebs Inzidenz sind derzeit keine Studien bekannt, die Linker-Phosphorylierungen des
SMAD2-Proteins im NSCLC-Kontext untersuchen. In den wenigen vorangegangenen Studien
anderer Karzinome wurden zudem keine Differenzierungen von SMAD2-SpleilSvarianten
vorgenommen; insbesondere nicht unter Betrachtung eines differenziellen
Phosphorylierungsstatus. Ziel der vorliegenden Arbeit waren daher Untersuchungen zum
regulatorischen Einfluss und Modulierbarkeit von SMAD2 Linker-Phosphorylierungen in
NSCLCs. Zur Realisierung dieser Vorhaben standen die Generierung einer Modell-Zelllinie mit
einer Substitution innerhalb der SMAD2 Linker-Domane sowie Stimulationsexperimente im
Fokus. Letztere beinhalteten bspw. PIRF und Palbociclib (CDK4/6-Inhibitor), wobei es sich um
zugelassene Medikamente fiir Behandlungen von IPF bzw. metastasiertem Brustkrebs

handelt.

Zentrale Fragestellungen & Ziele:

(i) Werden beide SMAD2-Spleilvarianten in verschiedenen NSCLC-Zelllinien

exprimiert und gibt es einen Unterschied in den Verhaltnissen zueinander?
13



(i)

(iii)

(iv)

(v)

Einleitung

Gibt es Unterschiede zu extrahierten Alveolarepithelzellen Typ Il (AECII) aus
tumorfreien Geweben oder anderen benignen Zellen? Wenn beide
SpleiRvarianten auftreten, weisen beide C-terminale und Linker-

Phosphorylierungen auf?

Sind SMAD2 Linker-Phosphorylierungen mit Proliferation assoziiert und
konnen diese durch Zellzyklus- oder TGFB-Inhibitoren beeinflusst werden?
Hat die SMAD2 Linker-Phosphorylierung Einfluss auf das Gesamtiberleben

von NSCLC-Patienten?

Generierung und Etablierung einer A549-Zelllinie mit einer SMAD2 Linker-
Substitution (A549L°*?) des Serin-Tripletts zu Alaninen
(Ser245/S250/5255 - Ala245/A250/A255) zur Unterbindung einer

Phosphorylierung.

Wie wirkt sich eine fehlende Linker-Phosphorylierung des SMAD2-Proteins auf
die Spleilvarianten und C-terminale Phosphorylierung aus? Gibt es
Unterschiede zu A549 Wildtyp (A549"")-Zellen? Sind Unterschiede auf
verschiedenen zelluldren Ebenen aufgrund einer Linker-Substitution
nachweisbar? Welche funktionellen Unterschiede ergeben sich daraus bspw.
im Hinblick auf Proliferation, Migration und Invasion, wenn SMAD2 nicht

innerhalb der Linker-Domane phosphoryliert wird?

Gibt es Unterschiede in der TGFB-Signal Prozessierung, wenn eine SMAD2

Linker-Phosphorylierung unterbunden wird?
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2. Material & Methoden

2.1 Material

2.1.1 Verbrauchsmaterialien

Wenn nicht anders vermerkt, wurden alle verwendeten Gerate, Chemikalien, Reagenzien
und Kits in den Anhdngen I-lll hinterlegt. Pufferlédsungen wurden unter Verwendung von
Reinstwasser (Millipore) hergestellt. Zellkultur- und ReaktionsgefaRe wurden von der Firma
Corning oder Sarstedt verwendet und Glaswaren stammten von der Firma Schott. Pipetten

und Pipettenspitzen wurden von den Firmen Corning, Greiner und Eppendorf bezogen.

2.1.2 Humanes Patientenmaterial & Ethik

Fiir die experimentellen Arbeiten wurden im Rahmen des Forschungsverbundes , Deutsches
Zentrum fir Lungenforschung” (DZL) humane frische Lungengewebe zur Extraktion von
Priméarzellen verwendet. Letztere stammten von der LungenClinic Grosshansdorf und dort
vorgenommener Lob- bzw. Pneuektomien aufgrund therapeutischer Notwendigkeit. Die
Gewebe wurden zur Diagnose in die Pathologie des Forschungszentrums Borstel (iberstellt
und Uberschissiges Material fir Forschungszwecke zur Verfligung gestellt. Die Verwendung
wurde von der Ethikkommission der Universitat zu Libeck genehmigt (Aktenzeichen 07-157;
14-043) wie auch die Verwendung von Archivmaterial und Patientenbasisdaten
(Aktenzeichen 18-026). Eine Gesamtibersicht des verwendeten humanen Materials wurde
in den Anhangen IV und V hinterlegt. Blutproben gesunder Spender fiir T-Zellen Extraktionen

wurden (iber das Forschungszentrum Borstel erhalten.

2.1.3 Humane Zelllinien

Fiir die Experimente wurden fliinf humane NSCLC-Zelllinien verwendet. Genauere Angaben
konnen der nachstehenden Tabelle entnommen werden (Tab. 1). Die Kultivierung der Zellen
wird im Methodenteil ndher erldutert. Die Zelllinien A549 und H520 wurden Uber die
American Type Culture Collection (ATCC) bezogen. Die Zelllinien H838, H1650 und H1975

waren eine freundliche Leihgabe von Prof. Ursula Klingmiller (DKFZ).
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Tab. 1: Verwendete NSCLC-Zelllinien & bekannte Mutationen.

Material & Methoden

Bezeichnung | Subtyp Geschlecht | Alter (Jahre) Mutationen
A549 Adenokarzinom mannlich 58 KRAS

H838 Adenokarzinom mannlich 59 MET, TP53
H1650 Adenokarzinom mannlich 27 EGFR
H1975 Adenokarzinom weiblich unbekannt EGFR

H520 Plattenepithelkarzinom | méannlich unbekannt unbekannt

2.1.4 Antikorper

Verwendete Antikorper, deren Wirtsspezies und Bezugsquellen konnen der folgenden

Tabelle entnommen werden. Dariiber hinaus ebenfalls, bei welchen Methoden diese

Anwendung fanden. Es kamen sowohl Primar- als auch Sekundarantikérper zum Einsatz.

Verwendete Isotyp-Kontrollen wurden ebenfalls an gleicher Stelle hinterlegt (Tab. 2). Die

eingesetzten Verdiinnungen werden im jeweiligen Methodenteil separat angegeben.

Tab. 2: Antikérper, Isotyp-Kontrollen & Methoden.

Bezeichnung (Klon) Antigen Wirt Firma Methode
1°AK | Anti-SMAD?2 (D043B4) SMAD?2 total Kaninchen Cell Signaling DFz, WB
Technologies
Anti-SMAD3 (C67H9) SMADS3 total Kaninchen Cell Signaling wB
Technologies
Anti-p-SMAD2 (S464/467) | SMAD2 C-terminale Kaninchen Cell Signaling DFZ, WB
(C25A9) Phosphorylierung Technologies
Serin 465/467
Anti-p-SMAD2 SMAD?2 Linker- Kaninchen Cell Signaling DFZ, WB,
(5245/250/255) Phosphorylierung Technologies IFM,
$245/5250/5255 mIHC
Anti-p-SMAD?2 (S245/250) | SMAD?2 Linker- Kaninchen Thermo Fisher | WB
(2H24L4) Phosphorylierung (Invitrogen)
S245/S250
Anti-p-SMAD?2 (S250) SMAD?2 Linker- Kaninchen Abcam wB
(EPR2855(2)) Phosphorylierung S250
Anti-p-SMAD2 (S255); SMAD?2 Linker- Kaninchen Abcam WSB,
(EPR2856(N)) Phosphorylierung S255
Anti-p-Histone H3 (Ser10) Phospho-Histon H3 Serin | Maus BioLegend DFZ
(11D8) Alexa Fluor® 647 10
Anti-p-Histone H3 (Ser10) Phospho-Histon H3 Serin | Maus BioLegend IFM,
(11D8) pure 10 mIHC
Anti-Pericentrin Pericentrin Maus Cell Signaling IFM
Technologies
Anti-Pan-Cytokreatin PanCK Maus ZytoMed IHC
(AE1/AE3) Systems
Anti-B-Actin; ab8226 B-Actin Maus Abcam wB
Anti-CD3 (OKT3) human CD3 Maus BioLegend DFZ
Anti CD45 (2D1) human CD45 Kaninchen BioLegend DFZ
Alexa Flour ®488
Anti-CD45 (D9M8I) CD45 Kaninchen Cell Signaling mIHC
Technologies
2°AK | |RDye® 800CW Goat anti Kaninchen Antikérper Ziege Li-COR WB
Rabbit
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IRDye® 680CW Goat anti Kaninchen Antikorper Ziege Li-COR WB
Mouse
Alexa Fluor 647 Goat anti | Maus Antikorper Ziege Thermo Fisher | DFZ
Mouse (H+L) (Life
technologies)
Alexa Fluor 488 Goat anti | Kaninchen Antikorper Ziege Thermo Fisher | DFZ
Rabbit (H+L) (Life
technologies)
GOXMO TRITC Goat anti Maus Antikorper Ziege Thermo Fisher | IFM
Mouse (Invitrogen)
Opal HRP Polymer anti Maus & Kanainchen AKOYA mIHC
Mouse & Rabbit Antikorper Biosiences
Iso- Mouse 1gG2b, k (MPC-11) Isotyp-Kontrolle Maus BioLegend DFZ
Kntr. | Isotype Control (Alexa
Fluor® 647)
Rabbit IgG Isotype Control | Isotyp-Kontrolle Kaninchen Cell Signaling DFZ
(Alexa Fluor® 488) Technologies
Normal rabbit 1gG Isotyp Kontrolle (poly) Kaninchen Cell Signaling DFz
Technologies

1°AK = Primarantikorper; 2°AK = Sekundarantikorper; Iso-Kntr. = Isotyp-Kontrolle; DFZ = Durchflusszytometrie;
WB = Western Blot; IFM = Immunofluoreszenzmikroskopie; mIHC= Multiplex Inmunhistochemie; S = Serin.

2.1.5 Software & Programme

Verwendete Software und Programme werden in den jeweiligen Methodenteilen aufgefiihrt.

2.2 Methoden

2.2.1 ZELLBIOLOGISCHE METHODEN

Alle eingesetzten Materialien wurden in steriler Zellkulturqualitdit bezogen oder vor
Gebrauch autoklaviert. Wenn nicht anders angegeben wurden die Zellen bei 37 °C mit einem

CO,-Gehalt von 5 % inkubiert und Zentrifugationen fiir 7 min bei 300 x g (RT) durchgefiihrt.

2.2.1.1 Kultivierung humaner NSCLC-Zelllinien

Zur Durchfliihrung von Zellkultur-Experimenten wurden verschiedene humane Zelllinien in
RPMI*-Medium kultiviert (Tab. 1). Zunidchst wurde das Medium aus den Zellkulturflaschen
(T25, T75) dekantiert und die adhadrenten Zellen mit PBS gespilt, um Rickstidnde zu
entfernen. Im Anschluss wurden diese mit 4 ml Trypsin/EDTA (TE)-Losung benetzt und 6 min
bei 37° C inkubiert. Nach Ablésung der monolayer-Kulturen von den Kulturflaschen wurden
die Reaktionen durch Zugabe von je 6 ml RPMI* gestoppt. Die Zellen wurden resuspendiert,
in 50 ml Réhrchen tberfiihrt und pelletiert. Die Uberstinde wurden verworfen und
Zellpellets in je 10 ml RPMI" resuspendiert. Je 1x10° Zellen wurden in neue KulturgefalRe

Uberfiihrt, Kulturflaschen auf je 40 ml mit RPMI" aufgefiillt und erneut inkubiert. Die
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Zellkultur-Routine erfolgte in einem wochentlichen 72 h-96 h-Rhythmus. Die Zellen wurden

nicht tGber die 30. Passage hinaus verwendet.

2.2.1.2 Zellzahlbestimmung

Zellzahlbestimmungen erfolgten mittels Neubauer-Zahlkammern (improved). Zuvor wurden
die Zellen in einer Trypanblau-Lésung (1:10) resuspendiert und je 10 pl in die Zdhlkammern
Uberfiihrt. Unter Verwendung eines Lichtmikroskops wurden vier Eckquadrate ausgezahlt.
Bei den Berechnungen der Zellzahlen wurden sowohl der Kammerfaktor (x 10%) als auch

Verdiinnungsfaktor (x 10) berticksichtigt.

2.2.1.3 Extraktion von Alveolarepithelzellen Typ Il (AECII)

Makroskopisch tumorfreies Patientenmaterial stammte aus der LungenClinic Grosshansdorf.
Das AECII-Extraktionsprotokoll war fir Gewebe bis zu 30g bestimmt. Im Falle einer
Uberschreitung wurden die verwendeten Enzymmengen verdoppelt. Die Gewebe wurden
bis zur Aufbereitung in RPMI-Medium (2 % Penicillin/Streptomycin (v/v)) bei 4 °C gelagert.

Das folgende Schema zeigt vereinfacht die Hauptschritte der AECII-Extraktion (Abb. 4).

Enzym-Verdau Zellseparation Immunzell- Immunzell-
Yl via Gradient Adhérenz Depletion

Abb. 4: Vereinfachter Ablauf der AECII-Extraktion aus Lungengewebe. Das FlieRschema zeigt die
Hauptschritte der AECII-Primarzellextraktion aus unfixierten Lungengewebe.

Zunéachst wurde das Lungengewebe mit einem Skalpell in kleine Stiicke zerteilt (ca. x 3 mm),
um eine moglichst grolRe Gewebeoberflache fiir die Enzymbehandlung zu gewahrleisten. Zur
Beseitigung von Riickstanden (z. B. Mucus, Blut) wurde das Gewebe in ein Sieb gegeben und
mit 100 — 600 ml AECII-Puffer gesplilt. Dieses wurde anschlieBend in ein Becherglas mit
80 ml vorgewarmten (37° C) AECII-Puffer Gberfihrt. Nach Zugaben von 200 mg Dispase II,
500 ul DNasel und 100 pul Accutase wurde der Gewebe-Enzym-Mix rihrend (400 rpm) fir
60 min im Brutschrank inkubiert. Wahrenddessen wurde ein Sieb mit Nylongaze (50 um)
ausgelegt und auf ein Becherglas gesetzt. Nachdem die Inkubation beendet war wurde die
Gewebe-Enzym-Suspension im Sieb ausmassiert. Dieser Schritt wurde mit einer neuen Gaze
(20 um) wiederholt. Die gewonnene Zellsuspension wurde gleichmaRig in 50 ml Réhrchen

Uberfihrt und diese fiir 15min bei 380xg und RT zentrifugiert. Danach erfolgten
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Dekantierungen der Uberstinde und Zellpellet-Resuspensionen in je 30 ml AECII-Puffer.
Jeder Resuspension wurden 300 pl DNase | und 30 pl Accutase zugesetzt. Im Anschluss
wurden je 10 ml Dichtegradientenmedium mit 10 ml der Zellsuspension (iberschichtet und
flr 30 min bei 380 x g (RT) bei ausgeschalteter Bremse zentrifugiert.

Die intermedidren Phasen wurden abpipettiert und in einem 50 ml R6hrchen vereinigt. Die
gewonnenen Zellen wurden erneut mit AECII-Puffer aufgefillt und bei 380 x g (RT) fur
15 min zentrifugiert, um restliche Zelltrimmer zu entfernen. Das Zellpellet wurde in 10 ml
RPMI*-Medium resuspendiert und fiir den Adh&renzschritt je 1 ml in Zellkulturflaschen (T75)
mit 7 ml RPMI'-Medium uUberfiihrt. Diese wurden fiir 20 min inkubiert, da AECIl auf
Kunststoffoberflachen eine langere Zeit zum adharieren bendtigen als andere Zelltypen wie
bspw. Immunzellen. Nicht adhérierte Zellen wurden mit dem Medium in ein neues 50 ml
Réhrchen tberfihrt und die Kulturflaschen verworfen. Nach einer Zentrifugation fiir 15 min
bei 380 x g (RT) wurde der Uberstand dekantiert und eine Resuspension des Zellpellets in
RPMI* vorgenommen.

Nachdem die Zellzahl bestimmt wurde erfolgte eine Immunzell-Depletion mittels MACS-
Isolierung (negative Selektion) Uber eine LD-Sdule (max. Kapazitit 5x10% Zellen).
Entsprechend der Zellzahl wurden diese mit MACS-Puffer resuspendiert (1x10 Zellen = 80 pl
MACS-Puffer) und mit CD45-Beads (1x10’ Zellen = 20 ul CD45-Bead-Lésung) versetzt. Eine
Inkubation erfolgte rotierend fiir 15 min bei 4 °C. Im Anschluss wurden die Zellen erneut mit
MACS-Puffer gewaschen (1x10’ Zellen = 2 ml) und 7 min bei 4 °C und 300 x g zentrifugiert.
Der Uberstand wurde verworfen und das Zellpellet in 500 pl MACS-Puffer resuspendiert.
Nachdem die LD-Sdule mittels einer Midi-MACS Magnethalterung am MACS-Multi Stand
angeheftet wurde, erfolgte eine Equilibration mit 2 ml MACS-Puffer. Die Zellsuspension
wurde auf die Saule appliziert. Nach dem Zelldurchtritt wurde diese verworfen und die
eluierten AECIIl-Zellen gezdhlt. Diese standen nun fiir weitere Untersuchungen zur

Verfligung.

2.2.1.4 T-Zellen Extraktion & Expansion

Zur Gewinnung benigner T-Zellen wurde heparinisiertes Vollblut gesunder Spender
verwendet. Flr die Extraktionen fand das DYNAL™ Dynabeads® Untouched™ Human T Cells
Kit Anwendung. In vitro Expansionen erfolgten unter Verwendung von Gibco™ DYNAL™

Dynabeads™ Human T-Activator CD3/CD28-Beads.
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Zunachst wurde das Blut mit dem gleichen Volumen an PBS verdiinnt. Zur Gewinnung
mononukledrer Zellen des peripheren Blutes (peripheral blood mononuclear cells; PBMCs)
wurden Dichtegradientenzentrifugationen durchgefiihrt. Dazu erfolgten Uberschichtungen
mit je 20 ml des Blut/PBS Gemisches, gefolgt von einer Zentrifugation fir 20 min bei 800 x g
bei ausgeschalteter Bremse. Die Zellen aus den intermedidaren Phasen wurden entnommen
und vereinigt, bevor diese zweimal mit PBS gewaschen, pelletiert und gezahlt wurden. 5x10’
PBMCs wurden in 0,5 ml Isolationspuffer (isolation buffer; I1B) resuspendiert und 100 pl FCS
sowie 100 pl Antikérper-Mix zugegeben. Eine Inkubation erfolgte fir 20 min bei RT.
Zwischenzeitlich wurden die Dynabeads® in 1 ml IB resuspendiert und unter Verwendung
eines Magnetracks gewaschen. Nach Entfernung der Uberstinde wurden den Beads erneut
0,5 ml IB zugegeben. Zu den Zellen wurden 4 ml IB pipettiert, bevor diese pelletiert und der
Uberstand dekantiert wurde. Die Dynabeads® wurden mit den Zellen vereinigt und die Probe
rotierend fiir 15 min bei RT inkubiert. Dem Zell-Bead-Mix wurden 4 ml IB zugegeben und je
1 ml der Suspension in ein 1,5 ml Reaktionsgefall Gberfihrt. Zur Trennung wurden diese fir
2 min ins Magnetrack gestellt. Die Uberstidnde enthielten die nicht-markierten T-Zellen und

wurden in einem neuen R6hrchen vereinigt.

Nach der Zellzahlbestimmung wurde die T-Zell-Population geteilt. Eine Halfte wurde mit
30 ml RPMI*-Medium in eine Zellkulturflasche (T75) gegeben (= nicht-aktivierte Population),
die Andere wurde in 1 ml RPMI® aufgenommen. Letztere erhielt zur T-Zell-Aktivierung
CD3/CD28-Beads im Verhéltnis 1:1 zur Zellzahl. AnschlieRend erfolgte eine rotierende
Inkubation des T-Zell-Bead-Mix fir 20 min bei RT, bevor dieser in eine Zellkulturflasche (T75)
mit 30 ml RPMI" (iberfiihrt wurde. Das zuvor in Essigsdure (100 mM) rekonstituierte
Interleukin-2 (IL2) wurde mit 30 U/ml zugegeben (= aktivierte Population). Als Kontrolle
wurde das gleiche Volumen an Losungsmittel zur nicht-aktivierten Population gegeben. Nach
drei Tagen wurden die CD3/CD28-Beads durch eine Zentrifugation und anschlieRende
Trennung am Magnetrack entfernt. Die Bead-freien Zellen wurden in Zellkulturflaschen
(1x10%/ml) mit 30 ml RPMI* Uberfihrt. Es wurden erneut 30 U/ml IL2 zugesetzt. Nicht-
aktivierte Zellen wurden in der gleichen Zelldichte in frisches Medium unter Zugabe des IL2-
Losungsmittelvolumens verbracht. Die T-Zellen wurden fiir weitere drei Tage expandiert und

standen anschlieBend fir die Analysen bereit.
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2.2.1.5 Stimulation von NSCLC-Zellen
Fiir Stimulationsexperimente wurden die Zelllinien wie in der nachstehenden Tabelle

aufgefiihrt ausgesat (Tab. 3).

Tab. 3: Verwendete NSCLC-Zelllinien fiir Stimulationen und Zellzahlen fiir die Aussaat.

Zelllinie | Zellzahl Zellkultur- Volumen RPMI* | Inkubations- Konfluenz
flasche dauer

A549 2x10° T75 20 ml 24 h 70-80%

H838 2x10° T75 20 ml 24 h 70-80%

H1650 2x10° T75 20 ml 24 h 70-80%

H1975 2x10° T75 20 ml 24 h 70-80%

H520 4x10° T75 20 ml 24 h 70-80%

Vor den Analysen wurden die Zellen mit verschiedenen Substanzen stimuliert. Verwendung
fanden Inhibitoren gegen Cyclin-abhangige Kinasen (CDKs), Pirfenidon und TGFB1. Die
genauen Bezeichnungen und Konzentrationen sowie ergdanzende Informationen kénnen der
folgenden Tabelle entnommen werden (Tab. 4). Nach Aussaat der Zellen wurde die
Konfluenz am Folgetag lichtmikroskopisch gepriift, dass Medium dekantiert und durch 8 ml
RPMI" mit der entsprechenden Substanz ersetzt. Ergdnzend dazu wurden die jeweiligen
Losungsmittel der Stimulanzien als Kontrollen mit den gleichen Volumina mitgefiihrt. Die
Zellen wurden erneut fir weitere 24 h bzw. 48 h inkubiert, bevor diese geerntet und gezahlt

wurden.

Tab. 4: Verwendete Substanzen und Konzentrationen fiir die Stimulation verschiedener NSCLC-Zelllinien.

Stimulanz Konz. Konz. Volumen Stimulanz | Losungs- Stimulations | Inkubations-
Stock bzw. Lésungsmittel | mittel -volumen dauer
final (RPMI")
CDK1-I. 10 uM 10 mM 8 ul DMSO 8 ml 24 h
CDK2-I. 10 uM 10 mM 8 ul DMSO 8 ml 24 h
Pirfenidon | 1,5 mg/ml | 10 mg/ml 1200 pl PBS 8 ml 24 h
Palbociclib 10 uM 10 mM 8 ul ddH,0 8 ml 24 h
(CDK4/6-1.)
TGFB1 5ng/ml 1 ng/ul 40 ul 4 mM HCI 8 ml 48 h
Medium 8 ml 24 h

CDK = Cyclin dependent kinase; |. = Inhibitor; Konz. = Konzentration; ddH,0 = di-destilliertes Wasser; DMSO
= Dimethylsulfoxid; PBS = Phosphatgepufferte Salzlosung; HCI = Chlorwasserstoff

2.2.1.6 Zellinvasions-Assay

Zur Bestimmung der Anzahl invasiver Zellen wurde ein mit Matrigel (ECM) erweitertes
Transwell-System (6-Well Format) verwendet. Invasionsfahige Zellen konnten (ber eine
perforierte Polycarbonat-Membran (8 um) von dem apikalen in das basale Kompartiment

gelangen. Dazu wurden 3x10° Zellen in 30 ml RPMI" in Zellkulturflaschen (T75) fir 16 h
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inkubiert. Am Folgetag wurde das RPMI" dekantiert und durch 10 ml RPMI  ersetzt. Die Zellen
wurden fur weitere 7 h inkubiert. Wahrenddessen wurde das Matrigel unter Verwendung
von RPMI" entsprechend der Zielkonzentration verdiinnt. Die Membranen wurden mit 500 pl
Matrigel (210 pg/ml; Wachstumsfaktor-reduziert) beschickt. Fiir eine Polymerisation wurde
die Matrigel-Lésung fiir 30 min bei 37 °C inkubiert. Basale Wells wurden mit je 2 ml RPMI*
vorbereitet und anschlieBend die apikalen Wells eingesetzt. Die geernteten Zellen wurden
resuspendiert und je 3x10° Zellen in 1 ml RPMI* zum Matrigel gegeben. Die Transwell-Platten
wurden fir weitere 24 h inkubiert.

Depolymerisierungen des Matrigels erfolgten unter Verwendung der Cell Recovery Solution
flir 20 min bei 4 °C. Die Matrigel-Zell-Losungen wurden in ein R6hrchen Uberfiihrt und mit
1 ml RPMI" verdiinnt. Apikale Wells wurden in neue Kavititen eingehidngt und die
Membranen mit einer vorgewarmten T/E-Losung (37 °C) benetzt. Dafir wurden 2,5 ml in die
basalen- und 1 ml in die apikalen Wells gegeben. Es erfolgte eine Inkubation fir 15 min bei
37 °C, damit invasive Zellen von der Membranunterseite in die basalen Wells absinken
konnten. Mittels einer Pipette wurden die Zellsuspensionen aufgenommen und jeweils in
1 ml RPMI" Uberfiihrt. Nach einer Zentrifugation und Dekantierungen der Uberstinde
wurden die Zellpellets in je 500 ul PBS resuspendiert und durch Zugabe von je 500 pl einer
PFA-LOsung (2 %) fur 10 min bei RT fixiert. Nach zweimaligem Waschen mit je 2 ml WP
wurden die Zellzahlen aus dem apikalen- und basalen-Well unter Verwendung des MQ10-
Analyzer bestimmt. Invasive Zellen wurden als prozentualer Anteil der Gesamtzellzahl

berechnet.

2.2.1.7 Wundheilungs-Assay

Die Zellen wurden in 24-Well-Platten mit 2-Well Self-Insertion Culture Inserts (ibidi)
ausgesat. In jede Seite eines Einsatzes wurden 5x10* Zellen in 50 ul RPMI* gegeben und mit
1 ml RPMI" umspiilt. Nachdem die Zellen am nichsten Tag adhiriert waren, wurden die
Einsatze mittels einer Pinzette entfernt. Das Medium wurde abgenommen und durch 1,5 ml
frisches ersetzt. AnschlieBend erfolgte eine Inkubation flr weitere 24 h.

Am néachsten Tag wurden die Zellen mit 1,5 ml einer PFA/PBS-L6sung (2 %) fur 15 min bei RT
fixiert. Die Losungen wurden entfernt und durch vorgekiihltes Methanol (-20°C) ersetzt.
Nach zweimaligem Waschen erfolgte eine Farbung mit DAPI (3 uM). Die noch offenen

Flachen mit den angrenzenden Zellen wurde unter Verwendung eines Immunfluoreszenz-
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Mikroskops (Nikon Eclipse 80i) als Ubersicht bei 4-facher VergréRBerung anhand des DAPI-
Signals detektiert. Mittels Imagel) Software (V1.50i) und Verwendung des wound-healing
tools wurden die verbliebenen freien Flichen analysiert. Die erhaltenen Werte der A549"V'-

sub

wurden mit denen von A549L°"-Zellen verglichen. Anhand der normalisierten Daten (n =4)

wurde anschliefend die Migrationsfahigkeit verglichen.

2.2.1.8 Soft-Agar Kolonieformations-Assay

Ein Schlisselmerkmal transformierter Zellen ist das ankerlose Wachstum unabhadngig von
festen Oberflachen. Unter Verwendung eines Soft-Agar Kolonieformations-Assays kann dies
in vitro charakterisiert werden (70). Zunachst wurden dazu die Béden von 6-Well Platten mit
1,5 ml einer 0,6 % low-melt Agarose-RPMI*-Lésung bedeckt. Nach Polymerisierung fiir
30 min bei 37 °C wurden die Platten fir 10 min bei 4 °C gekihlt. Wahrenddessen wurden die
Zellen geerntet, gezdhlt und mit einer Zellzahl von 5x10° Zellen/ml RPMI* eingestellt. Je
2,5 ml der Zellsuspensionen wurde das gleiche Volumen 0,6 % low-melt Agarose-RPMI*-
Losung zugegeben. Von der resuspendierten Zell-Agar-Lésung (0,3 %) wurden 2,5 ml
(2,5x10° Zellen/ml) auf die zuvor praparierten 6-Well Vertiefungen gegeben. Fir eine
vollstandige Polymerisierung wurden die Platten fiir 10 min bei 4 °C gekihlt und im
Anschluss daran fiir 2 h bei 37°C inkubiert. Jedem Well wurden dann 300 pl RPMI* zugesetzt
und die Platten fir 21 Tage inkubiert. Zweimal woéchentlich wurde das Medium

abgenommen und durch 300 ul frisches ersetzt.

Nach Beendigung der Inkubationsdauer wurde das Medium abgenommen und die Wells mit
PBS gewaschen. Unter Verwendung von 1 ml EtOH (100 %) wurden die Zellen jedes Wells fir
10 min bei RT fixiert. Die Platten wurden drei Mal mit PBS gespilt und 300 ul einer
Kristallviolett-Losung (0,01 %) zur Farbung der Kolonien in die Wells gegeben. Nach einer
Inkubation von 20 min bei RT wurden die Farbel6sungen abpipettiert, durch 1 ml ddH,0
ersetzt und fiir 15 min auf einem Horizontalschiittler gewaschen. Die Lésungen wurden
abgenommen und die Kolonien unter dem Lichtmikroskop bei 4-facher VergrofRerung
detektiert. Aufnahmen erfolgten durch ein Smartphone (Huawei P9) mit Okular-Adapter. Es
wurden jeweils finf Bildaufnahmen je Well aus den gleichen Regionen aufgenommen. Die

Bilder wurden fiir die Erfassung der Koloniezahlen unter Verwendung des Colony counter
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plugins der Imagel) Software (V1.50i) manuell (=10 Zellen) erfasst. Die erhaltenen

Mittelwerte wurden in GraphPad Prism (V6) statistisch analysiert und grafisch visualisiert.

2.2.2 FLUORESZENZFARBUNGEN

2.2.2.1 Immunfluoreszenzmikroskopie

Flir Proteinlokalisationsanalysen fand das Verfahren der Immunfluoreszenzmikroskopie
(IFM) Anwendung. Es wurden 1x10° Zellen in 200 pl RPMI*-Medium aufgenommen und auf
Deckglaschen in 12-Well-Platten ausgesat und fir 24h inkubiert. Am nachsten Tag wurde das
Medium entfernt, die adhdrenten Zellen mit PBS gewaschen und mit 200 ul PFA (2 %) fur
10 min bei RT fixiert. Nach Entfernung der Losungen wurden die Zellen drei Mal mit jeweils
1 ml Waschpuffer (WP) gespiilt. Permeabilisierungen erfolgten durch Zugaben von je 200 pl
einer Triton-Lésung (0,25 %) fir 10 min bei RT. Nach dreimaligem Waschen wurden diese
mit PBS gespilt und je 200 pl einer Blockierlosung (PBS/BSA 1 %) in die Wells pipettiert. Die
Platten wurden fir 30 min bei RT inkubiert. Wahrend der Inkubation wurden die
Primarantikorper- oder Rhodamine-Phalloidin-Losungen unter Verwendung einer PBS/BSA-
Losung (1 %) der Tabelle entsprechend verdiinnt (Tab. 5). Blockierlésungen wurden nach der
Inkubation entfernt, durch die entsprechenden Antikérper- bzw. Farbeldsungen ersetzt und

fir 1 h bei RT inkubiert.

Tab. 5: Verwendete Antikorper fiir IFM-Analysen.

Zielprotein/ 1° AK/ Verdiinnung 2° AK/ Verdiinnung
Struktur Farbstoff 1° AK Fluorochrom | 2° AK
pSMAD2 Linker | pS2L 1:50 GaRb AF488 | 1:2000
(Ser245/250/255)

pHistone H3 | pHH3 1:20 GaM TRITC 1:500
(Ser10)

Pericentrin PCNT 1:100 GaM TRITC 1:500

F-Actin Filamente | Rhodamine- | --- TRITC 1:500

Phalloidin

G = Goat; M = Mouse; Rb = Rabbit; AF488 = AlexaFluor™ 488; TRITC =

Tetramethylrhodamin-isothiocyanat

Die Deckglaschen wurden drei Mal mit PBS gewaschen und 200 pl der jeweils vorbereiteten
Sekundarantikorper-Losungen hinein pipettiert. Die Platten wurden fiir 45 min (dunkel) bei
RT inkubiert. Zur Kontrolle der Sekundarantikdrperspezifitait wurden stets Farbungen ohne
Primarantikorper mitgefihrt. Zur Darstellung der Nuklei wurden die Zellen erneut

gewaschen und mit 200 ul einer DAPI-Lésung (3 uM) fir 20 min bei RT inkubiert. Die
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Losungen wurden durch dreimaliges Waschen mit PBS entfernt. AnschlieRend wurden die
Deckglaschen aus den Plattenvertiefungen entnommen und auf Fluoromount G praparierten
Objekttragern platziert. Bis zu den mikroskopischen Analysen wurden die Zellprdparate
dunkel und bei 4 °C gelagert. Erganzende Angaben zu den Antikdrpern wurden in Tabelle 2

hinterlegt.

Detektionen erfolgten durch die Verwendung eines Immunfluoreszenz-Mikroskops (Nikon
Eclipse 80i), das mit einer geeigneten Kamera (Leica DFC450 C) ausgestattet war. Die Filter
zur Sekundarantikoérperdetektion wurden entsprechend der Fluorochrome gewdhlt und
Fluoreszenzsignale mittels der FixFoto Software (V2.79) dokumentiert. Fir eine
Vergleichbarkeit wurden die Belichtungszeiten anhand von Sekundarantikdrperkontrollen
fur jedes Fluorochrom eingestellt und fiir die Analysen beibehalten. Uberlagerungen der
Signale erfolgten unter Verwendung der ImagelJ Software (V1.50i). Zur Visualisierung wurden
Veranderungen der Bildwerte wie bspw. Helligkeit und Kontrast erst nach einer

Uberlagerung der Fluoreszenzkanile vorgenommen.

2.2.2.2 Durchflusszytometrie

Die Messtechnik der Durchflusszytometrie (DFZ) dient der quantitativen Bestimmung von
Makromolekilen wie bspw. Zellen. Das Prinzip beruht auf einer hydrodynamischen
Fokussierung durch eine Flusszelle, wobei die in einer Suspension enthaltenen Zellen
vereinzelt werden. Diese passieren Laser unterschiedlicher Wellenlangen und werden
anhand ihrer Lichtstreuung beim Laserdurchtritt in ihrer GroRe (forward scatter, FSC) und
Granularitdt (side scatter, SSC) analysiert. Neben Oberflichenmolekiile kdénnen auch
intrazellulare Proteine oder Peptide durch Antikdrper und Fluorochrome detektiert werden.
Zudem ist es moglich den DNA-Gehalt bspw. durch interkalierende Fluoreszenzfarbstoffe wie
DAPI zu quantifizieren. Fluoreszenz- und Streulichtsignale werden (iber verschiedene
Spiegel- und Filtersysteme zu den entsprechenden photomultiplier tubes geleitet, verstarkt
und detektiert (71) (72). Aufgenommene Signale wurden mittels einer geeigneten Software

dargestellt und analysiert.

Zellanalysen erfolgten in der vorliegenden Arbeit wurde durch Verwendung des MQ10-

Analyzers. Das System verfiigt Uber drei Laser und erlaubte durch verschiedene

25



Material & Methoden

Filtersysteme simultane Fluoreszenzdetektionen von bis zu acht Fluorochromen.

Verwendete Laser, Filter und Fluorochrome sind in der folgenden Tabelle angeben (Tab. 6).

Tab. 6: Laser, Filter und Fluorochrome (MQ10).

Laser & Wellenldange Kanal Filter (nm) Fluorophor/Parameter
Violett 405 nm V1 450/50 DAPI
Blau 488 nm B1 525/50 Alexa Fluor 488
Blau 488 nm FSC 488/10 GroRRe
SSC 488/10 Granularitat
Rot 635 nm R1 655-730 Alexa Fluor 647

2.2.2.2.1 Antikorper
Die eingesetzen Antikdrper und Verdiinnungen bzw. Konzentrationen kénnen der folgenden

Tabelle entnommen werden (Tab. 7). Erganzende Informationen sind in Tabelle 2 aufgefiihrt.

Tab. 7: Antikorper & Verdiinnungen fiir DFZ-Analysen.

AK-Typ Bezeichnung/Fluorochrom Verdiinnung  bzw.
Konzentration

Primérantikorper S2 total/AF488 1:500

pS2L/AFA88 1:50

pS2C/AF488 1:100

pHH3/AF647 1:20
Sekundarantikérper | GaRb/ AF488 1 pg/ml
Isotyp-Kontrollen Normal Rb IgG dquivalent

Iso-Kntr. IgG AF647 dquivalent

Fir die Farbungen wurden jeweils 1x10° Zellen verwendet. Dazu wurden diese zentrifugiert,
Uberstinde dekantiert und Zellpellets in 500 pl PBS resuspendiert. Fixierungen erfolgten
durch Zugaben von je 500 ul einer PFA -Losung (2 %) fir 10 min bei RT. Die Zellsuspensionen
wurden durch Zugabe von jeweils 2 ml Waschpuffer (WP; 1 xPBS + 1% FCS) und einer
anschlieBenden Zentrifugation gewaschen und Uberstinde dekantiert. Permeabilisierungen
erfolgten in je 1 ml vorgekihlten (-20°C) MeOH fiir 30 min bei -20°C. Wahrenddessen
wurden die Primarantikorper mit dem entsprechenden Volumen WP verdinnt. Wenn im
Protokoll vorgesehen wurde ebenfalls pHH3 simultan mitgefiihrt. MeOH-Losungen wurden
nach der Inkubation zwei Mal mit je 2ml WP verdinnt, die Zellen zentrifugiert und
Uberstinde verworfen. Die zuvor verdiinnten Primirantikdrper wurden auf die Pellets

gegeben und resuspendiert. Eine Inkubation erfolgte fir 60 min bei RT. Nach zweimaligem
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Waschen mit je 2 ml WP wurden die Zellpellets in je 100 ul Sekundarantikérper-Losung
resuspendiert. Eine Inkubation erfolgte flir 45 min bei RT (dunkel). Der Waschschritt wurde
zwei Mal mit je 2 ml WP wiederholt. Anschlielend erfolgten Resuspensionen in je 500 pl
einer DAPI-Losung (3 uM). Vor den Analysen wurden die Zellen mind. fiir 15 min (dunkel) bei
4°C inkubiert. Messungen erfolgten mit dem MQ10 mittels MACSQuantify™ Software (V2.8).
Flr Isotyp-Kontrollen wurde gleichermaRBen verfahren. Die Einstellungen sind in den

nachstehenden Tabellen aufgefiihrt (Tab. 8 + 9).

Tab. 8: MACSQuantify™ Experiment Einstellungen.

Bezeichnung Kanal Skalierung PMT [Volt]
Grolle FSC hyper log 190
Granularitat SSC hyper log 200
S2 total 320
pS2L B1 hyper log 320
pS2C 360
pHH3 R1 hyper log 320
DAPI V1 linear 290

Tab. 9: MACSQuantify™ Instrument Einstellungen.

Flussrate Modus Modus Reinigung Analyse Volumen [ul]
Probenvermischung nach jeder Messung
Medium | Gentle | Fast | 450

2.2.2.2.2 Gating-Strategie

Die Daten der DFZ-Analysen wurden wie in der nachfolgenden Abbildung schematisch
gezeigt unter Verwendung der FCS Express Software (V6) (DeNovo) prozessiert (Abb. 5).
Wahrend Fluoreszenzsignale der DAPI-Farbungen mit einer linearen Achsenskalierung
versehen wurden, erfolgte eine Skalierung fiir die weiteren Fluoreszenzkandle (B1, R1)
biexponentiell. Zellhauptpopulationen wurden zunachst anhand der FSC- und SSC-Signale
detektiert und als density plot dargestellt (Abb. 5, A). Die in gate 1 enthaltenen Zellen
wurden einem Dublettenausschluss unterzogen, um lediglich Einzelzellen fir weitere
Analysen zu bertcksichtigen. Dies erfolgte anhand der Flachenwerte (area = A) und
Signalhdhe (height = H) des FSC-Kanals, die als dot plot dargestellt wurden. Alle Signale, die
nicht proportional erschienen, wurden durch das gate 2 fiir weitere Analysen eliminiert.
Erfasste Einzelzellen im gate 2 bildeten die Zellpopulationen fiir weitere Analysen (Abb. 5,

B).
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A Gate 1 Gate View Abb. 5: Gating-Strategien DFZ-Analysen. Die
Ha“PT't. N\ Gate 1 = Hauptpopulation Abbildung gibt schematisch und beispielhaft
p

< popuia 'or}/ ] Gate 2 = Dublettenausschluss das Vorgehen zur Datengenerierung der
§ /. p I DNA-Multicycle Zellanalysen wieder. Das gate 1 erfasste die
’t / Gesamtfluoreszenz Hauptzellpopulation (A) und bildete die
— Ga‘"ﬁ GO/G1&G2/M Grundlage fiir den nachfolgenden

FSC'A uoreszenzintensitaten
Gates GO/G1& G2/M Dublettenausschluss (B), der durch gate?2
erfolgte. Grundsatzlich wurden alle Daten
B Dublettfnatez c ausschlieRlich nach dem Dublettenausschluss
ausschluss > Go/G1 DNA- erfasst und beriicksichtigten folglich
T . “ Multicycle . ... Einzelzellereignisse. Die Zellzyklusphasen (C)
E / ? § = Statistik wurden unter Verwendung der Multicycle-
© ) Funktion der FCS Express Software (V6)
FSCA \ DAPI ermittelt. Gesamtfluoreszenzen von
E Einzelzellen wurden unabhangig vom Zellzyklus
D l, als Histogramme dargestellt (D) und die
arithmetischen Mittel der Signalintensitaten
2 <4 erfasst. Zellzyklusabhangige Analysen wurden
§ @ anhand der DAPI Signale zu den jeweiligen
b . . | . Antikérperfarbungen durch Platzierung zweier
B1-A & R1-A DAPI gates ermoglicht (E). Signalintensitaten der
entsprechenden Zellzyklusphasen wurden als
Gesamtfluoreszenzen Fluoreszenzintensititen separate  Histogramme  dargestellt und
(ellzyklusunabhangig) (Zellzyklusabhangig) arithmetische Mittel fiir statistische Vergleiche

yl: ‘1’ exportiert.

Statistik Gate GO/G1 Gate G2/M

-

Counts

B1l-A

Statistik

Zellzyklusanalysen wurden mittels der Multicycle-Funktion (model 5) durchgefiihrt. Die
Funktion berechnet auf Grundlage der linearen DAPI-Signalintensitaten (V1-A) die drei
diploiden Hauptphasen des Zellzyklus (GO/G1-, S- und G2/M-Phase) (Abb. 5, C). Im néchsten
Schritt wurden die Gesamtfluoreszenzen fiir die jeweiligen Antikérper erfasst. Dazu wurden
die Zellpopulationen nach dem Dublettenausschluss als Histogramme ausgegeben und
Fluoreszenzintensitaten des jeweiligen Kanals (x-Achse; B1-A, R1-A) zur Anzahl der Zellen (y-
Achse; counts) dargestellt. Die arithmetischen Mittel wurden anschlieRend zur statistischen
Auswertung herangezogen. Fir detailliertere Begutachtungen von Fluoreszenzintensitaten in
Abhédngigkeit einer Zellzyklusphase wurden DAPI-Signale zu den jeweiligen
Fluoreszenzintensitdten des Sekundédrantikorpers mittels dot plots dargestellt. Dieses
Vorgehen ermoglichte eine Platzierung von zwei weiteren gates, um Signalintensitaten von

Zellen in GO/G1- bzw. G2/M-Phasen getrennt voneinander zu analysieren (Abb. 5, E).
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Zellzyklusabhangige arithmetische Mittel wurden ebenfalls einer statistischen Auswertung

unterzogen (Abb. 5, F).

2.2.2.2.3 Datenanalyse

Die Rohdaten wurden durch die Batch-Funktion der Software in MS Excel (Format .xlIsx)
exportiert und log,-transformiert. Fiir einen statistischen Vergleich wurden die Daten in die
GraphPad Prism Software (V6) iberfihrt. In Abhangigkeit der Vergleichsgruppen wurden T-
Tests oder ANOVAs mit verschiedenen Signifikanzniveaus durchgefiihrt und grafisch

dargestellt.

2.2.2.3 Proliferations-Assay mittels CellTrace™

Zum Vergleich der Proliferationsraten von A549"T- und A5491°°-Zellen wurde das
CellTrace™ Far Red Cell Proliferation-Kit (Thermo Fisher) verwendet. CellTace™ ist
plasmamembranpermeabel und bindet kovalent an freie Amine, sowohl an der Oberflache
als auch intrazellular. Durch Proliferationsereignisse fluoreszenzmarkierter Zellen kommt es
zu einer Verringerung des Farbstoffanteils. Ein Vergleich der Fluoreszenzintensitaten vom
Zeitpunkt der Aussaat (Startwert) mit denen nach einer 48 h Inkubation (Endwert) kann
daher Aufschluss lber die Proliferationsrate liefern. Nach Verwendung wurde der in DMSO
geloste Farbstoff (1 mM) bei -20 °C gelagert und fiir max. 4 Wochen verwendet. Die

Analysen erfolgten mittels des MQ10-Analyzers.

2.2.2.3.1 Durchfiihrung

Es wurden jeweils 2x10° Zellen in eine Zellkulturflasche (T75) Gberfihrt und fir 24 h in
Medium inkubiert. Fir eine bessere Vergleichbarkeit wurden Zelllinien mit einer dhnlichen
Passagenzahl (+ 2) verwendet. Jeweils 2x10° Zellen wurden pelletiert und in CellTrace™-
Losungen (4 pl CellTrace™ + 2 ml PBS) resuspendiert. Eine Inkubation erfolgte fiir 20 min bei
37 °C. AnschlieBend wurden je 5 ml Medium verwendet, um Uberschissigen Farbstoff zu
entfernen. Die Proben wurden 5 min bei RT inkubiert, danach zentrifugiert und Uberstinde
dekantiert. Resuspensionen wurden in 4 ml vorgewarmtem Medium durchgefiihrt, gefolgt
von einer weiteren Inkubation fiir 10 min. Danach wurden die Zellpopulationen geteilt. 1x10°

Zellen wurden in eine Zellkulturflasche (T75) gegeben und fiir weitere 48h bei 37 °C

inkubiert. Die verbliebenen Zellen wurden pelletiert und Uberstinde dekantiert. Es folgten
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Resuspensionen in je 500 ul PBS und Fixierungen des CellTrace™-Farbstoffs durch je 500 ul
einer PFA -Losung (2 %). Nach 10 min wurden die fixierten Zellen zentrifugiert und
Uberstinde dekantiert. Die Zellen wurden zwei Mal mit PBS gewaschen und in jeweils 500 pl
PBS resuspendiert. Bis zur weiteren Verwendung wurden diese bei 4°C (dunkel) gelagert
(Startwert). Nach Beendigung der 48 h Inkubation wurden die mit CellTrace™ markierten
Zellen geerntet und gezahlt. Fixierungen erfolgten wie zuvor beschrieben (Endwert).

Beide Zellpopulationen wurden pelletiert und unter Verwendung von 1 ml vorgekihlten
MeOH (100 %) flr 20 min bei -20 °C permeabilisiert. Nach zweimaligem Waschen mit je 2 ml
WP wurden die Uberstinde dekantiert und Zellpellets in je 500 ul WP mit DAPI (3 uM)
resuspendiert. Bis zu den Messungen am MQ10-Analyzer wurden die Proben mind. 15 min

bei 4 °C (dunkel) gelagert.

2.2.2.3.2 Fluoreszenzanalyse & Rohdaten

Die Zellanalysen erfolgten mit dem MQ10-Durchflusszytometer. Verwendete Einstellungen
sind den Tabellen 8 & 9 zu entnehmen. Detektionen des CellTrace®-Frabstoffs erfolgten bei
360V mittels des R1-Lasers. Aus den Histogrammen wurden die
Gesamtfluoreszenzintensitaten ermittelt (Abb. 5, D). Zellzyklusanalysen erfolgten unter
Verwendung der Multicycle-Funktion (Abb. 5, C). Die Rohdaten wurden fir weitere

Berechnungen in MS Excel (Format .xIsx) exportiert.

2.2.2.3.3 Datenauswertung

Die erhaltenen Startwerte der CellTrace™-Markierung wurden mit den Werten nach einer
48 h Kultivierung verglichen. Anhand der jeweiligen Startwerte (=100 %) wurden die
Abnahmen der Fluoreszenzintensitaten bestimmt. Fiir eine vergleichende Zellzyklusanalyse
wurden die prozentualen Anteile der Zellen nach 48 h in den Zellzyklusphasen GO/G1, S und
G2/M beider Zelllinien herangezogen. Die Daten wurden im Anschluss mittels GraphPad

Prism Software (V6) auf Signifikanz geprift.

2.2.2.4 Multiplex-immunhistochemie
Das Verfahren der multiplex-lmmunhistochemie (mIHC) erlaubt simultane Detektionen
verschiedener Zielstrukturen von formalinfixierten Gewebeschnitten bzw. -Arrays sowie

nachgeschaltete Quantifizierungen einzelner Signale (73) (74). Die Gewebe-Arrays wurden
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von Herrn Dr. Sebastian Marwitz und Herrn Christian Rosero in der Pathologie des
Forschungszentrums Borstel erstellt und gefarbt. Hierflir wurden verschiedene Antikorper
nacheinander in Zyklen augetragen und entfernt (stripping), ohne bereits spezifisch
gebundene Signalamplifikationen zu beeintrachtigen. AnschlieBend konnte eine weitere
Farbung vorgenommen werden und der Zyklus widerholte sich (Abb. 6). Um sicherzustellen,
dass wiederholende Farbeprozeduren die Fluorochromdetektionen nicht beeintrachtigten,
wurden zuvor Einzelfarbungen prozessiert und die Reihenfolge der Primarantikorper
festgelegt. Detektionen erfolgten unter Verwendung des Vectra® Polaris™ 1.0 (Akoya
Biosiences). Das System ist dartber hinaus mit der InForm Tissue Finder Software™
ausgestattet, die durch automatisierte und trainierbare Algorithmen eine Erkennung und

Segmentierung spezifischer Gewebe und Identifizierung von Phanotypen ermdglicht.

