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1 Einleitung 

1.1 Krebsstammzellen 

Krebsstammzellen (Cancer Stem Cells, CSCs) sind eine kleine Subpopulation von 

undifferenzierten, langlebigen Krebszellen, die zu kurzlebigen Zellen differenzieren können 

und somit die Tumormasse erzeugen. Durch ihre Langlebigkeit sowie der Fähigkeit zur 

Selbsterneuerung und Differenzierung ähneln CSCs den normalen Gewebe-spezifischen 

Stammzellen (Batlle und Clevers, 2017; Han et al., 2013; Clarke et al., 2006). Die ersten 

CSCs wurden in Leukämien entdeckt (Dick und Bonnet, 1997) und wurden mittlerweile in 

weiteren Tumorentitäten wie dem Brust-, Prostata-, Pankreas- und Lungenkrebs 

nachgewiesen (Al-Hajj et al., 2003; Tang et al., 2007; Li et al., 2007; Qiu et al., 2012). Sie 

können zu Rezidiven, Therapieresistenz und Metastasierung führen, weshalb sie 

Gegenstand heutiger Forschung sind, mit dem Ziel, ihre sichere Identifizierung und 

Elimination für zukünftige Antikrebstherapien zu ermöglichen (Batlle und Clevers, 2017; Han 

et al., 2013). 

1.2 Eigenschaften von Krebsstammzellen 

Krebsstammzellen bilden eine kleine Subpopulation innerhalb eines Tumors und tragen 

somit zur intratumoralen Heterogenität bei (Hanahan und Weinberg, 2011). Definiert werden 

Krebsstammzellen durch ihre Fähigkeit zur Selbsterneuerung und Differenzierung in 

verschiedene Tumorzellen, die die Tumormasse kontinuierlich aufbauen. Weiterhin 

zeichnen sie sich aus durch die Tumor-spezifische Expression von Stammzellmarkern und 

der Fähigkeit, Tumoren in vivo zu initiieren (Han et al., 2013; Clarke et al., 2006). Laut dem 

Konzept der Krebsstammzellen, das immer mehr Anklang in der Forschung findet, teilen sie 

sich entweder symmetrisch in zwei identische Tochterzellen oder asymmetrisch in eine 

identische Tochterzelle und eine differenzierte Progenitorzelle (Clarke et al., 2006).  

Es gibt mehrere Hypothesen über die noch unbekannte Herkunft von Krebsstammzellen. 

Eine anerkannte Hypothese postuliert, dass Krebsstammzellen aus normalen, adulten 

Stammzellen entstehen, die mutiert sind. Dass Krebsstammzellen viele Eigenschaften mit 

normalen Stammzellen gemein haben, stützt diese These. Eine weitere Möglichkeit ist die 

Entstehung aus bereits differenzierten Zellen, die ihre Stammzelleigenschaften infolge von 

Mutationen zurückgewonnen haben (Plaks et al., 2015). Nach der dritten Hypothese zu 

urteilen, sind Krebsstammzellen ein anormaler Restbestand an embryonalen Stammzellen, 

die von der Ontogenese im Gewebe zurückgeblieben sind (Neradil und Veselska, 2015; 

Hanahan und Weinberg, 2011). 
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Die Therapieresistenz ist eine weitere Eigenschaft von CSCs, die sie durch verschiedene 

Schutzmechanismen erreichen. So können CSCs in einen Ruhezustand übergehen, 

wodurch die Chemo- und Radiotherapie, die besonders toxisch auf schnell proliferierende 

Zellen wirkt, nicht greift. Die überlebenden CSCs können nach scheinbar erfolgreicher 

Therapie erneut die Tumormasse aufbauen und führen so zum Rezidiv. Auch verfügen 

CSCs über einen starken DNA-Reparatur-Mechanismus, eine hohe Expression von anti-

apoptotischen Proteinen und über Multi-Drug-Transporter (Batlle und Clevers, 2017; Han et 

al., 2013; Morrison et al., 2011; Raguz und Yagüe, 2008; Rich und Bao, 2007).  