Abb. 6: Schematischer Ablauf der mIHC. 1. TMA Vorbereitung
Das FlieRschema fasst das Prinzip und die 5 Epitop Retrieval
Hauptschritte  der mIHC-Farbungen e
zusammen. Wiederholdende Farbezyklen 4 . )

R . Blockierung I
erlaubten Markierungen mehrerer v !
Zielstrukturen auf einem Gewebeschnitt v L°AKInkubation |

' Diverse

bzw. Gewebe-Array (rot; 3. — 7.), bevor Opal™ Polymer HRP .~

eine Nuklei Detektion via DAPI erfolgte. A
Detektionen erfolgten mittels des Vectra® & Signal Amplifikation |
Polaris™ (Akoya Biosiences). Hinweise: 7. AK Stripping |
TMA = Tissue mircroarray; >
HRP = Horseradish  peroxidase; 1°AK= 8. DAPI Counterstain
Primarantikorper. . Mount

10. Detektion

2.2.2.4.1 Farbungen von Schnittpréparaten

Entparaffinierte Schnitte wurden mit dem Opal™ Polaris 7-Color Stain Kit (Akoya Biosiences)
gemall den Anweisungen des Herstellers gefarbt. Die Reagenzien wurden zuvor unter
Verwendung von DMSO entsprechend rekonstituiert. Opal™ Fluorophor-Arbeitslésungen
wurden vor jeder Farbung frisch angesetzt und mit 1x Amplification Diluent entsprechend
verdlinnt. Die Farbevorgange und Zyklen sind der nachstehenden Tabelle zu entnehmen
(Tab. 10). Die Detektionszeiten fiir die jeweiligen Fluoreszenzkanile betrugen fiir DAPI: 2 ms,
Opal570: 28 ms, Opal690: 9,06 ms, Opal520: 7 ms und sample AF: 100 ms. Verwendetes

Patientenmaterial ist im Anhang IV hinterlegt.

31



Material & Methoden

Tab. 10: Verwendete Antikorper, Fluorophore und Farbezyklen in der mIHC.

Zyklus 1 2 3 4 5
Antigen AR-Puffer6 AR-Puffer6 AR-Puffer6 AR-Puffer6 AR-Puffer6
Retrieval/
Stripping (pH6)

1min 1000W; | 1min 1000W; | 1 min 1000W; | 1 min 1000W; | 1 min 1000W;
Einst. 10 min 100W 10 min 100W 10 min 100W 10 min 100W 5 min 100W
Mikrowelle
Blocking (3% 10 min --- --- --- ---
H,0,)
1x TBST [min] 3x je 2 min 3x je 2 min 3x je 2 min 3x je 2 min 3x je 2 min
1°AK panCK CD45 pS2L pHH3 Spectral DAPI
Verdiinnung 1:300 1:800 1:100 1:100 (3 Tropfen in
Inkubation 45/RT 45/RT 45/RT 45/RT 1000 pul 1x PBS)
[min]/Temp.
1x TBST [min] 3x je 3 min 3x je 3 min 3x je 3 min 3x je 3 min ---
Opal™ HRP
Polymer M+Rb 10/RT 10/RT 10/RT 10/RT 5/RT
[min]/Temp
1x TBST [min] 3x je 3 min 3x je 3 min 3x je 3 min 3x je 3 min 3x je 3 min
Opal™ 1:150 1:150 1:100 1:800 ---
fluorophore 690 570 620 620 358
Verdiinnung, 10/RT 10/RT 10/RT 10/RT -—-
Aex [nm] und
Inkubation
[min]/Temp.
1x TBST [min] 3x je 3 min 3x je 3 min 3x je 3 min 3x je 3 min ddH,0 2min
Mount ProLong® Gold

2.2.2.4.2 Datenanalyse

Die Daten wurden von Herrn Dr. Sebastian Marwitz analysiert. Dafliir wurde mittels
Phenochart (V1.0.12) (Akoya Biosiences) ein grid ber die Positionen gelegt und mittels
Koordinaten annotiert. Reprdsentative Bereiche von allen TMAs wurden verwendet, um
einen Auswertealgorithmus zu generieren. Bildauswertungen erfolgten mittels InForm
(V2.4.5) Software (Akoya Biosiences). Es erfolgten Gewebssegmentierungen (Tumor vs.
Stroma vs. leerer Bereich/ Bereich mit Bildartefakten), adaptive Zellsegmentierungen und
machine-learning-basierte  Zellklassifikationen. Erstere erfolgten durch point&click
Annotationen. Die Genauigkeit (accuracy) lag bei > 95 %. Fir die Zellklassifikationen wurde
fir jeden Zelltyp bzw. IHC-Marker ein eigenens Projekt mit denselben Gewebs- und
Zellsegmentierungsparametern erstellt. Reprasentative Zellen eines jeden Markers wurden
Uber mehrere Bilder/Patienten hinweg zum Trainieren handisch annotiert. Die
Gewebssegmentierungen und Zellklassifikationen wurden Uber alle Bilder hinweg

durchgeflihrt und bei Bedarf erneut trainiert. Die Ergebnisse wurden mittels des R packages
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PhenoptR Reports (V0.2.1) Ubereinandergelegt, um ein konsolidiertes Tabellenblatt zu
erhalten. Marker-Kombinationen wurden in Relation zur Gewebsflache (mmz) exportiert.
Replikate von mehreren Stanzen pro Patient wurden mittels der R packages dplyr und

tidyverse gemittelt und fir weitere Analysen exportiert (Format .txt).

2.2.3 PROTEINCHEMIE

2.2.3.1 Proteinextraktion & Bestimmung der Gesamtproteinkonzentration

Die geernteten Zellen wurden unter Verwendung des Mammalian Protein Extraction
Reagent (M-PER; Thermo Fisher) in Ergdnzung mit Halt-Protease und Halt-Phosphatase
Inhibitor Cocktails (1:100) (Thermo Fischer) lysiert. Es wurden 100 pl je Zellpellet (1x106 -
4x10° Zellen) verwendet. Eine Inkubation erfolgte auf Eis fir 30 min. Im Anschluss daran
wurden die Zelllysate fiir 10 min bei >10.000 x g zentrifugiert. Gewonnene Uberstinde
wurden abgenommen und in neue Reaktionsgefdlle Uberfiihrt. Fir die Bestimmung der
Proteinkonzentrationen wurde das Pierce™ BCA™ Protein-Assay Kit (Thermo Fischer) nach
Herstellerangaben verwendet. Das Prinzip beruht auf der Biuretreaktion, wobei unter
alkalischen Bedingungen ein Chelatkomplex mit violettem Farumschlag entsteht nachdem
zweiwertige Kupfer-lonen an der Peptidbindung zu einwertigen lonen reduziert werden. Die
Extinktion des Komplexes ist Uber einen breiten Konzentrationsbereich (20-2000 pg/ml)
annahernd linear und kann fotometrisch detektiert werden (75). Bei jeder Durchfiihrung
wurde zunéachst eine Bicinchoninisdure (BCA)-Kupfersulfat-Losung (Losung A (BCA/0,1 M
NaOH) + Losung B (4 % Cu,SQ4)) im Verhaltnis 50:1 hergestellt.

Nach Verdinnung der Proben (1:10) in Lyse-Puffer wurden je 25 ul in 96-Well Platten
Uberfihrt. Auf gleiche Weise wurde mit den Kalibierproben aus dem Kit verfahren. Es
wurden acht Standardwerte mit Konzentrationen von 25, 125, 250, 500, 750, 1000, 1500 und
2000 pg/ml aus Rinderserumalbumin zur Erstellung einer Kalibriergeraden mitgefihrt. Alle
Messungen wurden als Doppelbestimmungen durchgefiihrt. Ebenfalls wurden zur
Messkorrektur zwei Leerwerte appliziert, die kein Protein beinhalteten. Fehlende Volumina
der Proteinlysate wurden durch Lyse-Puffer ersetzt. Den Proben und Kontrollen wurden je
200 pl der BCA-Kupfersulfat-Losung zugegeben und die Platten dunkel bei 37 °C fiir 30 min
inkubiert. Intensitatswerte nach den Farbumschlagen wurden fotometrisch unter
Verwendung des Magellan™ microplate readers (Tecan) bei einer Wellenlange von 562 nm

33



Material & Methoden

detektiert. Mit der zugehorigen Software wurde eine Kalibriergerade erstellt und die

Konzentrationswerte der gemessen Proben berechnet.

2.2.3.2 Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die SDS-PAGE dient der Trennung von Proteinen nach ihrem Molekulargewicht. Dazu
werden Proteine unter Zugabe von SDS und Dithiotreitol (DTT) denaturiert, um Sekundar-
und Tertidrstrukturen aufzubrechen. Dies bewirkt eine Molekilstreckung und Proteine
erhalten negative Ladungen. Das Polyacrylamidgel fungiert wiederum als eine Art ,Sieb” fir
die MolekiilgroRe. Dabei kann die Porenweite Uber die eingesetzte Menge beeinflusst
werden. Durch das Anlegen einer Spannung (Gleichstrom) wandern Proteine aufgrund einer
einheitlichen negativen Ladung in Abhangigkeit ihrer GréRe unterschiedlich schnell durch die
Gelmatrix. Durch eine gleichzeitige Trennung von Proteinen mit bekannter GréRe kann
spater auf das Molekulargewicht geschlossen werden (76) (77). Fiir die Experimente wurden
NuPAGE™ Bis-Tris-Gradientgele (4-12%) (Thermo Fisher) mit dem XCell SurelLock

Elektrophorese System (Invitrogen) verwendet.

2.2.3.2.1 Probendenaturierung & Puffer

Es wurden je 25 ug Gesamtprotein eingesetzt und mit der entsprechenden Menge des
reduzierenden SDS-Probenladepuffers (pH 6,8) versehen. Dieser enthielt neben SDS,
Bromphenolblau, Glycerol und TRIS-HCI ebenfalls DTT. Zur Denaturierung wurden die Proben
fir 10 min bei 99 °C auf einem Heizblock erwarmt. Als Laufpuffer wurde 1 x SDS-3-(N-
Morpholino)-propansulfonsdaure (MOPS)-Puffer (Thermo Fisher) verwendet und in die
Elektrophoresekammern gefillt. MOPS-Puffer in der inneren Elektrophoresekammer

enthielt zusatzlich Novex™ NuPAGE™ Antioxidans (0,1 %).

2.2.3.2.2 Proteintrennung

Die denaturierten Proben wurden in die entsprechenden Taschen des Gels appliziert. Bei
jedem Gel wurden 7,5 ul des Chameleon® Duo Pre-stained Protein Ladder (LICOR) als
GroRRenstandard mitgefihrt. Die aufgetragenen Proben wurden zunédchst fir 20 min bei 20 V
im aufgelagerten Sammelgel gestaut, um ein gleichmaBiges Eindringen ins Trenngel zu
gewadhrleisten. Die Stromspannung wurde auf 120V erhoht und Proteine fiir 90 min

getrennt.
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2.2.3.3 Western-Blot Analyse
SDS-PAGE
(78)

Die  mittels getrennten Proteine wurden unter Anwendung des

Nassblotverfahrens elektrophoretisch auf Protran® Whatman®
Nitrocellulosemembranen (0,45 um) (Fisher Scientific) transferiert. Der Proteintransfer
erfolgte unter Verwendung des XCell 1l Blot Moduls in einer Tankblotkammer (Invitrogen).
Diese wurde mit 1x Novex™ Tris-Glycin Transferpuffer (Thermo Fisher) befiillt. Der Blot-
Vorgang wurde mit einer Spannung von 20V bei RT fir 2 h durchgefiihrt.

Die Membranen wurden aus den Blotvorrichtungen entnommen und in ddH,0 gewaschen.
Im Anschluss wurden diese zur Blockierung in einer 1x Roti-Block-Lésung (Carl Roth) fir 1 h
bei RT inkubiert. Nach Entfernung der Blockierldsung wurden die Membranen 3x fir 10 min
in einer TRIS-gepufferten Tween20™-Losung (TBST) gewaschen. Wahrenddessen wurden die
Primarantikérper wie nachstehend aufgefiihrt in 1x Roti-Block resuspendiert (Tab. 11). B-
Actin fungierte als Ladekontrolle. Die TBST-Losungen wurden nach dem letzten Waschschritt
durch die Antikoérperlosungen ersetzt und fir 1 h bei RT auf einem Horizontalschittler
inkubiert. Die Membranen wurden erneut drei Mal mit TBST gewaschen und die Losungen
durch die in 1x Roti-Block verdiinnten Sekundarantikorper ersetzt. Die Inkubation erfolgte
bei RT fur 45 min (dunkel) auf einem Horizontalschittler. Final wurden die Membranen drei
Mal mit TBST und anschlieRend ein Mal in TRIS-gepufferter Salzlésung (TBS) gespiilt, bevor

diese mittels des ODYSSEY Clx Scan-Systems (LiCOR) analysiert wurden.

Tab. 11: Primar- und Sekunddarantikérper fir Western-Blot Analysen.

AK-Typ Bezeichnung AK Verdiinnung

Primarantikorper S2 total 1:1000
pS2L 1:500
pS2L S245/250 1:1000
pS2L S250 1:1000
pS2L S255 1:1000
pS2C 1:400
S3 total 1:1000
B-Actin 1:20.000

Sekundarantikoérper | CW680 1:20.000
CW800 1:20.000

2.2.3.3.1 Antikorperdetektion

Die feuchten Membranen wurden auf den Scanner verbracht und durch Silikonmatten
beschwert. Das LiCOR-System verfligt liber zwei Laserdioden im Nahinfrarot-Bereich mit
Wellenlangen von 785 nm und 685 nm zur Anregung von Fluoreszenzfarbstoffen, wodurch

eine duale Detektion ermoglicht wurde. Messeinstellungen der verwendeten ImageStudio
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Software (V4) konnen der folgenden Tabelle entnommen werden (Tab. 12). Rohdaten

wurden als Bilddateien (Format .tiff) exportiert und gesichert.

Tab. 12: Messeinstellungen ImageStudio Software fiir Western Blot-Analysen.

Kanal Resolution | Intensitat Laser Intensitat Qualitat Fokus
785 nm Laser 685 nm Verschiebung
Auto | 169 um | 5 | 5 | low | 0mm

2.2.3.3.2 Datenauswertung

Die erhaltenen Daten wurden in die ImageStudio Software (V4) importiert und die Anzahl
auszuwertender lanes festgelegt. Danach wurden die ProteingroBen des GroRenstandards
im Programm hinterlegt und zur Berlcksichtigung unspezifischer Farbeergebnisse lokale
Hintergrundkontrollen innerhalb der Blotmembranen festgelegt. Diese Werte wurden von
den spezifischen Signalen subtrahiert. Intersitatswerte der manuell ausgewahlten
Zielbanden wurden als MS Excel Datei (Format .xIsx) exportiert und gesichert. Fur
statistische Priifungen wurden in die Daten in die GraphPad Prism Software (V6) Giberfihrt.
In Abhadngigkeit des Versuchsaufbaus wurden die Werte mittels T-Tests oder ANOVAs mit

verschiedenen Signifikanzniveaus analysiert und grafisch dargestellt.

2.2.3.4 Protein-Array

Der verwendete Proteome Profiler Human XL Oncology Array (RnD Systems) beriicksichtigte
84 mit Krebserkrankungen assoziierte Proteine und diente dem Vergleich zwischen A549"V'-
und A549L°*°-Zellen. Die Antikorper waren als Spots in Doppelbestimmung auf
Nitrocellulosemembranen immobilisiert. Das System verfligte liber interne Referenz- sowie
Negativkontollen. Die an den Antikérpern der Membran gebundenen Proteine wurden
mittels eines Antikorper-Cocktails markiert. Dieser wurde mit dem IRDye 800CW
Streptavidin Sekundéarantikorper (LICOR) detektiert. Die Analysen erfolgten mittels des
ODYSSEY Clx Scanners (LiCOR).

2.2.3.4.1 Probengewinnung & Vorbereitungen

Die zuvor fir 24 h in Medium kultivierten Zellen wurden mittels Zellschabern geerntet,
lysiert und die Proteinkonzentrationen bestimmt. AnschlieRend erfolgte eine Rekonstitution
des Priméarantikorper-Cocktails mittels 200 pl ddH,0. Der Array-Puffer-4/6 des Kits wurde
aus 4 ml Array-Puffer-4 und 8 ml Array-Puffer-6 fiir jede Durchfiihrung frisch angesetzt. Zur
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Herstellung des 1x Waschpuffers wurde dem Konzentrat (RT) 960 ml ddH,0 zugesetzt und
durch mehrmaliges invetieren durchmischt. Alle Reagenzien wurden bei RT verwendet und

die Proben am Tag der Analyse bis zu ihrer Verwendung auf Eis gelagert.

2.2.3.4.2 Durchfiihrung

Bendtigte Membranen wurden entnommen und in die jeweiligen Vertiefungen einer 4-Well
Multi-Platte verbracht. Zur Blockierung unspezifischer Bindungen wurden diese mit je 2 ml
des Array-Puffer-6 benetzt und 1h bei RT schwenkend inkubiert. Wahrend der
Inkubationsphase wurden 200 pg Gesamtprotein in einem maximalen Volumen von 500 pl
zu weiteren 500 pl des Array-Puffer-4 gegeben. Alle Proben wurden dann auf ein
einheitliches Gesamtvolumen von 1,5 ml unter Verwendung des Array-Puffer-6 aufgefiillt.
Der zuvor applizierte Array-Puffer-6 wurde entfernt und durch die vorbereiteten Proben

ersetzt. Die Platte wurde verschlossen und bei 4 °C . N. auf einem Wippschuttler inkubiert.

Am Folgetag wurden die Membranen in separate Waschcontainer tberfiihrt und mit 20 ml
1x Waschpuffer fiir 10 min schwenkend gespllt. Dieser Schritt erfolgte insgesamt drei Mal.
Wahrenddessen wurde die 4-Well Multi-Platte mit ddH,0 gewaschen und fiir eine spatere
Verwendung getrocknet. Fir Antikorperdetektionen wurden die Membranen zuriick in die
Vertiefungen der 4-Well Multi-Platte Gberfiihrt und mit je 1,5 ml der Antikérper-Loésung
(30 ml Antikorper-Cocktail + 1,5 ml Array-Puffer-4/6) liberdeckt. Eine Inkubation erfolgte fir
1 h schwenkend bei RT. Wie zuvor beschrieben, wurden die Membranen erneut drei Mal mit
je 20 ml 1x Waschpuffer gespiilt und die 4-Well Multi-Platte mit ddH,0 gereinigt und
getrocknet. Fur Sekundardetektionen wurde IRDye 800CW Streptavidin (1 pg/ul) unter
Verwendung des Array-Puffers-4/6 1:2000 verdiinnt. Fir jede Membran wurden 2 ml
verwendet. Nach Platzierung der Membranen wurde die vorbereitete Streptavidin-Losung
fir 30 min schwenkend (dunkel) inkubiert. Die Array-Membranen wurden erneut drei Mal

mit je 20 ml 1x Waschpuffer gesplilt.

2.2.3.4.3 Antikorperdetektion
Die Membranen wurden feucht auf dem Scanner platziert und mittels Silikonmatten
beschwert und Fluorochrome mittels ImageStudio Software (V4) detektiert (Tab. 13).

Rohdaten wurden als Bilddateien (Format .tiff) exportiert und gesichert.
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Tab. 13: Messeinstellungen fiir Protein-Arrays.

Kanal Resolution | Intensitdt Laser Qualitat Fokus
785 nm Verschiebung
Auto | 84 um | 3 | medium | 0mm

2.2.3.4.4 Datenauswertung

Die Rohdaten wurden in die ImageStudio Software (V4) importiert. Ein erzeugtes Array-grid
wurde angepasst und fir alle Analysen gespeichert. Die Intensitatswerte wurden als
MS Excel Datei (Format .xlsx) exportiert und gesichert. Zunachst wurden die arithmetischen
Mittel der Doppelbestimmungen berechnet. Fir die negativen Kontrollspots wurde
gleichermalien verfahren und von den spezifischen Messwerten subtrahiert. Zum Vergleich
der Proteinniveaus wurden die Mediane (n=3) jeder Zelllinie (A549"" vs. A549L°"") in
GraphPad Prism (V6) lberfuhrt. Differenzielle Proteinnivaus wurden unter Verwendung
eines Multiple T-Tests mit einer false discovery rate (FDR) von 5 % ermittelt. Bevor GO_BP-
Analysen mittels Gene Set Enrichment Analysis Molecular Sigantures Database (GSEA
MSigDB) (gsea-msigdb.org/gsea) erfolgten wurden signifikante Zielproteine aufrund der
gleichen Analyseebene mit den Ergebnissen der Kinase-Arrays (2.2.3.5) fusioniert und mittels
STRING DB (string-db.org/) ein interagierendes Netzwerk erstellt und exportiert (vergl. Abb.
33). KEGG-Signalweganalysen erfolgten mittels STRING DB ohne eine vorherige

Datenexpansion.

2.2.3.5 Bestimmung von Kinaseaktivitaten

Fiir ihre biologische Aktivitat benotigen Proteine oftmals posttranslationale Modifikationen
wie bspw. Phosphorylierungen. Daher wurden zur Bestimmung der Kinaseaktivitdten von
Serin-Threonin- (STK) und Protein-Tyrosin Kinasen (PTK) zwei verschiedene Arrays
eingesetzt. Die spezifischen Proteinsequenzen waren auf einer porésen Membran in Spots
immobilisiert. Durch diese wurde das Protein-Lysat in Zyklen auf und ab gepumpt. Das fir
die Kinaseaktivitat bendtigte Adenosintriphosphat (ATP) wurden durch den Master-Mix
bereitgestellt. Innerhalb eines Zeitintervalls wurden in regelmalRigen Abstinden die
Fluoreszenzintensitdaten der Phosphorylierungen in real-time analysiert. Dies liel§
Riickschliisse auf die Kinaseaktivitaten zu. Anwendung fand das PamChip®4-Assay System
(PamGene) und wurde nach den Protokollen des Herstellers durchgefiihrt. Auf dem STK-
Array befanden sich 145 und auf dem PTK-Array 196 spezifische Aminosdauresequenzen. Fur

die Messungen wurde eine PamStation®12 (PamGene) verwendet.
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2.2.3.5.1 Kultivierung, Zellernte & Proteinlysate

Zunachst wurden je 2x10° Zellen in Zellkulturflaschen (T75) in RPMI" fiir 48 h kultiviert. Die
Zellen wurden mit PBS gewaschen, abgeschabt und zentrifugiert. Nach Dekantierung der
Uberstinde erfolgte eine Zelllyse und Proteinkonzentrationsbestimmung. Die Proben

wurden bis zur Verwendung bei -80 °C in Aliquots gelagert.

2.2.3.5.2 Probenvorbereitungen

Am Tag der Messung wurden die Proben auf Eis aufgetaut und zwei Spritzen mit
Waschlosungen befillt. Erstere enthielt 3 ml 1x PK-Puffer (300 pl 10x PK-Puffer + 2,7 ml
ddH,0), die Weitere eine 1x PBS/0,01 % Tween-Losung (300 ul 10x PBST + 2,7 ml ddH,0).
Nach Aufforderung des Programms wurden diese entsprechend in die PamStation®-
Halterungen eingespannt. Vor Verwendung der PamChips® wurden die Tragermembranen
mit 30 ul einer BSA-Losung (2 %) fiir 15 min geblockt (30 Pump-Zyklen je 30s). Fiur die
Analysen wurden je 3 bzw. 5pug Protein fur das STK- (V5.1) bzw. PTK-Protokoll (V3.0)
verwendet. Die Proben wurden durch den in der Lyse verwendeten M-PER-Puffer auf ein

Gesamtvolumen von 10 pul eingestellt (Lysate-Dilution-Mix).

2.2.3.4.2 Basic- und Detection-Mix-Praparation & Antikorperdetektion

Im nachsten Schritt wurde der jeweilige STK- bzw. PTK Basic-Mix vorbereitet. ATP wurde als
letzte Komponente mit einer Konzentration von 0,5 mM je Reaktion zugegeben.
Zu jeder vorbereiteten Probe wurden 30 pl des entsprechenden Basic-Mix gegeben und zu
einem totalen Mix resuspendiert (Gesamtvolumen 40 ul). Davon wurden 30 ul in die
jeweiligen Array-Kavitaten appliziert und durch die Membran auf und ab gepumpt. Wahrend
bei dem PTK-Array ein direkt konjugierter FITC-Antikérper (PY20 FITC) eingesetzt wurde, war
fiir die Phospho-Detektion des STK-Arrays ein weiterer Detektion-Mix mit FITC markierten

Sekundarantikdrpern notwendig.

Die Antikorper-Losung bzw. der Detection-Mix wurden direkt auf die Arrays pipettiert (30 ul)
und im Gerat inkubiert. Unter Verwendung der Evolve Software (V1.2) wurden mittels einer
charged coupled device (CCD)-Kamera Bilder der Fluoreszenzintensitaiten mit
unterschiedlichen Belichtungszeiten (10, 50 und 200 ms) aufgenommen. Nach 3 min erfolgte

die erste Aufnahme mit den ersichtlichen Referenzspots sowie zwei Positivkontrollen. Uber
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30 Zyklen hinweg wurden nach jedem fiinften (1 min je Zyklus) erneut drei Aufnahmen
angefertigt, um den Phosphorylierungstatus (ber die Zeit zu detektieren. Die Software
dokumentierte und kalkulierte im Anschluss die kinetischen Reaktionen und Steigungen tber

ein Zeitintervall fur die jeweiligen Spots.

2.2.3.4.3 Datenauswertung

Signalquantifizierungen biologischer Replikate erfolgten durch die BioNavigator Software
(V6.3). Zu diesem Zweck wurden die Daten der Array-layouts, Proben-Annotationen und
gespeicherten Fluoreszenzaufnahmen in die Software geladen. Die erhaltenen Signalwerte
wurden als Tab-Stop Textdatei (.txt Format) gespeichert. Anschliefend erfolgte ein Import
der Daten in MS Excel (V6). Signifikanzpflifungen erfolgten mittels Multiple T-Tests mit einer
false discovery rate (FDR) von 5 % unter Verwendung der GraphPad Prism Software (V6).

GO_BP- und KEGG-Analysen erfolgten wie unter 2.2.3.4.4 beschrieben.

2.2.4 MOLEKULARBIOLOGISCHE METHODEN

2.2.4.1 DNA- und RNA-Isolierung

Fur die Isolation genomischer DNA (gDNA) bzw. gesamt RNA wurde das AllPrep® DNA/RNA
Mini Kit (Qiagen) nach Herstellerangaben verwendet. Vor Verwendung der Kit Bestandteile
wurden die Puffer entsprechend des Herstellerprotokolls komplettiert. Dem RLT Plus Puffer
wurden 10 pl B-Mercaptorthanol zugesetzt (1 % v/v) und dem Konzentrat des RPE Puffers
das 4-fache Volumen an EtOH (100 %).

2.2.4.1.1 Zellhomogenisierung

Es wurden 1x10° pelletierte Zellen fir die Isolationen verwendet und diesen 600 pl RLT Plus
Puffer zugesetzt. Die Pellets wurden resuspendiert und unter Verwendung eines Schiittlers
durchmischt. Zur Lysat-Gewinnung wurden diese bei 2 8000 x g fiir 3 min zentrifugiert und

die Uberstinde in neue ReaktionsgefiaRe liberfiihrt.

2.2.4.1.2 DNA-Isolation

Jeweils 700 ul der homogenisierten Lysate wurden auf AllPrep DNA-Sdulen gegeben, die auf
einem 2 ml Auffanggefall platziert waren. Die Saulen wurden verschlossen und fiir 30 s bei
> 8000 x g zentrifugiert. Die Durchldufe wurden fiir die RNA-Isolation verwendet. Wenn
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beide Komponenten extrahiert wurden, erfolgten RNA-Isolationen vor der Fortsetzung des
DNA-Protokolls. In diesem Falle wurden die DNA-Saulen bis zu ihrer Verwendung bei 4 °C
gelagert. gDNAs wurde mit je 50 ul elution Puffer fiir 1 min bei 8000 x g und RT eluiert.
gDNA-Konzentrationen wurden mittels des NanoDrop 2000 (Thermo Fisher) bestimmt

(2.2.4.2). Die Proben wurden bis zur weiteren Verwendung bei -20 °C gelagert.

2.2.4.1.3 RNA-Isolation

Die Durchldufe der DNA-Saulen wurden mit der gleichen Menge an EtOH (70 %) versetzt und
resuspendiert. Jeweils 700 ul wurden auf die RNA-Sdulen pipettiert und bei bei > 8000 x g fur
15 s zentrifugiert. Da Volumina = 700ul vorlagen wurde der Schritt wiederholt. Die RNA-
Elutionen wurden mit je 30 pl Nulkease-freiem Wasser bei > 8000 x g nach einer Inkubation
fir 1 min bei RT durchgefiihrt. RNA-Konzentrationen und -Qualitdatsbestimungen erfolgten

wie nachfolgend beschrieben (2.2.4.2; 2.2.4.3).

2.2.4.2 DNA & RNA Konzentrationsbestimmung

Die gDNA- bzw. RNA-Konzentrationen wurde mittels des NanoDrop 2000 UV-Spektrometer
(Thermo Fisher) bestimmt. Fiir gDNA-Messungen wurde im Meni der Probentyp ,,DNA-50“
ausgewahlt, flir RNA Messungen ,,RNA-40“. Vor Beginn der Messungen wurde ein Leerwert
mit dem jeweiligen Elutionsmedium bestimmt. Fir die Konzentrationsbestimmungen wurde
je 1 ul Probe verwendet und die Absorptionen bei 260 nm und 280 nm detektiert. Wahrend
Messungen bei 280 nm auf Kontaminantionen durch Proteine schlieRen lassen, kann durch

Extinktionen bei 260 nm eine Konzentrationsberechnung von Nukleinsduren erfolgen.

2.2.4.3 RNA-Integritat

Bevor RNAs fiir Transkriptomanalysen eingesetzt wurden, erfolgten Untersuchungen der
RNA-Intergritat mittels des Bioanalyzers (Agilent). Dazu wurde das RNA 6000 Nano Kit
(Agilent) nach Herstellerangaben verwendet und jeweils 1 pl denaturierte RNA eingesetzt.
Das Verfahren beruht auf dem Prinzip der Kapillarelektrophorese und Detektion des
interkalierenden RNA-Fluoreszenzfarbstoffes PicoGreen. Durch Anlegen einer Spannung
erfolgt eine RNA-Trennung entsprechend der molekularen GroBe durch Polymer befillte

Mikrokapillaren. Als Referenz wurde ein GréBenstandard mitgefihrt. Durch einen
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Algorithmus wird das Elektropherogramm analysiert und eine RNA-Integritatsnummer (RIN)
berechnet. Die Werte auf einer Skala von 1 (Degradation) bis 10 (optimale Qualitat) konnen
zur Beurteilung der RNA-Probe herangezogen werden (79). Alle eingesetzten RNA-Proben

zeigten RIN-Werte von > 9,0.

2.2.4.4 Transkriptome

Die Genexpressionsanalysen wurden unter Verwendung von 4 x 44K V2 Arrays (Agilent) und
dem Low Input Quick Amp Labeling Kit (Agilent). Alle Master-Mixe, Verdiinnungen und
Formeln zur Berechnung der cRNA-Aktivitat kénnen dem Herstellerprotokoll entnommen
werden. Es wurden je Reaktion 200 ng Gesamt-RNA verwendet. Zunachst wurden die
extrahierten RNAs durch das Enzym Reverse Transkriptase in cDNA transkribiert. Die
komplementdaren cDNA Striange dienten wiederum als Vorlagen fir amplifizierte
Riickschreibungen in cRNA durch T7 RNA-Polymerasen, wobei zeitgleich die cRNAs bei ihrer
Assemblierung durch Cyanine-3 (Cy3) fluoreszenzmarkiert (Labeling) wurden. Die markierten
cRNAs wurden erneut extrahiert und die Aktivitat bestimmt, bevor diese fiir 17 h auf den

Arrays hybridisiert wurden.

2.2.4.4.1 Spike-In-Mix, reverse Transkription & cRNA-Markierung

Das Agilent-System verfiligte Uber interne Kontrollen definierter Oligonukleotid-Sonden zur
Kontrolle der Reaktionen und Expressionsnormalisierungen zum Vergleich einzelner Arrays.
Hierflr wurden den jeweiligen Proben in Abhangigkeit der eingesetzten RNA Konzentration
ein verdinnter Spike-In-Mix zugesetzt. Dieser wurde bei 37 °C fiur 5 min inkubiert. Die
entsprechenden Komponenten wurden resuspendiert und nach jedem Pipettierschritt
zentrifugiert, um FlUssigkeitsriickstande an der Innenwand des Reaktionsgefilles zu
vermeiden. Zur Vediinnung wurde der Dilution Puffer verwendet. Zunachst wurden die RNA-
Proben mit Nuklease-freiem Wasser auf die entsprechenden RNA-Konzentrationen verdiinnt
und ein Gesamtvolumen von 1,5 ul eingestellt. Nach Zugabe des Spike-In-Mix wurden jeder
Probe 0,8 pl T7-Primer zugegeben. Bevor Denaturierungen erfolgten, wurden die Proben
geschittelt und zentrifugiert. AnschlieRend wurden diese auf Eis inkubiert, um eine
Ausbildung von Sekundarstrukturen zu verhindern. Jeder Probe wurden 4,7 pl des Master-
Mix flar die reverse Transkription (cDNA-Synthese) zugesetzt, resuspendiert und

zentrifugiert. Durch eine Inkubation fir 5min auf Eis, wurde der Synthese-Schritt
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abgeschlossen. Die Proben erhielten 6 ul des Amplifikation- und Labeling-Master-Mix und
wurden resuspendiert. Nach Abschluss der Inkubation wurden Cy3-markierte assemblierte

cRNAs isoliert.

2.2.4.4.2 cRNA-Isolation und Aktivitatsbestimmung

cRNA-Isolierungen erfolgten unter Verwendung des RNeasy Mini Kit (Qiagen) nach
Herstellerangaben. Eluationen wurden mit je 30 pl Nuklease-freiem Wasser bei 13000 x g fir
30 s durchgefiihrt. Die Proben wurden auf Eis gelagert und die Aktivitaiten mittels des
NanoDrop 2000 (Agilent) bestimmt. Nach Bestimmung des Leerwerts wurden fiir jede Probe
1 ul Cy3-markierte cRNA eingesetzt. Die Software ermittelte die Werte fir die Cy3-
Farbstoffkonzentrationen (pmol/ul), RNA Absorptionsverhiltnisse (260 nm/280 nm) und
RNA Konzentrationen (ng/ul). Fur die verwendeten Arrays wurde mindestens ein cRNA-
Ertrag von 1,65 ug und eine spezifische Aktivitdat von > 6 pmol Cy3 je ug cRNA vorausgesetzt,

um mit der Hybridisierung fortzufahren.

2.2.4.4.3 cRNA-Hybridisierung

Vor den Hybridisierungen wurde das 10x Gene Expression Blocking Agent mit 500 ul
Nukease-freiem Wasser versetzt und durch schiitteln gemischt. Nach vollstandiger Losung
wurden Aliquots bei -20 °C gelagert. Das Reagenz fand Anwendung, um unspezifische
Bindungen der cRNA an den Array-Sonden zu verhindern. AnschlieRend erfolgte eine cRNA
Fragmentierung fir 30 min bei 37°C, um eine gleichmaRige Bindung an die Sonden zu
gewahrleisten. Von den fragmetierten Proben wurden je 100 ul auf Gasket Slides appliziert
und durch den Array in der Hybridisierungskammer verschlossen. Nach kurzem invertieren
wurden diese in den vorgeheizten (65°C) Hybridisierungsofen eingesetzt und fiir 17 h
rotierend inkubiert. Jeder Waschpuffercontainer wurde mit 0,005 % Triton X-102 (10 %)
versetzt und invertiert. Der Waschpuffer 2 wurde vor seiner Verwendung in eine Glaskivette

gegeben und Uber Nacht in einem Wasserbad auf 37 °C erwarmt.

Am nachsten Tag wurden die Glaskivetten fir die Wachschritte mit Rihrfischchen versehen
und zu gegebener Zeit auf Magnetrihrer verbracht. Die Array-Demontagen erfolgten in
einer gesonderten Kivette im Waschpuffer 1. Im Anschluss wurden die Arrays in die mit

Waschpuffer 1 gefiillte Kivette tGberfihrt und fir 1 min bei RT inkubiert. Wahrenddessen
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wurde die vorgewdrmte Kivette aus dem Wasserbad entnommen und ebenfalls platziert.
Die Arrays wurden in die Waschpufferlésung 2 eingesetzt und ebenfalls 1 min gewaschen.
Nach der Entnahme wurden Flissigkeitsreste an der Unterseite mit einem Papiertuch
abgenommen, bevor die Arrays in Scanapparatur-Halterungen gesetzt und diese

verschlossen wurden.

2.2.4.4.3 Array-Scan & Rohdaten

Die Arrays wurden mit den Halterungen in die Scanner-Kassetten verbracht. Der
Scanvorgang erfolgte nach dem 4 x 44k V2 Standard Protokoll mit einer Auflésung von 5 pum.
Generierte Bilddateien (Format .tiff) wurden unter Verwendung der Feature Extraction
Software (V13) extrahiert und in Zahlenwerte konvertiert. Diese wurden als Tab-Stop

getrennte Textdateien (Format .txt) erhalten und zerntral auf einem Server gesichert.

2.2.4.4.4 Datenanalyse

Die Dateien wurden in die GeneSpring GX Software (V13) importiert und fir eine
Vergleichbarkeit unter Auswahl des 75 % Perzentils zur baseline des Medians normalisiert
und transformiert (log,). Statistische Analysen (ANOVA, modetared T-Test) zum Vergleich
von Genexpressionen wurden mit einem Signifikanzniveau von mind. p £ 0,05 berechnet und
unter Verwendung der Benjamini-Hochberg (BH) multiple testing correction Funktion mit
einer false discovery rate (FDR) von 5 % bewertet. Nachgeschaltete Analysen erfolgten durch
verschiedene web-basiert mittels GSEA MSigDB (gsea-msigdb.org/gsea) und STRING DB
(string-db.org). Weitere Informationen sind im entsprechenden Ergebnisteil aufgefihrt.
Heatmaps wurden in GeneSpring GX (V13) erzeugt und hierarchische Clusterings
differenzieller Genexpressionen unter Verwendung der web-basierten ClustVIS Software

(biit.cs.ut.ee/clustvis/) vorgenommen.

2.2.4.5 SMAD?2 Linker-Substitution mittels CRISPR/Cas9 (A549Ls”b)

Dieser Teil der Arbeit wurde im Rahmen von DZL-Kooperationen mit der Forschungsgruppe
,Molekulare Kanzerogenese” von Herrn Prof. Georgios Stathopoulos (CPC Helmholtz-
Zentrum Minchen) sowie der Forschungsgruppe fur ,Angeborene Immunitidt“ unter der
Leitung von Prof. Dr. Holger Heine und insbesondere in Zusammenarbeit mit Dr. Tim

Vierbuchen am Forschungszentrum Borstel realisiert.
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Zur gezielten Genom-Editierung wurde das clustered regularly interspaced short palindromic
repeats (CRISPR)/ CRISPR associated protein (Cas)-System verwendet, welches dem
erworbenen Immunsystem-Aquivalent verschiedener Prokaryoten entstammt (80) (81) (75).
Ziel war die Generierung einer A549-Zellline, die in der Linker-Domane des SMAD?2 anstelle
von Serinen (Ser) Alanine (Ala) aufwies (Ser245/250/255 -> Ala245/250/255). Dadurch
wurde eine Phosphorylierung des Serin-Tripletts unterbunden, um dessen Einfluss in
malignen Zellen zu untersuchen. Fiir eine Substitution besteht das System grundlegend aus
der molekularen Sonde (single guide RNA (sgRNA)), der Genschere (Cas9-Protein) sowie
einer DNA-Sequenz mit den veranderten Basenabfolgen (repair template) (78). Die sgRNA ist
komplementar zur gDNA und wurde so gewadhlt, dass sich diese nahe der Zielstelle der
geplanten Substitution im Genom anlagerte. Durch eine Endonuklease-Aktivitat erzeugt das
Cas9-Protein nach Erkennung des protospacer adjacent motif (PAM; hier: 5’-TGG-3’) einen
Doppelstrangbruch (DSB) der gDNA. DSBs kdnnen (iber zwei unterschiedliche zellulare
Mechanismen repariert werden, dem non-homologous end joining (NHEJ) oder alternativ
durch homology-directed repair (HDR) unter Verwendung eines repair templates (76) (77)

(Abb. 7).
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Abb. 7: Prinzip des CRISPR/Cas9-Systems zur Genom-Editierung.
Vereinfachte und schematische Abbildung der Genom-Editierung zur
Generierung einer A549-Zelllinie mit substituierter Linker-Domane
(A549L5”b). Zunachst formt die sgRNA (dunkelblau) einen Komplex mit dem
Cas9-Protein (gelb) und leitet dieses zur komplementiaren Sequenz der
gDNA. Nach Bindung von Cas9 wird die gDNA geschnitten, wodurch ein DSB
(rote Dreiecke) 3 bp downstream des PAM (orange) erzeugt wird. Dieser
kann anschlieBend durch zwei Mechanismen repariert werden: dem NHEJ,
was zu InDel Mutationen fihrt oder durch HDR, wobei ein repair template
vorhanden ist und eine spezifische Insertion stattfindet (nach (80)).
Hinweise: Cas9 = CRISPR associated protein 9; sgRNA = single guide RNA,;
gDNA = genomische DNA; DSB = Doppelstrangbruch; PAM= protospacer
adjacent motif; NHEJ = non-homologous end joining; InDel =
InsertionDeletion; HDR = homology-directed repair; A549L°*° = A549-Zellen
mit SMAD?2 Linker-Substitution.

2.2.4.5.1 sgRNA & Primer

Zur Erstellung einer geeigneten single guide RNA (sgRNA) unter Berlicksichtigung des
gewdhlten PX458-Vektors (Addgene), wurde die web-basierte Plattform Benchling
(benchling.com) verwendet. Die Software kalkuliert durch einen Algorithmus on- und off-
target scores (0 = schlechtester Wert, 100 = bester Wert). Es wurden lediglich sgRNAs
berlicksichtigt, die Werte von = 50 aufwiesen. Fir die ausgewahlte sgRNA wurden Primer
erstellt und diese um die entsprechenden Uberhinge fiir die Klonierung in den Vektor
erganzt. Diese wurden mit der Benchling-Software erstellt und von der Firma Intergrated

DNA Technologies (IDT) bezogen (Tab. 14).
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Tab. 14: sgRNA- & Primer fiir die PX458-Plasmid Legierung.

SgRNA (5 > 3) GTAGTAGGAGATAGTTCTGC
SMAD2-1 FWD (5‘ = 3) caccGTAGTAGGAGATAGTTCTGc
SMAD2-1 REV (5 > 3/) aaacGCAGAACTATCTCCTACTAC

Kleine Buchstaben = Vektor Uberhinge

2.2.4.5.2 Repair template (HDR)

Die repair templates enthielten die verdanderten Sequenzabfolgen fiir den gewilinschten
Aminosauren-Austausch innerhalb des SMAD2 Serin-Tripletts in Form von ssDNA. Up- und
downstream der Mutationen wurden Homologie-Arme (100 bp) angefligt, um HDRs zu
ermoglichen. Zudem fiihrte die Mutation im ersten Serin-Basentriplett (S245) zu einer neuen
Schnittstelle fiir das Restriktionsenzym Haell. Dies ermoglichte ein spateres Screening zur
Eingrenzung putativ substituierter Zellklone. Die repair templates wurden sowohl in , sense”
(forward = FWD) als auch ,antisense” Richtung (reverse = REV) bezogen (IDT). Zur
Verbesserung der  Stabilitit und Schutz vor zellularen DNasen wurden
Phosphothioatbindungen (e®) zwischen den ersten und letzten Nukleotiden eingefligt.
Ergdnzt wurden die repair templates durch zwei stille Mutationen, um erneute
Anlagerungen der sgRNA nach erfolgreichen Substitutionen zu erschweren und einen

erneuten DSB durch Cas9 zu vermeiden (Tab. 15).

Tab. 15: Repair templates fiir die SMAD2-Linker Substitution.
SMAD2mut_FWD GeGAAATACTTCATTTATTTTTAAATCCTTTTGTTTTAGGCGCTCCAGCAGAATTAGCTCCAAC

(5" > 3) TACTCTTGCCCCTGTTAATCATAGCTTGGGTAAGTTGCACATATGTTCCeC
SMAD2mut_REV GeGGAACATATGTGCAACTTACCCAAGCTATGATTAACAGGGGCAAGAGTAGTTGGAGCTA
(5" >3) ATTCTGCTGGAGCGCCTAAAACAAAAGGATTTAAAAATAAATGAAGTATTTCeC

e = Phosphothioatbindungen; Grau hinterlegt = Basentripletts fir Alanin (vorherige Serine); Rot = Veranderte
Base; Einfach unterstrichen Blau = Stille Mutationen; Doppelt unterstrichen = Schnittstelle fiir das
Restriktionsenzym Haell.

2.2.4.5.3 Vektortransformation & Plasmid-Isolation

Zur Generierung der gewinschten Zelllinie wurde als Vektor das PX458-Plasmid (Addgene)
verwendet. Dieses codiert sowohl fiir Cas9 als auch eine Ampicillin-Resistenz und das green
fluorecent protein (GFP). Letzteres ermoglichte eine Zellselektion via fluorescent activating
cell sorting (FACS) bei erfolgreicher Transfektion in den spateren Zielzellen. Dafiir wurden
die zuvor erstellten Oligonukleotide zunachst phosphoryliert. Die T4-Polynukleotidkinase
wurde mit 10 U und Primer (Tab. 15) mit je 10 uM eingesetzt. Eine Inkubation erfolgte im
Thermocycler (Tab. 16).
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Tab. 16: Thermocycler-Programm Phosphorylierung.

Temperatur Zeit [min]
37°C 30
95°C 5
25°C (AbkUhlungsrate max. -0,3°C/sek) -

AnschlieBend wurden die Proben mit Wasser verdinnt (1:200) und standen fir die
Klonierung in den Vektor bereit. Die Komponenten des Klonierungsansatzes und das

Thermocycler-Programm sind in den nachstehenden Tabellen aufgefiihrt (Tab. 17 + 18).

Tab. 17: Master-Mix Klonierung je Reaktion. Tab. 18: Thermocycler-Programm Klonierung.
Komponente Volumen Temperatur Zeit Zyklen
[ul] [min]
Plasmid DNA (100 ng) <10,5 37°C 5 } 6
Oligos (phosphoryliert, 1:200) 2 21°C 5
Tango Puffer 2
DTT (10 mM) 2
ATP (10 mM) 2
Bbsl (FastDigest) 1
T7-Ligase 0,5
ddH,0 ad. 20

Vektortransformationen erfolgten unter Verwendung kompetenter Escherichia coli DH5a
(New England Biolabs). Die Bakterien wurden nach Herstellerangaben mittels Hitzeschock
transformiert. AnschlieRend wurden diese in SOC-Medium fur 60 min bei 37°C schittelnd
inkubiert und auf vorgewarmten (37 °C) Luria-Bertani-Selektionsplatten (Ampicillin
100 pl/ml) ausplattiert. Eine Inkubation erfolgte . N. bei 37 °C. Der enthaltene Vektor
(PX458-SMAD2) wurde durch Verwendung des HiPure Plasmid Miniprep Kit (Thermo Fisher)
nach Herstellerangaben isoliert und die Konzentration mittels eines UV-Spektrophotometer

(DeNovix) bestimmt, bevor A549""-Transfektionen erfolgte.

2.2.4.5.4 Transfektion von A549""-Zellen & single cell sorting

Fur Transfektionen erfolgten mittels des Nucleofactor-Systems (Lonza). Dafiir wurden 3x10°
A549""_Zellen bei einer Konfluenz von etwa 50-60 % geerntet und gezihlt. Die Zellen
wurden in ein 15 ml Rohrchen Uberfihrt, mit PBS gewaschen und Zellpellets in 300 pl
Nucleofactor-Losung (246 ul Nucleofactor + 54 ul  Supplement) resuspendiert. Jedem

Transfektionsansatz der sowohl das Plasmid als auch das jeweilige repair template enthielt

wurden 100 ul der Zellsuspension zugesetzt. Diese wurden resuspendiert und in
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Nucleofactor-Kivetten Uberfluhrt. Es wurden drei Transfektionsansatze durchgefiihrt (Tab.

19).

Tab. 19: Transfektionsansitze fiir die SMAD2-Linker Substitution in A549"" Zellen.
WT

Bezeichnung A549 Plasmid Repair template | Repair template
Ansatz Zellzahl (PX458-SMAD2) (FWD) (REV)
N1 1x10° 1,5 ug 2 ug
N2 1x10° 1,5 ug 2 ug
N3 1x10° 1,5 ug 3,5 g

Die Zellen wurden mittels Elektroporation transfiziert (Nucleofactor I; Lonza), in 500 pl
vorgewirmten RPMI" resuspendiert und in 6-Well-Platten (iberfiihrt. Das Kulturmedium
wurde auf insgesamt 3 ml je Well mit RPMI" aufgefiillt, bevor eine Inkubation der Platten bei
37 °C fur 48 h erfolgte. Zellsortierungen erfolgten durch die core facility fir Fluoreszenz-
Zytometrie am Forschungszentrum Borstel unter Verwendung des FACS-Aria™ Il (Becton &
Dickinson; BD). Am Tag der Zellsortierung wurden drei 96-Well Platten mit 100 pul Medium
(50 % konditioniertes A549"" Kulturmedium, 30 % frisches RPMI* und 20 % FCS) je Well
vorbereitet und auf 37 °C vorgewarmt. Die Zellen wurden aus der 6-Well-Platte mittels einer
TE-L6sung abgeldst, mit Medium gewaschen, in 350 ul MACS-Puffer aufgenommen und in
5ml FACS Rohrchen gegeben. Zellen mit der hochsten GFP-Expression (5-10 % der
Gesamtpopulation) wurden als Einzelzellen pro Well in die vorbereiteten 96-Well-Platten
sortiert. Die Platten wurden in den folgenden 12-48 h unter Verwendung eines
Lichtmikroskops auf vorhandene Einzelzellen kontrolliert. Die verbliebenen Einzelzellklone
wurden bis zu einer Konfluenz von mind. 50 % (ca. 3-4 Wochen) inkubiert. Mediumwechsel

erfolgten zweimal wéchentlich.

2.2.4.5.5 Detektion erfolgreicher Rekombinationsereignisse
Zur Detektion putativ erfolgreicher Rekombinationen (HDR) der Einzelzellkolonien wurde ein
Restriktionsverdau nach Amplifizierung der verdnderten Zielsequenz durchgefiihrt. Die

erstellten Primer (IDT) sind in der nachstehenden Tabelle hinterlegt (Tab. 20).

Tab. 20: Primer Kolonie-PCR und Sequenzierung.

Bezeichnung Primer Sequenzabfolge (5’ 2 3')
seqSMAD2-a_FWD CCATCAATGTGGGATCGCGATG
seqSMAD2-a_REV TGTGCCAGCAGAAAAGACTTAA
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Das Primer-Paar erzeugt ein 723 bp Fragment und liberspannte die SMAD2 Linker-Domane
mit der neu generierten Schnittstelle fiir das Restriktionsenzym Haell (New England Biolabs).
Im Falle erfolgreicher Rekombination entstanden nach einem Haell-Verdau zwei Fragmente
mit 467 bp und 256 bp. Isolationen der gDNAs erfolgte mittels QuickExtract™ DNA Solution
1.0 (Lucigen). Es wurden je 1x10* Zellen verwendet. Inkubationen erfolgten in einem

Thermocycler (Tab. 21).

Tab. 21: gDNA-Isolation.

Temperatur | Zeit [min] | Zyklen
65°C 15 1
68°C 15 1
98°C 10 1
10°C oo oo

Fiir die Kolonie-PCRs wurde je 1 ul aus den gDNA-Isolationen eingesetzt und erfolgten unter
Verwendung des OneTaq® 2x Master-Mix (New England Biolabs). Primer (Tab. 20) wurden

mit je 50 pmol eingesetzt. Inkubationen erfolgten mittels eines Thermocyclers (Tab. 22).

Tab. 22: Thermocycler-Programm Kolonie-PCR.

Temperatur | Zeit [sek] Zyklen
94°C 30 1
94°C 20
60°C 15 35
68°C 60
68°C 300 1

4°C oo oo

Die Amplikons (10 pl) wurden in 1x CutSmart Puffer (1:5) aufgenommen und mit 20 U Haell
versetzt. Ein Verdau erfolgte fir 60 min bei 37 °C. Im Anschluss wurden die Proben in einem
mit 5 ul Midori Green Advanced (Biozym Scientific) versetzten Agarosegel (1 %) in 1x TAE-
Puffer (80-110V; 45-60 min) getrennt. DNA-Banden wurden durch UV-Licht sichtbar
gemacht und mittels einer CCD-Kamera (Intas) dokumentiert. Es wurden insgesamt > 110
Einzelzellkolonien auf putativ erfolgreiche HDR-Ereignisse geprift. Davon zeigten zwei
Zellklone (N1 #17; N1 #19) die erwateten Banden (Abb. 21, A).

Fir Verifizierungen von SMAD2 Linker-Substitutionen wurden die unverdauten PCR-
Produkte mit dem seqSMAD2-a_FWD Primer (Tab. 20) fiir externe Sanger-Sequenzierungen
an die Firma Eurofins Ubersendet. Ein erfolgreicher Austausch der Serine zu Alaninen wurde

nur im Zellklon N1 #17 bestatigt (Abb. 21, B). Die Zellen wurden fiir nachfolgende
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Untersuchungen expandiert und bis zu ihrer Verwendung in Aliquots (je 1 x 10° Zellen) in
flissigem Stickstoff gelagert. Die etablierte A549 SMAD2-Linker substituierte Zelllinie aus
dem N1 #17 Ursprungsklon wurde mit A549L°"° bezeichnet.

2.2.4.6 Reverse Traskriptase-Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR) & cDNA-Gelextraktion

Zur Uberpriifung, ob unterschiedliche Proteinniveaus der SMAD2-SpleiRvarianten (SMAD2
Jull length’, SMAD2 ,AExon3‘) auch auf mRNA-Ebene vorlagen, wurden RT-PCRs und
anschliefend Gelextraktionen der Zielbanden fiir Sanger-Sequenzierungen durchgefiihrt. Die

Zellen wurden zuvor unter Medium-Bedingungen fiir 48 h kultiviert und geerntet.

2.2.4.6.1 cDNA-Synthese

Complementary DNAs (cDNAs) wurden unter Verwendung des Maxima™ cDNA-Synthesis Kit
(Thermo Fisher) nach dem Herstellerprotokoll synthetisiert. Das Kit nutzt dabei das Enzym
Reverse-Transkriptase (RT) und ermoglicht die Umschreibung von einzelstrangiger mRNA zu
doppelstrangiger cDNA durch den Einsatz von Oligo-desoxythymidin und random Hexamer-
Nukleotiden. Es wurde 1 pug Gesamt-RNA je Reaktion eingesetzt und mit ddH,0 auf ein
Gesamtvolumen von 8 ul gebracht. Zur Eliminierung moglicher DNA-Reste wurden 2 pl
DNase-Mix (1 ul DNAse + 1 ul 10x DNase-Puffer) zugegeben. Die Proben wurden in einem

Thermocycler inkubiert.

2.2.4.6.2 Primer

Zur Unterscheidung der zwei SMAD2-SpleiBvarianten wurden Exon 3 (90 bp) Giberspannende
Primer erstellt. Dadurch entstehen verschieden lange PCR-Produkte beider Varianten, was
eine getrennte Detektionen ermoglicht. Die verwendeten Primersequenzen (Eurofins) und

erwarteten Basenpaarlangen sind nachstehen aufgefihrt (Tab. 23).

Tab. 23: Primer SMAD2-Spleifvarianten und erwartete PCR-Fragmente (bp).
Bezeichnung Sequenz (5 = 37) SMAD2full length [bp] | SMAD2AExon3 [bp]

S2_short_long_FWD3 | TGCCTTTGGTAAGAACATGTCG 362 272

S2_short_long_REV4 | TGGAGACGACCATCAAGAGAC

2.2.4.6.3 Master-Mix, PCR-Programm & Agarose-Gelelektrophorese
Fiir cDNA-Amplifizierungen wurde ein Master-Mix pipettiert, der je 10 pl cDNA-template

enthielt. Primer (Tab. 23) wurden mit je 0,2 uM und Tag-Polymerase mit 1,25 U je Reaktion
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(50 pl) eingesetzt. AnschlieBend erfolgten die Reaktionen in einem Thermocycler mit einer
Annealing-Temperatur von 60,1° C Gber 40 Zyklen. Die PCR-Produkte wurden in Ethidium
Bromid (20 ul) (Sigma Aldrich; 10 mg/ml) versetzten Agarosegelen (3 %) in 1x TAE-Puffer
getrennt (45 min; 80 V). Als GroRBenstandard wurde pBR322 DNA Mspl Digest (New England
Biolabs) mitgefiihrt. Detektionen erfolgten unter Verwendung von UV-Licht und wurden
mittels einer CCD-Kamera (Intas) dokumentiert. Die einzelnen Banden wurden unter

Verwendung der ImageStutio Software (V4) analysiert.

2.2.4.6.4 Gelextraktion & Sequenzierung

Zur Bestatigung korrekt amplifizierter Banden wurde die RT-PCR mit gepoolter RNA (n = 3)
wiederholt. Nach einer kurzen UV-Licht Exposition fir Bandenlokalisationen wurden diese
mittels eines Skalpells aus dem Gel herausgetrennt. Die Gelblécke wurden in separate
ReaktionsgefalRe Uberfiihrt. cDNA-Extraktionen aus dem Gel erfolgten durch Verwendung
des QlAquick Gel Extraction Kit (Qiagen) und wurden nach Herstellerangaben durchgefiihrt.
Vor Verwendung des Kits wurde das PE-Waschpufferkonzentrat durch das entsprechende
Volumen an EtOH (100 %) erganzt.

Sanger-Sequenzierungen wurden in Kooperation mit dem Nationalen Referenzzentrum
(NRZ) fiir Mykobakterien am Forschungszentrum Borstel unter der Leitung von Herrn Prof.
Dr. med. Florian Maurer und insbesondere in Zusammenarbeit mit Frau Dr. Doris Hillemann
durchgefiihrt. Dazu wurde der S2_short_long FWD3 Primer (Tab. 23) eingesetzt und die
erhaltenen Sequenzabfolgen in die Chromas Software (V2.6.6) importiert. Nachdem die
Kernsequenzen exportiert wurden, erfolgten web-basierte Transkriptidentitatsanalysen
unter Verwendung der NCBI Basic Local Alignment Search Tool Nucleotide Datenbank

(BLASTN) (blast.ncbi.nlm.nih.gov).

2.2.4.7 Methylome

Epigenitsche Modifikationen in Form von differenziellen Methylierungen wurden durch eine
DZL-Kooperation mit dem Institut fir Humangenetik am UKSH Campus Kiel in
Zusammenarbeit mit Herrn Prof. Ole Ammerpohl und technischer Assistenz durch Frau
Corinna Waider realisiert. Die extrahierten gDNAs unstimulierter A549"'- und A549°°-
Zellen (n=3) wurden nach Kiel Gberstellt und mittels Illlumia Bead Arrays (lllumia Inc.)

analysiert. Die Daten wurden anschliefend mit der GenomeStudio Software verarbeitet und
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auf die intrinsischen Chip-Kontrollen normalisiert. Alle Experimente wurden parallel im
selben batch ausgewertet. AnschlieRende Analysen erfolgten durch die Verwendung
verschiedener web-basierter Datenbanken wie bspw. GSEA MSigDB oder der Gene
Expression Profiling Interactive Analysis 2 (GEPIA2). Weitere Informationen sind im

entsprechenden Ergebnisteil angegeben.

2.2.5IN SILICO ANALYSEN

2.2.5.1 SMAD2 Genexpressionen in Lungenkrebskohorten

Fir in silico Analysen von SMAD2-Gesamtexpressionen wurde die online Plattform Kaplan-
Meier-Potter (KM-Plotter; kmplot/lung.com) verwendet. Diese stellt Microarray-
Expressionsdaten (Affymetrix) von NSCLC-Patienten (n = 3.452) zur Verfligung, die bspw. auf
Datenbanken wie The Cancer Genome Atlas Program (TCGA) und Gene Expression Omnibus
(GEO) hinterlegt sind. Die verfliigbaren Datensets lieRen ebenfalls Unterscheidungen
hinsichtlich weiterer Kriterien wie z. B. Geschlecht, staging oder Lungenkrebs Subentitdten
zu (82). Die Gruppen wurden anhand des 50. Quartils aller Expressionswerte der SMAD2-
Sonde (226563_at) in low- und high-Exprimierer unterteilt. Ein Einfluss auf das
Gesamtiberleben (overall survival, OS) wurde durch Kaplan-Meier-Kurven analysiert. Die
erhaltenen p-Werte der Log-Rank-Tests wurden mittels der Bonferroni multiple testing
correction (o =0,05) im Nachgang und Abhéangigkeit der Anzahl durchgefiihrter Tests

alternativ korrigiert (83).

2.2.5.2 Transkriptexpressionen von SMAD2-SpleiBvarianten und stammazell-assoziierte
Gensets

Zur Untersuchung der spezifischen SMAD2-Transkriptexpressionen ,full length’
(ENST00000262160.11; ENST00000402690.6) und ,A Exon3‘ (ENST00000356825.8) in
verschiedenen Tumoren und Normalgeweben wurde die web-basierte GEPIA2-Datenbank
(gepia2.cancer-pku.cn) verwendet. Diese bietet die Moglichkeit Einflisse ermittelter
Gensignaturen auf das OS und disease free survival (DFS) in verschiedenen Tumorarten
separat oder gemeinsam mittels Log-Rank-Tests zu analysieren. Dabei greift die Datenbank
auf TCGA und Genotype-Tissue Expression (GTEx) Datenséatze zuriick. Die Datenbank wurde
verwendet, um $2™- und SZAB—Expression in NSCLC- und Glioma-Entitdaten im Vergleich zu

den entsprechenden Normalgeweben zu vergleichen. Im Anschluss wurden die most
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differential survival genes (MDSGS) in glioblastoma multiforme (GBM) und low grade glioma
(LGG) (n =500 je Tumorentitat; 75. Quartil) aus der Datenbank exportiert, um diese mit den
differenziell exprimierten Zielstrukturen (Transkriptome und Methylome) aus dem Vergleich
A549"T vs. A549L°*® mittels Venn Diagramm abzugleichen. Einfllisse auf das OS und DFS von
hoch- und herunterregulierten Gensets wurden mittels Kaplan-Meier-Kurven in den
jeweiligen Tumorgruppen abgebildet. Expressionsdaten wurden unter Verwendung des 75.
Quartils in low- und high-Exprimierer unterteilt.

Fir einen Abgleich stammzell-assoziierter Gene wurden die Listen
RAMALHO_STEMNESS_UP, RAMALHO_STEMNESS_DN und
BHATTACHARYA_EMBRYONIC_STEM_CELL von der GSEA MSigDB (gsea-msigdb.org)
exportiert. Die enthaltenen Zielstrukturen wurden zu einer Gesamtliste fusioniert und mit
den TGFB-Signaturen von A5491°"°- und A549""-Zellen verglichen. AnschlieRend wurden die
Einflisse auf das OS mittels Kaplan-Meier-Kurven unter Verwendung der GEPIA2-Datenbank
analysiert. Venn Diagramme wurden web-basiert via molbiotools erstellt

(molbiotools.com/listcompare.html).

2.2.6 STATISTIK

2.2.6.1 Statistische Auswertung & Datendarstellung

Diagramme wurden mit GraphPad Prism (V6) erstellt und die dargestellten Werten mit der
Standardabweichung (standard deviation; SD) abgebildet. Detaillierte Informationen der
statistischen Auswertung sind den Abbildungslegenden zu entnehmen. Wenn nicht anders
vermerkt, wurden signifikante Ergebnisse mit einem Sternchen (*) in Abhdngigkeit ihres
Signifikanzniveaus kenntlich gemacht (p <0,05=%*; p<0,01 = **; p <0,001 = ***; p < 0,0001
= **¥*¥)  Signifikanztests erfolgten stets zweiseitig, wenn nicht anders angegeben.
Abbildungen der Western Blot- und IFM-Analysen wurden fiir eine bessere Visualisiserung

Uber die Parameter Helligkeit und Kontrast angepasst.
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3. Ergebnisse

3.1 Einfluss von SMAD2-Gesamtexpressionen auf das Gesamtiiberleben von NSCLC-
Patienten

Fiir eine erste Einschatzung zur Relevanz von SMAD2 im NSCLC-Kontext wurden SMAD2-
Gesamtexpressionen auf mRNA-Ebene mit dem Gesamtiberleben (overall survival, OS)
von Lungenkrebspatienten in silico analysiert und in Kaplan-Meier Kurven abgebildet. Die
p-Werte und medianen Uberlebenszeiten beider Gruppen sind den Abbildungen zu

entnehmen (Abb. 8, A-E).
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Abb. 8: Einfluss von SMAD2-Genexpressionen auf das Gesamtiiberleben in NSCLC-Kohorten. SMAD2-
Genexpressionen wurden web-basiert in silico mit dem Gesamtiberleben (OS; Monate) von NSCLC-
Patienten mittels Kaplan-Meier-Kurven analysiert (KM-Plotter). Anhand des 50. Quartils wurden die
Gruppen in low und high Exprimierer unterteilt und beide Hauptentitdten zusammen (ADC + SQC) (A)
und getrennt voneinander analysiert (B-E). Die medianen Uberlebenszeiten und korrespondierenden
p-Werte der Log-Rank-Tests kdnnen den Abbildungen entnommen werden. Nach einer alternativen
Bonferroni multiple testing correction (a = 0,05) wurden p-Werte < 0,01 als signifikant bewertet.

Hohe SMAD2-Genexpressionen haben einen positiven Einfluss auf das Gesamtiiberleben
von ADC-Patienten

Eine Analyse beider NSCLC-Entitaten (ADC + SQC) zeigte ein signifikantes Ergebnis fiir das
Patientenliberleben der high-Gruppe mit 112 Monaten im Vergleich zur low-Gruppe mit

59 Monaten (Abb. 8, A). Eine deutlichere Auftrennung beider Gruppen erfolgte ab einer
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Uberlebenszeit von >50 Monaten. Diese setzte zudem frither ein, wenn nur ADCs
beriicksichtigt wurden (Abb. 8, B). Dabei betrug die Uberlebensdifferenz beider Gruppen
66 Monate und fiel hoher aus als bei der Analyse beider Entitdten mit 53 Monaten. Die
ADC stage 1-Kohorte zeigte eine geringere Differenz der medianen Uberlebenszeiten
zwischen den Gruppen mit einem Unterschied von 41 Monaten. Dennoch zeigte sich hier
ein besserer Verlauf in Bezug auf das OS, wenn hohe SMADZ2-Genexpressionen vorlagen,
da eine deutliche Auftrennung bereits zu einem friihen Zeitpunkt (0 —40 Monate) im
Vegleich zur ADC-Kohorte erfolgte (Abb. 8, D). Hingegen zeigten beide SQC-Analysen
keine signifikanten Ergebnisse, weder unter Bericksichtigung aller SQCs noch bei
SQC stage 1-Patienten (Abb. 8, C + E). Letztere Analyse zeigte im Bereich zwischen 50 -
100 Monaten eine Auftrennung, wobei hier die low-Gruppe einen giinstigeren Verlauf

andeutete (Abb. 8, E).

Die Analysen wiesen auf eine Relevanz der totalen SMAD2-Genexpression in ADCs hin,
wahrend der Einfluss bei SQCs nicht signifikant war. Dabei stand eine hohere SMAD2-
Expression mit einem langeren Patienteniiberleben im Zusammenhang. Daher wurde
zundchst untersucht, wie sich Abundanzen des SMAD2-Gesamtproteine sowie C-
terminale- und Linker-Phosphorylierungen auf Proteinebene in ADC- und SQC-Zelllinien

darstellen.

3.2 SMAD2 & Phospho-lsoformen in NSCLC-Zelllinien

Fiir die Untersuchungen wurden vier ADC-Zelllinien (A549, H838, H1650 und H1975)
sowie einer SQC-Zelllinie (H520) verwendet. Die Antikorper waren entweder zum
Nachweis des SMAD2-Gesamtproteins (S2 total) gegen ein N-terminales Epitop oder
gegen spezifische Phosphorylierungen am C-Terminus (pS2C) bzw. der Linker-Domane
(Ser245/250/255; pS2L) gerichtet. Dazu wurden die Zellen mittels Durchflusszytometrie
(DFZ) (Abb. 9) und Western Blot-Analysen untersucht (Abb. 10).
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Abb. 9: SMAD2 und Phospho-Isoformen in NSCLC-Zelllinien. (A) Abgebildet wurden
die mittleren Intensitatswerte (+SD; log,) flr die Zielstrukturen S2 total, pS2L und pS2C
(grau; AF488) der unter Medium-Bedingungen kultivierten Zelllinien A549, H838,
H1650, H1975 und H520 (n=15). Ein statistischer Vergleich erfolgte zu den
mitgefiihrten Isotyp-Kontrollen (rot) (n = 15) mittels one-way ANOVA und Dunnett’s
post-hoc Test (p <£0,001). (B-D) Die basalen gemittelten Fluoreszenzintensitdten des
SMAD2 Gesamtproteins und Phospho-Isoformen (log,; n = 3) wurden mittels one-way
ANOVA und Tukey'’s post-hoc Test (p < 0,05) verglichen.
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NSCLC-Zelllinien zeigen vergleichbare SMAD2-Gesamtprotein- und Phospho-Isoform
Niveaus

Die spezifischen Farbungen fir S2total, pS2L und pS2C zeigten die erwarteten
signifikanten Unterschiede zu den mitgefiihrten Isotyp-Kontrollen (Abb. 12, A). Bei einem
Vergleich der Zelllinien waren keine signifikanten Unterschiede feststellbar, weder bei
S2 total noch bei den Phospho-lsoformen (Abb. 12, B-D). Bei pS2L zeigten H838
tendenziell ein geringeres Niveau, die Ergebnise blieben jedoch nicht signifikant (Abb. 9,
C). Insgesamt zeigten sich hohere Proteinniveaus fiir S2 total im Vergleich zu pS2L und
pS2C. Zur \Verifizierung der DFZ-Ergebnisse und zum Nachweis von SMAD?2-

Spleilvarianten wurden Western Blot-Analysen durchgefiihrt.

s2 und 52°F sind in NSCLC-Zelllinien nachweisbar und phosphoryliert

Fiir einen ersten Vergleich der SMAD2-, pS2L- und pS2C- Gesamtniveaus zwischen den

Zelllinien wurden die jeweiligen S2™- und S2°%-Intensititswerte addiert (Abb. 10; B-C).
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Abb. 10: SMAD2 und Phospho-Isoformen in Proteinlysaten von NSCLC-Zelllinien.
(A) Exemplarische Darstellung der Western Blot-Analysen von drei der funf
getesteten Zelllinien (n=3). (B — D) Die gemittelten Intensitatswerte (xSD) beider
SMAD2-Spleiflvarianten (SZFL+52AE3) wurden flr eine Gesamtanalyse addiert. Ein
Vergleich der Mittelwerte (n = 3) erfolgte mittels one-way ANOVAs und Tukey’s post-
hoc Tests (p <0,05).

In allen getesteten NSCLC-Zelllinien waren S2™ und S2°% nachweisbar. Dartber hinaus
waren beide Proteinvarianten sowohl C-terminal als auch innerhalb der Linker-Domane
phosphoryliert (Abb. 10, A). Nach Additionen der Intensitatswerte beider SMAD2-
Spleillvarianten (527 + S2°%%) waren keine signifikanten Unterschiede zwischen den ADC-
Zelllinien oder zur SQC-Zelllinie fir das SMAD2-Gesamtprotein nachweisbar (Abb. 10, B).
Die mittleren Intensitatswerte beider Phospho-Isoformen lagen etwa 10-fach geringer im
Vergleich zum SMAD2-Gesamtprotein vor. Bei C-terminalen Phosphorylierungen wurde
ein signifikanter Unterschied zwischen H838 und H1650 ermittelt, wobei H838 ein 2-fach
hoheres pS2C-Niveau zeigte (Abb. 10, D). Hingegen wurden keine Unterschiede bei der

Linker-Phosphorylierung zwischen den Zelllinien analysiert (Abb. 10, C).

521 ist die vorherrschende SMIAD2-Proteinvariante in ADC-Zelllinien

Im nachsten Schritt wurden die SMAD2-SpleiSvarianten anhand der Intensitatswerte
getrennt voneinander analysiert und die mittleren Proteinniveaus innerhalb jeder Zelllinie
verglichen. Dabei stellte sich S2™ in allen ADC-Zelllinien als die vorherrschende

SpleiRvariante des SMAD2-Gesamtproteins dar. Mit Ausnahme von H520 zeigten alle
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Zelltypen ein signifikantes Ergebnis, tendenziell lag ebenfalls in H520-Zellen eine héhere

S2™-Abundanz im vor (Abb. 11, A).
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Abb. 11: SMAD2-SpleiBvarianten und Phospho-Isoformen in NSCLC-Zelllinien. (A, C, E) Abgebildet wurden
die mittleren Intensitatswerte (+SD) der Western Blot-Analysen (n = 3) der SpleiRvarianten s2™ und $2°° fur
S2 total, pS2L und pS2C in fiinf NSCLC-Zelllinien. Ein Vergleich der Proteinniveaus innerhalb einer Zelllinie
erfolgte mittels gepaarter T-Tests (p <0,05). Zelllinienlibergreifend erfolgte dieser mittels RM one-way
ANOVA und Sidak’s post-hoc Test (p<0,01). (B, D, F) Abgebildet wurden die Verhéltniswerte der
Intersitatsniveaus (+SD) der fiinf NSCLC-Zelllinien von S2" zu 524 (n = 3) fiir S2 total, pS2L und pS2C. Eine
Signifikanzprifungen erfolgten unter Verwendung von RM one-way ANOVAs und Tukey’s post-hoc Tests

(p £0,01).

Bei einem Vergleich der SpleiRvarianten zueinander wies H520 bei S2™ die hochste
Standardabweichung des Mittelwerts auf. Es lagen keine Unterschiede in den Niveaus von

S2™ zwischen den Zelllinien vor. Hingegen zeigte sich in H1975-Zellen ein Unterschied des
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$2° % Niveaus, das im Vergleich zu den vier anderen untersuchten Zelllinien signifikant

héher vorlag (Abb. 11, A).

Zelllinien mit EGFR-Mutationen zeigen geringere Verhiltniswerte von S2M zu S24F3

Die Verhiltniswerte von S2™ zu S2°% hatten abweichende Ausprigungen in den

AE3_Niveaus den hdchsten Wert

jeweiligen Zelllinien. H838 wies aufgrund des geringsten S2
von 30,1 (+11,8) in Relation zu S27- auf. Das Verhiltnis war signifikant héher im Vergleich
zu H1975- und H1650-Zellen. H1975 zeigte den hochsten $2°3_Anteil am SMAD2-
Gesamtprotein. Daher lag der Verhaltniswert zu S2™ mit 2,4 (+0,05) am niedrigsten vor.
Ein dhnlich niedriger Verhaltniswert wurde bei H1650 mit 3,6 (+0,12) ermittelt (Abb. 11,

B).

NSCLC-Zelllinien haben vergleichbare Phospho-Isoform Niveaus von S2™ und $2°%3

Unabhdngig des SMAD2-Gesamtproteins einer Spleillvariante zeigten sich keine
Unterschiede bei den Linker Phospho-lsoformen, weder innerhalb einer Zelllinie noch zu
den Mittelwerten der anderen Zelltypen. H520 und H1975 wiesen im Vergleich zu den
weiteren Messwerten sowohl bei S2™ als auch bei $2°% hohe Standardabweichungen auf
(Abb. 11, C). Die gemittelten Signalintensitdaten der C-terminalen Phospho-Isoform lagen
in einem vergleichbaren Bereich wie bei pS2L vor. Hier waren die groften Abweichungen
bei S2f in H838-Zellen zu beobachten. Innehalb der ADC-Zelllinien gab es keine
Unterschiede der gemittelten Signalintensitditen beider SMAD2-Spliefvarianten. Im
Vergleich zu H520 zeigten A549 und H1650 signifikant niedrigere C-teminal
phosphorylierte S2°%%_Niveaus (Abb. 11, E). Ein signifikanter Einfluss dieser auf die
Verhiltniswerte von S2™ zu S2°% blieb jedoch aus (Abb. 11, F). Insgesamt war
festzustellen, dass trotz des wesentlich héheren Gesamtproteinniveaus von S2™ beide
Phospho-lsoformen der SMAD2-Spleillvarianten in vergleichbaren Anteilen nachweisbar

waren (Abb. 11, D + F).

Zusammenfassend zeigten die Ergebnisse, dass S27" die dominierende Proteinvariante in
NSCLC-Zelllinien ist und eine vergleichbare Abundanz in den Zelltypen vorlag. Die
Verhaltniswerte der SMAD2-Spleilvarianten waren hingegen heterogen aufgrund

unterschiedlicher S2°t*-Niveaus. Insbesondere in H1975 und H1650 waren ihnliche und
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hohere S2°F-Anteile nachweisbar. Interessanterweise fiihrten diese nicht zu signifikanten
Unterschieden im vergleich zu den anderen Zelllinien, wenn die SMAD2-Gesamtabundanz
(S2™ + 52°%) analysiert wurde (Abb. 10+ 11). Dariiber hinaus tragen beide Zelllinien
Mutationen im EGFR, somit konnte ein spezifischer genetischer Hintergrund
moglicherweise Einfluss auf die SMAD2-SpleiBvarianten haben. Des Weiteren waren in
allen untersuchten Zelllinien beide Proteinvarianten sowohl innerhalb der Linker-Domane
als auch am C-terminalen Motiv phosphoryliert. Weder die grundsatzlich héheren S2-
noch die héheren S2°**-Niveaus in H1975 und H1650 tangierten dabei pS2L oder pS2C
Auspragungen. Diese lagen in allen untersuchten Zelltypen in vergleichbaren Anteilen vor.
Als nachstes wurde untersucht, ob pS2L einen Einfluss auf das Gesamtiberleben von

NSCLC-Patienten hat.

3.3 Einfluss von SMAD2 Linker-Phosphorylierungen auf das Gesamtiiberleben von
NSCLC-Patienten

Um den Einfluss von SMAD2 Linker-Phosphorylierungen auf das Gesamt- und
krankheitsfreie Uberleben (disease-free survival; DFS) von NSCLC-Patienten (ADC + SQC)
zu untersuchen, wurden die Gewebe mittels mIHC analysiert. Neben Tumor- vs.
Stromaarealen wurden bei den Analysen erganzend Tumorbereiche (Zentrum vs. Rand)
berlicksichtigt, da eine Wachstumszunahme und Gewebeinvasion von Tumoren in der
vitalen Randregion zu vermuten war. Zur Charakterisierung von Tumor- und Immunzellen
wurden pan-Cytokeratin (panCK)- und CD45-Farbungen mitgefihrt. Als Mitose-Marker
fungierte phospho-Histon H3 (pHH3). Zunachst wurde die jeweilige Anzahl positiver
Zellen je mm? in Tumor vs. Stroma und Tumorzentrum vs. -rand analysiert und verglichen

(Abb. 12, A-D).
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Abb. 12: pS2L-, pHH3-, panCK- und CD45-positive Zellen/mm2 in Tumor vs.
Stroma und Tumorzentrum- vs. —rand von NSCLC-Geweben. (A-D) Die NSCLC-
Gewebe wurden mittels mIHC einer 4-plex-Farbung fir phospho-SMAD?2 Linker (A),
phospho-Histon H3 (B), pan-Cytokeratin (C) und CD45 (D) unterzogen. Es wurden
neben Tumor vs. Stroma ebenfalls Tumorbereche berilcksichtigt (Zentrum wvs.
Rand). Eine Signifikanzprifung der gemittelten positiven Zellen (xSD) erfolgte durch
eine one-way ANOVA mit Tukey’s post-hoc Test (p <0,001). (E) Reprasentative
mIHC-Farbung eines NSCLC-Gewebes des Tumorzentrums (VergroRerung 20x).
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Im Tumorgewebe liegt eine hhere Anzahl pS2L-positiver Zellen im Vergleich zum Stroma
vor
Wie erwartet zeigten die Marker zur Zellcharakterisierung im jeweiligen Vergleich eine

signifikant hohere Anzahl positiver Zellen fir panCK in Tumor- und fir CD45 in
Stromaarealen. Unterschiede zwischen den Tumorbereichen (Zentrum vs. Rand) waren
hingegen nicht feststellbar (Abb. 12, C+D). Des Weiteren lag eine signifikant hohere
Anzahl pS2L-positiver Zellen im Tumor vor, wenn diese zum Stroma verglichen wurden.
Innerhalb der Tumorareale gab es keine Unterschiede zwischen Tumorzentrum und -rand
(Abb. 12, A). GleichermalRen verhielt es sich fiir die Anzahl pHH3-positiver Zellen (Abb. 12,
B).

Eine héhere Anzahl pS2L-positiver Tumor- und Immunzellen hat einen negativen Einfluss
auf das Gesamtiiberleben

Fiir OS- und DFS-Analysen wurden konsolidierte Ergebnisse der Farbungen von Tumor vs.

Stroma und Tumorzentrum (Z) vs. —rand (R) beriicksichtigt (Abb. 13).
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Abb. 13: Einfluss von pS2L-positiven Zellen auf das Gesamt- und krankheitsfreie Uberleben von
NSCLC-Patienten. Fiir das Gesamt (OS)- und krankheitsfreie Uberleben (DFS) wurden sowohl
konsolidierte Ergebnisse(Y-Achsen) von Tumor vs. Stroma als auch Tumorzentrum (Z) vs. —rand (R)
analysiert. Die Berechnung der cutoffs erfolgte mittels R (survminer; optimized cutpoint). Ergebnisse
der Log-Rank-Tests mit p < 0,05 wurden als signifikant bewertet.

In nicht-mitotischen Tumorzellen (pHH3-negativ) des Zentrums zeigte eine hohere Anzahl
pS2L-positiver Zellen einen signifikant negativen Zusammenhang mit dem
Gesamtiliberleben. Auf das DFS gab es keinen signifikanten Einfluss. Fiir pHH3-negative
Tumorzellen des Tumorrands blieben signifikante Ergebnisse ebenfalls aus. Es waren
lediglich Tendenzen eines schlechteren Einflusses sowohl fiir das OS als auch DFS
erkennbar (Abb. 13, A). In mitotischen Tumorzellen (pHH3-positiv) ergab sich ein
dhnliches Gesamtbild. Alle Analysen fiir das OS und DFS blieben nicht signifikant (Abb. 13,
B). Hingegen zeigten tumorinfiltrierende-, nicht-mitotische Immunzellen (CD45-positiv,
pHH3-negativ) des Tumorzentrums eine entgegengesetzte Tendenz flir das OS zum
Tumorrand. Eine hohere Anzahl pS2L-postiver Zellen wirkte sich tendenziell positiv auf

das Gesamtiberleben aus, das Ergebnis blieb aber nicht signifkant. Eine hdohere Anzahl
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pS2L-positiver Zellen im Tumorrand hatte hingegen einen signifikant negativen Effekt auf
das OS und DFS. Ferner zeigte sich eine deutlichere Auftrennung der high- und low-
Gruppen beim Gesamt- im Vergleich zum krankheitsfreien Uberleben. Eine
Vergleichsanalyse unter Beriicksichtigung pHH3-positiver Zellen konnte aufgrund einer zu
geringen Anzahl nicht erfolgen (Abb. 13, C). Die Analysen des Stromas zeigten, dass nicht-
mitotische pS2L-positive Immunzellen sowohl in Bereichen des Tumorzentrums als auch —
rands einen signifikant negativen Effekt auf das Gesamtiiberleben hatten. Die Tendenz fir
das DFS stellte sich von Tumorzentrum und —rand gegensatzlich dar, die Ergebnisse
blieben aber nicht signifikant. Eine Analyse panCK-positver Zellen im Stroma war aufgrund

einer zu geringen Zellzahl nicht moglich (Abb. 13, D).

Insgesamt hatte die Anzahl pS2L-positiver Zellen einen starkeren Effekt auf das Gesamt-
als das krankheitsfreie Uberleben von NSCLC-Patienten. Alle signifikanten Ergebnisse
waren zudem negativ mit dem OS assoziiert. Insbesondere eine hohe Anzahl pS2L-
positiver Immunzellen standen in einem negativen Zusammenhang mit dem
Gesamtiliberleben. Diese Beobachtungen waren unabhidngig davon, ob diese
tumorinfiltrierend oder in Stromaarealen auftraten. Die Analysen machten deutlich, dass
neben einer SMAD2-Gesamtexpression ebenfalls Linker-Phosphorylierungen das
Gesamtiberleben von NSCLC-Patienten beeinflusst. Da insbesondere R-SMAD Linker-
Phosphorylierungen in anderen Karzinomen mit dem Zellwachstum in Verbindung stehen

(8) (9) (41), wurden diese in Zusammenhang mit dem Zellzyklus naher untersucht.

3.4 SMAD2 und Phospho-Isoformen in der Proliferation von NSCLC-Zellen

Ein zentrales Schlisselmerkmal von Krebszellen ist die Erlangung einer gesteigerten
Proliferationsfahigkeit (11). Des Weiteren werden in der Literatur Phospho-Isoformen von
R-SMADs mit dem Zellwachstum in Verbindung gebracht (12) (13) (46). Daher wurde
naher untersucht, ob und inwieweit SMAD2 Linker-Phosphorylierungen in NSCLC-Zellen
mit der Zellteilung assoziiert sind. Dafir wurden fiinf NSCLC-Zelllinien vor den DFZ-
Analysen mit verschiedenen CDK-Inhibitoren (CDK-I1.) oder Pirfenidon (PIRF) stimuliert.
Bei letzterem handelt es sich um ein zugelassenes Medikament, das bei der
idiopathischen pulmonalen Fibrose (IPF) Anwendung findet. Erst kiirzlich wurde durch

unsere Forschungsgruppe nachgewiesen, dass eine Behandlung von NSCLC-Zellen einen
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Zellarrest in der GO/G1-Phase sowie eine Reduktion von SMAD?2, -3-Niveaus bewirkt (30).
CDKs sind hingegen Schlisselregulatoren von Serin/Threonin-Kinasen, die ein
Fortschreiten der Zellteilung im Zusammenspiel mit den zyklisch exprimierten Cyclinen
regulieren und kontrollieren (Abb. 14).

~==  CDK1-
Abb. 14: Zellzyklusphasen in somatischen Zellen. S8, g B
‘ CDK1-

Die Abbildung stellt schematisch und vereinfacht g
die Hauptzellzyklusphasen in somatischen Zellen f "

dar. CDKs bilden mit den zyklisch auftretenden ‘
y

Cyclinen aktive Komplexe, um einen Ubertritt von
CDK2 -
Spezifische Cyclin/CDK-Komplexe ermdoglichen eine Transition von Restriktionspunkten

einer Zellzyklusphase in die Né&chste zu CyclinE
gewahrleisten (Abb. nicht anschlieBend; nach

(81)). Hinweise: CDKs = Cyclin dependet kinases; K
G1 = Gap 1; S = DNA-Synthese; G2 = Gap 2; M =

Mitose; GO = Ruhephase. T

und somit den Ubergang von einer Zellzyklusphase in die Nichste. Dabei werden die
Hauptzellzyklusphasen in Gap 1 (GO/G1), DNA-Synthese (S), Gap 2 (G2) und Mitose
unterteilt. In der vorliegenden Arbeit wurden Inhibitoren gegen CDK1, CDK2 und CDK4/6
eingesetzt, um mogliche Einflisse auf die SMAD2 Linker-Phosphorylierung zu
untersuchen. Letztere erméglichen den Ubergang von der G1- in die S-Phase. Kombinierte
CDK4/6-Inhibitoren werden bspw. als erganzendes Medikament (z. B. Palbocilib) fur die
Behandlung bei metastasiertem Brustkrebs eingesetzt. CDK2 tritt hingegen von der
spaten G1- Uiber die S-Phase bis hin zur friihen G2-Phase auf und interagiert insbesondere
mit Cyclin A und —E. Im Gegensatz dazu interagiert CDK1 insbesondere mit Cyclin B ab der

spaten G2- bis zum Ende der M-Phase (Abb. 14) (84).

3.4.1 Effekte von CDK-Inhibitoren und PIRF auf den Zellzyklus von NSCLC-Zellen

Um sicherzustellen, dass CDK-Inhibitoren bzw. PIRF einen ausreichenden Effekt auf den
Zellzyklus von NSCLC-Zelllinien hatten, wurden zunachst die prozentualen Zellanteile in
den Zellzyklusphasen bestimmt (Abb. 5). AnschlieBend wurden die Werte zu den
korrespondierenden Losungsmittelkontrollen verglichen. Ergdanzend wurden Medium-

Kontrollen zur Orientierung der basalen Zellzyklusverteilung mitgefiihrt (Abb. 15).
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Abb. 15: Effekte von CDK-Inhibitoren und PIRF auf den Zellzyklus von NSCLC-Zellen. Fiinf NSCLC-
Zelllinien wurden fir 24 h mit Inhibitoren gegen CDK1, -2 oder -4/6 (10 uM) bzw. PIRF
(1,5 mg/ml) stimuliert. Als Kontrollen wurden die entsprechenden Lésungsmittel der Substanzen
in den gleichen Volumina mitgefiihrt. Es wurden die prozentualen Anteile (+SD) der Zellen in den
Zellzyklusphasen GO/G1 (A), G2/M (B) und S (C) von je drei biologischen Replikaten ermittelt, die
sich aus jeweils drei gemittelten technischen Replikaten ergaben. Vergleiche erfolgten paarweise
mittels RM one-way ANOVA und Sidak’s post-hoc Test (p < 0,01).

CDK-Inhibitoren und PIRF beeinflussen Zellpopulationen in den Zellzyklusphasen

Wie erwartet flhrten die verschiedenen Behandlungen zu Verschiebungen der Zellanteile

in den entsprechenden Zyklusphasen. Eine Stimulation mit dem CDK1-Inhibitior

resultierte in allen Zelllinien in einen signifikanten G2/M-Arrest. Dies flihrte ebenfalls zu

signifikanten Abnahmen von Zellen innerhalb der GO/G1-Phase (Abb. 15, A + B). A549,
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H838 und H520 zeigten zudem signifikante Veranderungen in der S-Phase im Vergleich zu
den entsprechenden Kontrollen (Abb. 15, C). Ein ebenfalls einheitliches Ergebnis tber alle
Zelllinien hinweg ergab sich nach Stimulationen mit dem CDK4/6-Inhibitor (Palbociclib).
Die Behandlungen fiihrten zu gegenteiligen Effekten im Vergleich zum CDK1-Inhibitior.
Demnach kam es zu signifikanten Zellarresten in der GO/G1-Phase, der einen Riickgang
von Zellen innerhalb der S-Phase nach sich zog, ebenfalls mit signifikanten Veranderungen
bei allen Zelltypen (Abb. 15, A + C). H838, H1975 und H520 zeigten lberdies signifikante
Abnahmen von Zellen in der G2/M-Phase (Abb. 15, B). Eine Behandlung mit dem CDK2-
Inhibitor fihrte zu heterogenen Ergebnissen. Bei H838 und H520 kam es bspw. zu einem
Anstieg von Zellen in der GO/G1-Phase (Abb. 15, A.). In A549 und H838 wurden hingegen
signifikante Zunahmen von Zellen innerhalb der G2/M-Phase beobachtet (Abb. 14, B) und
bei A549, H838 und H520 waren signifikante Reduktionen von Zellen in der S-Phase
nachweisbar (Abb. 15, C). Hingegen blieben bei H1650 und H1975 signifikante
Beobachtungen aus. Nach PIRF Stimulationen bestatigte sich ein erwarteter GO/G1-Arrest
in allen Zelllinien (Abb. 15, A). AulRer bei H1975 zeigten sich zudem signifikant geringere
Zellanteile in der S-Phase (Abb. 15, C) und bei H838 zudem in der G2/M-Phase (Abb. 15,
B).

Insgesamt machten die Ergebnisse deutlich, dass die getesteten NSCLC-Zellen sensitiv auf
Stimulationen mit CDK-Inhibitoren und PIRF reagierten. Die gewdhlten Konzentrationen
sowie die Behandlungsdauer zeigten ausreichende Effekte in allen Zelllinien.
Insbesondere A549, H838 und H520 zeigten bei allen Behandlungen mindestens eine
signifikante Veranderung der prozentualen Zellanteile innerhalb einer Zellzyklusphase im

Vergleich zur entsprechenden Kontrollstimulationen.

3.4.2 Zellzyklusunabhdngige Analysen stimulierter NSCLC-Zellen

Die stimulierten NSCLC-Zellen wurden unabhangig vom Zellzyklus analysiert, um mogliche
Auswirkungen auf SMAD2-Gesamtprotein- und Phospho-Isoform-Niveaus zu untersuchen.
Wie beschrieben, wurden die Mittelwerte der Gesamtfluoreszenzintensitdten aus den
Histogrammen jeder Zelllinie extrahiert (Abb. 5) und zu den mitgefiihrten Kontrollen

verglichen (Abb. 16).
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Abb. 16: SMAD2 und Phospho-Isoformen in stimulierten NSCLC-Zelllinien. Abgebildet wurden die
mittleren Gesamtfluoreszenzintensitaten (+SD) fuir S2 total, pS2L und pS2C von fiinf NSCLC-Zelllinien
nach einer Stimulation mit CDK-Inhibitoren (10 uM) oder PIRF (1,5 mg/ml) (n=3). Ein Vergleich
erfolgte mittels RM one-way ANOVA und Sidak’s post-hoc Test (p <0,05) paarweise zur
entsprechenden Kontrollbehandlung.

CDK1-Inhibitior- und PIRF-Stimulationen beeinflussen S2 total bzw. SMAD2 Linker-
Phosphorylierungen

Wie Dbereits bekannt (2), zeigte sich ein signifikant geringeres SMAD2-
Gesamtproteinniveau nach PIRF-Behandlungen im Vergleich zu den Kontrollen in drei von
fiinf NSCLC-Zelllinien (Abb. 16, A, B+ D; li.). Fir H1650 und H520 ergaben sich gleiche
Tendenzen, die Unterschiede blieben jedoch nicht signifikant (Abb. 16, C+E; li.). Alle
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weiteren Stimulationen fiihrten in keiner Zelllinie zu signifikanten Veranderung der
SMAD2-Gesamtproteinabundanz. In A549, H838 wund H1975 ergab sich nach
Stimulationen mit dem CDK1-Inhibitor ein signifikanter Anstieg der SMAD2 Linker-
Phosphorylierung (Abb. 16, A, B + D; mittig). H1650 und H520 wiesen hingegen keine
Veranderungen auf (Abb. 16, C + E; mittig). Des Weiteren hatte kein Stimulanz Einfluss auf

die C-terminale Phospho-Isoform, unabhangig des Zelltyps (Abb. 16, A-E; re.).

Die Ergebnisse zeigten, dass eine Behandlung mit PIRF in drei Zelllinien zu einer Abnahme
des SMAD2-Gesamtproteins fuhrte. Einfllisse auf die Phospho-Isoformen waren hingegen
nicht nachweisbar. Im Gegensatz dazu fihrte ein induzierter G2/M-Arrest (CDK1-
Inhibitor) in den gleichen Zelltypen zu einem Anstieg von SMAD2 Linker-
Phosphorylierungen. Unter basalen Bedingungen befindet sich lediglich ein geringer
Anteil an Zellen in der Mitose. Daher wurde anscheinend erst durch den G2/M-Arrest
eine mogliche Assoziation von pS2L-Ereignissen mit der Mitose in NSCLC-Zellen
ersichtlich. Aufgrund dieser Beobachtungen wurden detailliertere Zellzyklus-basierte

Analysen durchgefiihrt.

3.4.3 Zellzyklusabhdngige Analysen unstimulierter und stimulierter NSCLC-Zellen

Aufgrund signifikant hoherer SMAD2 Linker-Phosphorylierungen nach einem induzierten
G2/M-Arrest wurden die Daten aus den NSCLC-Stimulationen nochmals in Abhangigkeit
des Zellzyklus analysiert. Dazu wurde die gating-Strategie angepasst, um Intensitatswerte
in der GO/G1- und G2/M-Phase getrennt voneinander zu analysieren (Abb. 5, E-F). Um zu
priifen, ob unter basalen Bedingungen verschiedene Niveaus von SMAD2-Zielstrukturen
vorlagen wurden die Fluoreszenzintensitaten von der GO/G1- zur G2/M-Phase in funf

NSCLC-Zelllinien analysiert und verglichen (Abb. 17, A+B).
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Abb. 17: SMAD2 und Phospho-Isoformen in der GO/G1- und G2/M-Phase unstimulierter NSCLC-Zellen.
(A) Abgebildet wurden die mittleren Fluoreszenzintensitdten (#SD; log,) innerhalb der GO/G1- bzw.
G2/M-Phase aus den DFZ-Analysen von fiinf NSCLC-Zelllinien (n = 3) flr S2 total, pS2L und pS2C (AF488).
Signifikanzprifungen erfolgte mittels gepaarter T-Tests (p < 0,05). (B) Die absoluten FC-Werte (GO/G1
vs. G2/M) der funf NSCLC-Zelllinien (n = 3) wurden als prozentuale Mittelwerte (+SD) abgebildet und
mittels RM one-way ANOVA mit Tukey’s post-hoc Test (p < 0,05) zueinander verglichen.

SMADZ2 und Phospho-Isoformen unterliegen dynamischen Verdnderungen wdhrend des
Zellzyklus

Die Analysen der Signalintensititen von der GO/G1- zur G2/M-Phase unstimulierter

NSCLC-Zelllinien ergaben ein einheitliches Bild fiir das SMAD2-Gesamtprotein und beide
Phospho-lsoformen. Die Niveaus flr alle drei SMAD2-Zielstrukturen nahmen von der
GO/G1- zur G2/M-Phase signifikant zu. Diese Beobachtungen wurden unabhéangig des
Zelltyps gemacht. Dariliber hinaus war dies auch der Fall, wenn das SMAD2-
Gesamtprotein per se niedriger vorlag, wie bei H1975 und H520 (Abb. 17, A; li.). Die
gemittelten Prozentwerte der Signalzunahmen von der GO/G1- zur G2/M-Phase unter
Berlicksichtigung aller Zelllinien ergaben 61,6 % (+12,6 %) fiir das SMAD2-Gesamtprotein
und 61,3 % (£5,2 %) fiir die C-terminale Phosphorylierung. Ferner ergaben sich fiir das
SMAD2-Gesamtprotein signifikante Unterschiede zwischen H838 und H1975 bzw. H520
sowie zwischen H1650 und H1975. Hier zeigten H838 und H1650 die geringsten und
H1975 und H520 die héchsten Zunahmen von der GO/G1- zu G2/M-Phase (Abb. 16, B; li.).
Die gemittelte prozentuale Zunahme der SMAD2 Linker-Phosphorylierung lag mit +143 %

(24,1 %) im Vergleich zu S2 total und pS2C 2,3-fach hoher vor. Signifikante Unterschiede
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beider Phospho-Isoformen zwischen den Zelllinien blieben hingegen aus (Abb. 17, B;

mittig + re.).

Die Ergebnisse der analysierten Proteinniveaus in den GO/G1- und G2/M-Phasen zeigten,
dass sowohl das SMAD2-Gesamtprotein als auch beide Phospho-Isoformen dynamische
Veranderungen wahrend der Proliferation erfahren. Dabei kam es in allen untersuchten
Zelllinien und bei allen drei SMAD2-Zielstrukturen zu Zunahmen. Die hochsten Zunahmen
konnten in allen untersuchten Zelltypen bei der SMAD2 Linker-Phosphorylierung
beobachtet werden. Zur Verifizierung der Ergebnisse wurden pS2L-Niveaus in A549-Zellen

mittels IFM in der Interphase und Mitose untersucht.

SMAD?2 Linker-Phosphorylierungen liegen in den Mitose-Phasen erhéht vor

Die Untersuchungen unstimulierter A549-Zellen zeigten in der Interphase geringe pS2L-
Signale, die als distinkte Punkte (ein bis zwei, selten auch drei) im Nukleus lokalisiert
waren (Abb. 17, A). Wie zuvor aus den zellzyklusabhangigen DFZ-Analysen hervorging,
bestagtigten sich hohere pS2L-Niveaus in den Mitose-Phasen. Dabei lag das
Intensitatssignal nach Eintritt in die Prophase hoher vor. In der Meta- und zur Anaphase
waren die héchsten pS2L-Niveaus detektierbar. Im Vergleich dazu zeigten Zellen die sich

in der Telophase befanden geringere SMAD?2 Linker-Phosphorylierungen (Abb. 18, B).
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Abb. 18: SMAD2 Linker-Phosphorylierungen in der Interphase und Mitose von A549-Zellen. (A) A549-
Zellen in der Interphase und schematische Abbildung der Zellzyklusphasen. pS2L-Signale (AF488; griin)
waren als distinkte Punkte im Nukleus (DAPI; grau) lokalisiert. (B) pS2L-Signale innerhalb der Mitose-
Phasen mit den hdchsten Intensitdten in der Meta- und Anaphase. (C) A549-Zellen in Interphase und
Mitose. Erhéhte pS2L-Signale in Meta- und Telophase (weille Pfeile, li.). VergréRerung (weiRer Kasten)
zeigt Metaphase mit punktueller pS2L-Detektion (weiRRe Pfeile, re.) neben der kondensierten DNA (DAPI,
blau). Actin Filamente wurden mittels Rhodamin-Phalloidin (TRIC; rot) dargestellt. Hinweise:
MaRstabsbalken = 50 um.