Die Epithelial-mesenchymale Transition (EMT) ist ein entscheidender Prozess bei 

physiologischen Vorgängen wie der Embryogenese sowie bei pathologischen Geschehen 

wie der Wundheilung und der Tumorprogression. Auch für CSCs ist die EMT ein wichtiger 

Mechanismus, der ihnen eine Plastizität verleiht, durch die sie in einen langsam 

proliferierenden Zustand übergehen können (Nieto et al., 2016). Der Übergang von 

Epithelzellen zu Zellen mit überwiegend mesenchymalen Eigenschaften beinhaltet unter 

anderem den Verlust der Zelladhäsion und der Polarität, Veränderungen im Zytoskelett und 

die Fähigkeit der Zellinvasion. Aus epithelialen Zellen entstehen somit Fibroblasten-ähnliche 

und bewegliche Zellen. Transkriptionsfaktoren aus der Snail-, Zeb- oder Twist-Familie 

initiieren die EMT, indem sie Einfluss auf die Expression von EMT-assoziierten Genen 

nehmen. E-Cadherin und Zytokeratine gehören zu den epithelialen Markern, die während 

der EMT reduziert vorliegen (Shibue und Weinberg, 2017). Insbesondere der Verlust des 

Zelladhäsionsproteins E-Cadherin gilt als entscheidend für die EMT (Thiery et al., 2009) und 

führt auch im NSCLC zur EMT und einer erhöhten Invasivität (Bae et al., 2013). Die 

mesenchymalen Marker wie N-Cadherin, Fibronektin und das Intermediärfilament Vimentin 

sind hingegen erhöht bei einer EMT. Die EMT wird als Mechanismus angesehen, der zur 

Tumorprogression beiträgt, indem die Zellen dadurch fähig sind, die Basalmembran zu 

übertreten und über den Blutkreislauf in entferntes Gewebe zu migrieren. Der reverse 

Prozess, die Mesenchymal-epitheliale Transition (MET), scheint für die Ausbildung von 

Metastasen von Bedeutung zu sein (Shibue und Weinberg, 2017, Thiery et al., 2009). Dieser 

Mechanismus trägt also nicht nur zur Therapieresistenz der CSCs bei, sondern gibt ihnen 

die Fähigkeit zur Invasion und zur Metastasierung.  

1.3 Identifizierung von Krebsstammzellen 

Es wurde eine Vielzahl von Methoden entwickelt, um CSCs zu identifizieren. Erschwert wird 

die Bestimmung der CSCs durch ihre Tumor-spezifischen Unterschiede. Als gemeinsame 

Eigenschaften, anhand derer sie identifiziert werden können, sind die Fähigkeit zur 

Selbsterneuerung und zur Differenzierung in heterogene Progenitorzellen, aus denen ein 
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Tumor aufgebaut wird, zu nennen. Als Goldstandard dient die Transplantation von Zellen in 

immunsupprimierte Mäuse und die Beobachtung des Tumorwachstums zu verschiedenen 

Zeitpunkten. In vitro lassen sich CSCs durch ihre Eigenschaft, Spheren unter nicht-

adhärenten Kulturbedingungen zu formen, und durch ihre Fähigkeit, aus Einzelzellen 

Kolonien zu bilden, nachweisen (Han et al., 2013; Clarke et al., 2006).  

Bei dem Koloniebildungsassay werden die Zellen in drei Kolonien unterteilt, anhand derer 

auf den Grad der Differenzierung und der Stammzellähnlichkeit der Zellen 

zurückgeschlossen werden kann. Die sogenannten Holoklone weisen die größte Anzahl an 

undifferenzierten, Stammzell-ähnlichen Zellen auf, proliferieren am schnellsten und besitzen 

die größte Kanzerogenität. Paraklone weisen hingegen keine Stammzelleigenschaften auf 

und zeichnen sich durch eine geringe Lebensdauer aus. Meroklone bilden ein 

Zwischenstadium, wobei sie Tumoren initiieren können, aber eine geringere Anzahl an 

CSCs aufweisen als Holoklone und langsamer wachsen (Tièche et al., 2019; Beaver et al., 

2014; Barrandon und Green, 1987).  