Die punktuellen Strukturen, die bereits in der Interphase beobachtet wurden blieben
auch wahrend der Mitose ersichtlich und erinnerten an die Mitosespindel und
Spindelpole (Centrosomen) (Abb. 18,C). Insgesamt legten die Analysen ein
zellzyklusabhangiges Auftreten von SMAD2 Linker-Phosphorylierungen nahe, die

insbesondere in den Mitose-Phasen deutlich erhoht vorlagen.

SMAD?2 Linker-Phosphorylierungen sind mit Pericentrin und phosho-Histon H3 kolokalisiert

Aufgrund der observierten punktuellen pS2L-Strukturen in direkter N&he der
kondensierten DNA wurden simultane Farbungen von A549-Zellen mit Pericentrin
durchgefiihrt. Bei Pericentrin handelt es sich um ein zentrales Protein der Centrosomen,
das an der Ausbildung der mitotischen Spindel beteiligt ist (85). Die detektierten Signale
zeigten eine Kolokalisation mit pS2L (hier: Metaphase) in A549-Zellen (Abb. 19, A). Im
gleichen Zuge wurden ebenfalls Doppelfarbungen mit dem Mitose-Marker phospho-
Histon H3 (Ser10) (pHH3) durchgefiihrt (86) (87). Wahrend fiir diesen wie erwartet

ausschlieRlich spezifische DNA-Regionen innerhalb der Mitose-Phasen (hier: Anaphase)
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detektiert wurden, war pS2L in der gesamten Zelle nachweisbar. Dariiber hinaus zeigte
sich ebenfalls eine partielle Kolokalisation von pS2L- und pHH3-Strukturen an den

kondensierten DNA-Regionen (Abb. 19, B).

2°AK-Kontr.
+
AF488 + DAPI

pS2L Vierged pS2L
DAPI A549 (40x) DAPI DAPI

Abb. 19: Kolokalisationen von Pericentrin und pHH3 mit pS2L in mitotischen A549-Zellen. (A)
Unstimulierte A549-Zellen (n = 3) zeigten eine Kolokalisation von Pericentrin (PCNT; rot; TRITC) und pS2L
(grun; AF488) als punktuelle Strukturen neben der kondensierten DNA (grau; DAPI). Hier gezeigt innerhalb
der Metaphase. (B) A549-Zellen (n =3) zeigten eine Kolokalisation von pS2L (AF488; griin) mit pHH3
(TRITC; rot) wahrend der Mitose. Hier dargestellt innerhalb der Anaphase. (C) Reprasentative
Sekundarantikdrper-Kontrolle der IFM-Farbungen mit TRITC (rot) und AF488 (griin) sowie der DNA (DAPI;
grau) einer A549-Zelle in der Metaphase.

Phospho-Histon H3 positive Zellen zeigen besonders hohe pS2L-Intensitéten

Eine nadhrere Untersuchung der DFZ-Daten zeigte ausschlieflich bei pS2L eine
Subpopulation von Zellen mit vielfach héheren pS2L-Signalintensitaten (2 4x10° = pS2L)
innerhalb der G2/M-Phase. Diese lagen unter Medium-Bedingungen in allen fiinf
Zelllinien in einem vergleichbaren prozentualen Anteil zur Gesamtpopulation vor. Fir
pHH3 waren ebenfalls dhnlich groRe Zellpopulationen innerhalb der G2/M-Phase
nachweisbar (Abb. 20).
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Simultane Farbungen der DFZ-Analysen wurden zur Prifung einer pHH3/pS2L-
Doppelpositivitat genutzt. Dafiir wurden pHH3"-Zellen durch ein gate erfasst und mittels
eines Histogramms pS2L-Fluoreszenzintensitat analysiert. pHH3*-Populationen zeigten
alle eine positive Verschiebung nach rechts mit Signalintensitaten fiir die SMAD2 Linker-
Phosphorylierung >4x10° (pS2L*) (Abb. 20, re.). Die Analysen verdeutlichten eine
Doppelpositivitdat von Histon H3- und SMAD2 Linker-Phosphorylierungen wahrend der
Mitose in unstimulierten Zellen. Aufgrund dieser Beobachtungen wurden die Einflisse der
CDK-Inhibitoren und PIRF auf pS2L*- und pHH3"-Zellen innerhalb der G2/M-Phase niher

untersucht.

SMAD?2 Linker-Phosphorylierungen korrelieren mit phospho-Histon H3 auch unter
Stimulationsbedingungen

Stimulationen mit dem CDK1-Inhibitor und der daraus resultierende G2/M-Arrest fihrten
zu signifikant gesteigerten Zellzahlen von pHH3"- und pS2L*-Populationen. Dies stellte sich
bei einer Behandlung der Zellen mit dem CDK2- und CDK4/6-Inhibitor gegensatzlich dar.
Stimulationen verhinderten sowohl Phosphorylierungen an den Serinresten der SMAD2
Linker-Domane als auch am Histon H3. Infolgedessen kam es bei beiden Zellpopulationen
zu signifikanten Rickgangen in der G2/M-Phase. Behandlungen mit PIRF zeigten leichte
Abnahmen beider Phosphorylierungsereignisse im Vergleich zu PBS. Diese waren jedoch
nicht signifikant (Abb. 21, A+B).
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Abb. 21: Korrelation von pS2L- und pHH3"-Zellpopulationen stimulierter NSCLC-Zellen. (A)
Exemplarisch abgebildet wurden die prozentualen Anteile pS2L" (grin)- und pHH3" (rot)-
Zellpopulationen in der G2/M-Phase nach Stimulationen mit CDK1, -2, und 4/6-Inhibitoren bzw. PIRF fir
A549-Zellen. (B) Die Zellzahlen von pS2L" und pHH3" wurden mittels RM one-way ANOVA und Sidak’s
post-hoc Test (p £0,05) von den Stimulationen zu den jeweiligen Kontrollen verglichen (n = 3). (C) Die
prozentualen Anteile von pS2L"- und pHH3"-Zellen der Stimulationen und Kontrollen (n = 24) wurden
einer Spearman Korrelation (p < 0,01; zweiseitig) unterzogen. Hinweise: pS2L" = Zellpopulation mit pS2L-
Intensititen 24x10°; pHH3" = Positive Zellpopulation fiir den Mitose-Marker phospho-Histon H3.

Um festzustellen, ob sich diese Beobachtungen insgesamt in allen flunf stimulierten

Zelllinien darstellten, wurden die prozentualen pS2L*- und pHH3"-Anteile einer Spearman

Korrelation unterzogen. Die Korrelationskoeffizienten wiesen einen starken und positiven

Zusammenhang beider Populationen auf und waren fiir alle Zelllinien signifikant. Der

gemittelte Wert aller Zelllinien betrug r = 0,9186 +0,0413 (Abb. 21, C).

Zusammenfassend zeigten die zellzyklusabhangigen DFZ-Analysen, dass sowohl SMAD2

als auch die Phospho-Isoformen mit der Proliferation assoziiert sind und Veranderungen

der Niveaus wahrend dieser erfahren. Davon waren

insbesondere SMAD2 Linker-
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Phosphorylierungen betroffen, fiir die sich eine Subpopulation mit vielfach héheren
Signalintensitidten innerhalb der G2/M-Phase zeigte (pS2L‘). Inhibierungen Zellzyklus-
relevanter Kinasen beeinflusten (iberdies die Anzahl pS2L*-Zellen in den G2/M-Phasen.
Dariiber hinaus zeigten alle unstimulierten Zelllinien eine hohe pS2L*/pHH3"-
Doppelpositivitdit von 291 %. Des Weiteren korrelierten pS2L"/pHH3*-Populationen
ebenfalls in stimulierten NSCLC-Zellen. Dabei war es unerheblich, ob Stimulationen pS2L*
bzw. pHH3" in der G2/M-Phase negativ oder positiv beeinflussten. Diese Beobachtungen
legten nahe, dass CDK1 oder nachgeschaltete Kinasen nicht bei einer Phosphorylierung
der Linker-Domane involviert sind. Den Ergebnissen zur Folge schienen demnach CDK2
und CDK4/6 bzw. deren Zielproteine an der Linker- als auch Histon H3 Phosphorylierung

beteiligt zu sein.

3.5 Substitution des SMAD2-Linker Serin-Tripletts in A549-Zellen (A549L°"")

Durch die bisherigen Analysen konnte ein erster Uberblick tber die SMAD2-
SpleiRvarianten und deren Phospho-Isoformen im NSCLC-Kontext gewonnen werden.
Dariber hinaus stellte sich ein negativer Zusammenhang mit dem Gesamtiiberleben dar,
wenn eine hohe Anzahl pS2L-positiver Zellen in NSCLC-Geweben vorlag. Des Weiteren
waren durch zellzyklusabhdngige Analysen hohere pS2L-Niveaus in den Mitose-Phasen
nachweisbar. Die Etablierung einer Modell-Zelllinie mit einer SMAD2-Linker Substitution
stellte daher eine zentrale Zielsetzung dieser Arbeit dar, um pS2L-abhangige Einfllsse auf
funktionelle zelluldre Prozesse wie bspw. Proliferation, Invasion und TGFB-Signal-
Prozessierungen zu untersuchen. Dieses Vorhaben wurde in einer DZL-Kooperation mit
den Forschungsgruppen ,Molekulare Kanzerogenese” von Herrn Prof. Georgios
Stathopoulos (CPC, Helmholtz-Zentrum Minchen) und , Angeborene Immunitdat” am
Forschungszentrums Borstel unter der Leitung von Herrn Prof. Dr. Holger Heine und
insbesondere in Zusammenarbeit mit Herrn Dr. Tim Vierbuchen realisiert. Da A549-Zellen
durch eine KRAS-Mutation mit dem MAPK-Signalweg verkniipft sind und Kinasen dieser
Signalkaskade wiederum zur Ausfiihrung von SMAD2 Linker-Phosphorylierungen befahigt
sind (9), wurde diese Zelllinie flr eine Substitution ausgewahlt. Dariiber hinaus zeigten
A549-Zellen ein gutes Ansprechen bei Stimulationen mit CDK-Inhibitoren bspw. in Form

von Zu- oder Abnahmen von pS2L*-Zellpopulationen innerhalb der G2/M-Phase.
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3.5.1 Verifizierung erfolgreicher SMAD2 Linker-Substitutionen in A549-Zellen

Einen wesentlichen Schritt innerhalb dieses Prozesses stellte die Verifizierung
erfolgreicher Substitutionen dar. Erste Screening-Analysen der Einzelzell-Kolonien zur
Ermittlung putativ erfolgreicher HDR-Ereignisse wurden durch eine eingefligte stille
Mutation ermoglicht. Diese erzeugte eine zusatzliche Schnittstelle fir das
Restriktionsenzym Heall. Dadurch konnten zwei potenzielle Zellklone (N1 #17; N1 #19)
ermittelt werden, die auf eine erfolgreiche HDR vermuten lieRBen. Beide zeigten eine
unverdaute Restbande sowie die beiden erwarteten kirzeren PCR-Fragmente (Abb.
22,A). Zur Bestatigung der PCR-Ergebnisse wurden Sanger-Sequenzierungen
durchgefiihrt. Eine erfolgreiche Substitution konnte nur fiir den Zellklon N1 #17 bestatigt

werden, der weiterfithrend mit A549L°*® bezeichnet wurde (Abb. 22, B).
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Abb. 22: Verifizierung erfolgreicher SMAD2-Linker Substitutionen in A549-Zellen. (A) Abgebildet
wurden zwei potenzielle Zellklone nach einem Haell-Verdau des Kolonie-PCR Fragments und
anschlieBender Trennung im Agarosegel (1 %) (n = 1). Beide Zellklone wiesen die erwarteten Banden von
467 bp und 256 bp auf. Dartiber hinaus war eine unverdaute Restbande (723 bp) ersichtlich. Die Hohe
schlecht sichtbarer Banden wurde mit einem ,,*“ markiert. (B) Zum Nachweis einer Insertion des repair
templates wurden beide Zellklone (A) einer Sanger-Sequenzierung unterzogen (n =1). Nur im Zellklon
N1 #17 wurde der erfolgreiche Austausch bestatigt (gelb hinterlegt). Der Zellklon wurde mit A549L°*°
bezeichnet (grau unterstrichen = Alanin-Triplett (vorherige Serine)); blau unterstrichen = stille
Mutationen; blau doppelt unterstrichen = stille Mutation und neue Haell-Schnittstelle). (C) Western
Blot-Analysen (n=3) von A549"7- und A549L°"-Zellen. Fir die Phospho-SMAD2-Linker Detektion
wurden der polyklonale pS2L- und drei monoklonale Priméarantikérper verwendet. Als Ladekontrolle
wurde B-Actin mitgefiihrt. (D) DFZ-Analysen von pS2L (AF488) in A549""-und A549L°"°-Zellen (n =3). Die
gemittelten Intensitatswerte (xSD) spezifischer Farbungen (schwarz) wurden zu den jeweiligen Isotyp-
Kontrollen (rot) mittels RM one-way ANOVA und Sidak’s post-hoc Test (p < 0,05) verglichen. (E) IFM-
Analysen von pS2L in A549""- und A549L°*°-Zellen (weiBe Dreiecke= Mitosen) (n = 1). Abgebildet wurde
ebenfalls die korrespondierende A549"T 2°AK-Kontolle (Kontr.); MalRstabsbalken = 100 um.
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Zum Nachweis fehlender SMAD2 Linker-Phosphorylierungen auf Proteinebene wurden
A549"T- und A549L°**-Zellen unter Medium-Bedingungen kultiviert und mittels Western
Blot-, IFM-, und DFZ-Analysen untersucht. Im Laufe der vorliegenden Arbeit waren
weitere monoklonale Antikérper gegen zwei einzelne Phosphorylierungsstellen
(pS2L S250; pS2L S255) und eine duale Phosphorylierung (pS2L S245/250) der SMAD?2
Linker-Domane kommerziell verfligbar. Die monoklonalen Primarantikérper wurden
zeitgleich genutzt, um die Spezifitdit der zuvor erhobenen Western Blot-Daten unter
Verwendung des polyklonalen pS2L-Antikorpers zu verifizieren. Alle verwendeten
Antikorper  zeigten einheitliche Ergebnisse und stark reduzierte Linker-

sub

Phosphorylierungen in A549L°"-Zellen (Abb. 22, C). Erganzend dazu wurden ebenfalls
DFZ-Analysen durchgefiihrt. Die extrahierten Gesamtsignale aus den pS2L- und Isotyp-
Histogrammen von A549"" und A549L°** wurden miteinander verglichen. Wahrend das
Ergebnis fir A549"T im Vergleich zum Isotyp signifikant erhéht war ergab sich kein
Unterschied bei A549L°"*-Zellen. Des Weiteren lagen beide Messwerte etwas hoéher vor
als in A549"". Dies kénnte auf unspezifische Bindungen schlieBen lassen (Abb. 22, D). Eine
IFM-Analyse beider Zelltypen zeigte ebenfalls einen erwarteten Unterschied der pS2L-
Intensitaten. Dieser wurde insbesondere bei mitotischen Zellen ersichtlich. Wie bei den
sub

DFZ-Analysen waren ebenfalls, wenn auch deutlich schwacher, pS2L-Signale in A549L

detektierbar (Abb. 22, E).

Zusammenfassend konnte von einer erfolgreichen Substitution ausgegangen werden. Die
durchgefiihrten Analysen auf Molekularebene lieferten klare Ergebnisse fiir den Zellklon
N1 #17 (= A549L°*®). Dies war ebenfalls auf Proteinebene der Fall, wenn diese zuvor
denaturiert wurden (Western Blot-Analysen). Erwartete Unterschiede zwischen A549"7
und A549L°"® waren auch mittels DFZ und IFM detektierbar. Es traten jedoch deutlich
schwiachere unspezifische Bindungen in Erscheinung. Diese standen moglicherweise mit
der Prozessierung in Zusammenhang, da beide Methoden keine Proteindenaturierungen

sub

vorsahen. Die etablierten A549L°""-Zellen wurden daher fiir weitere Analysen expandiert.

3.6 SMAD2 und Phospho-Isoformen in A549""- und A549L°**-Zellen

Um mogliche Veranderungen aufgrund einer fehlenden SMAD2 Linker-Phosphorylierung
naher zu untersuchen, wurden beide Zelllinien mit CDK-Inhibitoren und PIRF stimuliert.
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Fir eine basale Analyse wurden ebenfalls unstimulierte Zellen mitgefiihrt. Die
Untersuchungen erfolgten mittels Western Blots, um ebenfalls mogliche Auswirkungen
auf SMAD2-SpleiBvarianten zu bericksichtigen.

AE3

Fehlende Linker-Phosphorylierungen fiihren zu erh6hten S2°~°-Niveaus

Die statistische Auswertung zeigte nach einer Addition der Intensitatswerte beider

sub

Spleilvarienten ein signifikant hoheres SMAD2-Gesamtproteinniveau in A549L>"-Zellen.

Im Vergleich zu A549"7_Zellen nahm die Gesamtproteinabundanz um 48,2 % (+19,5 %) zu

(Abb. 23, B).
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Abb. 23: Abundanzen des SMAD2-Gesamtproteins und -SpleiRvarianten in A549""- und A549L°*-
Zellen. (A) Exemplarische Abbildung der S2 total Western Blot-Analysen (n=3) von A549"" und
A5491°*°, B-Actin wurde als Ladekontrolle mitgefiihrt. (B) Abgebildet wurden die addierten und
gemittelten S2™- und S2°%-Intensititswerte (+SD) von A549"" und A549L°° (n =3). Eine
Signifikanzprifung erfolgte durch einen gepaarten T-Test (p <0,01). (C) Dargestellt wurden die
mittleren Intesitatswerte der S2™- und SZAEa-SpIetiarianten (n = 3). Die statistische Analyse erfolgte
mittels RM one-way ANOVA und Sidak’s post-hoc Test (p < 0,01).

Bei einer Betrachtung beider SpleiBvarianten zeigte sich lediglich ein signifikanter
Unterschied von A549"" zu A549L°*® bei der kiirzeren SMAD2-SpleiRvariante, wobei diese
in A549L°""-Zellen hdher vorlag (Abb. 23, A). In Relation zum jeweiligen Gesamtprotein
lagen in A549"T Anteile von 94,6 % (+2 %) fur S2™ und 5,4 % (£2 %) fir S2°% vor. Im
Gegensatz dazu ergaben sich fir A549L°° Anteile von 48,2% (+2,9 %) fur S2™ und 51,8 %
(£2,9 %) fur S2°%. Im Vergleich zu A549V'-Zellen halbierte sich das S2™-Niveau, wahrend
die S2°%-Abundanz 10-fach erhéht war, wenn SMAD2 Linker-Phosphorylierungen
unterbunden wurden (Abb. 23, C).

pS2C wird durch eine fehlende Linker-Phosphorylierung nicht beeinflusst

sub

Die Analysen ergaben ein signifikant vermindertes pS2L-Niveau in A549L>"" im Vergleich

zu A549VT (Abb. 24, A), wahrend C-terminale Phospho-lsoformen durch fehlende Linker-

81



Ergebnisse

Phosphorylierungen nicht beeinflusst wurden. Diese waren in A549"T- und A549L%°-

Zellen vergleichbar ausgepragt (Abb. 24, B).
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Abb. 24: Phospho-Isoform Niveaus in unstimulierten A549""- und A549L°**-Zellen. Abgebildet wurden
exemplarisch die Western Blot-Analyen der Phospho-Isoformen fiir die Linker-Domane (A) und das C-
terminale Motiv (B) von A549"" und A549L°"° (n =3). Die addierten mittleren Intensitatswerte (+SD)
wurden statistisch mittels eines gepaarten T-Tests (p < 0,05) verglichen.

Die hoéhere S$2°%-Abundanz in A549L°° wirkte sich nicht auf die C-terminale
Phosphorylierung der einzelnen Spleillvarianten aus. Wie bereits in den vorangegangenen
Analysen verschiedener NSCLC-Zelllinien waren die Banden beider Phospho-Isoformen im

Vergleich zu S2 total schwacher ausgepragt (Abb. 24, B).

Insgesamt zeigten die Analysen, dass Zellen mit einer fehlenden SMAD2 Linker-
Phosphorylierung ein vielfach hdéheres S2"%_Niveau aufwiesen. Es zeigte sich eine
Zunahme des SMAD2-Gesamtproteins, wenn die Intensitatswerte der SpleiBvarianten
addiert wurden. Die C-terminale Phospho-Isoform war unverandert und wies zeitgleich
auf einen weiterhin intakten kanonischen TGFB-Signalweg hin. In den vorangegangenen
Analysen verschiedener NSCLC-Zelllinien zeigte sich insbesondere ein Einfluss auf pS2L-
Niveaus, wenn diese mit CDK-Inhibitoren stimuliert wurden. Des Weiteren waren SMAD?2
Linker-Phosphorylierungen mit der Mitose assoziiert. Zudem konnte bei einer Behandlung
mit PIRF ein Einfluss auf das SMAD2-Gesamtprotein nachgewiesen werden. Ob sich dies
gleichermaBBen in A549L°*"-Zellen darstellte, wenn keine Linker-Phosphorylierungen
erfolgen konnten wurde anhand weiterer Western Blot-Analysen untersucht. Zeitgleich

dienten diese als Validierung der DFZ-Daten.

CDK-Inhibitoren und PIRF beeinflussen Spleivarianten in A549"'", aber nicht in A549[ "

Die Western Blot-Analysen zeigten Uiberraschenderweise ein kostant erhéhtes Niveau der

SZAEa—SpIetiariante in A549L%°-Zellen, unabhangig von Stimulationen. Bei A549"" kam es
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AE3

zu einer Zunahme von S27°, wenn diese mit dem CDK4/6-Inhibitor behandelt wurden.

Hingegen fiihrten PIRF-Stimulationen zu stark reduzierten S2°%*-Banden (Abb. 24, A).
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Abb. 25: SMAD2-Spleivarianten in stimulierten A549""- und A549L°"-Zellen. Exemplarisch
abgebildet wurden die Western Blot-Analysen von A549"7 und A549L°*° (n=3) mit den
entsprechednen Stimulationen und Kontrollen fiir S2 total. (B) Gemittelte Verhaltniswerte (+SD) von
s2™ zu $2°% sitmulierter A549""- und A549L°*°-Zellen (n = 3). Die statistischen Prifungen erfolgten
paarweise mittels eines multiple T-Test und Sidak-Holm Korrektur (a = 0,05) bzw. mittels RM one-
way ANOVA und Sidak’s post-hoc Test (p <0,05) zwischen den Stimulationen und Kontrollen. (C)
Dargestellt wurden die gemittelten, zu den Kontrollen normalisierten S2 total Intensitatswerte (£SD;
log) der Western Blot-Analysen fiir S2™ und $2°% in A549""- und A549L°*-Zellen (n = 3). Statistische
Prifungen der jeweiligen Stimulationen erfolgten paarweise mittels one-way ANOVA und Sidaks
post-hoc Test (p < 0,05).

Statistisch bestétigten sich signifikante Unterschiede zwischen A549"" und A549L°* bei
den jeweiligen Verhaltniswerten von S27 zu S2°F2, Bei allen Bedingungen lag dieser in
A549VT-Zellen im Vergleich zu A549L5° signifikant héher vor, auRer wenn A549V'-Zellen
mit dem CDK4/6-Inhibitor stimuliert wurden. Eine Behandlung fiithrte in A549"-Zellen zu
einer S2°%-Zunahme. Infolgedessen kam es zu einem geringeren Verhiltniswert, der nicht

sub

langer unterschiedlich zu A549L°""-Zellen war. Bei einem Vergleich der Stimulationen zu
den korrespondierenden Kontrollen innerhalb einer Zelllinie ergab sich ein signifikanter
Unterschied in A549"T wenn die Zellen mit PIRF stimuliert wurden. Der erhohte
Verhiltniswert war auf einen Rickgang der S2°%-SpleiRvariante zuriickzufiihren. Fir
A549L°°-Zellen wurden keine signifikanten Unterschiede ermittelt, unabhéngig von
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Stimulationen (Abb. 24, A + B). Bei einem direkten Vergleich der Stimulationseinfliisse auf
die jeweiligen SMAD2-SpleiRvarianten stellte sich in A549"T ein leichter, aber

signifikanter Riickgang von 27 nach einer Stimulation mit dem CDK2-Inhibitor dar. Diese

AE3 AE3

hatte jedoch keinen Einfluss auf S27°. Im Gegensatz dazu war eine Abnahme von S2
nach Behandlungen mit PIRF nachweisbar. Hingegen fiihrte eine Stimulation mit dem
CDK4/6-Inhibitor zu signifikanten $2%83_zunahmen. S2™ war weder nach CDK4/6-Inhibitor-

noch PIRF-Stimulationen von Verdanderungen betroffen (Abb. 24, C).

CDK-Inhibitoren beeinflussen pS2L-Niveaus in A549"7

Ein direkter Vergleich von pS2L war aufgrund fehlender Linker-Phosphorylierungen in
A549L5°-Zellen nicht méglich. Da insgesamt sehr schwache S2°%-Banden vorlagen,

wurden die Intensitatswerte zu einem Gesamtsignal addiert (Abb. 26, A + B).
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Abb. 26: SMAD2 Phospho-Isoformen in stimulierten A549""- und A549L°""-Zellen. (A) Exemplarisch
abgebildet wurden die Western Blot-Analysen stimulierter A549"" (pS2L) und A549L°"° (pS2L & pS2C)
mit den Kontrollen (n =3). Als Ladekontrolle fungierte B-Actin. (B) Addierte und gemittelte pS2L-
Intensititswerte (+SD; log) der Western Blots in A549"-Zellen (n=3). Statistische Vergleiche
erfolgten paarweise mittels one-way ANOVA und Sidak’s post-hoc Test (p<0,05) zu den
entsprechenden Kontrollen. (C) Auswertung der gemittelten normalisierten pS2C Intensitdtswerte
(+SD) der Western Blot-Analysen in A549"" und A549L°*° (n = 3). Statistische Prifungen erfolgten
paarweise mittels one-way ANOVA und Sidak’s post-hoc Test (p < 0,05).
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Es zeigten sich signifikante Zunahmen von pS2L nach Stimulationen mit dem CDK1-
Inhibitor. Bei Stimulationen mit dem CDK4/6-Inhibitor stellten sich im Vergleich zu den
Kontrollen hingegen signifikante Abnahmen von pS2L-Signalintensitaten dar.
Behandlungen mit dem CDK2-Inhibitor zeigten einen tendenziellen Rickgang- und
Behandlungen mit PIRF tendenzielle Zunahmen von pS2L. Beide Ergebnisse blieben

jedoch nicht signifikant (Abb. 26, B).

pS2C bleibt nach Stimulationen in A549" und A5491°“° unveréndert

Insgesamt waren beide SMAD2-Spleivarianten auch unter Stimulationsbedingungen
unabhangig von einer Linker-Phosphorylierung in A549"T und A5491°*° vergleichbar
ausgepragt (Abb. 26, A). Signifikante Beobachtungen zwischen den Zelltypen blieben fiir

die C-terminale Phosphorylierung bei allen Stimulationen aus (Abb. 26, C).

Zusammenfassend ergaben die Western Blot-Analysen vergleichbare Ergebnisse zu den
DFZ-Analysen stimulierter A549""_Zellen. Erganzend wurde bei dem Nachweis des
SMAD2-Gesamtproteins festgestellt, dass S2°% bei einer Behandlung mit PIRF im
Gegensatz zur PBS-Kontrolle stark reduziert war. S2™ war hingegen nicht von

83 Niveau nach einer

Veranderungen betroffen. Im Kontrast dazu nahm das S2
Stimulation mit dem CDK4/6-Inhibitor zu. Auch hier ergaben sich keine Verdanderungen
bei S2™ im Vergleich zur Kontrolle. Dies stellte sich bei Stimulationen mit dem CDK2-
Inhibitor anders dar. Hier kam es zu einer geringen, aber signifikanten S2™-Abnahme in
A549""-7Zellen. Fur die SZAE3—SpIetiariante waren hingegen keine Veranderungen
ersichtlich. Bei den SMAD2 Linker-Phosphorylierungen traten durch Stimulationen mit
dem CDK1- bzw. CDK4/6-Inhibitor kontrare Ergebnisse auf. Wenn A549""-Zellen mit dem
CDK1-Inhibitor stimuliert wurden, kam es zu einer Zunahme von pS2L, wahrend sich bei
Stimulationen mit dem CDK4/6-Inhibitor reduzierte Niveaus darstellten. Bei Stimulationen
mit dem CDK2-Inhibitor und PIRF kam es zu keinen signifikanten Veranderungen von
pS2L-Signalintensitaten. Dies zeigte sich ebenfalls bei den C-terminalen

Phosphorylierungen, hier blieben die Niveaus bei allen Stimulationen vergleichbar

bestehen.

sub AE3_

Uberraschenderweise zeigte sich bei A549L°*°-Zellen ein manifestiert héheres S2

Niveau im Vergleich zu A549"". Die Verhiltnisse beider SpleiRvarianten setzten sich in
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A5491°**-Zellen anndherned unverindert mit 1:1 zusammen, unhanhangig von
Stimulationen. Fir C-terminale Phosphorylierungen ergaben sich trotz einer hdheren
$2°2_Abundanz keine Unterschiede bei den Stimulationen bzw. zu A549"". Aus den
Analysen wurde deutlich, dass sich durch Stimulationen mit dem CDK4/6-Inhibitor in
A549""-Zellen hnliche Verhiltnisse der SMAD2-Spleifvarianten zu A549L°*-Zellen
abbildeten. Darlber hinaus lieR sich daraus ableiten, dass Beeinflussungen von SMAD2
Linker-Phosphorylierungen nicht alleine ausschlaggebend fir erhéhte S2°%*-Niveaus sein
konnten. Diese traten bspw. in den DFZ-Analysen sowohl bei Stimulationen mit dem
CDK2- als auch CDK4/6-Inhibitor in A549""-Zellen auf. Die Ergebnisse legten nahe, dass
spezifische Zielstrukturen durch PIRF bzw. CDK4/6 aktiviert oder inhibiert wurden und
sich dadurch entsprechend héhere oder geringere S2°%-Niveaus ergaben. Als Nichstes
wurde daher untersucht, ob sich insbesondere die unterschiedlichen S2°-Niveaus in
A549"T-und A549L°**-Zellen ebenfalls auf mRNA-Ebene abbildeten. Ergdanzend wurde in
silico analysiert, ob SMADZ2-Transkriptexpressionen der langen bzw. kurzen SMAD2-
SpleiBvariante einen unterschiedlichen Einfluss auf das Gesamt- und krankheitsfreie

Uberleben haben.

Hohe S2°5-Expressionen haben einen negativen Einfluss auf das Gesamtiiberleben in ADCs

Aufgrund stark unterschiedlicher Proteinniveaus der kurzen SMAD2-SpleiRvariante in
A5491°°°-  jm Vergleich zu A549""-Zellen wurde untersucht, ob die spezifischen
Transkriptexpressionen einen unterschielichen Einfluss auf das Gesamt- und
krankheitsfreie Uberleben in NSCLC-Patienten haben. Zu diesem Zweck wurde die

GEPIA2-Datenbank verwendet (Abb. 27).
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Abb. 27: Einfluss von $2™'- und SZAB-Expressionen auf das Gesamt- und krankheitfreie Uberleben von
NSCLC-Patienten. Unter Verwendung der GEPIA2-Datenbank wurden die Einfliisse von $2™ und $2°%-

Expressionen auf das Gesamt (OS)- und krankheitsfreie Uberleben (DFS) in ADC- (A) und SQC-Patienten
(B) in silico analysiert und mittels Kaplan-Meier Kurven angebildet. Eine Trennung der high- und low-
Gruppen erfolgte anhand des 75. Quartils. Ergebnisse der Log-Rank-Tests mit p <0,05 wurden als
signifikant bewertet und sind in den Abbildungen hinterlegt. Hinweise: $2™ = SMAD2 full length*; $2°8 =
SMAD?2 ,delta Exon 3.

Die Analysen ergaben einen signifikant negativen Einfluss hoher $2°®-Expressionen in
ADCs bis etwa 60 Monate, wahrend SZFL—Transkriptniveaus keinen Einfluss auf das
Gesamtiiberleben hatten. Fiir das krankheitsfreie Uberleben zeichtete sich die gleiche
Tendenz in ADCs ab, das Ergbebnis blieb aber nicht signifikant. Hingegen zeigten sich in
ADCs ebenfals| keine signifikanten Einflisse von $2™-Expressionen auf das DFS (Abb. 27,
A). Bei den SQCs blieben insgesamt alle Analysen nicht signifikant, die Kurvenverlaufe
stellten sich jedoch im Vergleich zu ADCs heterogener dar. Insbesondere beim DFS
zeigten die Kurven eine deutlichere Auftrennungen zwischen 10-50 Monate, wobei
geringere S2™-Expressionen einen negativen Einfluss zeigten. Ahnlich heterogen stellte
sich dies fiir das OS und DFS ab etwa 50 Monate dar, wenn hohe Transkriptexpressionen

der kurzen SpleiRvariante S2°¢° vorlagen (Abb. 27, B).

Die Analysen machten deutlich, dass es insbesondere fiir das Gesamtiiberleben bei ADC-
Patienten einen signifikanten Unterschied gibt, je nachdem welche SMAD2-Spleillvariante
exprimiert wird. Dabei wurde ein negativer Einfluss hoher Expressionen der kurzen S2°E.
Transkriptvariante bei ADCs festgestellt. Darlber hinaus verdeutlichte dies, dass SMAD2-
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SpleiBvarianten moglicherweise unterschiedliche Funktionen erfiillen und nicht als
redundant angesehen werden kdnnen. Da die Niveaus der SMAD2-SpleiRvarianten auf
Proteinebene in unstimulierten A549""- und A549L°“®-Zellen stark unterschiedlich

vorlagen, wurde gepriift, ob sich dies gleichermaRen auf mRNA-Ebene darstellte.

SMAD2-Spleifvarianten sind posttranskriptionell requliert

Aufgrund stark erhohter $2°%-Proteinniveaus in A549L5°- im Vergleich zu A549""-Zellen
wurden Exon 3 (E3)-lUberspannende Primer erstellt. Dadurch wurde eine Unterscheidung
beider Transkripte anhand der Basenpaarlangen ermdglicht (Abb. 3, C). Die E3-Struktur
innerhalb der MH1-Domane weiRt eine Lange von 90 bp auf. Infolgedessen wurde fiir s2ft
ein Amplikon mit 362 bp und fiir $2°% ein kiirzeres mit einer Linge von 272 bp erwartet

(Abb. 28; oben).
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Abb. 28: Transkripte von SMAD2- < <

SpleiRvarianten in A549""- vs. A549L°*"- cDNA & S2FL
Zellen. Exemplarisch  wurden die
Ergebnisse der RT-PCR zur + € S20E3

Transkriptidentifizierung von s2™ und
s2°2 in A549"- und A549L°"-Zellen
abgebildet (n=3) (oben). Eine
statistische Analyse der gemittelten
Intensitatswerte (+SD) erfolgte durch
eine RM one-way ANOVA mit Sidak’s E GH %
post-hoc Test (p < 0,05) (unten). FL AE3 FL AE3
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Die Amplikons zeigten die erwarteten Doppelbanden und entsprechenden
FragmentgroRen (bp) in beiden Zelllinien (Abb. 28, oben). Entgegen der Erwartung gab es
keine Unterschiede in den Intensitdtswerten der Transkripte. Trotz eines wesentlich
héheren S2°%-Proteinniveaus in A549L°°-Zellen waren die Expressionen beider

Transkriptvarianten vergleichbar mit A549"" (Abb. 28; unten).

Zur Verifizierung korrekter Transkripte wurden die Banden aus dem Agarosegel extrahiert
und sequenziert. Die Gelextraktionen der gepoolten cDNAs auf entsprechender
Bandenhthe bestdtigen nach einem Abgleich der Sequenzen korrekt amplifizierte
Transkripte. Fur die kurze S2°63-Bande lag sowohl fir A549"" als auch A549L°"° ein 10 %

hoherer query coverage (QC)-Wert vor als fiir S2™. Bei den ldngeren PCR-Fragmenten war
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der QC-Wert noch deutlicher von dem des SZAE3—Transkripts getrennt. Dies traf ebenfalls

fiir beide Zelllinien zu (Tab. 24).

Tab. 24: Ergebnisse NCBI BLASTn der SMAD2-Transkriptidentitaten.

Zelllinie Bande extrahiert QC-Wert mRNA 1+2 QC-Wert mRNA 3
[bp] (s2™) [%] (52°%) [%]
A5491*" 272 89 99
A5491°" 362 98 61
A549"" 272 79 89
A549"" 362 91 57

QC = Query coverage

Die Analysen lieBen auf posttranskriptionelle Regulationen von SMAD2-SpleilRvarianten

L“® ergaben sich

schlieRen. Trotz eines vielfach hoheren S2°%-Proteinniveaus in A549
keine signifikanten Unterschiede zu A549"T wenn Transkriptexpressionen verglichen
wurden. Ahnlich abweichende Beobachtungen wurden bereits zuvor in Mausgeweben
beschrieben (15). Als nachstes sollte geprift werden, ob sich Unterschiede zu tumorfreien
AECIl und T-Zellen gesunder Spender auf Proteinebene zu A549""- und A549L°*"-Zellen

zeigten.

3.7 SMAD2 und Phospho-Isoformen in Priméarzellen (AECIl und T-Zellen)

Die bisher gewonnen Ergebnisse entstammten ausschlieRBlich einem malignen Zell-
Kontext. Daher wurden Niveaus des SMAD2-Gesamtproteins und Phospho-Isoformen
ebenfalls in Alveolarepithelzellen Typ Il (alveolar epithelial cells type II; AECII) untersucht,
die aus tumorfreien Lungengeweben gewonnen wurden. Des Weiteren wurde das
Spektrum durch eine Extraktion von T-Zellen gesunder Spender erweitert. Dies diente
zum einem dem Vergleich von malignen und tumorfreien Epithelzellen der Lunge. Zum
anderen konnten die epithelialen Ergebnisse zu gesunden T-Zellen verglichen werden, die
einem anderen Keimblatt entstammen. Wie bereits aus den mlIHC-Analysen deutlich
wurde, hatte eine héhere Anzahl pS2L-positiver Immunzellen einen negativen Einfluss auf
das Gesamtliberleben von NSCLC-Patienten (Abb. 13). Dartiber hinaus konnten die
gewonnenen T-Zellen durch eine CD3/CD28-Aktivierung expandiert werden. Letzteres
ermoglichte es nochmals ein besonderes Augenmerk in benignen Zellen auf SMAD2

Linker-Phosphorylierungen wahrend der Zellteilung zu legen.
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AECI| zeigen im Vergleich zu A549"" und A5491°*° geringere C-terminale s2ft-
Phosphorylierungen

AECIl zeigten ahnliche S2™- und S2°F-Niveaus im Vergleich zu A549"7_Zellen. Beide
Zelltypen unterschieden sich lediglich signifikant im Vergleich zu A549L°*° aufgrund
geringerer $2°%-Niveaus (Abb. 29, A + B).

A $ ;§ 8.0x10°¢
- S 0x .
S2 total & J? 5’ | o e |
Medium < T < 6.0x10

4.0x10% |
L]

.
2.0x10¢ —+ .
0

Phcin - - - 2.5-1051 o0

S24€E3 2> -

2
v
Intensitat
S2 total
|’_. +_
R
Cot—

® S2FL
> b% O S24€3
0
C D 5.0410%
psaL 4.010" _I_ L
.10%
s> TR Se— — o

20104 o

1.010%

o

S20€3 >

pacin > D —"

Intensitat
pS2L

E F 8.010¢
ps2C ::fé 6.0x10* .
20

S2FL c o %

S20€3 > g o Lo ge
B-Actin > - -v - 2010 i

3
%0 %%

A549WT  AECII  A549L%b

Abb. 29: SMAD2-SpleiRvarianten und Phospho-Isoformen in AECII. (A, C + E) Exemplarisch
abgebildet wurden die Ergebnisse der Western Blot-Analysen von AECII, A549""- und
A5491°°-Zellen (n=3) fur S2total, pS2L und pS2C. Als Ladekontrolle wurde B-Actin
verwendet. (B, D+F) Die gemittelten Intensitaitswerte (xSD; n=3) der SMAD2-
SpleiBvarianten wurden mittels one-way ANOVAs und Tukey’s post-hoc Tests (p < 0,05)
verglichen. Hinweise: n.d. = Nicht detektiert.

Es konnten unabhangig von den Spleilvarianten keine signifikanten Unterschiede in AECII
im Vergleich zu A549"" ermittelt werden (Abb. 29, C+D). Hingegen waren C-terminale
Phosphorylierungen an S2™ in AECII signifikant geringer ausgepragt als in A549""- und
A5491°°-Zellen. Bei S2°F lagen hingegen vergleichbare pS2C-Niveaus in allen Zelltypen
vor (Abb. 29, E + F).
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5253 st in T-Zellen nicht nachweisbar

Nachdem T-Zellen aus gesunden Spendern extrahiert und expandiert wurden, erfolgten
zunachst CD3/CDA45 Doppelfarbungen durchgefiihrt, um die Reinheit der Zellpopulationen
zu Uberprifen. Sowohl nicht-aktivierte als auch aktivierte T-Zellen zeigten eine
Doppelpositivitdit von 2>92%. Zudem waren deutliche Verschiebungen in den
Histogrammen der spezifischen Farbungen im Vergleich zu den Kontrollen ersichtlich

(Abb. 30, A).
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Abb. 30: Reinheit, Zellzyklusanalysen sowie SMAD2-SpleiRvarianten
und Phospho-Isoformen aktivierter und nicht-aktivierter T-Zellen
gesunder Spender. (A) Reprasentative DFZ-Analysen der CD3
(AF647)/CD45 (AF488)-Doppelfarbungen (n = 3) zur Bestimmung der
Reinheit extrahierter T-Zellen. (B) Abgebildet wurden die gemittelten
prozentualen Anteile (£SD) aktivierter und nicht-aktivierter T-Zellen
(n=3) in den Zellzyklusphasen GO/G1, G2/M und S.
Signifikanzpriifungen erfolgten anhand gepaarter T-Tests (p <0,01).
(C) Exemplarisch abgebildet wurden die Western Blot-Analysen fiir
S2 total, pS2L und pS2C in nicht-aktivierten und aktivierten T-Zellen
(n=3). Als Ladekontrolle wurde B-Actin verwendet. (D) Statistische
Auswertung der gemittelten Intensitdtswerte (+SD) der Western Blot-
Analysen (C) (n =3). Signifikanzpriifungen erfolgten mittels gepaarter
T-Tests (p £0,05). Hinweise: TZ = T-Zellen; n-a = Nicht-aktiviert; a =
Aktiviert.
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Zum Nachweis erfolgreicher CD3/CD28-Aktivierungen wurden die prozentualen Anteile
innerhalb der Zellzyklusphasen ermittelt. T-Zell-Aktivierungen fihrten zu signifikant
reduzierten Zellzahlen in der GO/G1- und zu signifikanten Zunahmen in der G2/M- und S-
Phase (Abb. 30, B). Auffallig war, dass in T-Zellen unabhangig erfolgter Aktivierungen
keine $2°%-Niveaus nachweisbar waren. Gleiches konnte in nicht-aktivierten T-Zellen fur
die SMAD2 Linker-Phosphorylierung festgestellt werden (Abb. 30, C). Dariber hinaus
nahmen alle drei Niveaus der analysierten SMAD2-Zielstrukturen in Folge von CD3/CD28-
Aktivierungen signifikant zu (Abb. 30, D). Insbesondere Signalintensitdaten von aktivierten

T-Zellen lagen in vergleichbaren Bereichen wie bspw. in A549"-Zellen vor.

Insgesamt zeigten die Analysen, dass in T-Zellen von gesunden Spendern unabhangig
einer Aktivierung die kiirzere SpleiRvariante 52 nicht nachweisbar war. Fir das SMAD2-
Gesamtprotein und die C-terminale Phosphorylierung ergaben sich Zunahmen der bereits
unter nicht-aktivierten Bedingungen vorliegenden Niveaus nach einer CD3/CD28-
Aktivierung. Dies zeigte sich fir die Linker-Phoshorylierung insoweit gegensatzlich, dass
diese unter nicht-aktivierten Bedingungen nicht nachweisbar war. Hingegen stieg das
pS2L-Signal nach einer CD3/CD28-Aktivierung an. Dabei erfolgten SMAD2 Linker-
Phosphorylierungen ebenfalls ausschlieRlich an S2™. Ob ein alleiniger Riickschluss von
pS2L-Ereignissen auf die Proliferation zuldssig war, sollte anhand der folgenden

funktionellen Assays von A549L°"° vs. A549"T tiberpriift werden.

3.8 Funktionelle Zellanalysen von A549"" vs. A5491°*°

Fir eine erste Anndherung, ob und inwieweit SMAD2 Linker-Phosphorylierungen in
zentrale funktionelle Zellprozesse involviert sind, wurden verschiedene vergleichende
Analysen zu A549""-Zellen vorgenommen. Neben einer Bestimmung der
Proliferationsrate und Zellzyklusphasen wurden ebenfalls Experimente zur Beurteilung

von Migration, Invasion sowie zum Kloniebildungspotenzial durchgefiihrt (Abb. 31).

A5491°“°- proliferieren langsamer als A549""-Zellen

Durch die bisherigen Ergebnisse wurde deutlich, dass SMAD2 Linker-Phosphorylierungen

in malignen und benignen Zellen mit dem Zellzyklus assoziiert war. Daher wurden sowohl
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Zellzyklusanalysen als auch Untersuchungen zur Proliferationsrate mittels simultaner

DAPI- und CellTrace™-Fluoreszenzfarbungen durchgefiihrt (Abb. 30, A-C).
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Abb. 31: Funktionelle Zellanalysen von A549L " vs. A549"".Die Zellen wurden fiir alle Analysen
unter Medium-Bedingungen kultiviert. (A) Schematische Abbildung des CellTrace™ Proliferations-
Assay Prinzips mit abnehmender Farbstoffintensitat je Zellgeneration (G1-3). Dargestellt wurden
reprasentative A549"T Histogramme (overlay) eines Start- und Endzeitpunktes der
Fluoreszenzmessungen. (B) Gemittelte normalisierte CellTrace™-Fluoreszenzintensitdten (+SD) in
Prozent fiir A549L°"° und A549"". Letztere fungierten als Kontrolle (= 100 %). (C) Vergleichende
Zellzyklusanalysen mittels DFZ der simultanen DAPI-Farbungen aus dem Proliferations-Assay (B)
von A5491°°- und A549""-Zellen. (D) Prozentuale Mittelwerte invasiver Zellen (+SD) des mit
Matrigel (ECM) erweiterten Transwell-System (E). (E) Schematisch abgebildet wurde das Transwell-
System mit Matrigel (ECM) zum Vergleich der Invasionsfahigkeit. (F) Gemittelte normalisierte
Daten des Wundheilungs-Assays in Prozent (+SD). Als Kontrolle fungierte A549"T (= 100%). (G)
Reprdsentative Darstellung der DAPI-Farbungen (hellgrau) aus den Wundheilungs-Assays zur
Ermittlung der freien Flachen nach 24 h. (H) Schematische Abbildung zur Ermittlung des
Koloniebildungspotenzials in Soft-Agar. Die schwarzen Kreise zeigen die zuvor festgelegten Well-
Regionen aus denen die Aufnahmen erfolgten (li.). (I) Vergleich der Anzahl gebildeter Kolonien in
Soft-Agar (H) von A549L°*° vs. A549"7. Hinweise: Alle Vergleiche der Mittelwerte (+SD) erfolgten
mittels eines gepaarten T-Test (p < 0,05) von drei bzw. vier biologischen Replikaten.
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Es zeigte sich eine Reduktion der Proliferationsrate von 9 % (+2,9 %), wenn SMAD?2 Linker-
Phosphorylierungen in  A549L%°-Zellen ausblieben (Abb. 31, B). Signifikante
Verdnderungen zeigten sich ebenfalls bei den prozentualen Zellanteilen innerhalb der
G2/M-Phase, die im Vergleich zu A549WT signifikant reduziert waren. Des Weiteren lagen

tendenziell mehr Zellen in der S-Phase vor, eine Signifikanz blieb jedoch aus (Abb. 31, C).

A549[°* zeigen Aufrechterhaltung der Invasions- bei herabgesetzter Migrationsfédhigkeit

Die Fahigkeit zur Invasion ermoéglicht es Zellen, die ECM zu durchdringen und ist ein
entscheidendes Merkmal von Krebszellen. Dadurch wird eine Ausbreitung Uber die
Lymph- und BlutgefaBe zur Kolonisierung benachbarter Gewebe und anderer Organe
erreicht. Der grundlegende Prozess wird als karzinogene EMT bezeichnet und tragt zur
Metasatasierung und Malignitat bei. Auch wenn die Invasion dem grundlegenden Prozess
der Migration entspringt, ist dieser davon abzugrenzen. Migration findet ebenfalls in
benignen Zellen bspw. wahrend der Embryonalentwicklung oder Wundheilung statt.
Dennoch gehen oftmals beide Prozesse in Krebszellen einher (88) (89). Zum Vergleich der
Invasionsfahigkeit wurde zur Nachbildung einer ECM Matrigel verwendet, das zwei
Kompatimente in Form eines alpikalen- und basalen Wells voneinander trennte (Abb. 31,
E). Die statistische Auswertung lieR keine Unterschiede bei der Invasionsfihigkeit
erkennen. Beide Zellentypen hatten eine dhnliche Invasionsrate von 19,6 % (+4,8 %) und
20,7 % (+4,8 %), unabhangig einer SMAD2 Linker-Phosphorylierung (Abb. 31, D). Im
Gegensatz dazu war die Migration von A5491°"°- jm Vergleich zu A549V-Zellen um 43,3 %
(£18,8 %) signifikant herabgesetzt (Abb. 31, F + G).

A5491°"°-Zellen behalten ihr Koloniebildungspotenzial

Ein weiteres Merkmal transformierter Zellen ist die Fahigkeit von Teilpopulationen
Kolonien unabhédngig einer festen Oberfliche zur Adharenz auszubilden (70). Daher
wurden beide Zelllinien auf Soft-Agar beschichteten Platten ausgebracht (Abb. 31, H). Es
zeigten sich vergleichbare Mittelwerte fir die Koloniebildung. A549"'- bildeten 27,8
(+11,7) und A549L°*-Zellen 31,0 (+14,2) Kolonien aus (Abb. 31, 1).

Die funktionellen Zellanalysen zeigten eine verminderte Proliferationsrate und reduzierte

Zellzahl innerhalb der G2/M-Phase, wenn keine SMAD?2 Linker-Phosphorylierung erfolgte.
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Dariliber hinaus zeigte sich eine deutlich verlagsamte Migration, wenn SMAD2 Linker-
Phosphorylierungen konstitutiv unterbunden wurden. Im Gegensatz dazu waren
Invasions- und Kolonieformationseffizienzen im Vergleich zu A549VT-Zellen unveréandert.
Eine Abnahme der Malignitat war somit lediglich partiell ersichtlich. Ableitend aus diesen
Ergebnissen ergab sich die Frage nach pS2L-assoziierten regulatorischen Einfliissen in
NSCLC-Zellen. Daher wurden weiterfihrend Array-Analysen auf verschiedenen

biologischen Ebenen durchgefihrt.

3.9 Untersuchungen zu regulatorischen Einflissen von SMAD2 Linker-
Phosphorylierungen mittels Array-basierter Verfahren

Basierend auf den Ergebnissen der funktionellen Zellanalysen sollte untersucht werden,
welche Zielstrukturen von fehlenden SMAD2 Linker-Phosphorylierungen betroffen bzw.
mit welchen zelluldren Prozessen diese assoziiert sind und dariber hinaus, auf welchen
biologischen Ebenen diese erfolgen. Daher wurden verschiedene Array-basierte
Verfahren zur Untersuchung eingesetzt, um ein moglichst weites Spektrum abzudecken
und verschiedene zelluldare Ebenen zu bericksichtigen. Die differenziellen Ergebnisse der
Array-Analysen wurden als heatmaps abgebildet (Abb. 32, B-D) und im weiteren Verlauf
einer Gene Ontology Biological Process (GO_BP)-Anreicherungsanalyse unterzogen. Die
Ergebnisse differenzieller Proteinexpressionen und Zielstrukturen von Kinaseaktivitaten

wurden aufgrund der gleichen Analyseebene zusammengefasst (Abb. 32, A+D).
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Abb. 32: Heatmaps Array-basierter Analysen verschiedener biologischer Ebenen von A549""
vs. A5491°"°, (A) Die schematische Abbildung gibt Aufschluss Uber die untersuchten
biologischen Ebenen mit den korrespondierenden Array-basierten Verfahren von A549"" vs,
A5491°*° zur Ermittlung phospho-SMAD2-Linker assoziierter Regulationen. (B) Differenzielle
Methylierungen wurden mittels eines gepaarten T-Tests (p <0,0001) mit einer BH multiple
testing correction (FDR < 0,05; delta >0,25) ermittelt und hierarchisch geclustert. (C)
Differenziell exprimierte Gene wurden mittels eines moderated T-Test (p < 0,05) und einer BH
multiple testing correction (FDR < 0,05; FC > 2) ermittelt. Die normalisierten Signale wurden
anschlieBend hierarchisch geclustert und abgebildet. (D) Differenzielle Kinaseaktivitdten (li.)
und Proteinexpressionen (re.) wurden jeweils mittels eines gepaarten multiple T-Test (p 0,05;
FDR < 0,05) statistisch geprift und hierarchisch geclustert. Die grauen Pfeile deuten auf den
Informationsfluss als auch Mechanismen zellularen Riickkopplungen hin. Hinweise: FC = Fold
change.
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Fehlende pS2L-Ereignisse fiihren zu differenziellen Methylierungen und Genexpressionen
sowie zu Verénderungen von Proteinniveaus und Kinaseaktivitéten

Epigenetische Modifikationen gehoren zu den grundlegenden Mechanismen von
Genregulationen, die nicht in einer direkten Veranderung der DNA-Sequenz begriindet
sind. Hierbei kommt es zu Methylierungen von Cyaninen (C) innerhalb sog. CpG-Inseln.
Hypomethylierungen kdnnen bspw. zu einer Reaktivierung reprimierter Gene fihren,
wahrend Hypermethylierungen einen gegenteiligen Effekt bewirken. Verdanderte
Methylierungsmuster konnen somit neben anderen Mechnismen (z. B. miRNAs)
Genexpressionen und infolgedessen regulatorische Prozesse beeinflussen (90) (91) (92).
Die Methlomanalysen ergaben 5186 differenzielle Methylierungen von CpG-Loci, wenn
keine SMAD?2 Linker-Phosphorylierungen erfolgten. Davon waren 1677 Loci hyper- und
3507 Loci hypomethyliert (Abb. 32, B). Dartber hinaus wurden durch
Transkriptomanalysen 342 signifikant differenzielle Genexpressionen bei einem Vergleich
von A549L°°- zu A549“"-Zellen ermittelt. Davon waren 115 hoch- und 227
herunterreguliert (Abb. 32, C). Des Weiteren ergaben Untersuchungen von 84
krebsassoziierten Proteinen sieben erhdhte Proteinniveaus (= 25 %), wenn in Zellen keine
Linker-Phosphorylierung am SMAD2 erfolgte. Hingegen wurden keine signifikant
verminderten Proteinniveaus detektiert (Abb. 32, D; re.). In komplexen Prozessen ist
oftmals nicht nur die blofSe Anwesenheit eines Proteins ausreichend, sondern bendtigt fir
eine biologische Aktivitat spezifische posttranslationale Modifikationen wie bspw.
Phosphorylierungen (93) (94). In Folge einer unterbundenen Linker-Phosporylierung
waren lediglich verdnderte Protein-Tyrosin-Kinase (PTK)-Aktivitaten feststellbar, die in
einem Bereich von 20-40% lagen. Im Vergleich zu A549"Zellen waren drei
Zielstrukturen hoéher- und 13 geringer phosphoryliert (Abb. 32, D; li.). Hingegen blieben
Zielproteine  von  Serin/Threonin-Kinasen  von  signifikanten  Verdnderungen

ausgenommen.

Deutlich wurde durch das breite Spektrum Array-basierter Verfahren, dass fehlende
SMAD?2 Linker-Phosphorylierungen Verdanderungen auf verschiedenen zelluldaren Ebenen
nach sich ziehen. Fir eine Untersuchung phospho-SMAD2 Linker-abhangiger Prozesse

wurden die Daten GO_BP-Anreicherungsanalysen unterzogen.
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3.9.1 Datenfusion und Anreicherungsanalysen differenzieller Zielstrukturen Array-
basierter Experimente

Aufgrund einer geringeren Anzahl untersuchter Zielmolekiile auf den Protein- und Kinase-
Arrays im Vergleich zu den Methylom- und Transkriptom-Experimenten wurden
signifikante Ergebnisse mit direkten und indirekten Interaktoren angereichert. Zu diesem
Zweck wurde die STRING Datenbank verwendet. Dariiber hinaus visualisiert die
Datenbank Netzwerke der eingefligten als auch erweiterten Listen und stellt diese zum
download zur Verfligung. Das expandierte Netrzwerk wurde fiir die folgende GO_BP-

Analyse verwendet (Abb. 33).
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Abb. 33: Expansion signifikant differenzieller Zielmolekiile der Protein- und Kinase-Arrays von A549""- vs,
A549L°*°-Zellen mittels STRING DB. Abgebildet wurde das mittels STRING DB erstellte Netzwerk signifikant
unterschiedlicher Zielstrukturen aus den Protein- und Kinase-Arrays (li.) von A549"" vs. A5491°°, Fiir die
Erweiterung des Netzwerks wurde ein confidence score von 0,5 gewahlt. Insgesamt wurden in erster Ebene
(1™ shell) 50 und in zweiter (2nd shell) weitere 10 Interaktoren zugelassen. Die output-Liste (re.) wurde
exportiert und fir die GO_BP-Anreicherungsanlyse verwendet. Die Verbindungsstarken innerhalb der

Netzwerke spiegeln den Daten-support wider.

SMAD?2 Linker-Phosphorylierungen beeinflussen Entwicklungs- und
Differenzierungsprozesse

Die Datenanalysen erfolgten mittels der GSEA MSigDB unter Berticksichtigung von GO_BP
terms. Die jeweils signifikanten ,top 50 hits“ wurden anschlieBend in einem Venn
Diagramm Uberlagert. Dadurch wurde ersichtlich auf welchen biologischen Ebenen
spezifische Verdnderungen auftraten und ob es Uberschneidungen gab. AnschlieRend
wurden die GO _BP terms aus dem Venn Diagramm exportiert und mit den
entsprechenden FDR g-Werten abgeglichen. Korrespondierende FDR g-Werte der drei

biologischen Ebenen wurden als heatmaps dargestellt. Darin abgebildet wurden die
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anteilig signifikant angereicherten GO_BP terms aus den Analysen (k) zur annotierten

Anzahl (K) als Quotient (k/K) (Abb. 34).
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Abb. 34: GO_BP-Anreicherungsanalysen differenzieller Zielstrukturen von A549"" vs. A549L°*°
verschiedener biologischer Ebenen. (A) Venn Diagramm differenzieller GO_BP terms aus den Methylom
(M)-, Transkriptom (T)- und Protein (P)-Daten Array-basierter Verfahren (vergl. Abb. 32) von A549"T s,
A5491°*°, (B-C) Farblich im Hintergrund dargestellt wurden die signifikanten FDR g-Werte (<0,05) der
GO_BP terms. Darin abgebildet wurden die Quotienten (k/K) der anteilig am gesamten GO_BP Set
angereichterten terms aus den jeweiligen Analysen. Die Spalten beziehen sich auf das Venn Diagramm, die
Ebenen dariber geben Aufschluss in wie vielen und aus welchen Analysen die Ergebnisse resultierten (vergl.
(A)). Hinweise: k = Anzahl signifikant angereicherter GO_BP terms der Analysen; K = Gesamtanzahl

annotierter GO_BP terms.
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Signifikant angereicherte GO_BP terms aus den Methylom (M)-, Transkriptom (T)- und
Protein (P)-Daten zeigten 16 Ubereinstimmungen (Abb. 34, A). Diese beinhalteten
uberwiegend regulatorische Prozesse (9/16) wie bspw. ,,regulation of metabolic process”,
“regulation of protein phosphorylation process” und “regulation of phosphorous
metabolic process”. Ebenfalls fanden sich die GO_BP terms ,,neurogenesis“ und , neuron
differentiation” sowie zur ,biological adhesion”, ,locomotion“ und ,cell motility” in allen
drei untersuchten biologischen Ebenen wieder (Abb. 34, B). Letzteres war mit den
Beobachtungen einer herabgesetzten Migrationsfahigeit von A549L°*° konform (Abb. 31,
F+G). Bei den Ubereinstimmungen aus 2 Ebenen zeigten sich insgesamt 19
Uberschneidungen, die sich mit M vs. T=6, M vs. P =6 und T vs. P = 7 gleichmaRig verteilt
darstellten. Hier fanden sich vermehrt angereicherte GO_BP terms zur neuonalen
Entwicklung wie ,regulation of nervous system development” und ,neuron development®”.
Ebenfalls traten signifikante Ergebnisse fiir Signalwege in Erscheinung wie bspw.
Jregulation of MAPK cascade” und ,transmembrane receptor protein tyrosine kinase
signaling pathway“ (Abb. 34, C). Die exklusiv signifikanten GO_BP terms aus M, T oder P
beinhalteten ebenfalls Entwicklungs-, Differenzierungs- und morphogenetische Prozesse.
Auf Transkriptebene gab es zudem Unterschiede, die auf embryonale Entwicklung und -
Morphogenese schlielen lieBen. Zudem traten signifikante GO_BP terms der
Detoxifikation, anorganischen Verbindungen und zelluldre Reaktionen auf Zink und
Kupfer auf (Abb. 34, D). Die k/K-Quotienten waren (iber die gesamte Analyse relativ
konstant, der geringste Wert betrugt 0,02 und der hochste 0,29. Durchschnittlich ergab
sich fur alle untersuchten Ebenen ein k/K-Quotient von 0,052 (+0,02) und entsprach

damit 5,2 % (+2 %).

Die Ebenen Ubergreifenden Analysen lieRen insbesondere eine Assoziation von SMAD2
Linker-Phosphorylierungen mit Prozessen der neuronalen Morphogenese, -
Differenzierung und -Entwicklung zu. Darliber hinaus waren die differenziellen Ergebnisse
der Array-Daten fiir GO_BP terms der zellularen Adhasion, Zellmotilitdat und Wachstum
signifikant angereichert. Dies stand in Einklang mit den vorherigen Ergebnissen
funktioneller Untersuchungen hinsichtlich einer beobachten Veranderung der Migration
und Proliferation, wenn keine Linker-Phosphorylierungen erfolgen konnten. Des Weiteren

zeigten die differenziellen Transkriptom-Daten signifikante Ergebnisse fiir embryonale
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883 steht mit der

Entwicklung und Morphogenese. Insbesondere die SpleiRvariante S2
Embryogenese in einem engen Zusammenhang (15) (57), daher waren die Ergebnisse in
anbetracht des manifestiert erhéhten S2°%-Niveaus in A549L°**-Zellen plausibel. Die
differenziellen Zielstrukturen waren ebenfalls signifikant angereichert fir GO_BP terms
des MAPK-Signalwegs, der im Besonderen KRAS assoziiert ist. Zur Uberpriifung der

Datenkosistenz wurden die Array-Daten zusammengefiihrt und einer KEGG-

Signalweganalyse unterzogen.

Differenzielle Zielstrukturen sind mit EGFR-TKI Resistenz assoziiert

Fir eine Signalweganalyse wurden alle signifikanten differenziellen Zielstrukturen von
A54915° vs. A549™T zu einer Gesamtliste fusioniert (Abb. 34, A). Eine Abfrage erfolgte
web-basiert mittels STRING DB, wobei Daten verschiedener Plattformen zur Verfliigung
gestellt werden. Fir eine Signalweg-Anreicherungsanalyse wurde auf die Kyoto

Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG)-Datenbank zurlickgegriffen.

Die differenziellen interagierenden Zielstrukturen waren insgesamt fiir 24 Ergebnisse der
KEGG-Datenbank signifikant angereichert (Abb. 34, B). Darunter befanden sich bspw. der
MAPK-, RAS- und HIF1-Signalweg sowie Zielstrukturen, die mit einer endokrinen- und
EGFR-TKI Resistenz in Verbindung standen. Fiir letztere ergaben sich durch eine
Uberlagerung im Venn Diagramm 7 herunter- und 9 hochregulierte Zielstrukturen in

A549L°°- im Vergleich zu A549""-Zellen (Abb. 34, C).
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Abb. 35: KEGG-Analyse differenziell interagierender Zielstrukturen von A549L°" vs. A549"". (A)
Schematische Abbildung zur Datenfusion Array-basierter Ergebnisse (A549LSUb vs. A549"7) fiir
eine KEGG-Analyse (FDR <0,05) mittels STRING DB. Bei der Abfrage wurden keine weiteren
Interaktoren zugelassen und ein confidence score von 0,5 gewahlt. (B) Signifikante KEGG-
Ergebnisse wurden anhand der k/K-Quotienten absteigend sortiert und abgebildet. (C) Venn
Diagramm zur Ermittlung differenziell regulierter Zielstrukturen der KEGG-Annotationen zur
EGFR-TKI Resistenz (griin). Angegebene Regulationen (blau { ; rot 1) beziehen sich auf A549L°"°
im Vergleich zu A549"". Hinweise: k = Anzahl differenziell regulierte Zielstrukturen der Array-
Analysen; K = Gesamtanzahl annotierter Zielstrukturen im KEGG-pathway; M = Methylom; T =
Transkriptom, P = Protein.
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Grundsitzlich ist bekannt, dass KRAS-Mutationen in A549"" zu EGFR-TKI Resistenzen wie
bspw. gegen Gefitinib flihren, da EGFR-unabhangig eine konstitutive Aktivierung des
RAS/RAF/MAPK-Signalwegs vorliegt (95). Darliber hinaus waren ebenfalls signifikante
Anreicherungen von  Zielstrukturen vorhanden, die mit Tumoren des
Zentralnervensystems (Glioma) assoziiert waren. Diese Ergebnisse standen in Einklag mit

signifikant angereicherten GO_BP terms wie bspw. zur Neurogenese.

Insgesamt zeigte die KEGG-Analyse parallelen zu den signifikant angereicherten GO_BP
terms insbesondere in Bezug auf neuronale Prozesse, dem MAPK- und Tyrosin-Kinase

Signalweg. Eine Aktivierung und Etablierung von bypass tracks wie bspw. durch eine
105



Ergebnisse

Uberexpression von AXL, TGFA oder FGFs sind bekannte EGFR-unabhingige
Mechanismen einer erworbenen Resistenz bei Behandlungen EGFR-TKI sensitiver NSCLCs
(96). Andererseits fanden sich ebenfalls herabgesetzte Regulierungen wie bspw. fiir BCL2.
Wobei hohe Expressionen in ADCs mit einer ldngeren Uberlebenszeit in Zusammenhang
stehen (97). Darlber hinaus ist bekannt, dass S2°%* als vorherrschende SMAD2-
SpleiBvariante in Hirngeweben von Mausen vorliegt und wahrend der Gehirnentwicklung
differenziell exprimiert wird (98). Aufgrund eines signifikanten Ergebnisses zu Gliomen
und neuronalen Prozessen wurden die Expressionen von s2™- und 52AE3—Transkipten in

silico analysiert.

SZAEg-Transkripte sind in Gliomen signifikant héher exprimiert

Fur eine Untersuchung der Expressionen von S2* und $2° wurden in silico Analysen
mittels der GEPIA2-Datenbank durchgefiihrt. Die NSCLC (ADC + SQC)-Analysen ergaben
weder eine signifikant differenzielle Expression der langen noch der kurzen SMAD2-
Variante im Vergleich zu Normalgeweben. Die beiden verfligbaren Datensatze der Gliom-
Entitdaten glioblastoma multiforme (GBM) und low grade glioma (LGG) zeigten hingegen
eine signifikant hohere S2°5*-Expression (Abb. 35, A).
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Abb. 36: Einfluss differenziell exprimierter Gene von A549"" vs. A549L°" und deren Einfluss auf
das OS und DFS von NSCLC- und Gliom-Kohorten. Die Datenanalysen erfolgten in silico mittels der
GEPIA2-Datenbank. (A) S2™- und $2°-Transkriptexpressionen in NSCLCs (ADC + SQC) und Gliomen
(GBM + LGG) im Vergleich zu den jeweiligen Normalgeweben. Signifikanzniveaus wurden mittels
one-way ANOVA (p < 0,01) analysiert. (B) Signifikant differenziell regulierte Gene aus den Methylom
(M)- und Transkriptom (T)-Analysen von AS549L°*° vs. A549"" wurden mit most differential survival
genes (MDSGs) der Gliome (GEPIA2; cutoff 75. Quartil; 500 Gene je Glioma-Entitat) durch ein Venn
Diagramm ermittelt. (C) Einfluss von hoch- und herunterregulierten Genen (B) auf das Gesamt- (OS)-
und krankheitsfreie Uberleben (DFS) der NSCLC- und Gliom-Gruppe. Hinweise: ADC =
Adenocarcinoma; SQC = Squamous cell carcinoma; GBM = Glioblastoma multiforme; LGG = Low
grade glioma.

Im nachsten Schritt wurden die most differential survival genes (MDSG) fiir GBM und LGG
Uber GEPIA2 ermittelt. Mittels eines Venn Diagramms wurden die signifikant differenziell
herauf- und herunterregulierten Genen aus den Methylom- und Transkriptomanalysen

von A5491°"° vs. A549WT abgeglichen (Abb. 36, B). Die ermittelten Listen herauf- und

107



Ergebnisse

herunterregulierter Gene wurden auf das OS und DFS der NSCLC- und Gliom-Gruppe
getestet. Dabei zeigten signifikant heruaufregulierte Gene sowohl in der NSCLC- als auch
Gliom-Gruppe einen signifikant negativen Einfluss auf das Gesamt- und krankheitsfreie
Uberleben. Darunter befanden sich bspw. GJB2, G0S2, CCNB1 und SPHKI. In beiden
Tumorgruppen trennten sich die Kurven beim Gesamtiiberleben deutlicher auf im
Vergleich zum krankheitsfreien Uberleben. Die herunterregulierten Gene hatten keinen
signifikanten Einfluss auf das OS und DFS bei NSCLCs. Bei den Gliomen gab es hingegen
einen signifikant positiven Zusammenhang mit dem Gesamt- und krankheitsfreien

Uberleben (Abb. 35, C).

Die Analysen zeigten, dass Gliome signifikant erhohte S2°*-Transkiptniveaus im Vergleich
zu den Normalgeweben aufwiesen. Die kurze SMAD2-Spleivariante lag ebenfalls in
Proteinlysaten von A5491°*°-Zellen héher vor (Abb. 22), aber nicht auf mRNA-Ebene
(Abb. 26). Interessanterweise zeigten die in silico Analysen der NSCLCs eine geringere
Transkriptexpression von $2™ zu den Normalgeweben. Bei einem Vergleich von A549"T-
Zellen zu AECIl aus tumorfreien Lungengeweben waren die Niveaus hingegen auf
Proteinebene vergleichbar (Abb. 28). Die differenziell regulierten Gene aufgrund der
fehlenden SMAD2 Linker-Phosphorylierung zeigten wiederum exklusive
Ubereinstimmungen mit MDSGs von GBM und LGG. Dies bestatigte die zuvor erhaltenen
Ergebnisse der KEGG-Analyse, die eine signifikante Anreicherung fiir Gliome bei einer
fehlenden SMAD?2 Linker-Phosphorylierung ergab (Abb. 34). Insbesondere die in A549L°°
heraufregulierten Gene hatten sowohl bei der NSCLC- als auch Gliom-Gruppe einen
signifikant negativen Einfluss auf das OS und DFS. Eine fehlende SMAD2 Linker-
Phosphorylierung beeinflusst den Ergebnissen zur Folge neuronal-assoziierte
Zielstukturen. Ob sich fehlende SMAD2 Linker-Phosphorylierungen auch auf andere

zellulare Prozesse auswirkten, wurde anhand der Transkriptom-Daten gepriift.

SMAD?2 Linker-Phosphorylierungen beeinflussen Genexpressionen die mit EMT-,
Zellmotilitdt- und Embryonalentwicklung assoziiert sind

Um naher zu untersuchen, ob und inwieweit fehlende SMAD?2 Linker-Phosphorylierungen

spezifische Prozesse auf mRNA-Ebene beeinflussen wurden drei reprasentative Genlisten
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Uber GSEA MSigDB bezogen und mit den differenziellen Daten der Transkriptome (A549"
vs. A549L°"°) abgeglichen (Abb. 36, A-C).

HALLMARK_EPITHELIAL
— — GO_CELL_MOTILITY
A MESENCHYMAL THANSITION B _CELL_| C GO_EMBRYO_DEVELOPMENT
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Abb. 37: Differenzielle Genexpressionen von assoziierten Genen mit EMT, Zellmotilitit und

Embryonalentwicklung in A549L°**- vs. A549""-Zellen. Genexpressionen unstimulierter A549L°**- und

A549""-Zellen wurden mit relevanten Genen fiir EMT (A), Zellmotilitat (B) und Embryonalentwicklung
(C) auf signifikant differenzielle Regulationen mittels moderated T-Tests (p < 0,05) mit BH multiple
testing correction (FDR 0,05) analysiert. Normalisierte Expressionsdaten wurden mittels ClustVis
hierarchisch geclustert und als heatmaps dargestellt. Die Referenzlisten wurden tber die GSEA MSigDB
bezogen und deren Bezeichnungen iiber den heatmaps angegeben.

Da insbesondere EMT einen TGFB-assoziierten Prozess darstellt (65) wurde geprift, ob
fehlende Linker-Phosphorylierungen Auswirkungen auf assoziierte Gene hatten, obwohl
Linker-Domanen kein direktes Substrat des TBR-Komplexes darstellen (48) (99) (100). Des

SU_7ellen untersucht,

Weiteren wurde aufgrund einer verlangsamten Migration von A549L
ob relevante Gene der Zellmotilitat von differenziellen Regulationen betroffen waren. Die
letzte Analyse ergab sich aus der signifikanten Anreicherung von GO_BP terms fir
Embryonalentwicklung. Des Weiteren wurden héhere S2°%-Niveaus in A5491°*-Zellen

analysiert, die bspw. ebenfalls in X. laevis Embryonen nachgewiesen wurden (57). Die
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ermittelten Zielstukturen wurden einem hierarchischen Clustering unterzogen (Abb. 36,

A-CQ).

Interessanterweise zeigte die Analyse EMT-assoziierter Gene differenzielle Regulationen,
wenn SMAD2 Linker-Phosphorylierungen unterbunden waren. Im Vergleich zu A549""
waren 13 Genexpressionen herunter- und 26 heraufreguliert. Es fanden sich bspw.
niedrigere Transkriptionsniveaus flur SLC6A8, LUM und GREM1. Gegensatzlich stellte sich
dies bspw. fiir Genexpressionen von COL5A1, PLOD2; BDNF und MMP2 dar. Diese waren
in A549L°"*-Zellen héher exprimiert (Abb. 36, A). Wie bereits durch die Ergebnisse der
Migrationsanalysen vermutet, bestatigten sich ebenfalls differenzielle Expressionen von
relevanten Genen der Zellmotilitat. In A549L°"° waren 23 Genexpressionen herauf- und 36
herunterreguliert. Zu ersteren gehorten bspw. /L33 und EGFR. Ein herabgesetzes
Transkriptionsniveau lag dagegen bspw. fiir TWIST1 sowie ONECUT1 und -2 vor (Abb. 36,
B). Unterschiede konnten ebenfalls bei Genen analysiert werden, die mit
Embryonalentwicklung assoziiert waren. Neben einer heraufregulierten GSC-Expression
zeigte sich dies ebenfalls fiir die Homeobox-Gene HOXD9 und HOXC10, wahrend andere
Transkriptionsniveaus der gleichen Genfamilie wie bspw. HOXA2 und -3 herunterreguliert

waren (Abb. 36, C).

Insgesamt bestadtigte ein Abgleich mit bekannten Zielstrukturen spezifischer zelluldrer
Prozesse signifikant verdanderte Genregulationen aufgrund fehlender SMAD2 Linker-
Phosphorylierungen. Insbesondere die Tatsache, dass sich ein Fehlen dieser in A549°°-
Zellen auch auf TGFB-assoziierte Prozesse auswirkte, gab Anlass fir weitere

Untersuchungen zur Liganden Prozessierung und Signalwegsintegritat.

3.9 TGFB-Signalwegsintegritdt und Liganden Prozessierung in A5491°*"- und A549"'-
Zellen

Die folgenden Untersuchungen sollten Aufschluss zur Prozessierung von TGFB-Signalen in
A549"T- und A549L°**-Zellen geben. Des Weiteren sollte dadurch gepriift werden, ob der
kanonische Signalweg und das SMAD2-Protein trotz einer SMAD2 Linker-Substitution
intakt waren. Zum anderen wurden die Analysen als Antikérper-Kontrolle genutzt, da C-

terminale Phosphorylierungen direkt vom TBR-Komplex vermittelt werden. Durch TGFB1-
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Stimulationen wurden daher bei einem intakten kanonischen TGFB-Signalweg hohere
Signalintensitaten flr pS2C erwartet. Darliber hinaus erfolgte als erganzende Kontrolle
der Nachweis des SMAD3-Gesamtproteins in unstimulierten Zellen, um einen moglichen
indirekten Einfluss durch SMAD?2 Linker-Substitutionen zu untersuchen und die Spezifitat
des S2 total Antikorpers aufgrund der hohen Sequenzidentitdt zu SMAD3 zu verifizieren.
Umsetzungen dieser  Vorhaben erfolgten durch Western Blot- und

Genexpressionsanalysen (Abb. 37 + 38).
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Abb. 38: TGFB-Signalwegintergitat in A549L°"*- und A549""-Zellen. (A) Exemplarische Western Blot-
Analysen TGFB1 stimulierter A549L°°- und A549""-Zellen (n=3) (B) Statistische Auswertungen
gemittelter Intensitdatswerte (+SD) der Western Blot-Analysen (A) von A549"T und A549L°*°. Fir
paarweise Vergleiche fanden RM one-way ANOVAs mit Sidak’s post-hoc Tests (p < 0,05) Anwendung. Die
Intensititswerte der SMAD2-SpleiRvarianten wurden zu einem Gesamtsignal addiert (S2™ + $2°%). (C)
Abgebildet wurden die normalisierten Daten (xSD) der SMAD2-SpleiRvarianten TGFB1 stimulierter Zellen
zur jeweiligen Losungsmittelkontolle. Vergleiche erfolgte bei S2total und pS2C wie unter (B)
beschrieben. Fir pS2L wurde aufgrund der verhinderten Linker-Phosphorylierungen in A549L°"°-Zellen
ein gepaarter T-Test (p < 0,05) angewendet. (D) Exemplarische Western Blot-Analysen und statistische
Auswertung des SMAD3-Gesamtproteins (S3 total) in unstimulierten Zellen (n = 3). Zum Vergleich der

mittleren Intensitdatswerte (£SD) kam ein gepaarter T-Test (p <0,05) zur Anwendung. Hinweise: n.d. =
Nicht detektiert.
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C-terminale Phosphorylierungen steigen nach TGFB1-Stimulationen in beiden Zelllinien
vergleichbar an

Wie erwartet stieg die C-terminale Phospho-Isoform nach TGFB1-Stimulationen in beiden
Zelltypen  signifikant an.  Sowohl die Signalintensititen als auch die
Standardabweichungen der gemittelten Werte waren in A549"T- und A549L%°-Zellen
vergleichbar. Es zeigten sich beim SMAD2-Gesamtprotein keine Veranderungen im
Vergleich zu den jeweiligen Kontrollen (Abb. 37, B). Wie zuvor in den anderen

sub

Stimulationen blieben in A549L>"-Zellen die Proteinniveaus der SpleiRvarianten auch
nach TGFB1-Stimulationen unbeeinflusst bestehen. SMAD?2 Linker-Phosphorylierungen in
A549L°"° blieben weiterhin nicht nachweisbar im Vergleich zu A549"" (Abb. 36, A+B).
Nach Normalisierungen der Spleilvarianten zu den entsprechenden Kontrollen bildete
sich ein signifikanter SZAES—Anstieg in A549"T ab, wenn die Zellen mit TGFB1 stimuliert
wurden. Bei A549L°*° gab es keine Veranderungen im Vergleich zu den Niveaus der
Kontrollen. SMAD2 Linker-phosphorylierte S2°%*_Niveaus zeigten einen tendenziellen
Anstieg in A549VT das Ergebnis blieb aber nicht signifikant. Flir pS2C zeigten sich
ebenfalls nach Normalisierungen zu den Kontrollen in beiden Zelllinien keine
Unterschiede bei den SMAD2-SpleiRvarianten (Abb. 37, A+C). Dies traf ebenfalls fiir das
SMAD3-Gesamtprotein zu, die Proteinniveaus lagen in beiden Zelltypen in vergleichbarer
Auspragung vor (Abb. 37, D).

Insgesamt belegten die Daten einen intakten kanonischen TGFB-Signalweg in A549L°"°-
Zellen trotz ausbleibender SMAD2 Linker-Phosphorylierungen. Der zu A549“'-Zellen
vergleichbare Anstieg der C-terminalen Phosphorylierung lieS dariiber hinaus eine
dhnliche Regulationsstarke vermuten. Wie erwartet ergaben sich durch Stimulationen
keine signifikanten Unterschiede der SMAD2 Linker-Phosphorylierung in A549"". Es zeigte
sich jedoch ein Anstieg des S2°%-Niveaus, wenn Zellen mit TGFB1 stimuliert wurden. Um

sub

zu untersuchen, ob A549L°"-Zellen TGFB-Signale unterschiedlich prozessieren, wurden

Transkriptomanalysen stimulierter Zellen durchgefiihrt.

SMAD?2 Linker-Phosphorylierungen beeinflussen TGFS-Signaturen

Die folgenden Analysen dienten dem Vergleich von TGFB-Signalprozessierungen, wenn

SMAD?2 Linker-Phosphorylierungen nicht moglich waren. Zu diesem Zweck wurden TGFf-
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Signaturen erstellt, indem die differenziell exprimierten Gene in A549"T und A5491%"°
nach TGFB1-Stimulationen zu den jeweiligen Losungsmittelkontollen verglichen wurden.
Die erhaltenen Listen wurden daraufhin mittels eines Venn Diagramms auf
Uberschneidungen untersucht. Der Prozess wurde in der folgenden Abbildung
zusammengefasst und die erstellten Signaturen beider Zelllinien flir einen Abgleich in

Datenbanken verwendet (Abb. 38).

A549%" + TGFB
vs. Ctr.

A549L%° + TGFB
vs. Ctr.

Exklusiv Exklusiv
differenziell expr. differenziell expr.
Gene A549L% Gene A549%T
\ /
™M MY
TGFB- TGFB-

Signatur Signatur
A549L5ub A549WT
Datenbanken =% <= Datenbanken

Vergleich

Abb. 39: Transkriptomanalysen TGFB1-stimulierter A549""- und
A549L°"-Zellen zur Erstellung von TGFB-Signaturen. Signifikant
differenziell exprimierte Gene wurden mittels RM one-way ANOVA
und Tukey’s post-hoc Test (p < 0,01) nach einer BH multiple testing
correction (FDR 0,05) im Vergleich zu den entsprechenden
Losungsmittelkontrollen (Kontr.) ermittelt. Die Expressionsprofile
beider Zelltypen wurden zum Vergleich in einem Venn Diagramm
Uberlagert. Die Liste Ubereinstimmender differenziell regulierter
Gene (C) enthielt 312 inverse Regulationen. Die entsprechenden
TGFB-Signaturen wurden wie abgebildet zusammengefiihrt und fur
weitere Analysen in Datenbanken verwendet.

Fehlende SMAD?Z2 Linker-Phosphorylierungen fiihren zu inversen Genrequlationen nach
TGFB1-Stimulationen

Insgesamt wurden nach einer Aktivierung des TGFB-Signalwegs > 4.700 Gene in A549L5*
und >5600 Gene in A549V'" differenziell exprimiert. Davon waren 1611 Gene

ausschlieBlich bei A549L°"°- und 2516 Gene bei A549"-Zellen differenziell reguliert.
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Weitere 3166 Gene waren in beiden Zelllinien von differenziellen Regulationen betroffen.
Eine detailliertere Analyse der (berschneidenden Gene ergab 312 inverse
Genregulationen. Davon waren im Vergleich zu den Kontrollen in A549L°*° 236
herunterreguliert, die in A549"T hochreguliert vorlagen. Bei weiteren 75 Genen lag der

entgegengesetzte Fall vor (Abb. 39, A).
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Abb. 40: Differenzielle Genregulationen in TGFB1 stimulierten A549"" vs. A549L°°-Zellen.
(A) Die Genexpressionsanalysen ergaben in der Uberlagerung mittels Venn Diagramm 3166
Gene, die sowohl in der TGFB-Signatur von A549"7 als auch A549L°*° im Vergleich zur
entsprechenden Losungsmittelkontrolle signifikant differenziell reguliert waren (vergl. Abb.
39). Davon wurden 312 Gene invers exprimiert und mittels ClustVIS einem hierarchischen
Clustering unterzogen. (B-E) Abgebildet wurden Ausziige der Genregulationen aus dem
Clustering (A) der jeweils 35 am starksten herauf - und herunterregulierten Gene aus dem
Vergleich A549L°*° +TGFp vs. Kontolle (FC 2 1,5). Die korrespondierenden Beobachtungen aus
dem Vergleich A549"T +TGFp vs. Kontrolle wurden gegeniibergestellt. Die Regulationsstarken
wurden anhand der entsprechenden FC-Werte (abs.) abgebildet (B+C). GleichermalRen wurde
fir Gene mit gleichen Regulationsrichtungen verfahren (D+E). Hinweise: MW FC = Mittelwert
fold change; SD FC = Standardabweichung fold change.

Unter den 35 am starksten herunterregulierten Genen aus dem Vergleich A549L°"° +TGFB
vs. Kontrolle befand sich bspw. der Stammzellfaktor SOX2, dessen Regulation 604-fach
reprimiert war. Im Kontrast dazu zeigte sich nach einer TGFB-Stimulation in A549"T eine
2-fach hohere SOX2 Expression im Vergleich zur Kontrolle. Gleiche Beobachtungen
konnten bspw. fur die Expressionen von NTS, SLFN11 und das LIM/Homeobox-Gen LHX8
gemacht werden. Darliber hinaus waren auch die Expressionen von AR und Cadherine des
Typs Il (CDH6 und -10) betroffen (Abb. 39, B). Der entgegengesetzte Fall zeigte sich bspw.
fir TNS4 mit einer 3-fach hoheren Transkription in A5491°*°- und einer 3-fach
herabgesetzten in A549""-Zellen. Ebenfalls traf dies bspw. fiir GSC, ANTXR1 und EMB zu
(Abb. 39, C). Bei gleichen Regulationsrichtungen war die Regulationsstirke oftmals
unterschiedlich ausgepragt. Dies war u.a. bei CEACAM6 besonders ausgepragt. In
A549L°"® war diese 2047-fach herunterreguliert und A549"T 47-fach. Ahnlich verhielt es
sich fir CDH1 (E-cadherin), das zu den ,,EMT Master-Regulatoren” zahlt (Abb. 39, D). Bei
den heraufregulierten Genen traten ofter hhere Expressionen in A549V'- im Vergleich zu
A549L°"°-Zellen auf wie bspw. fiir FGF1, IGFL3 und SLN. Bei A549L°*® ergaben sich bspw.
hohere Regulationen fir MMP2, ADAM9 und DACTI im Vergleich zu A549"T, wenn die
Zellen mit TGFB1-stimuliert wurden (Abb. 39, E). Insgesamt zeigten sich starkere
herunter- als heraufregulierte Genen in A549L5° im Vergleich zu A549"", was anhand der
berechneten FC-Mittelwerte deutlich wurde (Abb. 40, B-E). Um zu untersuchen mit
welchen Prozessen differenziell regulierte Gene in A549"'- und A549L°*"-Zellen assoziiert
waren, wurden die erstellten Genlisten GO_BP-Anreicherungsanalysen unterzogen (Abb.

40).

116



Ergebnisse

Inverse Genregulationen aufgrund fehlender SMADZ2 Linker-Phosphorylierungen sind mit

Embryonalentwicklung, Differenzierung und Morphogenese assoziiert
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Abb. 41: GO_BP-Analysen TGFB1-stimulierter A549L°"- vs. A549""-Zellen. (A) Die exklusiven und

Ubereinstimmenden differenziellen Genregulationen aus den Vergleichen A549L

sub

+TGFB1 vs. Kontrolle

(violett) sowie A549"" +TGFB1 vs. Kontrolle (tiirkis) wurden durch ein Venn Diagramm ermittelt. (B-E) Die
aus dem Venn Diagramm erhaltenen Genlisten (A) mit einem FC > 1,5 wurden mittels der GSEA MSigDB
(gsea-msigdb.org) unter Berlicksichtigung von GO_BP terms (FDR < 0,05) analysiert. Es wurden jeweils die
,top 20 hits” herangezogen. Gene der Liste C (A) wurden fir inverse und gleiche Genregulationen getrennt
vonaneinander analysiert (D + E) (vergl. Abb. 38). Die entsprechenden signifikant angereicherten GO_BP
terms wurden anhand des Quotienten (k/K) sortiert. Hinweise: k = Anzahl signifikant angereicherter GO_BP
terms der Analysen; K = Gesamtanzahl annotierter GO_BP terms.

Differenziell exklusiv regulierte Gene nach TGFB1-Stimulationen in A549L°*°- und A549"-
Zellen waren fir drei gleiche GO_BP terms signifikant angereichert. Dazu zahlten , positive
regulation of catalytic activity”, ,positive regulation of mollecular function” und

“apoptotic process”. Die weiteren 17 signifikant angereicherten GO_BP terms betrafen
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bspw. regulatorische und insbesondere in A549"T metabolische Prozesse. Dariber hinaus
waren in A549"T GO_BP terms fiir ,cell cycle” und ,chromatin organization” signifikant
angereichert. In A549L°*® fanden sich GO_BP terms wie bspw. ,,homeostatic process” und
“regulation of cell death” wieder (Abb. 40, B + C). Die Genlisten mit gleichen und inversen
Regulationsrichtungen enthielten nach der Analyse sechs identisch angereicherte GO_BP
terms, darunter waren bspw. ,locomotion”, , neurogenesis”, ,cell migration” und ,cell
population proliferation”. Insbesondere bei den signifikant angereicherten GO_BP terms

invers regulierter Gene stellten sich Gberwiegend Prozesse dar, die mit Differenzierung,

Morphogenese sowie Embryonalentwicklung assoziiert waren (Abb. 40, D + E).

Die Ergebnisse machten deutlich, dass fehlende SMAD2 Linker-Phosphorylierungen
differenzielle Regulationen diverser Gene nach TGFB1-Stimulationen zur Folge hatten.
Diese deckten sich nur teilweise mit denen von A549"". Dabei zeigten sich insbesondere
bei herunterregulierten Genen in A5491°*® deutlich stirkere Effekte im Vergleich zu
A549"T anhand gemittelter FC-Werte. Inverse Genregulationen fihrten zu signifikant
angereicherten GO_BP terms, die mit Prozessen der Embryonalentwicklung,
Morphogenese und Differenzierung assoziiert waren. Diese zeigten parallelen zu
signifikanten GO_BP terms unstimulierter A549"" vs. A5491°"*-Zellen (Abb. 34), was fir
konservierte Mechnismen bei ausbleibenden SMAD2 Linker-Phosphorylierungen spricht.
Unter den invers regulierten Genen befand sich bspw. der zentrale Stammzellfaktor SOX2.
Insbesondere Genexpressionen von SOX2, OCT4 und MYC spielen eine zentrale Rolle bei
Reprogrammierungen somatischer Zellen zu induzierten pluripotenten Stammzellen (iPS)
(101) (102). Aufgrund dieser Beobachtungen erfolgte ein Vergleich der TGFB-Signaturen

mit stammzell-assoziierten Genen.

SMAD?2 Linker-Phosphorylierungen beeinflussen stammzell-assoziierte Gene

Ein Abgleich von stammzell-assoziierten Genen in den abgeleiteten TGFB-Signaturen von
A5491°*°- und A549""-Zellen erfolgte unter Verwendung der StemChecker Datenbank.
Diese gleicht eigene Gensets mit kuratierten Stammzellprofilen ab und gibt die

statistische Signifikanz fiir Stammzelltypen als Radardiagramm aus (Abb. 42).
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Abb. 42: Stammzell-assoziierte Gene TGFB1-stimulierter A549L°"*- und A549""-Zellen. Fir die
Analysen wurde die web-basierte StemChecker Datenbank verwendet. Fir die Abfragen
wurden die erstellten TGFB-Signaturen von A549"" (li.) und A5491°° (re.) verwendet (vergl.
Abb. 39). Dargestellt wurden die signifikanten (*) Anreicherungen verschiedener
Stammzelltypen. Signifikanzpriifungen erfolgten mittels hypergeometrischer Tests in Relation
zur entsprechenden Input-Genliste. Signifikant angereicherte Zielstrukturen entspechender
Stammzelltypen wurden als Radardiagramme ausgegeben (p-Werte; -log). Unterschiede
zwischen den Zelllinien wurden durch violette Symbole hervorgehoben. Hinweise: EC =
embryonal carcinoma; ESC = embryonic stem cells; NSC = Neural stem cells; HSC = Hematopoetic
stem cells; MaSC = Mammary stem cells; SSC = Spermatogonial stem cells; ISC = Intestinal stem
cells; iPS = Induced pluripotent stem cells; MeSC = Mesenchymal stem cells.

Insgesamt setzen sich die TGFB-Signaturen bei A549"T aus 5682 und bei A549L°"° aus
4777 Genen zusammen. In der TGFB-Signatur von A549""-Zellen zeigten sich signifikante
Anreicherungen fiir die Gensets embryonal carcinoma (EC), embryonic stem cells (ESC),
neural stem cells (NSC), hematopoetic stem cells (HSC) und mesenchymal stem cells
(MeSC). Die TGFB-Signatur von A5491°"° war ebenfalls signifikant angereichert fiir EC, ESC,
HSC und im Gegensatz zu A549"T fir iPS. Hingegen wurden keine signifikanten

Anreicherungen fir NSC oder MeSC analysiert (Abb. 47).

Aus den vorliegenden Ergebnissen ergaben sich signifikante Unterschiede in den
Anreicherungen stammzell-assoziierter Gene nach TGFB1-Stimulationen in A549"'- und
A549L°*-Zellen. Dabei stellte sich im Gegensatz zu A549"T bspw. kein signifikantes

Ergebnis fir neuronale Stammzellen in A549L°*°

-Zellen dar, entgegengesetzt war dies fir
iPS der Fall. Fir eine genauere Betrachtung wurden die jeweiligen TGFB-Signaturen unter
Beachtung der Regulationsrichtungen differenziell exprimierter Gene mit stammzell-

assoziierten Genlisten abgeglichen.

119



Ergebnisse

TGF[-Signaturen von A5491°*° und A549"" beinhalten exklusive Regulationen stammzell-
assoziierter Gene

Flr einen Vergleich der TGFB-Signaturen von A5491°"° vs. A549"T wurden drei Listen mit
stammzell-assoziierten Genen via GSEA MSigDB bezogen und fusioniert. Die Analysen
erfolgten unter Bericksichigung der Regulationsrichtungen mittels Venn Diagramme, um
mogliche Ubereinstimmende und exklusive Genregulationen in beiden Zelltypen zu

ermitteln (Abb. 43).

»®
q\‘: \l, ,I\ 4&? Abb. 43: Venn Diagramm stammzell-
(,P‘ ‘T @ \941,’ assoziierter GenrﬁgulationenWT TGFB-
s _*[ e stimulierter A549L°"- vs. A549" -Zellen.
1\ 0 0 \1/ Die  stammzell-assoziierten  Genlisten
< > wurden tUber GSEA MSigDB bezogen und
S fusioniert. Die nach Regulationsrichtungen
\ 15 ) 0 0 | 16 ‘ getrennt analysierten Gene in den TGFB-

e \ Signaturen von A549L°° und A549""

0 29 wurden in Venn Diagrammen (berlagert.
L Das abgebildete Venn Diagramm gibt
Aufschluss Uber gleiche und exklusive
0 0 stammzell-assoziierte Genregulationen in

@ A549"T und A549L°°,

Exkl. Gene T Exkl. Gene J
Gleich reguliert T Gleich reguliert J
<lnversreguliert

Wb_7ellen 41 stammzell-assoziierte Gene herauf- und 38

Insgesamt waren in A549L
herunterreguliert. In A549""_Zellen waren hingegen 51 herauf- und 47 herunterregulierte
Genexpressionen feststellbar. Davon waren 15 herauf- und 8 herunterregulierte Gene
exklusiv in A549L°"° zu finden, die in A549"" nicht vorkamen. Bei den heraufregulierten
Genen handelte es sich bspw. um POU5F1 (OCT4), HDAC2 und IMPDH?2. Bei A549"" war
dies fiir 26 herauf- und 16 herunterregulierte Gene der Fall. Unter den Genen mit einer
hoheren Expression waren bspw. RCC2, FHL1 und IGF2BP2. Die Gene CRABP1 und NIFK

hatten eine hdhere Expression in TGFB-stimulierten A549L°"°

-Zellen im Vergleich zur
Kontrolle. Diese traten ebenfalls in stimulierten A549"'-Zellen auf, waren aber im
Vergleich zur Kontrolle herunterreguliert. Der entgegengesetzte Fall trat fir LIMAI auf,

die Expression war in A549"" herauf- und in A549| P herunterreguliert (Abb. 43).
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Differenziell exprimierte stammzell-assozzierte Gene in A5491°“°-Zellen haben einen
negativen Einfluss auf das Gesamtiiberleben bei ADC-Patienten

Ob und welchen Einfluss die jeweils exklusiv differenziell exprimierten stammzell-
assoziierten Gene (Abb. 43) auf das Gesamtiberleben in ADC- und SQC-Patienten hatten,
wurde in silico unter Verwendung der GEPIA2 Datenbank anhand von Kaplan-Meier

Kurven analysiert (Abb. 44).
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Abb. 44: Einfluss differenziell regulierter stammzell-assoziierter Gene TGFf-stimulierter A549L°**- und
A549""-Zellen auf das Gesamtiiberleben in ADC- und SQC-Kohorten. Die exklusiven herauf (A)- und
herunterregulierten (B) stammzell-assoziierten Gene TGFB1-stimulierter A5491°°- und A549"-Zellen
(Symbole vergl. Abb. 43) wurden auf einen Zusammenhang mit dem Geamtlberleben von NSCLC-
Patienten untersucht. Die NSCLC-Entitaten ADC (oben) und SQC (unten) wurden separat berlcksichtigt.
Die high- und low-Gruppen wurden anhand des 75. Quartils getrennt. Ergebnisse der Log-Rank-Tests
wurden mit p £0,05 als signifikant bewertet. Die in silico Analysen erfolgten web-basiert unter
Verwendung der GEPIA2 Datenbank.

In derSQC- und ADC-Kohorte zeigte sich eine Auftrennung der Kurven des exklusiv
hochregulierten Gensets in A549"-Zellen erkennen, die ab etwa 30 Monaten einsetzte
und sich bei 130 Monaten wieder anndherten, wobei diese starker bei SQCs ausgepragt
war. Insgesamt blieben beide Ergebnisse jedoch nicht signifikant (Abb. 44, A; li.).
Hingegen beeinflussten die heraufregulierten stammzell-assoziierten Gene von A549L5*®°
das Gesamtiiberleben von ADC-Patienten signifikant negativ. Insbesondere in den ersten
Monaten (0-30) zeigte sich eine deutlichere Auftrennung der high- und low-Gruppe. Bei
SQCs blieb ein signifkanter Einfluss aus (Abb. 44, A; re.). Fiir exklusiv herunterregulierte

Gene in A549"T und A549L°"° waren weder in ADCs noch in SQCs signifikante Einfliisse
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feststellbar. In ADCs deutete sich lediglich ein tendenziell besser Verlauf

herunterregulierter stammzell-assoziierter Gene beider Zelltypen an (Abb. 44, B).