Eine weitere Möglichkeit zur Detektion von CSCs sind spezifische Marker auf der 

Zelloberfläche, im Cytoplasma oder im Kern. Am aussagekräftigsten ist die Suche nach 

einer Kombination aus verschiedenen Tumor-spezifischen Stammzellmarkern. Durch 

Immundetektion von Oberflächenmarkern werden CSCs identifiziert und mittels 

Durchflusszytologie, FACS-Analyse, quantitativer PCR oder Immunfluoreszenz-

basierenden Methoden isoliert. Funktional kann auch nach Proteinen gesucht werden, die 

assoziiert sind mit Stammzelleigenschaften, wie zytoprotektive Enzyme und Multi-Drug-

Transporter (Neradil und Veselska, 2015; Han et al., 2013; Clarke et al., 2006).  

Zu den anerkannten Stammzellmarkern gehören die Transkriptionsfaktoren Sox-2 und c-

Myc. Sox-2 (Sex Determining Region Y (SRY)-Box 2) besitzt eine DNA-bindende Domäne, 

die sogenannte High Mobility Group (HMG), und ist als Transkriptionsfaktor wichtig für die 

Entwicklung von undifferenzierten embryonalen Stammzellen, die zelluläre 

Umprogrammierung sowie für die Tumorgenese (Schaefer und Lengerke, 2020). Eine 

erhöhte Expression von Sox-2 wurde in verschiedenen Tumorentitäten nachgewiesen, in 

denen es die Selbsterneuerung und Tumorgenese fördert und die Differenzierung von CSCs 

inhibiert (Yang et al., 2020; Mamun et al., 2020). Auch im Lungenkrebs besitzt Sox-2 eine 

entscheidende Rolle in der Selbsterneuerung und Vermehrung von CSCs (Singh et al., 

2012). 

C-Myc gehört zur MYC-Familie und wird als Protoonkogen und Proliferationsmarker 

angesehen. Als Transkriptionsfaktor reguliert es unter anderem die Selbsterneuerung und 

Differenzierung von Stammzellen und spielt auch für die Aufrechterhaltung von CSCs eine 
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wichtige Rolle (Yang et al., 2020, Miller et al., 2012). Außerdem ist c-Myc ein Regulator der 

Stammzell-relevanten Signalwege Wnt (El-sahli et al., 2019; MacDonald et al., 2009) und 

Notch (Andersson et al., 2011).  

HMGA2 (High Mobility Group AT-hook 2) und Lin28B (Lin-28 Homolog B) sind stärker in 

undifferenzierten als in differenzierten Zellen exprimiert  (Park et al., 2007, Viswanathan et 

al., 2009). Sie sind an der Tumorprogression und an der Entwicklung sowie 

Aufrechterhaltung von CSCs beteiligt (Dai et al., 2019; Kaur et al., 2016, Viswanathan et al., 

2009). Zhang et al. wiesen nach, dass Lin28B zusammen mit dem metabolischem Enzym 

Glycin-Decarboxylase im NSCLC zum Wachstum von CSCs beiträgt (Zhang et al., 2012).  

Nestin ist ein weiterer Stammzellmarker, ein Klasse-VI-Intermediärfilament und wurde 

ursprünglich im zentralen Nervensystem und in nicht-neuronalen Zellen des peripheren 

Nervensystems entdeckt, weshalb es als Marker für neuronale Stammzellen gilt (Neradil 

und Veselska, 2015; Hockfield und McKay, 1985). Nestin bildet Heterodimere mit anderen 

Intermediärfilamenten, insbesondere mit Vimentin (Herrmann et al., 2009). Neben den 

mechanischen Funktionen als Teil des Zytoskeletts unterstützt Nestin die 

Geweberegeneration und beeinflusst die Proliferation (Chen et al., 2014; Dey et al., 2014; 