Zusammengenommen machten die Analysen deutlich, dass fehlende SMAD2 Linker-
Phosphorylierungen TGFB-Liganden Prozessierungen beeinflussen, obwohl Linker-
Domdnen keine direkten Substrate von TPR-Komplexen darstellen. Dies duflerte sich
innerhalb der TGFB-Signaturen in Form inverser Genregulationen, unterschiedlicher
Regulationsstarken bei herunterreguierten Genen und exklusiven Expressionen

L***-Zellen zeigten zudem in silico einen

stammzell-assoziierter Gene. Letztere in A549
signifikant negativen Einfluss auf das Gesamtiberleben von ADC-Patienten. Hingegen
ergaben sich keine Einflisse auf das Patienteniiberleben bei SQCs. Dies stand wiederum
in Einklang mit den Beobachtungen der eingangs durchgefihrten in silico Analysen von

SMAD2-Gesamtexpression, die ebenfalls keinen Einfluss in SQC-Patienten zeigte (Abb. 8).
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4. Diskussion

Durch vorangegangene Studien unserer Arbeitgruppe wurde die zentrale Stellung des
TGFB-Signalwegs in NSCLCs u.a. anhand hoher Frequenzen C-terminaler SMAD2,-3-
Phosphorylierungen (1) und deren Modulierbarkeit durch Pirfenidon gezeigt (30).
Regulationen von R-SMADs sind jedoch nicht auf rezeptorvermittelte C-terminale
Phosphorylierungen beschrankt, sondern werden mafgeblich von intrazelluldren Kinasen
anderer Signalkaskaden wie bspw. MAPK beeinflusst, die spezifisch R-SMAD Linker-
Domaénen phosphorylieren (5) (35). In der vorliegenden Arbeit wurden daher erstmals die
Einflisse von SMAD2 Linker-Phosphorylierungen in NSCLC-Geweben und -Zelllinen
analysiert. Neben Untersuchungen zum Gesamtiberleben wurden ebenfalls phospho-
SMAD2-Linker abhangige Prozesse im NSCLC-Kontext spezifiziert. Zu diesem Zweck erfolgte
zunachst die Erfassung von Abundanzen des SMAD2-Gesamtproteins und Phospho-
Isoformen in fiinf NSCLC-Zelllinien. Erganzend wurden Primarzellen in Form von AECII aus
tumorfreien Lungengeweben und T-Zellen gesunder Spender mit NSCLC-Zellen verglichen.
Dabei wurden grundlegende Unterschiede bei den SMAD2-Spleivarianten und Phospho-
Isoformen festgestellt. Darliber hinaus war insbesondere eine Assoziation von SMAD2
Linker-Phosphorylierungen mit dem Zellzyklus nachweisbar. Dies zeigte sich ebenfalls durch
eine Modulierbarkeit von SMAD2-SpleiRvarianten und Linker-Phosphorylierungen mittels
zugelassener Medikamente wie bspw. Palbociclib (CDK4/6-Inhibitor) und Pirfenidon, die bei
Brustkrebs bzw. einer idopathischen pulmonalen Fibrose Anwendung finden. Abschlielend
ermoglichte die Etablierung einer A549-Zelllinie mit konstitutiv fehlenden SMAD2 Linker-

sub

Phosphorylierungen (A549L°"") eine Charakterisierung phospho-SMAD2-Linker-abhangiger
Einflisse auf zelluldare Prozesse und Zielstrukturen. AuRerdem zeigten die Ergebnisse, dass
TGFB-abhangige Genregulationen in  NSCLCs malgeblich durch SMAD2-Linker-
Phosphorylierungen beeinflusst werden und fehlende pS2L-Ereignisse darliber hinaus zu
inversen Genregulationen filihrten. Gezielte Modulationen von SMAD2 Linker-

Phosphorylierungen und der kurzen SpleiBvariante konnten einen neuen Ansatz fir die

Krebstherapie bieten.

4.1 SMAD2-Spleivarianten und Phospho-Isoformen in NSCLC- und Primérzellen
In allen fiinf getesteten NSCLC-Zelllinien waren beide SMAD2-SpleiBvarianten nachweisbar

und sowohl innerhalb der Linker-Domane als auch am C-terminalen Motiv phosphoryliert.
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Dariiber hinaus war S2™ in allen Zelltypen die vorherrschende Spleilvariante des
Gesamtproteins. Hingegen liberwog keine SpleiRvariante bei den Phospho-Isoformen, trotz
einer grundsatzlich héheren S2™-Abundanz. Im Hinblick auf die SMAD2 Linker-Substitution
wurden die Ergebnisse von A549"T_Zellen zu AECII aus tumorfreien Lungengeweben
verglichen. Im Vergleich zu A549""-Zellen zeigten sich nahezu gleiche Verhiltnisse der
SpleiBvarianten und Linker Phospho-lsoform. Hingegen traten bei C-terminalen
Phosphorylierungen signifikante Unterschiede auf. Letztere ergaben sich jedoch nur bei
S2™ wobei ein héheres Niveau in AECIl im Vergleich zu A549""_Zellen vorlag. Dies liel3
wiederum auf eine héhere Frequenz von TGFB-Signalen via S2™ schlieRen und wurde
bereits zuvor an NSCLC-Geweben mittels IHC gezeigt (1). Ein hoheres Transkriptionsniveau
von $2' wurde dariber hinaus auch mittels RT-PCR in A549"" verifiziert. Damit
Ubereinstimmend waren Untersuchungen in den humanen Zelllinien HaCaT, MOLT-4, HEL
und U937, wobei SZAB—Transkriptniveaus in HaCaT- und MOLT-4-Zellen vergleichsweise
hoher vorlagen (17). Gleiches konnte fir $S2™- und $2°®-Expressionen in adulten und
embryonalen Mausgeweben mittels einer Rekombinase-Polymerase-Amplifikation
nachgewiesen werden. Darliber hinaus stellten Western Blot-Analysen heraus, dass in
Wildtyp T-Lymphozyten ein vergleichbares Niveau C-terminaler Phosphorylierungen an
beiden SMAD2-SpleiBvatianten vorlag. Hingegen zeigten extrahierte B-Lymphozyten der
Milz und HepG2-Zellen kaum detektierbare pS2C-Banden des kiirzeren SMAD2-Proteins.
Nach Stimulationen mit humanen TGFB1 wiesen alle Zelltypen eine deutlich héhere C-
terminale Phosphorylierung am S2™ auf (15). Dies war vorliegend bei A549VT-Zellen nicht
gegeben. Es zeigten sich vergleichbare Zunahmen der C-terminalen Phosphorylierung an
beiden SMAD2-SpleiRvarianten nach Stimulationen mit TGFB1. Diese Beobachtungen
lieBen vermuten, dass nicht nur die alleinige Signalfrequenz von Bedeutung ist, sondern
ebenfalls an welcher Spleillvariante Phosphorylierungen erfolgen. Unterstiitzt wurde diese
Vermutung von der Tatsache, dass in peripheren T-Zellen gesunder Spender S2™- aber
keine S2°%-Niveaus nachweisbar waren. Dies lieR vermuten, dass SMAD2-SpleiRvarianten
mit dem zellularen Differenzierungsstatus sowie einem benignen und malignen Zell-

Kontext in Zusammenhang stehen.
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SMAD2-Spleifvarianten und Linker-Phosphorylierungen stehen mit zelluldren
Differenzierungsprozessen in Zusammenhang

T-Zellen entwickeln sich aus dem mesodermalen Keimblatt, wahrend das respiratorische
Epithel dem Entoderm entstammt (103). Dass der TGFB-Signalweg in T-Zellen relevant ist,
wurde bereits durch Studien in Mausen gezeigt. Ein gleichzeitiger embryonaler SMAD2,-3
Knockout in T-Zellen flhrte neben phanotypischen Veranderungen postnatal nach etwa 4
Wochen zu letalen Entziindungen (104). Dies wurde ebenfalls in Mausen gezeigt, die ein
Smad3'/'-Genom-Hintergrund aufwiesen. Dementsprechend flihrten mutierte Immun- und
T-Zellen zu Thymusinsuffizienz, vergroRerten Lymphknoten und bakteriellen Abszessen,
was in chronischen, letal verlaufenden Entziindungen resultierte und die zentrale Funktion
des TGFB-Signalwegs bei Immunantworten verdeutlichte (105).

Die Beobachtung, dass in T-Zellen lediglich s2ft vorlag stand in Einklang mit
Untersuchungen in murinen naiven CD4* T-Zellen, in denen keine $2“°-Expression
nachweisbar war. Die Forschenden schlussfolgerten daraus, dass $2°% fir Funktionen von
CD4" T-Zellen wahrscheinlich unerheblich sei (106). Dem gegeniiber stehen die Ergebnisse
von humanen MOLT4-Zellen (CD37/CD4"/CD8" T-Lymphoblasten, akute lymphoblastische
Leukamie (ALL) (107)), in denen beide SMAD2-Transkriptvarianten nachweisbar waren (17).
Interessanterweise wurde anhand extrahierter T-Lymphozyten aus Thymusgeweben
geschlechtsreifer Mause gezeigt, dass beide SMAD2-SpleiBvarianten C-terminal
phosphoryliert waren (15). Dies bedeutet, dass grundsatzlich $2™ und S2°% in T-Zellen

AE .
® scheint

translatiert werden, wenn diese Thymus-assoziiert vorliegen (Thymocyten). S2
daher mit pra-T-Zell-Stadien und malignen T-Zellen (z. B. ALL) im Zusammenhang zu stehen
bzw. eine erfolrderliche Zielstruktur fiir maligne Zelltransformationen darzustellen.

Dariiber hinaus blieben in nicht-aktivierten T-Zellen SMAD2 Linker-Phosphorylierungen
aus. Nach CD3/CD28-Aktivierungen, die T-Zellen ebenfalls zur Proliferation anregen, war
pS2L nachweisbar, wihrend S2°%-Niveaus weiterhin abwesend blieben. Gegensitzlich
zeigte sich dies fiir C-terminale Phosphorylierungen und das SMAD2-Gesamtprotein
insoweit, dass diese lediglich nach Aktivierungen zunahmen (3.6). Weitere Studien in
Mausen ergaben, dass SMAD2 und -3 in T-Zellen im engen Zusammenhang mit in situ
Differenzierungen stehen. Insbesondere interagieren SMAD2 Linker-Phosphorylierungen

am Serin 255 mit STAT3, um eine Differenzierung zu Interleukin 17 (IL17) produzierenden

T-Helferzellen (THy7) zu bewirken. Dabei wurde ebenfalls festgestellt, dass SMAD3 trotz
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fehlender C-terminaler Phosphorylierungen in der Lage ist mit STAT3 zusammenzuwirken.
Dies fiihrt zu einem gegenteiligen Effekt und einer verminderten //17a-Expression
(106) (108). Insbesondere IL17 Sezernierungen von T-Helferzellen sind in NSCLCs mit
erhohter Migration und Invasion via des STAT3/NF-kB/NOTCH1-Signalwegs assoziiert (109).
Dariiber hinaus wurde kiirzlich in NSCLCs durch Marwitz et al. gezeigt, dass FOXP3" T-
Zellen, die C-terminal phosphorylietes SMAD3 (pS3C) aufweisen, in direkter Ndhe von CD8"
T-Zellen mit dem Gesamt- und krankheitsfreien Uberleben in Zusammenhang stehen. Hier
zeigte sich, dass eine héhere Anzahl FOXP3'/pS3C'-T-Zellen einen signifikant negativen
Einfluss auf das OS und DSF haben (3).

Darliber hinaus wurde in murinen und humanen T-Zellen nachgewiesen, dass TSRI-
Expressionen Uber T-Zell-Rezeptoren (t cell receptor; TCR) reguliert werden und den
Aktivierungszustand dieser beeinflussen. Dabei halten TGFB-Signale die Quieszenz
aufrecht. Hingegen fiihren starke TCR-Stimuli zu einer herabgesetzten TSRI-Expression und
unterbinden infolgedessen den TGFB-Signalweg (110). Folglich haben hohe TGFpB-
Konzentrationen eine immunsuppressive Wirkung und férdern in situ Umwandlungen von
Effektor T-Zellen zu regulatorischen T-Zellen durch FOXP3-Expressionen. Tumorzellen sind
darlber hinaus in der Lage TGFB autokrin zu sezernieren (111) (112). Den Ergebnissen zur
Folge konnten sich hohe TGFB-Konzentrationen innerhalb des Tumors ebenfalls auf

SMAD2-Spleiflvarianten von Tumorzellen auswirken und hohere 52883

-Niveaus zur Folge
haben, wie es sich nach TGFB1-Stimulationen in A549""-Zellen darstellte (3.9) (Abb. 45). Ob
dies ebenfalls in T-Zellen der Fall ist und moéglicherweise Umwandlungen in regulatorische

T-Zellen fordert bleibt zu Gberprifen.
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Abb. 45: Hypothese: Einfluss hoher TGFB-Konzentrationen auf Tumor-
und T-Zellen in NSCLCs. Die schematische Abbildung zeigt einen
moglichen Einfluss hoher TGFB-Konzentrationen innerhalb des Tumors auf
$2°%_Niveaus in Tumorzellen. Dariiber hinaus halten hohe TGFB-Signale
die Quieszenz von T-Zellen aufrecht. Hohe pS2L-Niveaus kénnten zudem
eine  Umwandlung infiltrierender Effektor- und naiver T-Zellen zu
regulatorischen IL17-produzierenden T-Zellen durch eine FOXP3-
Expression bewirken (blaue Pfeile). Dadurch kdonnte eine Immunevasion
und Invasion von Tumorzellen beglinstigt werden und sich negativ auf das
Gesamtuberleben (OS) von NSCLC-Patienten auswirken. Hinweise: Tpaive =
Naive T-Zellen; T,; = Regulatorische T-Zellen; Tk = Effektor T-Zellen; Fibr. =
Fibroblasten; M2 = Makrophagen; ECM = Extracellular matrix;
MMPs = Matrix-Metalloproteasen; $2°%= SMAD2 ‘delta Exon 3’; S3 =
SMAD3; IL17 = Interleukin 17; FOXP3 = Forkhead box protein p3.

Deutlich wurde jedoch durch CD3/CD28-Stimulationen von T-Zellen gesunder Spender,
dass SMAD2 Linker-Phosphorylierungen mit Proliferation und T-Zell-Aktivierung assoziiert
sind. SMAD2 Linker-Phosphorylierungen am Serin 255 (pS2L_S255) scheinen daher in situ
Differenzierungen in Abhangigkeit von STAT3 und des phospho-Status von SMAD3 zu
beeinflussen.  Somit  wirkt eine hohe  TGFB-Signalwegsaktivitit = womoglich
unphosphorylierten SMAD3 entgegen, was eine FOXP3-Expression und IL17-Sezernierung
fordert und zur Aufrechterhaltung Tumor-assoziierter regulatorischer T-Zellen in NSCLCs
beitragen wirde. Daher sollte ebenfalls untersucht werden, wie sich fehlende SMAD2
Linker-Phosphorylierungen auf diese Prozesse in T-Zellen auswirken. Eine gezielte
Inhibierung von pS2L_S255 kénnte somit TH7 in situ Differenzierungen erschweren bzw.

verhindern.

Insgesamt lieferten die Primarzelldaten neue Erkenntnisse und legten nahe, dass sowohl
SMAD2-SpleiRvarianten als auch Linker-Phosphorylierungen in einem zellspezifischen
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Kontext stehen und mit dem zelluldaren Differenzierungspotenzial und -status assoziiert
sind. Da AECIl u.a. alveoldre Vorlauferzellen von AECI sind (113), scheint eine
Aufrecherhaltung des S2°%*-Niveaus fiir einen noch nicht vollstindig differenzierten Zelltyp
zu sprechen. Verstarkt wurden diese Annahmen durch Analysen differenzieller
Zielstrukturen nach einer konstitutiven Unterbindung von SMAD2 Linker-
Phosphorylierungen in A549-Zellen (A549L5“b), die im Vergleich zu Wildtyp-Zellen bspw.
signifikante Anreicherungen fiir GO_BP-terms mit Differenzierungsprozessen ergaben (3.8;
3.9). Dartiber hinaus lagen in A5491°"°_Zellen signifikant hohere S2°F3_Niveaus vor (3.5).
Erganzend wurde dies ebenfalls von der Tatsache unterstiitzt, dass in benignen, peripheren
T-Zellen  ausschlieBlich ~ S2™  nachweisbar ~ war.  Anscheinend  wird  das
Differenzierungspotenzial von T-Zellen nach der Thymopoese und Entlassung in die
Blutbahn durch fehlende $2°%-Niveaus beschrinkt. Darauf verweisen ebenfalls die
Beobachtungen in T-Zell-Lymphomen in denen beide SpleiRvarianten exprimiert wurden
(17), wobei sich diese aus Lymphoblasten und somit Vorlduferzellen entwickeln. Ahnliches
wird in Bezug auf ADCs diskutiert und angenommen, dass diese aus AECII entstehen, wobei
es sich ebenfalls um einen nicht vollstandig differenzierten Zelltyp handelt und AECII eine
hohe Plastizitat aufweisen (114).

Die Ergebnisse lieRen vermuten, dass 5203

mit einem malignen Zell-Kontext assoziiert ist
bzw. eine erforderliche Zielstruktur flir maligne Zelltranformationen darstellt. Des
Weiteren wurde eine isolierte Betrachtung von SMAD2-SpleilRvarianten in AECI bisher nicht
vorgenommen. Daher kénnten in vitro induzierte AECII-Differenzierungen zu AECI einen
Ansatz flir weitere Untersuchungen darstellen, um die Vermutungen zu verifizieren, dass
S22 in voll ausdifferenzierten AECI nicht langer exprimiert bzw. translatiert wird.
Erganzend konnten T-Zell-Analysen von NSCLC- und Leukdmie Patienten Aufschluss tber
mogliche Unterschiede zu gesunden Probanden geben. Dabei sollten ebenfalls
Untersuchungen von Progenitor- und Tumor-assoziierten T-Zellen sowie bspw. adulter und
embryonaler Mausgewebe eingeschlossen werden. Dies koénnte entscheidende

Erkenntnisse dartber liefern, inwieweit $2°%

mit dem zelluldren Differenzierungspotenzial
in Zusammenhang steht. Ferner konnten T-Zellen gesunder Spender zur Aufklarung von
Mechnismen beitragen, die es Zellen erméglichen Expressionen bzw. Translationen der

kurzen SMAD2-Spleillvariante zu unterbinden. Erganzend wiesen die Analysen ebenfalls
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darauf hin, dass SMAD2-Phosphorylierungen an sich und in Abhangigkeit der jeweiligen
SMAD?2-Spleivariante mit unterschiedlichen Prozessen assoziiert sind. Durch benigne T-
Zell-Analysen wurde ferner deutlich, dass gundsatzlich im Ruhezustand (GO-Phase) keine
SMAD?2 Linker-Phosphorylierungen erfolgen, wodurch eine pS2L-Assoziation mit T-Zell-
Aktivierung und Proliferation deutlich wurde. Hier scheint inbesondere pS2L_S255 im
Zusammenspiel mit STAT3 und in Abhangigkeit des SMAD3 Phosphorylierungsstatus zu in
situ Differenzierungen von TH; beizutragen (3) (104), die mit Invasion und Migration in

NSCLCs assoziiert sind (109).

Eine hohe Anzahl pS2L-positiver Tumor- und Immunzellen wirkt sich negativ auf das
Gesamtiiberleben von NSCLC-Patienten aus

Die angestellten Vermutungen wurden ebenfalls durch Ergebnisse der mIHC-Analysen
unterstitzt. Die untersuchte NSCLC-Kohorte machte deutlich, dass eine hohe Anzahl pS2L-
positiver Zellen das Gesamtiberleben von NSCLC-Patienten negativ beeinflusste.
Insbesondere eine hohe Anzahl pS2L-positiver tumorinfiltrierender-Immunzellen zeigte
einen negativen Einfluss auf die Uberlebenszeit, wenn diese am Tumorrand auftraten. Wie
die Untersuchungen CD3/CD28-aktivierter T-Zellen gesunder Spender zeigten, sind SMAD2-
Linker-Phosphorylierungen mit T-Zell-Aktivierungen und Proliferation assoziiert (3.6). Dies
schien in anbetracht einer férdernden pS2L_S255/STAT3-Interaktion und in situ THis-
Differenzierungen (104) plausibel, da ein Wachstum des Tumors durch eine
Gewebeinvasion innerhalb in der vitalen Randregion zu vermuten ist, wobei IL17 diese in
NSCLCs fordert (109). Im Vergleich zu den Tumorarealen zeigten die Untersuchungen im
Stroma eine geringere Anzahl pS2L-positiver Immunzellen. Wenn jedoch eine hohe Anzahl
auftrat, war der negative Einfluss auf das Gesamtiiberleben stdrker ausgepragt. Dabei war
es irrelevant, ob diese Beobachtungen im Stroma des Zentrums oder der Randregion
gemacht wurden. Tumor-assoziierten Immunzellen werden zentrale Rollen bei
Immunevasion und  Metastasierung  zugeschrieben  (115) indem sie die
Tumormikroumgebung durch Sekretionen von Cytokinen und Proteasen beeinflussen (116)
(117). Dies ist bspw. flir Tumor-assoziierte Makrophagen bekannt, die Tumorzellen
wahrend der Progression vor antitumoralen Immunantworten schiitzen und als M2-

Makrophagen bezeichnet werden. M2-Makrophagen sind bspw. in der Lage TGFB1 zu
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sezernieren, um der Cytotoxizitdt von natlrlichen Killerzellen entgegenzuwirken (118)
(119) (Abb. 44).

Die Untersuchungen zeigten, dass bei NSCLCs nicht nur in silico analysierte SMAD2-
Gesamtexpressionen entscheidend sind, sondern auch posttranslationale Modifikationen
wie  SMAD2-Linker-Phosphorylierungen  einen  signifikanten  Einfluss auf den
Krankheitsverlauf und Tumorprogression haben. Eine erneute und getrennte Analyse
beider NSCLC-Entitdten (ADC +SQC) erscheint sinnvoll, da lediglich hohe SMAD2-

Expressionen in ADCs einen postiven Einfluss auf das Gesamtiiberleben hatten.

4.2. SMAD2 und Phospho-Isoformen in der Proliferation von NSCLC-Zellen

Es ist lange bekannt, dass Krebszellen bestimmte Schliisselmerkmale erlangen und eine
abnormal gesteigerte Proliferation und Immortalisierung zentrale Kennzeichen sind (10)
(120). Daruber hinaus wurden R-SMAD Linker-Phosphorylierungen in anderen humanen
Karzinomen wie dem Kolorektalen- und Leberzellkarzinom mit dem Zellwachstum in
Zusammenhang gebracht (12) (42). Daher wurden in NSCLC-Zelllinien detaillierte
zellzyklusabhangige Untersuchungen von SMAD2-Zielstrukturen im Zusammenhang mit

dem Zellzyklus durchgefiihrt.

SMAD?2 und Phospho-Isoformen unterliegen dynamischen Verédnderungen wdhrend des
Zellzyklus

Dass sich sowohl SMAD2 als auch die Phospho-Isoformen wahrend der Zellteilung
dynamisch verandern, wurde durch DFZ-Analysen in fiinf verschiedenen NSCLC-Zelllinien
nachgewiesen. Dabei zeigten die Untersuchungen einen Anstieg des SMAD2-
Gesamtproteins und der C-terminalen Phosphorylierung von etwa 60 %, wenn Zellen von
der GO/G1- zur G2/M-Phase verglichen wurden. Im Kontrast dazu ergab sich fiir SMAD2
Linker-Phosphorylierungen ein Anstieg von der GO/G1- zur G2/M-Phase von etwa 140 %
(Abb. 46, A). Der hohere Gesamtanstieg der pS2L-Signalintensitdten resultierte aus einer
Subpopulation innerhalb der G2/M-Phase, in denen vielfach hohere SMAD2 Linker-

Phosphorylierungen vorlagen (pS2L") (Abb. 46, B).
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Weiterfilhrende Analysen durch Doppelfarbungen machten deutlich, dass es sich in allen
NSCLC-Zelllinien bei pS2L*-Subpopulationen um mitotische pHH3"-Zellen handelte. Die
Ergebnisse wurden in A549""-Zellen durch IFM-Analysen verifiziert. Dariiber hinaus zeigten
die Untersuchungen, dass SMAD2 Linker-Phosphorylierungen wahrend der Interphase
nuklear lokalisiert waren und als distinkte punktuelle Strukturen vorlagen. Im Kontrast dazu
stellten sich auch hier innerhalb der Mitose-Phasen vielfach héhere SMAD2 Linker-
Phosphorylierungen dar, insbesondere wenn sich die Zellen in der Meta- und Anaphase
befanden. Diese erinnerten strukturell an die mitotische Spindel und Lokalisationen von
Centrosomen. Die Beobachtungen konnte mittels Kolokalisationen von SMAD2 Linker-
Phosphorylierungen und Pericentrin bestéatigt werden.

Eine Assoziation von pS2L mit dem mitotischen Spindelapparat wurde bereits zuvor mit
Proteinen des chromosomal passenger complex in Hela-Zellen beobachtet. Die
Forschungsarbeit  deckte dabei die ,mitotischen Phosphorylierungsmotive”
({PX[G/T/S][L/M]S(p) P und WGLS(p) P}) mittels Massenspektrometrie in 11 Proteinen auf.
Unter diesen befanden sich neben SMAD2 bspw. AURKB, INCENP, CDK1 und FZR1. Bei

SMAD2 fand sich eine Ubereinstimmung der ersten Motivstruktur, die der
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Aminosauresequenz PTTLS(p)P entspricht. Dabei handelt es sich um die Phosphorylierung
(p) des Serins 255, das in der SMAD2 Linker-Domane lokalisiert ist (121). Dariiber hinaus
wurde vorliegend durch einen G2/M-Arrest (CDK1-Inhibitor) in allen finf NSCLC-Zelllinien
ausschlieBlich ein Anstieg fir SMAD2 Linker-Phosphorylierungen nachgewiesen. Dies
wurde ebenfalls fir Hela-Zellen beschrieben, wenn diese mit Nocodazol (Mikrotubuli-
Polymerisations-Hemmstoff) in der G2/M-Phase arretiert wurden. Wahrend Stimulationen
mit Thymidine (G1/S-Arrest) nicht zu pS2L-Zunahmen fihrten (121). Gleiches wurde in
NSCLC-Zellen fir Stimulationen mit dem CDK4/6 (Palbociclib)- bzw. CDK2-Inhibitor
festgestellt, wobei es zu stark verminderten pS2L*/pHH3"-Subpopulationen innerhalb der
G2/M-Phase kam. Beide Kinasen sind insbesondere in der spaten G1- und S-Phase aktiv
(84). Das CDK2 und CDK4 zu einer Linker-Phosphoylierung des SMAD2-Proteins befahigt
sind, wurde bereits in vorangegangenen Studien in Keratinozyten (122) und murinen
embryonalen Fibroblasten (5) gezeigt. In Zellen des Ovarialkarzinoms einer anderen Studie
waren Linker- und C-terminale Phoshorylierungen von SMAD3 ebenfalls mit der
mitotischen Spindel assoziiert. Hingegen der Beobachtungen von Zunahmen fiir SMAD2
und pS2L bei einem Mitose-Arrest, wurden fir SMAD3-Zielstrukturen Abnahmen
beschrieben (123) und eine Annahme unterschiedlicher Funktionen beider Proteine

unterstitzt.

SMAD?2 Linker- und Histon H3-Phosphorylierungen sind kolokalisiert und korrelieren auch
unter Stimulationsbedingungen

Dariber hinaus zeigten IFM-Analysen neben einer Korrelation auch eine Kolokalisation von
pS2L mit pHH3. Phosphorylierungen am Histon H3 sind wahrend der Zellteilung fir die
Kondensation und Segregation der Chromosomen wesentlich und an der Funktion
spezifischer DNA-RNA-Hybride beteiligt, die als R-Loops bekannt sind. Diese beeinflussen
Gentranskriptionen und fordern eine Chromosomeninstabilitat (124). Des Weiteren konnte
eine Studie an murinen epidermalen Zellen zeigen, dass phospho-Histon H3 fiir eine EGF-
induzierte Transformation unverzichtbar ist (86). Weitere Untersuchungen verschiedener
stimulierter NSCLC-Zelllinien mit CDK-Inhibitoren und Pirfenidon bestéatigten eine
Korrelation fiir die Zellzahlen von pS2L*-Subpopulationen in der G2/M-Phase mit pHH3'-
Zellen. Die Ergebnisse zeigten sowohl nach Stimulationen mit dem CDK2- als auch CDK4/6-

Inhibitor (Palbociclib) eine stark reduzierte Anzahl pS2L*/pHH3"-Zellpopulationen. Somit
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konnten diese bzw. deren Zielproteine sowohl fiir Histon H3- als auch SMAD2 Linker-
Phosphorylierungen verantwortlich sein. Ableitend aus den Ergebnissen konnte eine
Beteiligung von CDK1 ausgeschlossen werden, da pS2L'/pHH3*-Subpopulationen nach
Stimulationen mit dem CDK1-Inhibitor stark zunahmen. Das SMAD2 Linker-
Phosphorylierungen ebenfalls in T-Zellen gesunder Spender eine Rolle bei der Zellteilung
spielen legten die Proteinanalysen nahe, da pS2L in nicht-aktivierten und nicht-
proliferierenden Zellpopulationen nicht nachweisbar war. Hingegen fiihrte eine CD3/CD28-
Aktivierung zu einem deutlichen pS2L-Anstieg, wobei Zellzyklusanalysen signifikante
Zunahmen von Zellen in der S- und G2/M-Phase im Vergleich zu nicht-aktivierten T-Zellen
zeigten. Dementsprechend waren SMAD2 Linker-Phosphorylierungen auch in benignen
Zellen Mitose-assoziiert.

DFZ-Analysen zeigten, dass es in allen NSCLC-Zelllinien geringere Zunahmen des SMAD2-
Gesamtproteins und der C-terminalen Phospho-Isoform von der GO/G1- zur G2/M-Phase
gab, verglichen mit der SMAD2-Linker-Phosphorylierung, die starker zunahm. Innerhalb der
G2/M-Phase zeigte sich ausschlieBlich fir pS2L eine hohere Abundanz, die sich im Vergleich
zum Gesamtprotein und der C-terminalen Phosphorylierung etwa verdoppelte (Abb. 46).
Dies schien in Anbetracht einer Korrelation mit dem Mitose-Marker phospho-Histon H3
und einer Verdoppelung des Erbguts (2N = 4N) wahrend der Zellteilung nachvollziehbar.
Zudem waren ebenfalls Kolokalisationen von pS2L und Pericentrin nachweisbar. Die
Ergebnisse lieRen vermuten, dass sich die pS2L-Abundanz wahrend eines Zellzyklus

verdoppelt und nach der Zytokinese zu gleichen Teilen in den Tochterzellen vorliegt.

Das TGFB eine Erhohung der Chromatin Zuganglichkeit bewirkt und diese sowohl von
kanonischen- als auch nicht-kanonischen TGFB-Signalwegen abhdngt, wurde kirzlich in
normalen Mamma-Drisenepithelzellen von Mausen gezeigt (125). Dariber hinaus zeigte
eine Studie in murinen Embryonalkarzinomzellen (P19-Zellen, Teratokarzinom), dass
SMAD2-Bindungsstarken am Chromatin mit dem Histon H3 Acetylierungsstaus korrelierten.
Zudem machten die Untersuchungen deutlich, dass kein fester Mechanismus von SMAD2-
vermittelten Transkriptionen vorliegt, sondern diese genspezifisch erfolgen und sowohl
akut als auch verzogert sowie aktivierend und repressiv sein kdnnen. Dabei wird das
Transkriptionsprofil zu spdteren Zeitpunkten im Zusammenspiel mit weiteren

Transkriptionsfaktoren moduliert. Aktivin/NODAL-Stimulationen zeigten, dass SMAD2 an
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inaktivierte Chromatin-Loci bindet, was zu einer Nukleosomenverschiebung und
Acetylierung von Histon H3 fiihrte. Damit wurde nachgewiesen, dass SMAD2 nicht auf
»Master-Transkriptionsfaktoren“ wie POU5F1 (OCT4) angewiesen ist, um Gene zu
aktivieren, wohingegen fir andere SMAD2-abhdngige Regulationen Pionier-
Transkriptionsfaktoren wie POU5F1 (OCT4) und/oder FOXH1 erforderlich waren. Damit
kann SMAD2 sowohl Gentransktiptionen aktivierter Gene verstarken als auch nicht aktive
Gene reaktivieren (126). Ob und inwieweit SMAD2 Linker-Phosphorylierungen oder -
SpleiBvarianten diese Prozesse beeinflussen bleibt durch die Studien unbeantwortet. Ein
Einfluss ist jedoch aufgrund von pS2L*/pHH3"-Kolokalisationen und -Korrelationen wihrend
der G2/M-Phase, manifestiert veranderter Niveaus der SMAD2-SpleiRvarianten bei
unterbundenen Linker-Phosphorylierungen und differenziellen Genexpressionen in
A549VT- vs. A5491°“°-Zellen anzunehmen. Des Weiteren machten die vorliegenden
Ergebnisse der Stimulationen deutlich, dass insbesondere hohe Phosphorylierungen von
SMAD?2 Linker-Domanen und Histon H3 innerhalb eines engen Zeitfensters erfolgen. Die T-
Zell-Analysen zeigten zudem, dass SMAD2 Linker-Phosphorylierungen ebenfalls in
mitotischen Immunzellen gesunder Spender eine Rolle spielen (3.6). Darliber hinaus
scheinen SMAD2-Phosphorylierungen am Serin 255 bei der Mitose involviert zu sein, die
ebenfalls mit in situ TH,;-Differenzierungen in Zusammenhang stehen (106) (108). Damit
scheinen Transkiptexpressionen bereits wahrend der Mitose durch Chromatin-
Umstrukturierungen zu erfolgen, die erst zeitverzogert nach der Cytokinese in Anhdngigkeit

weiterer Kofaktoren zum tragen kommen.

Die exprimentellen Ergebnisse zeigten, dass SMAD2 Linker-Phosphorylierungen wahrend
der Mitose sowohl in allen finf NSCLC-Zelllinien als auch proliferierenden T-Zellen (nach
CD3/CD28-Aktivierung) gesunder Spender keimblattiibergreifend nachweisbar waren.
Daher kann geschlussfolgert werden, dass es sich um einen basalen und konservierten
Mechanismus der SMAD2-Signalwegsfunktion in benignen und malignen Zellen handelt,
die insbesondere aufgrund einer Kreuzvernetzung zu anderen Signalkaskaden in NSCLCs als
auch in situ Differenzierungen in T-Zellen von besonderer Bedeutung ist. Derzeit werden
zur weiteren Verifizierung einens konservierten Mitose-abhadngigen Auftretens von pS2L

verschiedene humane Tumore und Normalgewebe analysiert. Darlber hinaus sollen die
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Untersuchungen heraustellen, ob sich Gesamtabundanzen von SMAD2 und insbesondere

Linker-Phosphorylierungen in Tumoren und Normalgeweben differenziell darstellen.

4.3 S2°%3— der , Linker” zur Embryogenese

Zur Spezifizierung SMAD2 Linker-abhangiger Prozesse, war die erfolgreiche Etablierung
einer A549L°°-Zelllinie mit einer Substitution des Serin-Tripletts innerhalb der Linker-
Domadne mittels CRISPR/Cas9 entscheidend. Dadurch wurden SMAD2 Linker-
Phosphorylierungen konstitutiv unterbunden, wobei essenzielle Strukturen fir eine
Aufrecherhaltung des kanonischen TGFB-Signalwegs in Form von Phosphorylierungen des
C-terminalen Motivs sowie SMAD3 erhalten blieben. Dies ermoglichte eine isolierte
Analyse pS2L-abhangiger Regulationen auf verschiedenen biologischen Ebenen und stellte
einen Vorteil gegeniiber anderen Methoden dar wie bspw. bei einem SMADZ2-Knockout

oder transienten -Knockdown.

SMAD?2 Linker-Phosphorylierungen beglinstigen Malignitétsfaktoren

Aufgrund der beobachteten Mitose-Assoziation von pS2L wurden weiterfihrende
Untersuchungen zur Proliferation durchgefiihrt. Als Folgen konstitutiv abwesender SMAD2
Linker-Phosphorylierungen wurde eine verminderte Zellzahl innerhalb der G2/M-Phase und
herabgesetzte Proliferationsrate von 9% (+2,9%) im Vergleich zu A549"-Zellen
festgestellt. In Anbetracht eines Austausches von lediglich drei Aminosauren und einer
Aufrechterhaltung der SMAD2-Proteinstruktur und kanonischen TGFB-Signalwegsintegritat

Ub_Zellen eine

(3.9) war dies als deutlich verlangsamt zu bewerten. Zudem wiesen A549L
deutlich langsamere Wundheilung auf. Wie bereits erlautert wurde, nahmen insbesonere
SMAD2 Linker-Phosphorylierungen wahrend des Zellzyklus zu. Die Ergebnisse waren
konform mit einer Reepithelialisierung, bei der sowohl Migration als auch Proliferation
entscheidende Rollen spielen (127).

Den Ergebnissen zur Folge kdnnten SMAD2 Linker-Phosphorylierungen eine zentrale
Funktion bei Wundheilungsprozessen in Lungengeweben haben. Diese stellen einen
komplexen zelluldaren Prozess von Immun- und Epithelzellen sowie der ECM dar, der u. a.
Uber die Entlassung verschiedener Wachstumsfaktoren wie TGFB1/2, KGF und EGF reguliert
und koordiniert wird. Nach Verletzungen der Alveolen kommt es neben

Hyperproliferationen von AECII zu Umdifferenzierungen in AECI und schlieBlich zur
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Reepithelialisierung der Wunde (128). Daher ist es vorstellbar, dass bei diesen Prozessen
sowohl SMAD?2 Linker-Phosphorylierungen als auch SMAD2-SpleiRvarianten von Bedeutung
sind. Insbesondere die Ergebnisse in AECIl zeigten eine hohere C-terminale
Phosphorylierung von S2™ die in benignen Epithelzellen mit anti-proliferativen Wirkungen
assoziiert sind (12) (33). In Folge eines Wundheilungsprozesses konnten
Wachstumsfaktoren wie EGF intrazelluldare Signalkaskaden (z. B. MAPK) aktivieren und
SMAD2 Linker-Phosphorylierungen vermitteln, wie es in murinen embryonalen
Fibroblasten gezeigt wurde (13). Diese kdnnten C-teminale Phosphorylierungen in AECII
Uberlagern bzw. in dualen SMAD2-Phosphorylierungen resultieren, um Proliferation und

AE3 nachweisbar,

Migration zu férdern. Darliber hinaus waren signifikante Zunahmen von S2
wenn A549""-Zellen mit TGFB1 stimuliert wurden (3.9) und lag in Zelllinien mit EGFR-
Mutationen erhoéht vor (3.2). Ein dhlicher Mechanismus ware ebenfalls bei AECII denkbar,
wenn es zu hohen Wachstumsrezeptoraktivititen kommt und kénnte eine
Umdifferenzierung zu AECI und Proliferation induzieren. Dariber hinaus wurde durch
unserer Forschungsgruppe gezeigt, dass TGFB1-Stimulationen in AECII einen Umbau des
Aktin-Cytoskeletts und erhéhten Kollagen-Metabolismus zur Folge hatten (67). Nach einer

Reepithelialisierung bleiben 52hE3

-Translationen bzw. -Expressionen moglicherweise aus,
um die Plastizitat in AECI einzuschranken und Gewebshomdostase zu gewdhrleisten. Die
Ergebnisse standen sowohl im Einklang mit den Beobachtungen wahrend der Mitose als
auch mit den SMAD2-SpleiRvarianten, die anscheinend mit dem zelluldren
Differenzierungsstatus  assoziiert sind.  Ubereinstimmend damit zeigten die
Transkriptomanalysen differenzielle Regulationen relevanter Gene, die mit Zellmotilitat
assoziiert waren, wenn Linker-Phosphorylierungen unterbunden wurden. Dariiber hinaus
waren bei einem Vergleich von A549"T vys. A5491°"° ebenfalls die GO_BP-Analysen

differenzieller Zielstrukturen der Methylome, Transkriptome und Proteine signifikant

angereichert fir ,Cell Motility” und ,,Locomotion” (3.8) (Abb. 47).

136



Diskussion

A549L5Ub VS. A549WT Abb. 47: Ergebnisse funktioneller phospho-
SMAD2-Linker-abhangiger Prozesse. Die

Migration N Proliferation/ schnematische Abbildung fasst die Ergebnisse
X g X Zellzyklus \ der funktionellen in vitro Zell-Analysen
C A ™ — zusammen. Wahrend sich eine verlangsamte
- ‘;’ e G2 M Proliferationsrate und Migrationsfahigkeit
von A549L°"*- im Vergleich zu A549""-Zellen
aa e a I l zeigte, blieben Invasion und
ac=Nw - S G1 Kolonieformation unverandert.
[
Invasion l/ Kolom.e- |/
formation
\ehe
°
'

ECM

Uberraschenderweise waren keine Veranderungen bei der Invasionsfihigkeit festzustellen,
wenn SMAD?2 Linker-Phosphorylierungen ausblieben. Die Beobachtungen stellten sich
gegensatzlich zu murinen embryonalen Fibroblasten (mMEFs) dar. Hier wurde eine
Abnahme der Invasionseffizienz nach einer retroviralen Infektion von Smad2”-mMEFs mit
SMAD2-Mutanten beschrieben. Diese enthielten verschiedene Serin- bzw. Threonin-
Substitutionen innerhalb der SMAD2 Linker-Domane oder am C-terminalen Motiv. Fir eine
herabgesetzte in vitro Invasion war es nicht wesentlich ausschlaggebend, ob ein Serin- bzw.
Threoninrest oder alle substituiert waren. Es wurde daher geschlussfolgert, dass Invasionen
C-terminale und gleichzeitig ,volle” Linker-Phosphorylierungen am SMAD2 voraussetzen
(5). Dies traf fur A5491°"*-Zellen nicht zu. Auch nach einer Substitution des SMAD2 Serin-

Tripletts zu Alaninen waren A549L°"°

-Zellen in vitro invasiv (3.7). Den Ergebnissen zur Folge
ist zumindest keine ,volle” SMAD2 Linker-Phosphorylierung nach malignen
Transformationen zwingend erforderlich, um A549-Zellen zur Invasion zu befdhigen.

Dies konnte sowohl auf grundlegende Unterschiede von Epithel- zu Stromazellen, adulten-
und embryonalen Zellen als auch malignen- zu benignen Zellen hinweisen. Dass invasive-
und migratorische Prozesse unabhéangig voneinander sind machte eine Studie anhand von
Ratten-Prostata-Krebs- und immortalisierten humanen Mammaepithelzellen (HMLE)
deutlich. Beide Zelltypen wiesen post-EMT eine verlangsamte Migration auf, blieben aber

beide in vitro invasiv. In vivo war hingegen lediglich bei den Prostata-Krebszellen eine

Invasionsfahigkeit nachweisbar. Somit sind beide Prozesse entkoppelt und eine
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verminderte Migration hat nicht zwangslaufig auch eine verminderte Invasion zur Folge
(129). Dies schien vorliegend in A549L°"*-Zellen ebenfalls der Fall zu sein.

Insbesondere der TGFB-Signalweg ist in Lungenkrebs EMT-assoziiert und geht ebenfalls mit
einem Erwerb von Stammzell-Merkmalen einher (130) (1). Die Transkriptomanalysen von
A549L°*- und A549""-Zellen zeigten differenzielle Expressionen EMT-assoziierter Gene.
Jedoch war die Invasionseffizienz im Vergleich zu A549""_Zellen in vitro nicht verandert.
Dennoch verdeutlichten die Ergebnisse, dass TGFB-abhdngige Prozesse ebenfalls von
SMAD2 Linker-Phosphorylierungen beeinflusst werden. Dies erschien zunachst
widerspriichlich, da SMAD2 Linker-Domanen laut Literatur keine direkten Substrate des
TBR-Komplexes darstellen (12) (45). Es ist jedoch bekannt, dass Linker-Phosphorylierungen
als Knotenpunkte zu zahlreichen anderen Signalkaskaden wie bspw. MAPK fungieren (Abb.
2, C). Demnach konnte eine indirekte Beeinflussung (iber weitere intrazelluldre Kinasen
erfolgen (42) (131) (132), da diese durch die Substitution nicht langer in der Lage sind
Phosphorylierungen auf SMAD2 Linker-Domanen zu Ubertragen. Als Konsequenz waren
differenzielle Genregulationen vorstellbar, da R-SMADs zur Aktivierung TGFB-responsiver
Gene weitere Co- und Transkriptionsfaktoren bendtigen, die mit spezifischen R-SMAD
Phosho-Isoform-Komplexen interagieren (40) (35). Demnach kommt es durch eine Linker-
Substitution zu einer reduzierten Phospho-Isoform-Diversitat, die den Ergebnissen nach
auch TGFB-induzierte Genregulationen beeinflusst. Die Analysen verdeutlichten somit, dass
Prozessierungen von TGFB-Signalen pS2L-abhangig sind. Dies zeigten ebenfalls GO_BP-
Analysen nach TGFB1-Stimulationen wund fiihrten zu exklusiven und inversen
Generegulationen, wenn kein pS2L vorlag. Dies kénnte gleichermallen fiir weitere
Wachstumsfaktoren der Fall sein, wenn diese via SMAD2 Linker-Phosphorylierungen mit
dem TGFB-Signalweg verknipft sind (z. B. WNT- und JAK/STAT-Signalweg). Des Weiteren
zeigten sowohl AS49L°°-  als auch  A549""-Zellen ein vergleichbares
Koloniebildungspotenzial in Soft-Agar. Ein Wachstum unabhangig einer festen Oberflache

zahlt zu den Schlisselmerkmalen einer Karzinogenese (133) (134).

Die Ergebnisse zeigten, dass SMAD2 Linker-Phosphorylierungen in A549-Zellen mit
Proliferation und Migration assoziiert sind. Ferner blieb jedoch ungeklart, ob Linker-
Phosphorylierungen bei diesen Prozessen an einer bestimmten SMAD2-Spleillvariante

erfolgen oder beide involviert sind. Konstitutiv unterbundene Linker-Phosphorlierungen in
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A5491°*°-Zellen  fihrten  demnach lediglich  zu  partiellen  Abnahmen von
Malignitatsfaktoren, wovon die Invasions- und Kolonieformationseffizienz nicht betroffen
waren, obwohl im Vergleich zu A549VT-Zellen bspw. EMT-assoziierte Gene differenziell
exprimiert waren (3.8). Zur vollstandigen Abklarung, ob fehlende SMAD2 Linker-
Phosphorylierungen in Lungenkrebszellen Invasion beeintrachtigen konnten in vivo
Experimente in Mausen Aufschluss geben. Des Weiteren ist festzuhalten, dass die
Ergebnisse anderer Zelltypen nicht per se auf NSCLCs bzw. transformierte Zellen
Ubertragbar sind und keine ,volle” Linker- und C-terminale Phosphorylierung fiir Invasion
vorausgesetzt ist. Darliber hinaus stellte sich durch die Analysen deutlich heraus, dass
SMAD?2 Linker-Domadnen TGFB-abhangige Genregulationen beeinflussen, auch wenn diese

keine Zielstruktur von TGFB-Rezeptoren darstellen.

$2°E_Niveaus steigen bei durch fehlende SMAD?2 Linker-Phosphorylierungen an

Als weitere Folgen fehlender SMAD2 Linker-Phosphorylierungen wurden signifikant hohere
Niveaus fiir das SMAD2-Gesamtprotein (527 + 52°%) in A5491°"°- im Vergleich zu A549VT-
Zellen festgestellt. Dabei setzen sich die Anteile der SMAD2-SpleilRvarianten
unterschiedlich zusammen. Es zeigten sich in Relation zum jeweiligen SMAD?2-
Gesamtprotein Anteile von 48,2 % (+2,9 %) fur S2™ und 51,8 % (+2,9 %) fur S2°% in

AE3

A5491°"®, was einem Verhiltniswert von S2™ zu $2°% von etwa 1:1 entsprach. In A549"T

lagen hingegen Anteile von 94,6 % (+2 %) fir S2™ und 5,4 % (£2 %) fur S2°% vor und somit
ein Verhiltnis von etwa 20:1. Damit ergab sich im Vergleich zu A549""-Zellen eine 10-fache

AE3

Zunahme fir S27°, wahrend sich die Abundanz fir soft halbierte, wenn keine Linker-

Phosphorylierungen am SMAD?2 erfolgen konnten (Abb. 48).

Abb. 48: Auswirkungen konstitutiv unterbundener pS2L-
Signale auf SMAD2-SpleiBvarianten in A549-Zellen. Die
schematische Abbildung stellt die Verhaltniswerte von s2™
zu $2°% in Folge einer SMAD2 Linker-Substitution
(A549L°"°) im Vergleich zu A549""-Zellen dar. Eine
konstitutiv unterbundene Phosphorylierung der SMAD2
Linker-Domane fiihrte insbesondere zu einer Zunahme von
$2*% und infolgedessen zu vednderten Verhaltnissen der
SMAD?2-Spleiflvarianten.

pS2L
stLtr :zAB\L
20:1
A549WT

A549Lsvb

Insbesondere die kurze SMAD2-SpleiBvariante ist in der Literatur mit der
Embryonalentwicklung assoziiert. So wurden bspw. vergleichbare Verhaltnisswerte der

SMAD2-Spleilvarianten wie in A549L°°-Zellen in friihen Entwicklungsstadien von X. laevis
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Embryonen nach einer Aktivierung des Aktivin-like- und TGFB-Signalwegs beschrieben (57).

853 im Vergleich zu S2™ starker

Untersuchungen muriner ESCs zeigten zudem, dass S2
nuklear lokalisiert ist (135) und eine defekte anterior-posterior-Achse zur Folge hat, wenn
$2°63 nicht exprimiert wird (15). Die differenziellen Proteinniveaus von A549VT- und
A549L°**-Zellen waren auf mRNA-Ebene nicht verifizierbar und schienen einer
posttranskriptionellen Regulation zu unterliegen. Eine andere Studie kam zu einem
vergleichbaren Ergebnis und beschrieb abweichende Transkript- und Proteinniveaus fir
beide SMAD2-Proteinfromen in Mausgeweben. Dabei verwendeten sie zur
Expressionsbestimmung einen sensitiveren Ribonuklease-Protection-Assay. Es zeigten sich
hohere SZFL—Transkripniveaus, jedoch waren die Verhaltniswerte von 2 zu $2°F in
murinen ESCs als auch adulten Geweben nie hoéher als 3,5:1 (E7,5-10,5). In der spateren
Trachtigkeit (E16,5) waren hingegen ebenfalls Verhaltniswerte der Transkripte von nahezu
1:1 nachweisbar. Gleiche Verhaltniswerte wiesen die SMAD2-SpleiBvarianten auf
Proteinebene in A549L°" auf, wenn kein pS2L vorlag. Auf Proteinebene untersuchte die
Studie ausschlieRlich C-terminale SMAD2-Phosphorylierungen in T- und B-Lymphozyten
adulter Tiere aus dem Thymus bzw. der Milz. In beiden unstimulierten Zelltypen zeigten
sich nahezu gleich ausgepragte schwache pS2C-Niveaus fir $2°% und s2™. Hingegen
fuhrten TGFB1-Stimulationen zu wesentlich héheren Phosphorylierungen am S2™. Die
Forschenden schlossen daher ebenfalls auf posttrakriptonelle Regulationen der
Spleifvarianten (15). Vergleichbare Ergebnisse waren sowohl in unstimulierten A549V'- als
auch A549L°*-Zellen nachweisbar. Nach TGFB1-Stimulationen kam es jedoch zu erhdhten
pS2C-Niveaus beider SpleiBvarianten, die zwar hoher, aber weiterhin in einem Verhaltnis

von etwa 1:1 vorlagen.