Takakuwa et al., 2013). Auch in Tumoren wurde eine erhöhte Nestin-Expression detektiert, 

die in einigen Fällen mit einer erhöhten Malignität korreliert (Neradil und Veselska, 2015; 

Asleh et al., 2018;  Zhao et al., 2014; Hatanpaa et al., 2014). Janikova et al. untersuchten 

Tumorzellen des NSCLC und identifizierten die Koexpression von CD133 (Cluster of 

Differentiation 133) und Nestin als potenziellen Marker für Krebsstammzellen (Janikova et 

al., 2010). In weiteren Studien über NSCLC wurde beobachtet, dass eine erhöhte Nestin-

Expression mit einer schlechten Prognose assoziiert ist (Li et al., 2017; Sterlacci et al., 2014; 

Chen et al., 2014).  

Die Identifizierung von CSCs ist also sehr komplex und auf eine Analyse in vitro sollte stets 

eine Untersuchung der Kanzerogenität der Zellen in vivo erfolgen. Ein weiteres Verfahren, 

das zur Bestimmung von CSCs genutzt wird, ist die Analyse von Stammzell-assoziierten 

Signalwegen wie Hedgehog, Wnt und Notch (Han et al., 2013).  

1.4 Die Signalwege Wnt und Notch 

Wnt und Notch sind zwei der wichtigsten Signalwege, die zuständig für die Bildung und 

Aufrechterhaltung von normalen Stammzellen sind. Durch eine abweichende Stimulation 

dieser Signalwege, die auf genetische Alterationen oder epigenetische Modulationen 

zurückzuführen ist, wird die Selbsterneuerung, Proliferation und Differenzierung von CSCs 

gefördert (El-sahli et al., 2019; Venkatesh et al., 2018; Toh et al., 2017; Han et al., 2013). 
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Auch im NSCLC liegen diese Signalwege in dysregulierter Form vor (Zou et al., 2018; Teng 

et al., 2010). 

Es wird in einen klassischen Wnt-Signalweg, der in Abhängigkeit von β-Catenin steht, und 

in nicht-klassische Wnt-Signalwege unterschieden. Der klassische Wnt-Signalweg ist 

essentiell für die embryonale Entwicklung, den Stammzellerhalt und die Wundheilung (Kahn, 

2014). Aktiviert wird er durch die Bindung eines Wnt-Liganden an einen Frizzled-Rezeptor 

und einen LRP-Korezeptor auf der Zelloberfläche. Dadurch wird der Destruction-Komplex 

mithilfe von Disheveled (Dvl) inhibiert. Dieser Komplex besteht aus Axin, GSK-3β, dem 

Tumorsuppressorprotein APC und weiteren Proteinen und ist im inaktiven Zustand dafür 

zuständig, β-Catenin zu binden, zu phosphorylieren und abzubauen. β-Catenin kann im 

Cytoplasma akkumulieren und wird in den Kern transportiert. Hier bindet es an die 

Transkriptionsfaktoren TCF und LEF, um die Expression von Zielgenen wie c-Myc 

anzuregen (El-sahli et al., 2019; MacDonald et al., 2009). 

Die Aktivierung der nicht-klassischen und β-Catenin-unabhängigen WNT-Signalwege PCP 

(Planar Cell Polarity) und der Calcium-Signalweg werden unter anderem durch den 

Liganden WNT5A ausgelöst (Qian et al., 2007; Slusarski et al., 1997). WNT5A bindet an 

verschiedene Mitglieder der Frizzled-, Ror- und Ryk-Rezeptorfamilie und löst sowohl 

kanzerogene als auch tumorsuppressive Signalkaskaden aus (Asem et al., 2016). 

Der Notch-Signalweg erfolgt über Zell-Zellkontakt, da sowohl die Notch-Rezeptoren (Notch 

1-4) als auch die Liganden (Delta-like Ligand 1, 3, 4 and Jagged 1, 2) an der Zelloberfläche 

gebunden sind. Nach der Ligandenbindung wird der Notch-Rezeptor zweifach proteolytisch 

gespalten, wodurch ein intrazelluläres Fragment (Notch Intracellular Domain, NICD) 

entsteht. Dieses Fragment wandert in den Kern und führt zur Expression von verschiedenen 

Genen wie HES1 und MYC (Zou et al., 2018; Toh et al., 2017; Fleming, 1998). Der Notch-

Signalweg wirkt je nach zellulärem Kontext und je nach Gewebetyp tumorprogressiv oder -

suppressiv (Meisel et al., 2020). 

1.5 Krebsstammzellen und Apoptose 

Die Resistenz gegenüber Apoptose ist ein wichtiges Merkmal von Tumorzellen (Hanahan 

und Weinberg, 2011). Auch CSCs sind in der Lage, der Apoptose zu entgehen, wodurch sie 

resistent gegenüber vielen Therapien sind (Han et al., 2013; Kruyt und Schuringa, 2010). 

1.6 TNF-related Apoptosis-inducing Ligand (TRAIL) 

TRAIL gehört zur TNF-Superfamilie und wurde in den 90er Jahren von zwei Arbeitsgruppen 

parallel entdeckt (Pitti et al., 1996; Wiley et al., 1995). Es ist in der Lage, Apoptose in 
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Tumorzellen auszulösen. Entscheidend ist, dass TRAIL dabei keine gesunden Zellen 

angreift, weshalb TRAIL und TRAIL-Rezeptor-Agonisten als potentielle 

Antitumortherapeutika angesehen werden (Walczak et al., 1999; Ashkenazi et al., 1999; 

Sheridan et al., 1997). Es handelt sich um ein Typ-II-Transmembranprotein mit einer 

extrazellulären C-terminalen Domäne, die proteolytisch von der Zelloberfläche abgespalten 

werden kann, und einer N-terminalen Domäne im Cytoplasma. TRAIL bildet Homotrimere, 

die jeweils durch ein Zinkion stabilisiert werden und drei TRAIL-Rezeptoren binden können 

(Wang und El-Deiry, 2003; Hymowitz et al., 2000; Mariani und Krammer, 1998). Es ist bereits 

bekannt, dass TRAIL weitere Funktionen besitzt als die Induktion von Apoptose, diese sind 

jedoch nicht gänzlich geklärt. TRAIL wird hauptsächlich auf Zellen des Immunsystems 

exprimiert und hat eine wichtige Rolle in der Immunabwehr. TRAIL und seine Rezeptoren 

führen zur Unterdrückung von Autoimmun- und Viruserkrankungen sowie zur 

Tumorsuppression und -progression (Falschlehner et al., 2009; Cretney et al., 2005; Song 

et al., 2000; Schnepple et al., 2011; Sträter et al., 2002; Takeda et al., 2001). 

1.7 TRAIL-Rezeptoren und ihre Funktionen 

TRAIL bindet an vier membranständige und einen löslichen Rezeptor. Diese Rezeptoren 

gehören zur TNF/TNFR-Superfamilie. TRAIL-R1 (DR4) und TRAIL-R2 (DR5) wurden 1997 

entdeckt (Pan et al., 1997; Walczak et al., 1997). Sie werden als Todesrezeptoren 

bezeichnet, da sie über eine zytoplasmatische Todesdomäne (Death Domain, DD) verfügen 

und Apoptose initiieren können. Neben den Todesrezeptoren TRAIL-R1 und -R2 kann 

TRAIL auch an die membrangebundenen Rezeptoren TRAIL-R3 (DcR1) und -R4 (DcR2) 

binden (Sheridan et al., 1997; Degli-Esposti et al., 1997). TRAIL-R3 ist durch einen 