Grundsatzlich liel sich festellen, dass eine konstitutiv abwesende SMAD2 Linker-

sub

Phosphorylierung in A549L>"-Zellen einen Anstieg der embryonal-assoziierten kirzeren

SMAD2-Spleilvariante zur Folge hatte. Eine Studie in Mausen zeigte, dass eine alleinige

null/nul Genom-Hintergrund nicht zu einem definitiven

Expression von $2™ in einem Smad3
Entoderm fiihrt, was auf unterschiedliche regulatorische Kapazititen von S27* und S2°%

schliefRen I&sst (60).
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SMAD?2 Linker-Phosphorylierungen sind fiir eine kanonische TGFB-Signalwegsintegritdt
nicht essenziell

Dass die Integritdt des kanonischen TGFB-Signalwegs auch bei konstitutiv fehlenden
SMAD?2 Linker-Phosphorylierungen gegeben war, machten TGFB1-Stimulationen deutlich.
Dabei stiegen C-terminale Phospho-Isoformen an beiden SMAD2-Spleivarianten in
A549""- und A549L°"*-Zellen vergleichbar an. Die stark abweichenden Gesamtniveaus der
SMAD2-Spleifvarianten in A549L°*® und A549"" hatten somit keine Auswirkungen auf die
Auspragung von C-terminalen Phosphorylierungen. Dies sprach ebenfalls fiir vergleichbare
Regulationsstarken, unabhangig einer SMAD2 Linker-Phosphorylierung. Aufgrund dieser
Ergebnisse konnte davon ausgegangen werden, dass beide Proteinvarianten gleichermalien

an der Weiterleitung von TGFB-Signalen beteiligt sind.

TGFB1-Stimulationen fiihren in A549"-Zellen zu héheren S2°53-Niveaus

Ferner zeigten sich keine signifikanten Veranderungen von SMAD2 Linker-
Phosphorylierungen in A549""-Zellen, wenn diese mit TGFB1-stimuliert wurden. Es kam
jedoch ausschlieBlich zu einem tendenziellen Anstieg von Linker-Phosphorylierungen an
der kurzen SMAD2-SpleiBvariante, was nochmals durch eine groRere Stichprobe geprift

883 nach TGFB1-Stimulationen ebenfalls signifikant

werden sollte, insbesondere da S2
erhoht war (3.9). Darliber hinaus wurde in murinen embryonalen Fibroblasten gezeigt, dass
pS2L sowohl durch EGF- als auch TGFB-Stimulationen zunahm (13). Bei S2™ wurden in
A549"7_7Zellen wie erwartet ebenfalls keine signifikanten Zunahmen von SMAD2 Linker-
Phosphorylierungen durch aktivierte TGFB-Rezeptorkomplexe vermittelt. Somit wirkten
sich TGFB1-Stimulationen selektiv auf die kurze SMAD2-SpleiRvariante in A549"-Zellen

aus, wihrend diese keinen Einfluss auf S27 hatten. In A549L°°-Zellen blieben die

Verhiltnisse von 527 zu S2°%* mit 1:1 auch nach TGFB1-Stimulationen bestehen.

TGFB1-induzierte Genrequlationen sind ,abhdngig” von SMADZ2 Linker-Phosphorylierungen

Die Transkriptom-Analysen beider TGFB-Signaturen von A549""- und A549L°*°-Zellen
machten deutlich, dass TGFB1l-responsive Gene von einer SMAD2 Linker-
Phosphorylierungen ,,abhdngig” sind. Dies aufRerte sich in exklusiven und invers regulierten

Genen, wenn Linker-Phosphorylierungen nicht erfolgen konnten. Es zeigte sich zudem, dass
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Gene mit gleichen Regulationsrichtungen durch fehlende SMAD2 Linker-
Phosphorylierungen oftmals starker herunterreguliert waren. Bei A549L°° +TGFB vs.
Kontrolle ergab sich ein mittlerer FC der 35 am stdrsten herrunteregulierten Gene von 282
(¢371), wihrend dieser bei A549"T +TGFB vs. Kontrolle bei 53 (+70) lag. Bei
heraufregulierten Genen lag Uberweigend der entgegengesetzte Fall vor, dabei ergab sich
ein mittlerer FC von 85 (+94) fiir A549L%*° und von 195 (+366) fur A549"" nach TGFB1-
Stimulationen. Interessanterweise stellten sich dariber hinaus invers regulierte Gene durch
fehlende SMAD2 Linker-Phosphorylierungen dar. Hier kam es ebenfalls zu starkeren
herrunter- als heraufregulierten Genen. Bei A549[ lag der mittlere FC
herunterregulierter Gene bei 143 (+254), wahrend der heraufregulierte mittlere FC in
A549"T bej 77 (+113) lag. Im Gegensatz dazu ergab sich in A549L°"° bei heraufregulierten
Genen ein durchschnittlicher FC von 5 (+6) und bei A549"" ein herunterregulierter FC von 4
(£5). Die GO_BP-Analyse invers regulierter Gene war zudem signifikant angereichtert fur
terms die mit Embryonalentwicklung, Differenzierung und Morphogenese assoziiert waren.
Dies spiegelte sich ebenfalls bei einem Vergleich von stammzell-assoziierten Genen wider.
Dabei stellte sich in silico ein signifikant negativer Effekt der exklusiv hochregulierten
A5491°*°-Gene auf das Gesamtiiberleben bei NSCLC-Patienten heraus, was bei den exklusiv
hochregulierten stammzell-assoziierten Genen von A549"" nicht der Fall war.

Die Ergebnisse lieBen daher die Vermutung zu, dass es zu epigenetischen
Reprogrammierungen bei abwesenden Linker-Phosphorylierungen kommt bzw. diese
davon abhdngen an welcher SMAD2-SpleiRvariante C-terminale oder Linker-

883 Niveau kénnten wiederum

Phosphorylierungen erfolgen. Durch ein erhdhtes S2
embryonale Differenzierungsprozesse reaktiviert werden. Hohere Regulationsstarken
liegen moglicherweise in einer effizienteren und damit erhéhten nukledren Lokalisation
von S2°% begriindet, wie es in Hirngeweben von Miusen gezeigt wurde (16). Vergleichbare

Veranderungen durch erhdhte 52hE3

-Niveaus konnten auch auftreten, wenn hohe TGFB-
Konzentrationen in Tumoren vorliegen, wie es in A549""-Zellen nach TGFB1-Stimulationen
der Fall war. Aufgrund einer pS2L-Assoziation mit Mitose wurden daher Modulationen

mittels CDK-Inhibitoren und Pirfenidone untersucht.

SMAD?2 Linker-Phosphorylierungen und -SpleifSvarianten sind durch CDK-Inhibitoren und
Pirfenidon in A549""-Zellen modulierbar
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Bei Stimulationen mit dem CDK1-Inhibitor waren keine Veranderungen der Spleilvarianten
ersichtlich. Es kam aber zu einer erwarteten Zunahme von SMAD2 Linker-
Phosphorylierungen aufgrund eines induzierten G2/M-Arrests. Signifikante Zunahmen
traten ebenfalls in den DFZ-Analysen von A549""_7Zellen auf. Im Gegensatz dazu fiihrten
Stimulationen mit dem CDK2-Inhibitor zu einer Abnahme des S2"-Niveaus, wihrend S2°F
unverandert blieb. Auf Linker-Phosphorylierungen hatten die Stimulationen hingegen
keinen Einfluss, wenn die Proteinlysate analysiert wurden. In den DFZ-Analysen wurde
hingegen eine Abnahme von hohen SMAD?2 Linker-Phosphorylierungen der Subpopulation
innerhalb der G2/M-Phase ersichtlich. Letztres zeigte sich ebenfalls nach Stimulationen mit
dem CDK4/6-Inhibitor (Palbociclib). Dartuber hinaus kam es zu einer S2°83.Zunahme,
wahrend S27° unverandert blieb. Zudem waren ebenfalls signifikante Abnahmen von
SMAD?2 Linker-Phosphorylierungen im Proteinlysat nachweisbar. Die Ergebnisse machten
deutlich, dass Linker-Phosphorylierungen nicht kompensiert wurden, wenn Zellen
entweder mit dem CDK2- oder CDK4/6-Inhibitor stimuliert wurden. Dies lieR vermuten,

dass es sich um eine Reihe nachgeschalteter Kinaseaktivitaten handeln kdénnte, die

letztendlich SMAD2 Linker-Phosphorylierungen wahrend der Mitose vermitteln (Abb. 49).
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Abb. 49: Modulationen von SMAD2-SpleiBvarianten und Linker-
Phosphorylierungen durch Stimulationen mit CDK-Inhibitoren und PIRF in
A549""- und A549L°"*-Zellen.Die schematische Ubersicht fasst die Ergebnisse von
Einflissen durch Stimulationen mit CDK-Inhibitoren und PIRF auf die SMAD2-
SpleiBvarianten und Linker-Phosphorylierung aus den DFZ- und Western Blot-
Analysen im Vergleich zu den Kontrollen zusammen. Hinweise: 1 = Erhoht; { =
Vermindert; ,,=“ = Unverandert; s2f = smMAD2 Jfull length’; $2°% = SMAD2 delta
Exon 3; pS2L (Ges.) = Phospho-Smad2-Linker in Gesamtpopulation (Proteinlysat);
pS2L" = Zellzahl der Subpopulation pS2L-positiver Zellen in der G2/M-Phase
(Intensitat > 4x10°).

Im Gegensatz zu den Beobachtungen fir Stimulationen mit dem CDK4/6-Inhibitor
(Palbociclib) fiihrten Behandlungen mit Pirfenidon zu stark reduzierten S2°8_Niveaus. Diese
hatten aber ebenfalls keinen Einfluss auf S27. Des Weiteren waren keine signifikanten
Veranderungen hinsichtlich Linker-Phosphorylierungen nachweisbar, weder in den
Proteinlysaten noch anhand der Subpopulation in der G2/M-Phase. Darliber hinaus zeigten
sich Abnahmen des SMAD2-Gesamtproteins in den DFZ-Analysen nach Pirfenidon-
Stimulationen fur A549"V". Uberraschenderweise waren keine Veridnderungen durch
Stimulationen mit CDK-Inhibitoren oder Pirfenidon fir $27 und $2°% in A5491°**-Zellen

nachweisbar. Die Verhéaltnisse blieben unverandert mit 1:1 fir beide SMAD2-
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Proteinvarianten bestehen, wenn keine SMAD2 Linker-Phosphorylierungen erfolgten (Abb.

49).

In Bezug auf NSCLC Wildtyp-Zelllinien wurden gleiche Beobachtungen nach Pirfenidon-
Stimulationen in den gleichen Zelllinien einer anderen Studie unserer Forschungsgruppe fir
das SMAD2-Gesamtprotein gemacht. Neben signifikanten Abnahmen von SMAD?2 zeigten
sich ebenfalls keine signifikanten Unterschiede bei pS2C, wenn Zellen mit Pirfenidon
behandelt wurden. Hingegen waren bei SMAD3 sowohl| das Gesamtprotein als auch C-
terminale Phosphorylierungen signifikant reduziert. Ferner wurde festgestellt, dass eine
Pirfenidon-Behandlung in A549""_7Zellen signifikante Anreicherungen fir Mitose- und
Zellzyklus-assoziierte Signalwege nach sich zieht (2). Daher war es lUberraschend, dass es
trotz eines GO/G1-Arrests von A549"'-Zellen durch Pirfenidon und einer scheinbar
konservierten Mitose-abhangigen Phosphorylierung der SMAD2-Linkerdomadne keine
Veranderungen von pS2L-Niveaus auftraten. Es wurde ebenfalls gezeigt, dass Pirfenidon
eine verminderte Survivin/BIRC5-Abundanz in NSCLC-Zelllinen zur Folge hat. Dies bedeutet
im Umkehrschluss, dass die ermittelten differenziell regulierten Survivin/BIRC5-
Interaktoren wie bspw. Kinasen der mitotischen Spindel BUB1, PLK1, INCENP und AURKB
(2) anscheinend nicht an SMAD?2 Linker-Phosphorylierungen beteiligt sind. Wie fiir SMAD2
wurden bspw. ebenfalls fir INCENP und AURKB ,mitotische Phosphorylierungsmotive” in
Hela-Zellen nachgewiesen (121). Daraus wurde geschlussfolgert, dass SMAD2 vermutlich
ahnliche Funktionen wie andere Mitose-assoziierte Proteine bei der Proliferation
einnimmt. Konsistent damit waren eine verlangsamte Proliferation und Wundheilung sowie
eine verringerte Zellzahl in der G2/M-Phase, wenn keine Phosphorylierungen an SMAD2
stattfinden konnten. Damit scheinen SMAD2 und insbesondere Linker-Phosphorylierungen
bspw. ebenfalls an Prozessen wie der Chromosomen Segregation beteiligt zu sein, was
durch Kolokalisationen und Korrealtionen mit phospho-Histon H3 und Pericentrin
unterstutzt wurde.

Die Pharmakodynamik von Pirfenidon ist noch nicht vollstindig aufgeklart. Den
Ergebnissen zur Folge vermindert Pirfenidon die Abundanz des SMAD2-Gesamtproteins
aufgrund selektiv reduzierter S2"%%_Niveaus. Dabei wirkt es jedoch nicht primar inhibierend
auf die Vermittlung von Linker- und C-terminalen Phosphorylierungen am S2™. Die

Tatsache, dass sich dies in unserer vorangegangenen Studie fur C-terminale SMADS3-
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Phosphorylierungen anders darstellte und signifikant reduzierte Phosphorylierungen
nachweisbar waren (2), deutet nochmals trotz einer hohen Sequenzidentitat auf
unterschiedliche Funktionen von SMAD2 und SMAD3 hin. Weiterhin ist zu vermuten, dass
Pirfenidon anscheinend keine CDK2- oder CDK4/6-Inhibierung verursacht und somit auch
weiterhin pS2L-Phosphorylierungen vermittelt werden. Durch die wesentlich geringe $2°%*-
Abundanz im Vergleich zu S2™ waren pS2L-Abnahmen nach Pirfenidon-Stimulationen in
Gesamtpopulationen nicht detektierbar. Folglich verhindert Pirfenidon indirekt selektiv
S2°F_vermittelte TGFB-abhangige und -unabhdngige Prozesse durch reduzierte Niveaus,
wihrend dies fur S27 nicht der Fall war. Dies unterstreicht erneut die Hypothese, dass
nicht nur spezifische Phosphoylierungen ausschlaggebend sind, sondern ebenfalls an
welcher SMAD2-SpleiBvariante diese erfolgen. Unterstiitzt wurde diese Annahme ebenfalls
durch in silico Analysen von SMADZ2-Transkriptexpressionen und deren Einfluss auf das
Gesamtiiberleben von ADC-Patienten, wobei hohe Expressionen der kurzen 5263
SpleiRvariante mit einer kiirzeren Uberlebenszeit assoziiert waren. Auswirkungen auf
SMAD2-SpleiRvarianten durch Pirfenidon wurden bislang nicht untersucht. Aufgrund der
Vermutung, dass $2°% mit dem Differenzierungspotenzial und Embryonalentwicklung in
Zusammenhang steht wird dieses moéglicherweise zusatzlich durch stark reduziertes 5248
beschrinkt. Gleiches wirde im Gegenzug bedeuten, dass S2°%-Zunahmen nach
Stimulationen mit dem CDK4/6-Inhibitor (Palbociclib) oder SMAD2 Linker-Substitutionen
das Differenzierungspotenzial steigern.

Insbesondere im Zusammenhang mit der Linker-Substitution ist zu berlicksichtigen, dass
eine weitere Phosphorylierungsstelle innerhalb der SMAD2 Linker-Domane in Form eines
Threoninrests an Position 220 (T220) weiterhin intakt war (Abb. 3, B + C). Eine Osophagitis-
Studie in Mausen untersuchte SMAD2/3 T220/179-Phosphorylierungen (pS2/3_T220/179)
in Basalzellen des Osophagus wiahrend der Verletzungs- und Regenerationsphase. Dabei
zeigte sich, dass pS2/3_T220/179-Zellen MIB-1 (Ki67) negativ waren und wahrend der
Regeneration signifikant zunahmen. Mittels BrdU-Markierungen wurde eine verlangsamte
Proliferation von pS2/3_T220/179-Zellen nachgeweisen und festgestellt, dass diese
morphologisch einen undifferenzierteren Zustand aufwiesen. Es wurde daher vermutet,
dass es sich um epitheliale Stammzellen handelt. Dariber hinaus zeigten pS2/3_T220/179-
Zellen Kolokalisationen mit CDK4 und P63 (100). Die Studie differenzierte nicht zwischen

SMAD2 und SMAD3 Linker-Threonin- und untersuchte auch keine Linker-Serin-
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Phosphorylierungen. Dennoch legten die Beobachtungen nahe, dass Phosphorylierungen
innerhalb von Linker-Domanen unterschiedliche Funktionen haben und vom Zell-Kontext

sub

abhangen. Weiterfiihrend sollte daher analysiert werden, ob A549L°"-Zellen differenzielle
pS2L_T220-Niveaus im Vergleich zu A549"T aufweisen. Gleiches gilt flir Phosphorylierungen

von SMAD3 Linker-Domanen.

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass die Intergritdit des kanonischen TGFj-
Signalwegs auch bei abwesenden SMAD2 Linker-Phosphorylierung gegeben war. TGFB1-
Stimulationen bewirkten S2°%-Zunahmen in A549V-Zellen, wihrend diese bei A549L 5P
nicht beeinflusst wurden und erhohte $2°-Niveaus in A549L°**-Zellen konstant Gber alle
Stimulationen hinweg bestehen blieben. Hingegen zeigten insbesondere Behandlungen mit
dem CDK4/6-Inhibitor (Palbociclib) und Pirfenidon gegensatzliche Einflisse in A549VT-
Zellen, obwohl beide Medikamente einen GO/G1-Arrest bewirkten. Stimulationen mit dem
CDK4/6-Inhibitor (Palbociclib) fihrten zu reduzierten Linker-Phosphorylierungen und
erhohten SZAB—Niveaus, wahrend bei Pirfenidon-Stimulationen SMAD2 Linker-

Phosphorylierungen unverindert blieben, aber $2°%

stark reduziert vorlag.

Durch diese Beobachtungen wurde gleichzeitig deutlich, dass ein GO/G1-Arrest allein nicht
zwingend zu Verdanderungen von SMAD2-Linker-Phosphorylierungen fihrt, sondern dass
wahrscheinlich spezifische Abfolgen von Kinase-Aktivitaten, z. B. durch CDK4/6 und CDK2,
essenziell sind. Gleiches konnte fiir Abnahmen von pS2L*-Subpopulationen in der G2/M-
Phase festgestellt werden. Sowohl Stimulationen mit dem CDK4/6 (Palbociclib)- als auch
CDK2-Inhibitor zeigten signifikate Abnahmen von pS2L*-Zellen. Dennoch fiihrten lediglich

883_zunahmen und Abnahmen

Stimulationen mit dem CDK4/6-Inhibitor (Palbociclib) zu S2
von pS2L-Niveaus in der Gesamtpopulation. Bei Stimulationen mit dem CDK2-Inhibitor kam
es hingegen zu héheren S2™-Niveaus, wihrend pS2L-Niveaus in der Gesamtpopulation
unverandert blieben. Damit zeigte sich, dass Inhibierungen von SMAD2 Linker-
Phosphorylierungen abhanging von einer bestimmten Zellzyklusphase durch
unterschiedliche Cyclin-CDK-Komplexe andere Auswirkungen nach sich ziehen. Dariber
hinaus beeinflussten fehlende SMAD?2 Linker-Phosphorylierungen die Prozessierung TGFB-
abhangiger Gene. Dies fiihrte neben exklusiven- zu inversen Genregulationen, wobei

sub

herunterregulierte Genexpressionen in A549L°""-Zellen deutlich starker ausgepragt waren.
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Differenzielle pS2L-abhadngige Genregulationen konnte darlber hinaus auch bei stammzell-
assoziierten Genen festgestellt werden.

Die Etablierung der A549L°**-Zelllinie stellte heraus, dass konstitutiv unterbundene SMAD2
Linker-Phosphorylierungen zu einem manifestierten Anstieg der kurzen embryonal-
assoziierten SpleiRvariante S2°% fihrten und differenziell regulierte Zielstrukturen mit
Embryonalentwicklung, -Morphogenese und diversen Differenzierungsprozessen in
Zusammenhang stehen. Die Tatsache, dass ein vergleichbarer ,$2°%-Phanotyp” in A549"'-
Zellen durch Palbociclib (CDK4/6-Inhibitor)-Stimulationen induziert wurde, der ebenfalls
mit stark reduzierten pS2L-Niveaus einherging und Pirfenidon zu reduzierten 5208,
Abundanzen fihrte machte deutlich, dass SMAD2-Linker-Phosphorylierungen und die kurze

SpleiRvariante modulierbare Zielstrukturen in NSCLCs darstellen und somit als

Angriffspunkte in Krebstherapien interessant sind.

4.4 SMAD2 Linker-Phosphorylierungen und $2°% im Fokus von Krebstherapien

Die KEGG-Analyse interagierender differenzieller Zielstrukturen ergab u. a. signifikante
Anreicherungen flr ,,EGFR tyrosine kinase inhibitor resistance” und ,,endocrine resistance”.
Letztere ist mit Mammakarzinomen und einer Behandlung von Ostrogen-Hemmern wie
Fulvestrant assoziiert. In Erganzung konnen selektive CDK4/6-Inhibitoren als
Kombinationstherapie wie bspw. Palbociclib bei der Behandlung von Hormonrezeptor-
positiven und metastasiertem Brustkrebs eingesetzt werden. Hier konnte eine
Verlingerung fiir das krankheitsfreie Uberleben nachgewiesen werden (136).
Interessanterweise zeigte sich nach Stimulationen von A549V'-Zellen eine Abnahme von

AES}—Niveaus, wenn diese mit

SMAD?2 Linker-Phosphorylierungen und eine Zunahme des S2
dem CDK4/6-Inhibitor (Palbociclib) stimuliert wurden. Die Verhaltniswerte der SMAD2-
Spleilvarianten unterschieden sich nach Stimulationen zudem nicht langer signifikant von
denen in A549L°"*-Zellen, die ebenfalls einen Anstieg der kurzen SMAD2-Proteinvariante
aufwiesen.

AE3

Tréigt eine hohe S2°"-Abundanz zur Etablierung erworbener Resistenzen bei?

Dass $2°%in der Embryogenese eine zentrale Rolle spielt, wurde durch in vivo Experimente

263 in  einem

an Mausembryonen gezeigt. Bei einer exklusiven Expression von S2
Smad3™"™" Genom-Hintergrund entwickelten sich die Tiere fertil und normal. Hingegen
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flihrte eine alleinige Expression von $2™ in murinen ESCs nicht zu einem definitiven
Entoderm (15). Dies deutet auf eine Restriktion der Embryonalentwicklung durch S2™ hin.
Interessanterweise ist bekannt, dass humane ESCs eine verkiirzte G1-Phase haben. Daraus
resultiert ein kiirzeres Zeitfenster zur Ubertragung von Phosphorylierungen sowie eine
geringere CyclinD-Konzentration, die erst in der spaten G1-Phase ansteigt. Infolgedessen
fuhren niedrigere CyclinD-Konzentrationen zu geringeren CyclinD-CDK4/6-Aktivitaten (137).
Im Zusammenspiel konnte dies in humanen ESCs (hESCs) dazu beitragen, dass eine
Ubertragung von SMAD2 Linker-Phosphorylierungen stark limitiert wird. Infolgedessen

wiirde es zu herabgesetzen pS2L-Niveaus und héheren $2°%

-Abundanzen kommen, wie es
vorliegend in A549""_Zellen durch eine Behandlung mit Palbociclib (CDK4/6-Inhibitor) bzw.
in A549L°"*-Zellen durch eine SMAD2 Linker-Substitution gezeigt wurde. In humanen ESCs
konnte dieser Mechanismus zur Aufrechterhaltung von Genexpressionen beitragen, die mit
Embryogenese assoziiert sind. Verlangert sich im Laufe der Embryonalentwicklung die G1-
Phase, nimmt die CyclinD-Konzentration zu. Dies flihrt konsequenterweise zu gesteigerten
CyclinD-CDK4/6-Aktivitaten. Infolgedessen kommt es zu hoéheren SMAD2 Linker-
Phosphorylierungen  und  reduzierten  S2°%-Abundanzen, wodurch  wiederum

Gentranskriptionen fir zellulare Spezifizierungen durch S2™ verstirkt werden kénnten

(138) (Abb. 50, A + B).
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Abb. 50: Hypothese: Herabgesetzte CyclinD-CDK4/6-Aktivititen durch Inhibitoren oder eine
verkiirzte G1-Phase beeinflussen SMAD2 Linker-Phosphorylierungen und $2"%_Niveaus.
Eine Behandlung von Krebszellen mit CDK4/6-Inhibitoren wie bspw. Palbociclib (C) oder eine

verkiirzte G1-Phase in
CDK4/6-CyclinD-Aktivitat
héheren $2“®-Niveaus
Infolgedessen kommt es

humanen ESCs (hESCs) (B) limitieren aufgrund einer geringeren
SMAD2 Linker-Phosphorylierungen (pS2L). Dies fihrt letztlich zu
und Veranderungen der SMAD2 Spleivarianten-Verhaltnisse.
zu einer ,embryonalen Transition” und Reaktivierung von Genen der

Embryonalentwicklung. Dieses Ereignis konnte moglicherweise in Krebszellen zur Plastizitat

und Etablierung erworbe

ner Resistenzen beitragen. Hinweise: s27 = smAD2 Jull length’; 528

=SMAD?2 ‘delta Exon 3’; pS2L = Phospho-SMAD?2 Linker.

Reduzierte SMAD2 Linker-Phosphorylierungen l6sen ,embryonale Transition” aus

Dieser embryonale Mechnismus wird scheinbar durch CDK4/6-Inhibitoren wie Palbociclib

reaktiviert und flihrt zur ,embryonalen Transition” in Krebszellen. Es ist bekannt, dass trotz

einer Inhibierung der

Resistenzen entwickeln (1

Proliferation durch Palbociclib Brustkrebszellen erworbene

36) (84). Die vorliegenden Ergebnisse zeigten, dass in A549"'-

Zellen nach Stimulationen mit Palbociclib signifikant niedrigere pS2L-Niveaus vorlagen,
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wobei im Gegensatz zu hESCs verringerte CyclinD-CDK4/6-Aktivitaiten durch CDK4/6-
Inhibierungen zu vermuten waren. Als Folge ergeben sich in A549WT signifikant hohere
$2°%_Niveaus nach Palbociclib-Stimulationen. Infolgedessen kommt es in Tumorzellen zur
»embryonalen Transition” wodurch bspw. Gentranskriptionen der Embryonalentwicklung
durch $2°% reaktiviert werden. Daraus kdnnten partielle De- oder Umdifferenzierungen
resultieren, was wiederum zur Heterogenitat und Plastizitat von Krebszellen beitragt. Unter
Umstdnden bieten diese Beobachtungen einen Erklarungsansatz fir Therapie-induzierte
Resistenzentwicklungen in Brustkrebszellen (Abb. 50, C). Mit dieser Hypothese konform
waren die GO_BP-Analysen von A549"'- und A549L°*-Zellen. Diese ergaben signifikante
Anreicherungen fiir GO_BP terms, die bspw. mit der Embryonalentwicklung und -
Morphogenese assoziiert waren. Insbesondere gingen diese Ergebnisse ebenfalls aus den
invers regulierten Genen nach TGFB1-Stimulationen hervor, wenn keine SMAD2 Linker-
Phosphorylierungen erfolgen konnten. SMAD2-SpleiRvarianten scheinen daher

883 anscheinend auf

verschiedene Differenzierungsprogramme zu beeinflussen, wobei S2
ein anderes bzw. erweiteretes Repertoire von Genregulationen zugreift das mit
Embryonalentwicklung assoziiert ist. Erst kirzlich wurde gezeigt, dass CDK4/6-
Inhibierungen in luminalen Brustkrebszelllinien (RB1-Wildtyp) zu Umstrukturierungen der
Chromatin-Architektur filhren und bspw. Reprogrammierungen durch eine gesteigerte

Aktivitait des Transkriptionsfaktors AP1 bewirken (139), wozu ebenfalls SMAD2-

Phosphorylierungen und -SpleiBvarianten beitragen kdnnten.

Andererseits zeigte eine Studie synergistische Effekte durch eine Kombination aus Afatinib
und Palbociclib in PC-9- und HCC827-Zellen (140). Gleiches wurde fiir Osimertinib-
resistente H1975-Zellen gezeigt, wenn Stimulationen durch Palbociclib erganzt wurden.
Interessanterweise waren in H1975 Osimertinib-sensitiven Zellen keine Veranderungen des
Zellzyklus nachweisbar, wenn diese mit einem der beiden Wirkstoffe oder einer
Kombination aus beiden behandelt wurden. Dies war auf eine etablierte Resistenz
zuriickzufiihren, da die Zellen unter anderem eine Uberexpression von CDK4 aufwiesen, die
sich ebenfalls auf Proteinebene nachweisen liel (141). Die Daten standen den vorliegenden
insoweit entgegen, dass eine alleinige Stimulation mit dem CDK4/6-Inhibitor (Palbociclib)
zu signifikanten Verdanderungen des Zellzyklus in H1975-Zellen fiihrte. Diese Tatsache liegt

anscheinend in einer Konzentrationsdifferenz begriindet. Insgesamt sind sowohl die
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vorliegenden als auch Studiendaten in anbetracht eines kurzen Stimulationszeitraums
hinsichtlich langfristiger Auswirkungen kritisch zu hinterfragen bzw. zu prifen, gaben aber

dennoch erste Aufschliisse lber potenzielle Mechanismen.

Des Weiteren wurde in Lungenkrebs-Mausmodellen gezeigt, dass T-Zellen ebenfalls sensitiv
fir CDK4/6-Inhibitoren sind. Dabei stellte sich durch eine transiente CDK4/6-Inhibition
heraus, dass die antitumoralen Effekte gesteigert wurden. Dariliber hinaus hatte die
erganzende Verabreichung eines CDK4/6-Inhibitors zur Chemotherapie in Mausen und
einer SCLC-Kohorte einen positiven Einfluss auf das Gesamtiiberleben. Es wurde daher
spekuliert, dass ein transienter G1-Arrest cytotoxische Funktionen tumorspezifischer T-
Zellen dampft. (142) (143). In Anbetracht der zentralen Rolle von SMAD2 Linker-
Phosphorylierungen bei T-Zellen in situ Differenzierungen (106), kdonnten geringere pS2L-
Ereignisse durch eine CDK4/6-Inhibition Umwandlungen von Effektor oder naiven T-Zellen
zu regulatorischen T-Zellen hemmen. In Ubereinstimmung damit waren ebenfalls die
Ergebnisse der mIHC. Hier zeigten sich negative Einflisse auf das Gesamtiiberleben von
NSCLC-Patienten, wenn eine hohe Anzahl pS2L-positiver Immunzellen vorlag. Den Daten
zur Folge spricht diese Beobachtung fiir proliferierende bzw. aktivierte T-Zellen, wodurch
pS2L_S255-Phosphorylierungen zur Aufrecherhaltung bzw. in situ Differenzierung zu
regulatorischen T-Zellen beitragen, was den beobachteten negativen Effekt auf das OS
erklaren konnte. Ob eine CDK4/6-Inhibition in T-Zellen ebenfalls zu einer Expression bzw.
Translation von S2°% fiihrt, die in peripheren T-Zellen nicht nachweisbar war, bleibt zu
Uberprifen. Des Weiteren konnte aus der bisherigen Datenlage nicht vollstandig geklart
werden, ob ein Anstieg der SMAD?2 Linker-Phosphorylierung die Folge einer Aktivierung von
T-Zellen war oder auftrat weil diese durch eine CD3/CD28-Stimulation in die Proliferation
versetzt wurden. Oder anders formuliert, es bleibt zu prifen ob T-Zellen ohne SMAD?2
Linker-Phosphorylierungen sich gleichermaBen um- bzw. differenzieren und eine

vollstandige Aktivierung erfolgen kann.

Fehlende SMAD?2 Linker-Phosphorylierungen beeinflussen neuronale
Differenzierungsprozesse

Dass SMAD?2 Linker-Phosphorylierungen mit Differenzierungsprozessen in Zusammenhang

steht machten die Ergebnisse der GO_BP- und KEGG-Analysen deutlich. Hier stellten sich
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insbesondere Anreicherungen fiir Prozesse der Neurogenese, Axon-Pfadfindung und
neuronalen Differenzierung sowie zu Gliomen signifikant dar. Die in silico Analysen der
beiden Gliom-Entitdten (GBM + LGG) zeigten im Gegensatz zu den NSCLCs (ADC + SQC)
erhohte Expressionen der kurzen SZAB—SpIetiariante im Vergleich zu den Normalgeweben.
In Proteinlysaten von Neuronen postnataler Mause konnte eine héhere nukledre $2°F
Lokalisation festgestellt werden. Des Weiteren stieg die 52AE3—Expression wahrend der
frihen postnatalen Hirnreifung an. Im spateren Verlauf nahm die Smad3-Expression zu und
$2°8 nahm mit der Alterung leicht ab. Dennoch bleibt 522 die vorherrschende
Proteinform im Gehirn (16), was vorliegend weder fiir epitheliale NSCLCs und AECII noch
fir T-Zellen der Fall war. Es kam jedoch zu einem SZAEs—Anstieg in A549L°*°-Zellen, wenn
keine SMAD2 Linker-Phosphorylierungen erfolgten. Die Analysen Stammzell-assoziierter
Gene der TGFB-Signatur von A549| P zeigten keine signifikanten Anreicherungen fir
neuronale Stammzellen im Gegensatz zu A549"". Dies wiirde eher fiir Prozesse einer De-
bzw. Differenzierung neuronal-assoziierter Zielmolekile sprechen, wenn in Zellen keine
SMAD?2 Linker-Phosphorylierung erfolgen kann. Im Einklang damit zeigten die differenziell
exprimierten Gene Ubereinstimmungen mit den most differential survival genes von
glioblastoma multiforme und low grade glioma. Die in silico Analysen machen deutlich,
dass heraufregulierte Gene sowohl das Gesamtiiberleben der NSCLC- als auch Gliom-
Gruppe negativ beeinflusst. Hingegen zeigten die herunterregulierten Gene keinen Effekt
auf das Gesamtiiberleben von NSCLC-Patienten und hatten einen stark positiven Einfluss
bei den Gliom-Entitaten.

Insbesondere SCLCs zahlen zu den neuroendokrinen Karzinomen (144) und eine
Transformation vom NSCLC- zum SCLC-Subtyp ist ein bekannter erworbener
Resistenzmechanismus (145). Dass neuronale Strukturen auch in Krebszellen epithelialen
Ursprungs eine Rolle spielen ist bereits langer bekannt (146), dabei begiinstigen Tumorzell-
induzierte Kooperationen des Immun- und Nervensystems eine Progression und
Metastasierung (147). Insbesondere Sezernierungen neurotropher Faktoren wie BDNF und
Semaphorine beeinflussen die Steuerung von Axonen sowie Immunevasion und sind auch
bei Lungenkrebs von Bedeutung (148) (147). In A549L°"*-Zellen stellte sich nach einem
Abgleich EMT-assoziieter Generegulationen eine erhéhte BDNF-Expression im Vergleich zu
A549VTZellen dar. Eine Studie in A549-Zellen zeigte, dass BDNF die Invasion forderte,

wobei diese Effekte nicht in humanen bronchialen Epithelzellen nachweisbar waren. Die
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Forschenden schlussfolgerten daraus einen Zusammenhang mit TRKB-Expressionen, einem
BDNF-Wachstumsrezeptor, die in untersuchten NSCLC-Patienten erhoht vorlagen und
signifkante Korrealtionen mit Lymphknotenmetastasen zeigten (149). Weitere Studien
stellten heraus, dass Patienten mit hohen TRKB- und BDNF-Expressionen in NSCLCs bzw.
hohen Proteinabundanzen in SCLCs eine schlechtere Prognose haben (150) (151). Zudem
zeigten A5491°"°- im Vergleich zu A549""Zellen sowohl in unstimulierten als auch TGFB1-
stimulierten Zellen eine herunterregulierte Genexpression flir SLFN11, wobei
herabgesetzte oder fehlende Expressionen in SCLCs mit einer Chemotherapieresistenz und
gesteigerten DNA damage repair assoziiert sind (152) (153).

Ein Abgleich der vorliegenden Ergebnisse zu SCLC-Daten kdnnte weiteren Aufschluss liber
Parallelen und Unterschiede zu neuroendokrinen Karzinomen geben. Dies ist insbesondere
interessant, da bei EGFR-TKI-Therapien Transformationen vom NSCLC- zum SCLC-Subtyp
beobachtet werden und davon ausgegangen wird, dass Inhibierungen von EGFR-Signalen
ausschlaggebende Faktoren sind (154). Neuronale De-/Differenzierungen und —Prozesse

AE3

scheinen mit pS2L- und S2°"-Niveaus assoziiert zu sein, die moglicherweise via EGFR-

Aktivitdten und nachgeschaltete Signalkaskaden reguliert werden. Interssanterweise

AE3

wiesen Zelllinien mit EGFR-Mutationen hoéhere S2™-Niveaus auf, im Vergleich zu EGFR-

Wildtyp Zellen (3.2).

Zelllinien mit EGFR-Mutationen haben héhere S2°53-Niveaus

Aus den vorliegenden Untersuchungen ging hervor, dass beide NSCLC-Zellinien mit EGFR-
Mutationen eine héhere S2°%-Abundanz im Vergleich zu EGFR-Wildtyp Zelllinien
aufwiesen. H1975- tragen eine EGFR-Doppelmutation (7790M/L858R) und H1650-Zellen
eine -Deletion (Exon19 Del. E746-A750), die zu konstitutiven Aktivierungen des Rezeptors
und dadurch zu einer ,Abhéangigkeit” von EGFR-vermittelten Signalen fuhrt (155) (156).
Diese stehen mit verschiedenen Signalkaskaden in Verbindung wie bspw. MAPK (Abb. 51,
A). Die Ergebnisse legten nahe, dass EGFR-Mutationen anscheinend per se SMAD2-

AE3_Niveaus nach sich ziehen. In Einklag damit

Spleilvarianten beeinflussen und héhere S2
waren die Beobachtungen aus den TGFB1-Stimulationen, die ebenfalls einen Anstieg von
S2°%%_Niveaus in A549"“"-Zellen zur Folge hatten. Dies lieR vermuten, dass hohe
Wachstumsrezeptoraktivitaten mit hohren Niveaus der kurzen SpleiBvariante

zusammenhangen. Diese Vermutung ging ebenfalls mit den Ergebnissen der KEGG-Analyse
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interagierender differenzieller Zielstukturen von A549L°*® vs. A549"" einher, die fir EGFR-
TKI-Resistenz signifikant angereichert waren. Darunter waren hochregulierte Zielstrukturen
flir Wachstumsfaktoren zu finden wie bspw. FGF2, TGFA, NRG1 und IGF1, die wiederum bei
Etablierungen von bypass tracks als Folgen erworbener EGFR-TKI-Resistenzen in NSCLCs
bekannt sind (96). Dadurch sind Tumorzellen in der Lage unterbrochene Signalkaskaden
durch andere Wachstumsrezeptoraktivitaten zu kompensieren, die letzlich erneut
intrazellulare Kinasen aktivieren. So wurde bspw. gezeigt, dass FGF/FGFR-Signalwege
aufgrund inhibierter EGFRs aktiviert werden. Hingegen wurden NSCLC-Zellen durch si-RNA
vermittelte Knockdowns von FGF2 oder FGFR1 wieder Gefitinib-sensitiv (157) (158). Eine
Aktivierung des FGF2/FGFR1-Signalwegs fuhrt dabei bspw. zu Phosphorylierungen von
ERK1/2, STAT3 und AKT und resultiert folglich in einer Wiederherstellung von
Signalkaskaden, die durch EGFR-TKIs blockiert werden (159). Demnach kdnnte eine
Unterbrechung von Linker-Phosphorylierungen durch intrazellulare Kinasen zu hoéheren
Expressionen von Wachstumsfaktoren flihren, was infolgedessen gesteigerte

AE3

Wachstumsrezeptoraktivitaten zur Folge hat und héhere S2™"-Niveaus nach sich zieht bis

ein Resistenzmechnismus etabliert wurde (Abb. 51, B).
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Abb. 51: Hypothese: Therapie-induzierte Verdnderungen von SMAD2 Linker-Phosphorylierungen und
$2°%_Abundanzen tragen zu erworbenen Resistenzen in Krebszellen bei. Vereinfachte und schematische
Abbildung zum Einfluss von pS2L auf $2*%_Abundanzen in Krebszellen. (A) Etablierte unbehandelte
Krebszellen mit hohen EGFR- und TPR-Aktivitdten fihren zu einer gesteigerten Proliferation z. B. via
EGF/EGFR-vermittelten SMAD Linker-Phosphorylierungen (z. B. MAPK) (blau), wéhrend TGFpB Prozesse wie
Immunevasion und Invasion steuert (violett). (B) Eine Behandlung mit EGFR-TKIs (z. B. Gefitinib) fiihrt zu
einer Abnahme von pS2L. Dadurch werden proliferative Signale unterbrochen und fiihren zu
herabgesetzen Proliferationsraten, die ebenfalls zu verminderten pS2L-Niveaus fiihren (z.B. durch CDK4/6
und CDK2). Infolgedessen kommt es zu einer hoheren $2°%2_Abundanz. 52" transloziert in den Nukleus
und reaktiviert bspw. Gene der Embryonalentwicklung bzw. frihe Differenzierungsprozesse, was bspw. zu
hoheren Expressionen von Wachstumsfakoren und -rezeptoren fihrt und die Plastizitdt von Krebszellen
fordert. Letztlich fihrt dies zur Etablierung erworbener Resistenzen (bypass tracks z. B. via FGF/FGFR-
Aktivierung) und Wiederherstellung von SMAD2 Linker-Phosphorylierungen, was eine erneute
Tumorprogression ermoglicht (rot). Hinweise: $2°% = SMAD2 delta Exon3; s27 = smAD2 Jfull length’; pS2C
= Phospho-SMAD2 C-terminal; 1" = Erhoht; |, = Reduziert; ZZ = Zellzyklus.

A549-Zellen tragen eine KRAS-Mutation, die EGFR-unabhdngig zu einer konstitutiven
Aktivierung des RAS/RAF/MAPK-Signalwegs fihrt, weshalb diese nicht auf EGFR-TKIs
ansprechen. Dennoch beeinflussten fehlende SMAD2 Linker-Phosphorylierungen
Zielstrukturen die mit EGFR-TKI-Resistenzen assoziiert waren. Dies resultierte
moglicherweise daraus, dass KRAS-abhangige Kinasen keine Phosphorylierungen auf das
SMAD2 Linker-Substrat Gbertragen konnten und lief die Vermutung zu, dass SMAD?2
Linker-Phosphorylierungen bei EGFR-Mutationen relevant sind und diese moglicherweise
durch EGFR-TKIs unterbunden werden. Infolgedessen wiirden Phosphorylierungen nur
noch vermindert auf intrazelluldre Signalkaskaden Ubertragen werden. Demnach ist es
denkbar, dass aufgrund einer ,, EGFR-Abhéangigkeit” auch Phosphorylierungen der SMAD2
Linker-Doméne ausbleiben, was die Hypothese einer Kreuzvernetzung von EGF/EGFR-
induzierten  Signalkaskaden mit dem TGFB-Signalweg via SMAD2,-3 Linker-

Phosphorylierungen laut Literatur unterstitzt (13) (46). Als Konsequenz waren dhnliche
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Auswirkungen wie bei einer Stimulation mit dem CDK4/6-Inhibitor (Palbociclib) bzw. Linker-
Substitution denkbar. Es bleibt jedoch unklar, ob spezifische Inhibierugen von
intrazelluldren Kinasen, die Linker-Phosphorylierungen vermitteln, zu den gleichen Effekten
fihren. Denn offenbar ist nicht die Zellzyklushemmung per se entscheidend, sondern
welche Kinasen oder Zielstrukturen inhibiert werden (Palbociclib vs. Pirfenidon) und in
welcher Zellzyklusphase dies erfolgt (CDK4/6- vs. CDK2-Inhibitor). Ob dies ebenfalls zu
veranderten $2°%-Niveaus fiihrt und letzlich zu Etablierungen erworbener Resistenzen
beitragt, sollte daher naher untersucht werden.

Wie bereits in anderen humanen Karzinomen (z. B. Ovarialkarzinom) gezeigt wurde,
scheinen R-SMAD Linker-Phosphorylierungen C-terminal vermittelten anti-proliferativen
Phosphorylierungen durch TBR-Komplexe entgegenzuwirken. Wobei EMT-assoziierte TGFB-
Signale aufrechterhalten bleiben (12) (160) (Abb. 50, A). Nach einer Etablierung von bypass
tracks konnten sich demnach erneut ,normale“ pS2L-Niveaus einstellen, wenn SMAD2
Linker-Phosphorylierungen durch diese kompensiert werden, was letztlich zur
Tumorprogression fiihrt. Um zu untersuchen, ob diese Veranderungen lediglich transient
auftreten waren Etablierungen EGFR-TKI-resistenter NSCLC-Zelllinien mit regelmaRiger
Prifung der SMAD2-Spleilvarianten und Phospho-lsoformen aufschlussreich. Erganzend
konnten spezifische Knockdowns von S2 und 52 in A549L°*"- und A549""-Zellen sowie
Zelllinien mit EGFR-Mutationen Aufschluss (iber SMAD2-SpleiSvarianten-anhangige

b_7ellen.

Regulationen geben, insbesondere aufgrund manifestierter Verhaltnisse in A549L
Darliber hinaus waren Etablierungen von SMAD2 Linker-Substitutionen in Zelllinien mit
EGFR-TKI-sensitivem und -resistentem genomischen Hintergrund von Interesse fir
mogliche therapeutische Kombinationen mit Palbociclib und Pirfenidon.

sub

Dariber hinaus zeigten A549L>"-Zellen ebenfalls eine herunterregulierte SOX2-Expression,
sowohl in unstimulierten als auch TGFB1-stimulierten Zellen. Kirzlich konnte gezeigt
werden, dass in EGFR-TKI resistenten NSCLC-Zellen eine herunterregulierte SOX2-
Expression im Zusammenspiel mit TGFB zur Zellplastizitdt und einer EGFR-TKI-Toleranz
beitragt (161). Dem Gegeniiber stehen die Beobachtungen, dass SOX2- und BCL2L1-
Expressionen korrelieren. Eine geringe BCL2L1-Expression hat dabei einen positiven Effekt

bei Chemotherapie-resistenten Lungenkrebszellen und macht diese wieder sensitiv

gegeniber Chemotherapeutika (162). Die Expressionen von BCL2L1 waren sowohl in
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A549L°"® als auch A549"" nach TGFB-Stimulationen herunterreguliert, wahrend dies fir
SOX2 nur in A549L°"° der Fall war. Bei unstimulierten Bedingungen war SOX2 in A549L°"
herunterreguliert, wahrend fiir BCL2L1 keine veranderte Expression festgestellt wurde.
Folglich ergab sich eine Korrealtion nur, wenn A5491°"°-Zellen mit TGFB1 stimuliert
wurden, aber nicht bei unstimulierten Bedingungen. Eine andere Studie stellte hingegen in
zwei unabhangigen NSCLC-Kohorten fest, dass hohe SOX2-Proteinniveaus einen positiven
prognostischen Faktor fir das Gesamtiberleben darstellen (163). Des Weiteren spielt SOX2
eine dosisabhdngige Rolle bei der Organspezifizierung wahrend der Embryogenese. So
differenziert sich bspw. der anteriore Teil des Vorderdarms mit einer hohen SOX2-
Expression zum Osophagus und Vormagen aus, wahrend eine herabgesetzte SOX2-
Expression zur Differenzierung der Trachea und zum posterioren Magen fihrt (164). Damit
reguliert SOX2 Differenzierungsprozesse wahrend der Embryonalentwicklung und scheint

durch SMAD?2 Linker-Phosphorylierungen bzw. -Spleillvarianten beeinflusst zu werden.

Ob EGFR-TKI-Behandlungen sensitiver NSCLCs sich ebenfalls auf pS2L-Niveaus auswirken
und héhere S2°-Abundanzen nach sich ziehen, sollte daher durch weitere Experimente
untersucht werden. Dariber hinaus kénnten vergleichende Genexpressionsanalysen EGFR-
TKI behandelter NSCLCs Aufschluss Gber mogliche Parallelen und Unterschiede zu A549[P-
Zellen geben. Ob herunterregulierte BCL2L1/SOX2-Korrelationen nach TGFB1-
Stimulationen in A549L°°-Zellen ausreichend fiir eine hdhere Sensitivitit gegen
Chemotherapeutika sind, sollte ebenfalls nochmals mittels spezifischer Experimente
untersucht werden. Durch die vorliegenden Untersuchungen konnte ebenfalls nicht
abschlieRend sichergestellt werden, ob A5491°**-Zellen durch fehlende SMAD2 Linker-
Phosphorylierungen sensitiv bzw. sensitiver gegeniiber ERGF-TKIs werden und wird derzeit

naher untersucht.

Pirfenidon und Palbociclib als S2°5- und pS2L-Antagonisten in Krebstherapien

Die Ergebnisse Pirfenidon stimulierter A549"'-Zellen zeigten stark reduzierte S2°5_Niveaus
in den Proteinlysaten. Aus den Daten einer anderen Studie unserer Forschungsgruppe geht
hervor, dass die SMAD2-Expression in NSCLC-Zellen tendenziell, aber nicht signifikant
herunterreguliert war. Auf Proteinebene war hingegen ein signifikant niedrigeres Niveau

des SMAD2-Gesamtproteins nachweisbar (2). Der erzeugte GO/G1-Arrest zeigte ebenfalls,
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dass dies keine Auswirkungen auf die Linker-Phosphorylierung am S2™ hatte. Des Weiteren
konnte eine nicht signifikant reduzierte SMADZ2-Expression einen Vorteil fiir das
Patientenliberleben darstellen, da die in silico Analysen herausstellten, dass hohe
Expressionen in ADCs einen positiven Zusammenhang mit dem Geamtibelreben zeigten.
Dariiber hinaus wurde ebenfalls in silico festgestellt, dass geringere S2°*-Expressionen
einen Uberlebensvorteil fiir ADC-Patienten hatten. Folgt man der Hypothese, dass 524
Niveaus das Differenzierungspotenzial beeinflussen kénnte Pirfenidon als potenzieller
SZAB—Antagonist fir die Krebstherapie interessant sein und $2°5_Translationen
entgegenwirken. Als Folge kdnnte dies die Plastizitdit von Krebszellen moglicherweise
einschranken. Dazu sollte weiterfiihrend untersucht werden, ob die Wirkung in
Kombination mit anderen Therapeutika die gleichen Ergebnisse erzielt wie eine

Einzelbehandlung oder sich moglicherweise synergistische Effekte ergeben konnten.

Gleiches gilt ebenfalls im Hinblick auf eine NSCLC-Behandlung mit Palbociclib (Abb. 51).

Mono-Therapie Duale-Therapie Triple-Therapie
Medikamente PIRF CDK4/6- EGFR-TKIs PIRF PIRF PIRF
Inhibitor + CDK4/6- + EGFR-TKIs + CDK4/6-Inhibitor
(Palbociclib) Inhibitor (Palbociclib)
(Palbociclib) + EGFR-TKIs
Treibermutation NEIN NEIN JA NEIN JA JA
vorausgesetzt?
Parameter:
pS2L = \L \L
ey 0 7 '3
S27t - — [ r
ps2c = E =
Potenzielle
Effekte:
Zellzyklus \l/ -
Differenzierungs-
potenzial \l’ 1\

0S/DFS 1\ ,«I\ ,]\ 1\ ,'\ 1\ /]\ /I\ ’P 1\

Potenzielle synergistische Effekte » | /ﬂ

Abb. 52: Hypothese: Potenzielle synergistische Effekte von NSCLC-Kombinationstherapien auf
das Gesamtiiberleben durch $2°%- und pS2L-Modulationen. Die Abbildung zeigt in vereinfachter
und tabellarischer Form, die aus den vorliegenden Untersuchungen oder mittels Literatur
nachgewiesenen Parameter bzw. Effekte von Monotherapien in Lungenkrebszellen bzw. —Kohorten
(30) (141) (142). Spekulative Annahmen hinsichtlich potenzieller synergistischer Effekte wurden
mittels eines Fragezeichens kenntlich gemacht.
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A3_Abundanz in

Ferner ist zunachst zu analysien, ob Pirfenidon auch einer erhéhten S2
Zellen mit anderen Mutationen wie bspw. im EGFR entgegenwirken kann. Des Weiteren ist
von Interesse, ob Pirfenidon die gleiche Wirkung hinsichtlich einer stark verminderten
$2°%_Abundanz erzielt, wenn Zellen bspw. gleichzeitg mit Palbociclib stimuliert werden.
Vorausgesetzt es stellen sich synergistische Effekte dar, waren bspw. Etablierungen von
dualen EGFR-TKI/- bzw. Palbociclib/Pirfenidon-Therapien denkbar, da es sich um bereits
zugelassene Medikamente fiir andere Erkrankungen handelt. Darlber hinaus wadren
letztere nicht abhangig von Treibermutationen, was einen Vorteil fiir Patieten darstellt bei

denen TKI-Therapien nicht anwendbar sind bzw. keine Medikamente zur Verfligung stehen

wie bspw. bei KRAS-Mutationen.

$2°B3 und pS2L als neue Therapieziele und Monitoring in der Krebstherapie

Durch die Etablierung einer A5491°"°-Zelllinie und kostitutiv fehlenen SMAD2 Linker-
Phosphorylierungen ergaben sich signifikante Zusammenhange mit
Differenzierungsprozessen, Embryonalentwicklung und Resistenzmechanismen. Dariliber
hinaus machten die vorliegenden Untersuchungen deutlich, dass insbesondere die kurze
SMAD2-Spleiflvariante und Linker-Phosphorylierung modulierbare Zielstrukturen des TGFj3-
Signalwegs darstellen. Die Untersuchungen mittels des CDK4/6-Inhibitors Palbociclib und
Pirfenidon belegten, dass in Abhangigkeit von Therapien grundlegende Unterschiede dieser
Zielstrukturen hervorgehen kénnen. Ferner deuteten die Ergebnisse der T-Zellen an, dass
Modulierungen in Epithel- und Immunzellen unterschiedliche Effekte aufgrund einer
fehlenden S2°%3-Zielstruktur haben kénnten. Was ebenfalls fiir einen benignen und
malignen Kontext gilt. Wahrend fehlende Linker-Phoshorylierungen in epithelialen
Tumorzellen das Differenzierungspotenzial durch eine ,embryonale Transition” via 5248
und infolgedessen scheinbar Etablierungen von Resistenzen ermoglichen, konnte dies in T-
Zellen in situ Differenzierungen zu THy; durch ausbleibende Linker-Phosphorylierungen am
Serin 255 erschweren. Zudem war eine hohe Anzahl pS2L-positiver Tumor- und
Immunzellen negativ mit dem Gesamtiiberleben von NSCLC-Patienten assoziiert. Ein
denkbares Therapieziel ware daher eine spezifische Blockierung von pS2L-Ereignissen in
Immunzellen bzw. T-Zellen. Wobei ndhere Untersuchungen zur T-Zell-Aktivierung bei
fehlenden SMAD?2 Linker-Phosphorylierungen ausstehend sind. Fraglich ist der zudem, ob

$2°% in Tumor-assoziierten T-Zellen eine Rolle spielt bzw. induziert wird, wenn diese bspw.
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mit dem CDK4/6-Inhibitor (Palbociclib) behandelt werden, wie es bei A549VT-Zellen der Fall

8E3_Abwesenheit auch nach Stimulationen mit dem CDK4/6-Inhibitor

war. Sollte sich eine S2
(Palbociclib) darstellen, konnten weitere Untersuchungen Aufschluss Gber Mechanismen
zur Unterbindung einer S2°%3_Translation bzw. Expression liefern, die sich fir
Krebstherapien nutzen lieRen.

In Tumorzellen scheint den derzeitigen Ergebnissen zur Folge eine alleinige pS2L-
Blockierung nicht ausreichend zu sein, da sich sowohl nach CDK4/6-Inhibitor (Palbociclib)-
Behandlungen als auch SMAD2-Linker Substitution héhere $2°F_Niveaus einstellten. Daher
wire eine duale Therapie mit pS2L- und S2°%-Inhibierungen anstrebbar, um einer
»embryonalen Transition” entgegenzuwirken. So wiirde man bspw. durch fehlende Linker-
Phosphorylierungen eine verlangsamte Proliferation und Mirgration erzielen, wahrend
abwesende bzw. reduzierte $2°%-Niveaus die Tumorplastizitat einschrinken. Dies lieRe sich
den Ergebnissen nach durch alternierende- oder Kombinationstherapien mit den bereits
fur andere Erkrankungen zugelassenen Medikamenten Palbociclib (CDK4/6-Inhibitor) und
Pirfenidon erreichen.

Insbesondere NSCLC-Zelllinien mit EGFR-Mutationen zeigten hohrere S2°%3_Niveaus. Hier
konnte Pirfenidon als Antagonist entgegenwirken und eine ergdanzende Option bei
Behandlungen EGFR-sensitiver NSCLCs darstellen, wie dies bereits zuvor durch Marwitz et
al. vorgeschalgen wurde (2). Insbesondere Zunahmen von S2°%% bei CDK4/6-Inhibitor
(Palbociclib)-Behandlungen von A549“"-Zellen machten deutlich, dass sich die kurze
SpleiBvariante darliber hinaus fiir ein moégliches Monitoring in der Krebstherapie erweisen
konnte. Durch Veranderungen lieRen sich moglicherweise bevorstehende Resistenzen
friihzeitig erkennen bzw. GegenmaBnahmen durch Pirfenidon einleiten. Auch wenn derzeit
noch fraglich ist, ob und inwieweit sich die beiden SMAD2-Zielstrukturen bei einer EGFR-
TKI-Behandlung von NSCLCs darstellen, stehen mit Pirfenidon und Palbociclib
Medikamente zur Verfligung, die abhangig von der Beeinflussung dieser Parameter

%83 im Laufe einer EGFR-TKI-Therapie an,

modulierend entgegenwirken. Steigt bspw. S2
konnte Pirfenidon zum Einsatz kommen. Nehmen hingegen SMAD2 Linker-
Phosphorylierungen zu, konnte eher ein CDK4/6-Inhibitor (Palbociclib) das ergdnzende
Mittel der Wahl darstellen. Entwickeln sich die Parameter wieder gegenlaufig konnte ein
Wechsel erfolgen. Durch eine gezielte duale Modulation von pS2L und S2°8 kénnten

erworbene Resistenzen hinausgezogert und Proliferationsraten verlangsamt werden.
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Darliber hinaus induzierten beide Medikamente in vitro einen GO/G1-Arrest in NSCLC-
Zellen.
Eine engmaschige Uberwachung wire durch nicht-invasive liquid biopsies umsetzbar.

£ oder spezifischen Antikorper, die beide

Entwicklungen von mRNA-Sonden gegen s2*
SMAD2-SpleiRvarianten getrennt detektieren kdnnten somit langfristige Ziele fir
verbesserte und individuell angepasste NSCLC-Therapien darstellen. Der individuelle
Patientenstatus beider SMAD2-Parameter kdnnte auch flr gezielte Vorbehandlungen mit
Pirfenidon bzw. Palbociclib vor Beginn einer EGFR-TKI-Therapie von Interesse sein. Dies

konnte sich positiv auf das Therapie-Ansprechen und Gesamtiiberleben auswirken.

4.5 Fazit: SMAD2-SpleiBvarianten und Phospho-Isoformen im TGFB-Signalweg bei NSCLCs
In der vorliegenden Arbeit wurde erstmals fiir NSCLCs gezeigt, dass SMAD2 Linker-
Phosphorylierungen wesentliche Modulatoren TGFB-induzierter Signale sind. Zudem wirkte
sich eine hohe Anzahl pS2L-positiver Tumor- und Immunzellen negativ auf das
Gesamtiberleben von NSCLC-Patienten aus. Dariiber hinaus wurde deutlich, dass
insbesondere SMAD2 Linker-Phosphorylierungen mit dem Zellzyklus assoziiert sind. Dies
zeigte sich durch Kolokalisationen und Korrealtionen mit phospho-Histon H3 und
Pericentrin. Dabei stellten die Untersuchungen heraus, dass es sich anscheinend um einen
konservierten Mechnismus handelt, der keimblattiibergreifend sowohl in malignen als
auch benignen Zellen eine Rolle spielt, was durch T-Zellen gesunder Spender verdeutlicht
wurde. In diesen war pS2L ausschlieRlich in proliferierenden CD3/CD28-aktivierten T-Zellen
nachweisbar, was wiederum auf einen moglichen Zusammenhang mit T-Zell-Aktivierung
und -Differenzierung schlieRen lieR. Darliber hinaus wurde gezeigt, dass die lange SMAD2-
Spleillvariante in NSCLC-Zellen die dominate SMAD2-Proteinform ist. Dennoch zeigten sich
héhere Abundanzen von S2°%2 in Zelllinien mit EGFR-Mutationen. Hingengen war S22 in T-
Zellen gesunder Spender, unabhangig einer Aktivierung, nicht nachweisbar. Dies lieR

883 mit Zellen assoziiert ist, die nicht voll ausdifferenziert sind und eine

vermuten, dass S2
hohere Plastizitat aufweisen wie bspw. AECIl und NSCLC-Zellen.

Mittels Etablierung einer A549-Zelllinie mit einer SMAD2 Linker-Substitution (A549L°"")
stellten sich durch in vitro Analysen partielle Abnahmen von Malignitdtsfaktoren in Form
einer verlagsamten Proliferation und Wundheilung heraus, wobei eine Invasions- und

Kolonieformationseffizienz nicht verdandert war. Dies lieR vermuten, dass pS2L anti-
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proliferativen TGFB-Signalen entgegenwirkt. Anhand von vergleichbaren pS2C- und
SMAD3-Niveaus beider Zelltypen wurde auch bei konstitutiv unterbundenen SMAD?2
Linker-Phosphorylierungen eine kanonische TGFB-Signalwegsintergritdt nachgewiesen.
Dennoch wurden TGFB-Signal-Konvertierungen in Lugenkrebszellen durch fehlende pS2L-
Signale signifikant beeinflusst und flihrten sowohl zu exklusiven als auch inversen
Genregulationen. Letztere waren signifikant angereichert fir GO_BP-terms die mit
Embryonalentwicklung und Differenzierung assoziiert waren. Ferner fiihrten fehlende pS2L-
Niveaus zu héheren S2°3*-Abundanzen. Aufgrund des Mitose-abhangigen Auftretens von
pS2L wurden die Zellen mit Palbociclib (CDK4/6-Inhibitor) sowie Pirfenidon stimuliert, zwei
zugelassene Medikamente fir Behandlungen von Brustkrebs und IPF, die einen GO/G1-
Arrest in NSCLC-Zelllinien bewirken. Wihrend sich in A549L°*® keine Veranderungen
ergaben, stellten sich in A549"" nach Palbociclib-Behandlungen stark reduzierte pS2L- und
erhohte S2°5*-Niveaus dar. Im Gegensatz dazu hatte Pirfenidon keinen Einfluss auf pS2L,
aber S2°%% lag stark reduziert vor. Dies verdeutlichte, dass SMAD2-Zielstrukturen in
Abhangigkeit von Therapien unterschiedlich beeinflusst werden kénnen und anscheinend
nicht nur Phospho-lsoformen aussschlaggebend sind, sondern ebenfalls SMAD2-
SpleiBvarianten an denen sie erfolgen. Zudem zeigten sich durch die KEGG-
Signalweganalyse mogliche Zusammenhadnge mit erworbenen endokrinen- und EGFR-TKI-

883 zur Tumorplastizitat beitragt, wenn

Resistenzen. Daher liel8 sich vermuten, dass S2
Signalkaskaden durch EGFR-TKIs unterbrochen werden, die SMAD2 Linker-
Phosphorylierungen vermitteln.

Die Analysen ergaben, dass pS2L Migration und Proliferation férdert und C-terminalen
TGFB-Rezeptor-vermittelten anti-proliferativen Phosphorylierungen entgegenwirken. Es
wurde jedoch auch deutlich, dass dies nicht die alleinigen Funktionen waren, da sich
ebenfalls ein konservierter Mechnismus von Linker-Phosphorylierungen in der G2/M-Phase
darstellte. Darliber hinaus flihrten unterbundene SMAD2 Linker-Phosphorylierungen zu
verdanderten  Verhéltnissen von SMAD2-Spleivarianten und unterschiedlichen
Genregulationen, die Uberwiegend mit Entwicklungs- und Differenzierungsprozessen in
Zusammenhang standen. Hingegen waren Zellzyklus-assoziierte GO _BP terms
vordergriindig nicht erkennbar. Darilber hinaus fihrten fehlende SMAD2 Linker-
Phosphorylierungen teilweise zur Umkehrung TGFB-responsiver Genexpressionen. SMAD?2

Linker-Phosphorylierungen und Verhaltnisse von -Spleilvarianten stellen demnach einen
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komplexen Mechanismus dar, der scheinbar von verschiedenen Faktoren wie
Zellzyklusphase, Wachstumsrezeptoraktivitat, Keimblattabstammung und
Differenzierungsstatus abhangt. Dabei scheint es ebenfalls eine Rolle zu spielen, an welcher
SMAD2-SpleiRvariante welche Phosphorylierungen zu welchem Zeitpunkt auftreten, um
verschiedene zelluldare Prozesse wahrend der Embryonalentwicklung und in differenzierten
Zellen zu regulieren. Dies lieB vermuten, dass Genregulationen wahrend des Zellzyklus
durch Chromatin-Umstrukturierungen via S2™ und $2°% erfolgen und ebenfalls vom
pS2L/pS2C-Status beeinflusst werden. Somit scheinen SMAD2-SpleiRvarianten und
Phospho-lsoformen Teil eines empfindlichen Gleichgewichtssystems zu sein, dass
»embryonale- und somatische Transitionen” ermoglicht und dariber im malignen Kontext
zur Plastizitat in Tumorzellen beitrdgt. Daher stellen insbesondere gezielte duale
Modulationen von pS2L und S2° durch Pirfenidon und Palbociclib einen neuen Ansatz fiir
NSCLC-Therapien dar, die unabhangig von Treibermutationen sind. Derzeit ist noch unklar
wie sich EGFR-TKIs auf pS2L und S$2°% auswirken bzw. fehlende SMAD2 Linker-
Phosphorylierungen Tumorzellen mit EGFR-Mutationen beeinflussen und wird gegenwartig

AE3

untersucht. Gleiches gilt fiir Regulationsmechanismen von S2™, liber die T-Zellen gesunder

Spender Aufschluss geben kénnten.
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5. Ausblick

Im Rahmen dieser Arbeit stellte die Etablierung einer NSCLC Modell-Zelllinie zur
Spezifizierung phospho-SMAD2-Linker anhdngiger Prozesse ein wirkungsvolles Instrument
dar und wurde in einer DZL-Kooperation unter der Leitung von Herrn Prof. Heine am FZB
realisiert. Der mechanistische Zusammenhang von SMAD2-Zielstrukturen als Knotenpunkt zu
anderen Signalwegen kdnnte einen neuen Ansatzpunkt fiir therapeutische Ziele in Krebs-
und Immunzellen bieten. Insbesondere SMAD2 Linker-Phosphorylierungen (pS2L) und die

AE3

kurze SpleiBvariante (S27°) kdnnten mittels gezielter dualer Modulationen durch Palbociclib

und Pirfenidon fiir Krebstherapien und als Monitoring-Parameter relevant sein.

AE3

Durch welche Mechnismen Zellen in der Lage sind, gezielt S2™°-Niveaus zu regulieren, ist

883 Zellen zur

daher von besonderem Interesse. Des Weiteren gilt es aufzukldren inwieweit S2
»embryonalen Transition” befahigt und zur Plastizitat von Krebszellen beitragt. Hierzu sind
weitere Untersuchungen im Verbund des DZLs vorgesehen. Die nachsten Schritte werden
daher sein, eine SMAD2 Linker-Substitution in Zellen mit TKl-sensitiven und -resistenten
EGFR-Mutationen zu etablieren. Im Anschluss daran werden diese mit verschiedenen EGFR-
TKIs und Chemotherapeutika behandelt, um mogliche Einflisse auf die Sensitivitat zu
untersuchen. Ebenfalls werden derzeit Kombinationsbehandlungen mit Palbociclib und
Pirfenidon untersucht, um mogliche synergistische Effekte ndher zu analysieren. Dabei

werden ebenfalls $2°%3

und pS2L als potenzielle Monitoring- und Modulationsparameter
einbezogen. Langfristig ist dies auch durch in vivo Experimente in Mdusen geplant. Dariber
hinaus wird derzeit untersucht, wie sich pS2L-Niveaus in verschiedenen Karzinomen im

Vergleich zu Normalgeweben darstellen.

Eine Moglichkeit zur Identifizierung von Mechanismen einer unterdriickten Expression bzw.
Translation der kurzen SMAD2-SpleiBvariante bieten T-Zellen gesunder Spender. Diese
werden mit peripheren- und Tumor-assoziierten T-Zellen von NSCLC-Patienten sowie zu
Vorlduferzellen und Lymphomen verglichen. Ferner wird untersucht, ob SMAD2 Linker-
Phosphorylierungen zur vollstandigen Aktivierung notwendig sind und Differenzierungen von
naiven T-Zellen beeinflussen. Dazu werden ebenfalls SMAD2 Linker-Substitutionen in
primaren T-Zellen vorgenommen. Die Ergebnisse lieBen sich madglicherweise in
Krebstherapien unabhangig von Treibermutationen anwenden.
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6. Zusammenfassung

Lungenkrebs ist eine der fihrenden Krebstodesursachen weltweit. Bei der Karzinogenese
erfahrt der TGFB-Signalweg starke Veranderungen, die letztlich zum Verlust anti-
proliferativer Wirkungen fiihren. SMAD2, -3 sind Mediatoren und direkte Substrate des
TGFB-Rezeptorkomplexes und translozieren in den Zellkern, um dort als
Transkriptionsfaktoren zu fungieren. Dass in NSCLCs eine hohe TGFB-Siganlwegsaktivitat
vorliegt wurde durch eine herunterregulierte Expression des Pseudorezeptors BAMBI
gezeigt. Darliber hinaus flihrten Behandlungen mit Pirfenidon in NSCLC-Zelllinien zu
signifikant reduzierten C-terminalen Phosphorylierungen am SMAD3. Regulationen sind
jedoch nicht auf rezeptorvermittelte Phosphorylierungen beschrankt, sondern werden
malgeblich von intrazelluldren Kinasen anderer Signalkaskaden wie bspw. MAPK beeinflusst,
die spezifisch Linker-Domanen phosphorylieren. Dies fiihrt zu einer Vielzahl von Phospho-
Isoformen, die Gentranskriptionen und damit das Zellschicksal beeinflussen. In der
vorliegenden Arbeit wurden daher erstmals funktionelle und regulatorische Einfliisse von
SMAD?2 Linker-Phosphorylierungen (pS2L) in NSCLCs untersucht.

Mittels einer NSCLC-Kohorte wurde ein signifikant negativer Einfluss auf das
Gesamtiberleben festegestellt, wenn eine hohe Anzahl phospho-SMAD2-Linker (pS2L)
positiver Tumor- und Immunzellen vorlag. Weiterhin wurde eine Subpopulation mit vielfach
hoheren pS2L-Niveaus ausschlieRlich in der G2/M-Phase in funf NSCLC-Zelllinien
nachgewiesen. pS2L war darlber hinaus ausschlieRlich in proliferierenden CD3/CD28-
aktivierten T-Zellen gesunder Spender nachweisbar. Was auf einen konservierten
mitoseabhangigen Mechanismus schlieBen lieR, der keimblattibergreifend in benignen und
malignen Zellen eine Rolle spielt. Daher wurde vermutet, dass pS2L anti-proliferativen TGFpB-
Signalen entgegenwirkt. Zudem war in NSCLC-Zelllinien die lange SMAD2-SpleiBvariante
(52™) die vorherrschende Proteinform, dennoch zeigten bspw. Zelllinien mit EGFR-

AE3

Mutationen eine hohere Abundanz der kurzen SMAD2-SpleiBvariante (S2°°). Im Gegensatz

AE3

dazu war S2 in T-Zellen gesunder Spender, unabhangig von Aktivierungen, nicht

AE3

nachweisbar. Es ist bekannt, dass S2°~ wahrend der Embryonalentwicklung eine zentrale

Rolle einnimmt und legte nahe, dass 52hE3

mit dem zellularen Differenzierungsstatus
assoziiert ist. Da es in peripheren T-Zellen nicht vorlag, aber in A549"'" und AECII vorhanden

war, die beide eine hohe Zellplastizitat aufweisen.
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Zur Identifizierung pS2L-abhdngiger Regulationen, wurde eine A549-Zelllinie mit einer
Linker-Substitution etabliert, die pS2L konstitutiv verhinderte (A549L°"°). A549L°"° wiesen
eine verlangsamte Proliferation und Migration auf, behielten aber ihr Invasions- und
Koloniebildungspotenzial in vitro bei. Hingegen lieBen TGFB1-Stimulationen beider Zelltypen
auf einen intakten Signalweg schlieBen, da C-terminale SMAD2-Phosphorylierungen
vergleichbar erhoht vorlagen. Genexpressionsanalysen TGFB1-stimulierter Zellen fihrten zu
exklusiven und inversen Genregulationen. Letztere waren signifikant angereichert fir
GO_BP-terms, die u. a. mit neuronalen Differenzierungsprozessen und
Embryonalentwicklung assoziiert waren. Daraus wurde deutlich, dass pS2L-Modulationen
TGFB-abhangige Prozesse signifikant beeinflussen, was anscheinend aus einer Vernetzung zu
anderen Signalkaskaden resultierte. Darliber hinaus fihrten abwesende pS2L-Niveaus zu
einem SZAB-Anstieg und manifestierten SpleiRvariantenverhaltnis von 1:1, wahrend in
A549"T ein Verhiltnis von 20:1 vorlag. In Anbetracht des beobachteten Mitose-abhangigen
pS2L-Mechanismus wurden die Zellen mit Palbociclib (CDK4/6-Inhibitor) und Pirfenidon,
zugelassene Medikamente zur Behandlung von Brustkrebs bzw. IPF, stimuliert. Beide flhrten
in NSCLC-Zelllinien Zu einem GO/G1-Arrest. In A549L5° blieben die
Spleillvariantenverhaltnisse trotz Stimulationen unverandert, wahrend pS2L und $2°% in
A549"7-Zellen modulierbar waren. Palbociclib fihrte zu erhéhten $2°%- und reduzierten

pS2L-Niveaus, wahrend Pirfenidon verringerte 52483

- und unveranderte pS2L-Niveaus zur
Folge hatte. Dies lie8 vermuten, dass nicht nur Phospho-Isoformen, sondern auch SMAD2-
Spleilvarianten ausschlaggebend fir vermittelte Regulationen sind und abhangig von
Therapien unterschiedlich beeinflusst werden. Darlber hinaus zeigte die KEGG-
Signalweganalyse signifikante Assoziationen mit EGFR-TKI-Resistenzen, wenn kein pS2L
vorlag. Insgesamt deuteten die Ergebnisse darauf hin, dass hohere S2° 2. Abundanzen
aufgrund fehlender pS2L-Ereignisse zu einer ,,embryonalen Transition” flihren und Prozesse
der Embryonalentwicklung reaktivieren, was zur Plastizitat von Krebszellen beitragt.

Derzeit ist noch unklar wie sich EGFR-TKIs auf S2°%

und pS2L auswirken und wird
gegenwartig untersucht. Mit Pirfenidon und Palbociclib stehen Medikamente als potenzielle
pS2L- und S2°%3-Antagonisten zur Verfugung. Gezielte duale Modulationen in NSCLCs
konnten unabhangig von Treibermutationen Proliferation und Mirgration verlangsamen
sowie erworbene Resistenzen verzogeren. Zur Aufklarung welche Mechanismen S2°E3.

Niveaus regulieren kénnten T-Zellen gesunder Spender beitragen.
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7. Abstract

Lung cancer is one of the leading causes of cancer death worldwide. During carcinogenesis,
TGF signaling undergoes strong changes leading to a loss of antiproliferative effects. In later
stages, TGFp serves as a key factor for carcinogenic EMT. SMAD?2, -3 are key regulators and
direct substrates of the TGFB receptor complex that mediate C-terminal phosphorylation,
which subsequently translocate to the nucleus and acts as transcription factors. That the
TGFpB pathway is highly active in NSCLCs was demonstrated, for example, by downregulated
expression of the pseudoreceptor BAMBI. In addition, pirfenidone treatment significantly
reduced C-terminal phosphorylation of SMAD3 in NSCLC cell lines. However, regulation of
SMAD2,-3 is not limited to receptor-mediated phosphorylation and is significantly
influenced by intracellular kinases of other signaling cascades such as MAPK that specifically
phosphorylate linker domains. This leads to a variety of phospho isoforms that influence
gene transcription and thus the cell fate. Therefore, in the present work, regulatory
influences of SMAD?2 linker phosphorylation (pS2L) in NSCLCs was investigated for the first
time.

For this purpose, NSCLC tissues, five NSCLC cell lines, and primary AECII and T cells were
analyzed. In the NSCLC cohort, a significant negative impact on overall survival was analyzed
when a high number of phospho-SMAD?2 linker (pS2L) positive tumor and immune cells were
present. Furthermore, a high pS2L subpopulation was detected exclusively in the G2/M
phase of all NSCLC cell lines. Moreover, pS2L was exclusively detectable in proliferating
CD3/CD28-activated T cells from healthy donors, suggesting that it is a highly conserved
mitosis-dependent mechanism that occurs in a germline-independent manner in benign and
malignant cells. Therefore, pS2L was thought to counteract anti-proliferative TGFp signaling,
particularly in NSCLCs. Furthermore, the long SMAD2 splice variant (S27) was the
predominant protein form, in NSCLC cell lines. Nevertheless, cell lines with EGFR mutations
showed higher levels of the short SMAD2 splice variant (S2°%3). Surprisingly, S2°** was not

present in T cells from healthy donors, regardless of whether T cells were activated or not. It

AE3 AE3

is known that S2™° occupies a central role during embryogenesis. This suggests that S2
may be associated with cells that are not fully differentiated, as it is absent in peripheral T
cells from healthy donors but present in A549"T and AECII, both of which have high cell

plasticity.
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To identify pS2L-dependent regulation, an A549 cell line was established with a linker
substitution to constitutively prevent phosphorylation (A549L°"°). A549L°*® cells showed a
slowed proliferation and decreased migratory ability, but retained their invasion and colony-
forming potential in vitro. However, TGFB1 stimulation indicated an intact signaling pathway
in both cell types, as C-terminal SMAD2 phosphorylation was similarly increased. Although
SMAD?2 linker domains are not direct targets for phosphorylation by TGFB-receptor
complexes, gene expression analyses of TGFB-stimulated cells showed exclusive and inverse
gene expression. Latter were significantly enriched for GO_BP terms associated, for example,
with neuronal differentiation processes and embryonic development. From this, it became
clear that pS2L modulation significantly affects TGFB-dependent processes, which is likely
caused by cross-linking of the TGFB signaling pathway to other signaling cascades via pS2L.
Moreover, the absence of pS2L resulted in an S2°%* increase and manifested splice variant
ratios of 1:1, whereas in A549"T the ratio was 20:1. In view of the observed mitosis-
dependent pS2L mechanism, cells were treated with palbociclib (CDK4/6 inhibitor) and
pirfenidone, approved drugs for the treatment of breast cancer and IPF, respectively. Both
resulted in GO/G1 arrest in NSCLC cells lines. In contrast to A549L$“b, where SMAD?2 splice

AE3

variant ratios remained unchanged, pS2L and S2™° were drug sensitive in A549"T cells.

AE3

Palbociclib resulted in increased S2°° and decreased pS2L, whereas pirfenidone led to

decreased $2°%3

and unchanged pS2L. This suggests that not only phospho isoforms but also
SMAD?2 splice variants are crucial for mediated regulation and are differentially affected
depending on therapeutic modalities. In addition, KEGG pathway analysis showed significant
association with EGFR-TKI resistance in the absence of pS2L. Overall, the results suggest that,

for example, the absence of pS2L events results in higher S2°%

abundances, leading to
"embryonic transition" and reactivating differentiation processes of embryonic
development, which contributes to cancer cell plasticity.

Therefore, influences of EGFR-TKI therapies on pS2L and S2°8 are currently under
investigation. Pirfenidone and palbociclib are potentially available drugs that can act as pS2L
and S2°F anatagonists in NSCLCs to take advantage of slowed proliferation, migration, and
delay of acquired resistance without depending on driver mutations. Currently, it is still
unclear how a lack of linker phosphorylation affects NSCLCs with EGFR mutation background

AE3

and which mechanisms control the regulation of S27°°. In particular, T cells from healthy

donors could help elucidate these mechanisms.
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9. Anhdnge

Anhang I: Verwendete Reagenzien, Chemikalien & Kits

Bezeichnung Firma Verwendung

2-Well Self-Insertion Culture Einsatze Ibidi Wundheilungs-Assay
4‘,6'-Diamidin-2-phenylindol-dihydrochlorid (DAPI) |BioLegend IFM; DFZ

Accutase MilliPore AECII

Agarose UltraPure™ Thermo Fisher Allgemein

Agarose UltraPure™ Low Melting Point

Thermo Fisher

Kolonieformations-Assay

AllPrep™ DNA/RNA Mini Kit

Qiagen

DNA/RNA-Extraktion

Ampicillin

Thermo Fisher

CRISPR/Cas9

Antibody Diluent

Zytomed Systems

mIHC

Antigen-Retrieval Puffer (pH6)

Akoya Biosience

mIHC

Aqua ad iniectabilia B. Braun Zellkultur, Allgemein
Biocoll Biochrom AECII; T-Zellen Extraktion
Bovine Serum Albumin (BSA) Merck IFM

Bromphenolblau Biochrom Agarose-Gelelektrophorese
CD45-Beads, human Miltenyi Biotech AECII

CDK1-Inhibitor (S7747) Selleckchem Zellkultur

CDK2-Inhibitor (58100) Selleckchem Zellkultur

CDK4/6-Inhibitor (51116) Selleckchem Zellkultur

Cell Recovery Solution Corning Invasions-Assay

CellTrace™ Far Red

Thermo Fisher

Proliferations-Assay

Chameleon® Duo pre-stained Ladder

LiCOR

Western Blot

CutSmart Puffer

New England Biolabs

CRISPR/Cas9

Cyanine-3 Agilent Transkriptom
Dimethylsulfoxid (DMSQ) Sigma Aldrich Zellkultur
Di-natriumhydrogenphosphat Merk Allgemein
Di-natriumhydrogenphosphat Merck Allgemein
Dispase Il Roche Applied Science AECII

Dithiotreitol (DTT)

Sigma Aldrich

SDS-Gelelektorphorese

DNA Ladepuffer (6x)

Themro Fisher

Agarose-Gelelektrophorese

DNAse | Roche Applied Science AECII
dNTP-Mix Invitrogen PCR

E. coli DHa (kompetent) Kit New England Biolabs CRISPR/Cas9
Eisessig (100%) Merck Allgemein
Ethanol (100%) Merck Allgemein
Ethylendiamintetraessigsaure-

Dinatriumsalz-Dihydrat (EDTA) Merck Allgemein
Fetales Kalberserum (FCS) Biochrom Zellkultur
Flouromount G Thermo Fisher IFM

Gasket Slides Agilent Transkriptom
Gene Expression Hybridization Kit Agilent Transkriptom

GeneRuler™ 1kb DNA Ladder Plus

Thermo Fisher

Agarose-Gelelektrophorese

Gibco™ DYNAL™ Dynabeads™ Human

T-Activator CD3/CD28 Thermo Fisher T-Zellen Extraktion
Glukose Sigma Aldrich Allgemein

Gycerol Merck Allgemein

Haell New England Biolabs CRISPR/Cas9

HiPure Plasmid Mini Kit

Thermo Fisher

CRISPR/Cas9

Human GE 4x44K V2 Microarrays Agilent Transkriptom
Hybridisierungskammern Agilent Transkriptom
Hybridisierungsofen Agilent Transkriptom
Hybridisierungspuffer Kit Agilent Transkriptom
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Kaliumchlorid Merck Allgemein
Kalium-di-hydrogenphosphat Merck Allgemein
Kalziumchlorid Roth Allgemein
Kalziumchlorid-di-hydrat Merck Allgemein

LD-S&ulen Miltenyi AECII

Low Input Quick Amp Labeling Kit Agilent Transkriptom
Luria-Bertani Agar Thermo Fisher CRISPR/Cas9
Magnesiumsulfat-heptahydrat Roth Allgemein
Mammalian Protein Extraktions Reagenz (M-PER) [Thermo Fisher Proteinbestimmung
Matrigel (growth factor reduced) Corning Invasions-Assay
Maxima™ cDNA Synthesis Kit Thermo Fisher cDNA-Synthese
Methanol (100%) Merck Durchflusszytometrie
Midori Green Biozym Agarose-Gelelektorphorese
Natriumchlorid Roth Allgemein

C-Chip Neubauer-Zahlkmmer (improved) Thermo Fisher Zellkultur

Novex™ NuPAGE™ Antioxidants

Thermo Fisher

SDS-Gelelektorphorese

Novex™ Tris-Glycin Transferpuffer

Thermo Fisher

Western Blot

Nucleofactor-System Lonza CRISPR/Cas9
NuPAGE™ Bis-Tris Gratientgel (4-12%) Themro Fisher SDS-Gelelektorphorese
Nucleofactor Solution Kit Lonza CRISPR/Cas9

Nylongase (50 um, 20 pum)

Frank Eckert GmbH

AECII

Oligonukleotide

Integrated DNA Technologies

CRISPR/Cas9

OneTaqg® 2x Master Mix

New England Biolabs

CRISPR/Cas9

Opal™ HRP Polymer (M & Rb)

Akoya Biosience

mIHC

Opal™ Polaris 7-Color Kit

/Akoya Biosience

mIHC

pBR322 DNA-Mspl Digest

New England Biolabs

Agarose-Gelelektrophorese

PCR-Puffer (10x)

Invitrogen

PCR

Penicillin/Streptomycin-Lésung, 100x

PAN Biotech

Zellkultur

Petrischalen

Thermo Fisher

CRISPR/Cas9

Pierce™ BCA™ Protein Kit

Thermo Fisher

Proteinbestimmung

Pipettenspitzen Greiner/Eppendorf/Sarstedt |Allgemein
Pirfenidon TCI Chemicals Zellkultur

RT-PCR; Kolonie-PCR;
Primer Eurofins CRISPR/Cas9

Prolong Gold Mounting Solution

Thermo Fisher

mIHC

Protease/Phosphatase Cocktail

Thermo Fisher

Kinase-Assay;
Proliferations-Assay

Protein-Thyrosin Array (PTK) PamGene Kinase-Assay
Proteome Profiler Humal XL Oncology Array Kit RnD Systems Protein-Array
Protran® Nitrocellulosemembran (0,45 pm) Fisher Scientific Western Blot
PX458-Vektor Addgene CRISPR/Cas9
QlAquick Gel Extraction Kit Qiagen cDNA-Gelextraktion
QuickExtract™ DNA Solution Lucigen CRISPR/Cas9
ReaktionsgefaRe (0,5 ml, 1,5 ml, 2 ml) Sarstedt Allgemein
ReaktionsgefdRe (15 ml, 50 ml) Sarstedt Allgemein
Repair-Template (HDR) Integrated DNA Technologies |CRISPR/Cas9
Rhodamine-Phalloidin Molecular Probes IFM

RNA 6000 Nano Kit Agilent Transkriptom
RNeasy Mini-Kit Qiagen Transkriptom
Roti-Block (10x) Carl Roth \Western Blot
RPMI 1640 PAN Biotech Zellkultur

SDS-3-(N-Morpholino)-propansulfonsaure
(MOPS)-Puffer

Thermo Fisher

SDS-Gelelektorphorese

Serin-Theronin Array (STK)

PamGene

Kinase-Assay

Sodiumdodecylsulfat (SDS)

Sigma Aldrich
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Spike In Kit, One Color RNA Agilent Transkriptom
Stable Glutamin 200 mM PAN Biotech Zellkultur
STK/PTK Kinase-Assay Kit PamGene Kinase-Assay
Transkriptomqg-Plymerase PCR Kit Thermo Fisher RT-PCR
TGFB1 PeproTech Zellkultur
Trans-Well Platten Corning Invasions-Assay
Triton X-100 Sigma IFM
Trypanblau Gibco Zellkultur
Trypsin-EDTA (10x) PAN Biotech Zellkultur
Tween20™ Sigma Aldrich \Western Blot
Waschpuffer-System (1 + 2) Agilent Transkriptom
Wasserstoffperoxid (3%) Merck mIHC
ZellkulturgefaRe Corning/ Sarstedt Zellkultur

mIHC = Multiplex-Immunhistochemie; IFM = Immunfluoreszenzmikroskopie

Anhang lI: Verwendete Geridte

Bezeichnung Hersteller Verwendung

Ariall FACS BD CRISPR/Cas9
Array-Halterung Agilent Transkriptom
Atoklav Schlumbohm Allgemein
Bioanalyzer 2100 Agilent Transkriptom
Brutschrank HERA Cell 150 Heraeus Zellkultur
CCD-Kamera S6X11 INTAS CRISPR/Cas9; RT-PCR; Kolonie-PCR
Durchfluszytometer MACSQuant10 Miltenyi Durchflusszytometrie
Elektoporation Nucleofactor | Lonza CRISPR/Cas9
Elektrophorese-Kammer Bio-Rad Gelelektrophorese
Fluoreszenzkamera DFC450 C Leica IFM
Fluoreszenzmikroskop Eclipse 80i Nikon IFM

Fotometer Magellan Tecan Proteinbestimmung
Gefrierschfrank (-20°C) NordCap Allgemein
Gefrierschrank (-80°C) V86-240.1 Ewald Allgemein

Heizblock mit Schittelfunktion Eppendorf Allgemein
Horizontalschittler Typ 2000 unbekannt Allgemein

Huawei P9 Huawei Kolonieformations-Assay
Hybridisierungsofen Agilent Transkriptom
Kantlen BD Allgemein
Kihlschrank NordCap Allgemein
Lichtmikroskop LABOVERT Leitz Allgemein
Lichtquelle INTENSILIGHT C-HGF1 Nikon IFM

MACS-Magnet (Midi) Miltenyi AECII

MACS-Magnet Halterung Multi-Stand  |Miltenyi AECII

Magnetrack (1,5 ml GefaRe) Thermo Fisher T-Zellen Extraktion
Magnetriihrer KAMAG RET IKA Allgemein
Microarray Scanner SureScan Agilent Transkriptom
Mikrowelle 7017 Privileg Gelelektrophorese
Mikrowelle inverter NN-CD87KS Panasonic mIHC

Odyssee Clx Scanner LiCOR Western Blot

Pam Station 12 PamGene Kinase-Array
pH-Meter pH537 WTW Allgemein

Pipetten (diverse) Eppendorf Allgemein
Reinstwasser MilliQ Academic Merck Allgemein
Smartphone-Adapter Itian Kolonieformations-Assay
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Spannungsgeber Bio-Rad SDS-PAGE

Spannungsgeber Biometra Agarose-Gelelektrophorese
Sterilbank Lamin Air HBL 2472 GS Haraeus Allgemein

Themocycler Biometra DNA/RNA
UV-Spektrometer DeNovix DNA/RNA; Transkriptom

UV-Spektrometer NanoDrop 2000

Thermo Scientific

Transkriptom

UV-Transilluminator UST30M-8KE

INTAS

CRISPR/Cas9; RT-PCR

Vectra Polaris Akoya Biosciences  |mIHC

Vortex IKA Allgemein
Waage (exelence) Satorious Allgemein
Waage (Kern ABS) Kern & Sohn Allgemein
Wippschiittler Faust LabScience Protein-Array
X-cell Sure Lock Kammern Bio-Rad SDS-PAGE

Zentifugen-Rotor 19/D 11150 Sigma Zellkultur; AECII; DFZ
Zentrifuge 4K15 Sigma Zellkultur; AECII; DFZ
Zentrifuge EBA12 Hettich Transkriptom; RNA/DNA-Extraktion
Zentrifuge mini Spin Eppendorf Transkriptom; RNA/DNA-Extraktion

mIHC = Multiplex-lmmunhistochemie;

IFM =

Immunfluoreszenzmikroskopie;

DFzZ =

Durchflusszytometrie; RT_PCR = Reverse Transkriptase Polymerasekettenreaktion; AECIl =

Albeolarepithelzellen Typ Il
Polyacrylamidgelelektrophorese

Anhang lll: Puffer & Losungen

Extraktion;

SDS_PAGE =

Sodiumdodecylsulfat-

Alle verwendeten Puffer und Losungen wurden vor ihrem Gebrauch autoklaviert oder steril
filtriert (0,2 uM).
Bezeichnung Zusammensetzung Methode
1x PBS (pH 7,2) 160 mM NacCl Allgemein
1,5 mM KH,PO,
4,7 mM Na,HPO, x 2H,0
1x SDS-Probenladepuffer (pH 6,8) reduzierend 50 mM TRIS-HCI Western
(v/v) 100 mM DTT Blot
70 mM SDS
0,15 mM Bromphenolblau
10 ml Glycerol
ad 100 ml ddH,0
1x TAE-Puffer (pH 8) 40 mM TRIS Agarose-
1 mM EDTA Gelelektro-
20 mM Essigsaure phorese
1x TBS-Puffer (pH 8) 0,1 M TRIS-HCI Western
0,15 M NaCl Blot
1x TBST-L6sung (pH 8) 0,1 M TRIS-HCI Western-
0,15 M Nacl Blot
5 ml Tween 20
4',6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI)-Stammlésung | 10,9 mM DFZ
AECII-Puffer (pH 6,6) 1,9 mM CacCl, x 2H,0 AECII
1,3 mM MgSO,x 7 H,0 Extraktion
137mM NaCl
5,4 mM KCI
6,2 mM Glucose
2,6 mM Na,HPO,4 x 2H,0
10 mM Hepes
Flow cytometry Waschpuffer (WP) 2,5 ml fetales Kalberserum (FCS) DFZ

ad 250 ml 1x PBS
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Isolationspuffer (IB) pH 7,4 (v/v) 2 ml FCS T-Zellen
2 mM EDTA Extraktion
ad 100 ml 1x PBS

MACS-Puffer (w/v; v/V) 2g0,5% BSA AECII
1,6 ml EDTA (0,5 M) Extraktion

ad 400 ml 1x PBS

Paraformaldehyd-Lésung (PFA) 2% (w/v)

2g Allgemein
ad 100 ml 1x PBS

RPMI*-Medium (v/v) 50 ml fetales Kalberserum (FCS) Zellkultur
5 ml stabile Glutamin-Lésung (200 mM)
5 ml Penicillin (1000 U/ml)-Streptomycin
(10 mg/ml)-L6sung
ad 500 ml RPMI 1640
RPMI-Medium (v/V) 5 ml stabile Glutamin-L&sung (200 mM) Zellkultur
5 ml Penicillin (1000 U/ml)-Streptomycin
(10 mg/ml)-Lésung
ad 500 ml RPMI 1640
RPMI-Medium zur Lagerung von Lungengewebe 10 ml stabile Glutamin-Losung (200 mM) AECII-
(v/v) 10 ml Penicillin (1000 U/ml)-Streptomycin | Extraktion
(10 mg/ml)-L6ésung
ad 500 ml RPMI 1640
Triton-Losung (0,25 %) (v/v) 1,25 ml Triton X-100
ad 500 ml 1x PBS
Trypsin/EDTA-LOsung (T/E) (v/v) 100 ml 10x Trypsin (0,5 %)-EDTA (0,2 %)- Zellkultur

Losung in PBS
ad 1000 ml ddH,0

DFZ=Durchflusszytometrie; AECII = Alveolarepithelzellen Typ II; IFM = Immunfluoreszenzmikroskopie; w/v =

Weight per volume; v/v = Volume per volume

Anhang IV: Patientenmaterial mIHC-Kohorte

Geschlecht Histologie Stage Grading OS (Monate) DFS (Monate)
Mannlich: 116 ADC: 106 IA: 46 Gl:2 Median : 31.80 Median : 26.40
Weiblich: 81 SQC: 91 IB:49 G2:56 Mittelwert : 32.99  Mittelwert: 29.01

A : 31 G3:137

IIB: 28 NA: 2

I1IA: 40

B: 3

NA = Data not available; OS = Overall survival, DFS = Disease free survivial; ADC = Adenokarzinom;

SQC = Plattenepithelkarzinom

Anhang V: Patientenmaterial AECII-Extraktion

Laufende Nr. Histologie
1 ADC
2 ADC
3 ADC

ADC = Adenokarzinom
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11. Abkiirzungsverzeichnis

Hg

ul

uM

pm

IL2; -17
SMAD2; -3
CDK1; -2; -4/6
CDKN1A
CDKN2B
CD3; -28
AFA488; -647
SMAD1; -2; -3; -4, -5, -6;-7, 8
A
A549L**°
A549"T
ADC

AECII

ALK
ANOVA
ATCC

ATP

B1

BAMBI
BCA
BCL2L1
BDNF

BF

BH
BLASTN
BMP(R)
bp

BSA

C. elegans
Cas9

CCD
CDKN1A
CDKN2B
cDNA
COPD
Co-SMAD
CRISPR
CRNA

Cy3

D. melanogaster
DAPI
ddH20
DFS

DFZ

Mikrogramm

Mikroliter

Mikromolar

Mikrometer

Interleukin 2; -17

SMAD?2; -3-Gesamtprotein

Cyclin dependet kinasel; -2; -4/6

Cyclin Dependent Kinase Inhibitor 1A

Cyclin Dependent Kinase Inhibitor 2B

Cluster of differentiation 3; -28; -45

Alexa Fluor 488; -647

Small mother against decapentaplegic-1; -2; -3; -4; -5; -6; -7; -8
Area

A549-Zellen mit einer SMAD2 Linker-Substitution des Serin-Tripletts
A549-Wildtyp Zellen

Adenocarcinoma

Alveolarepithelzellen Typ Il

Anaplastic lymphoma kinase

Analysis of variance

American Type Culture Collection
Adenosintriphosphat

Blauer Laser 488 nm

BMP and activin membrane-bound inhibitor
Bicinchoninic acid

B-Cell CLL/Lymphoma 2 Like-1

Brain-derived neurotrophic factor
Bonferroni

Benjamini-Hochberg

Basic Local Alignment Search Tool nucleotide database
Bone morphogenetic protein (receptor)
Basenpaare

Bovine serum albumin

Caenorhabditis elegans

CRISPR associated protein 9

Charge coupled device

Cyclin dependent kinase inhibitor 1A

Cyclin dependent kinase inhibitor 2B
Comlementary DNA

Chronic obstructive pulmonary disease
Common-SMAD

Clustered regularly interspaced short palindromic repeats
Complemetary RNA

Cyanine-3

Drosophila melanogaster
4',6-Diamidin-2-phenylindol

Di-destiliertes Wasser

Disease free survival

Durchflusszytometrie
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DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Deoxyribonucleic acid

dNTP Desoxyribonukleosid-triphosphate
DSB Doppelstrangbruch

DTT Dithiotreitol

DZL Deutsches Zentrum fur Lungenforschung
E3 Exon 3

ECM Extra cellular matrix

EDTA Ethylendiamintetraessigsaure
EGF(R) Epidermal growth factor (receptor)
EMT Epithelial-mesenchymal transition
ERK Extracellular signal regulated kinase
EtOH Ethanol

FACS Fluorescent activated cell sorting

FC Fold change

FCS Fetal calf serum

FDR False discovery rate

FITC Fluorescein-isothiocyanat

FSC Forward scatter

fwd Forward

g Erdbeschleunigung

G Goat/Ziege

G0/G1 Gap 0/Gap 1-phase

G2/M Gap 2-phase/Mitose

GDF Growth and differentiation factor
gDNA Genomic DNA

GEO Gene Expression Omnibus

GEPIA2 Gene Expression Profiling Interactive Analysis 2
GFP Green fluorecent protein

GO_BP Gene Ontology Biological Process
GSEA MSigDB Gene Set Enrichment Analysis Molecular Sigantures Database
GSK3p Glycogen synthase kinase 3-f3

GTEXx Genotype-Tissue Expression

h Hour/Stunde

H Height

HDR Homology directed repair

HMEL Human mammary epithelial cell line
IB Isolation buffer

IFM Immunofluoreszenzmikroskopie
InDel Insertion deletion

I-SMAD Inhibitory-SMAD

JNK C-JUN N-terminal kinase

KRAS Kirsten rat sarcoma

LAP Latency associated peptide

LCC Large cell carcinoma

log Logarithmus zur Basis 10

log2 Logarithmus zur Basis 2

LTBP Latent TGFf3 binding protein

M Mouse/Maus

M2 Typ 2 Makrophage
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MAD
MAPK
mESC
MH1, -2
mIHC
min
ml
mm
mm?2
MMP
MOPS
M-PER
MTOR
MQ10
mRNA
MYC
NaOH
NCBI
NHEJ
nm
NSCLC
(0N
PAM
panCK
PBMC
PBS
PBST
PCNT
PCR
PD-1
PDL-1
Pen/Strep
PFA
pH
pHH3
PI3K
PIRF
pmol
PMT
PPM1A
pS2C
pS2L
ps2L’

PTK
R
R1
RAF
RAS
Rb

Mother against decapentaplegic
Mitogen activated protein kinase
Murine embryonic stem cells
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