Glycosylphosphatidylinositol-Anker an der Plasmamembran gebunden und besitzt keine 

transmembranäre oder zytoplasmatische Domäne (Degli-Esposti et al., 1997b). TRAIL-R4 

verfügt über eine verkürzte zytoplasmatische Todesdomäne (Pan et al., 1997a; Degli-

Esposti et al., 1997a). Sowohl TRAIL-R3 als auch TRAIL-R4 sind somit unfähig, Apoptose 

zu initiieren, und dienen als Decoy-Rezeptoren, wodurch sie mit den Todesrezeptoren 

TRAIL-R1 und -R2 um die TRAIL-Bindung konkurrieren (Lemke et al., 2014). Auch wurde 

nachgewiesen, dass TRAIL-R4 die Apoptose verhindert, indem er nach TRAIL-Bindung das 

anti-apoptotisch wirkende NF-кB aktiviert oder mit TRAIL-R1 oder -R2 Heterokomplexe 

bildet (Degli-Esposti et al., 1997a; Clancy et al., 2005; Mérino et al., 2006). Als fünfter TRAIL-

bindender Rezeptor wird Osteoprotegerin (OPG) aufgeführt, der anders als die bereits 

genannten TRAIL-Rezeptoren nicht membrangebunden sondern in löslicher Form vorliegt 

(Emery et al., 1998). Neben seiner Hauptaufgabe, die Osteoklastenaktivität durch Inhibition 

von RANKL zu regulieren, kann Osteoprotegerin an TRAIL binden und dient wahrscheinlich 
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als Decoy-Rezeptor (Lacey et al., 1998; Fuller et al., 1998). Da die Affinität von 

Osteoprotegerin zu TRAIL bei physiologischen Temperaturen sehr gering ist, bleibt die 

Funktion der Interaktion zwischen TRAIL und Osteoprotegerin jedoch unklar (Truneh et al., 

2000).  

Nach der Bindung von TRAIL bilden TRAIL-R1 und -R2 Homo- oder Heterotrimere. Das 

Adapterprotein FADD (Fas-Associated Protein with Death Domain) bindet mit seiner 

Todesdomäne (Death Domain, DD) an die Todesdomäne von TRAIL-R1 bzw. -R2. 

Daraufhin rekrutiert FADD die inaktiven pro-Enzyme Procaspase-8/-10 mittels seiner 

Todeseffektordomäne (Death Effector Domain, DED) (Lemke et al., 2014; Kischkel et al., 

1995). Der Komplex aus TRAIL, den TRAIL-Rezeptoren, FADD, Procaspase-8 und -10 wird 

DISC (Death-inducing Signaling Complex) genannt. Caspase-8 und -10 bilden Homodimere 

und werden durch eine Konformationsänderung am DISC und einer proteolytischen 

Spaltung aktiviert (Kantari und Walczak, 2011). Durch die Casapase-8 wird die 

Apoptosekaskade ausgelöst und die Effektorcaspase-3 aktiviert. Auch der intrinsische 

Apoptoseweg über die Mitochondrien wird durch die Caspase-8 angesprochen, indem es 

die Spaltung von Bid zum trunkierten Bid (tBid) induziert (Li et al., 1998). Es wird zwischen 

zwei Zelltypen unterschieden. In Typ-I-Zellen genügt die Menge an im DISC aktivierter 

Caspase-8, um die Apoptose auszulösen. In Typ-II-Zellen ist die Aktivierung der 

Initiatorcaspase-8 durch DISC hingegen reduziert. Die TRAIL-basierte Apoptose wird in Typ-

II-Zellen mithilfe des intrinsischen Signalwegs über die Mitochondrien und die Spaltung von 

Bid ausgelöst (Scaffidi et al., 1999). Das trunkierte Bid wandert in die 

Mitochondrienmembran und setzt Cytochrom c frei (Luo et al., 1998), welches zusammen 

mit dem Adapterprotein Apaf-1 und Caspase-9 das Apoptosom bildet. Dadurch wird 

Caspase-9 aktiviert und führt zur Aktivierung von Effektorcaspasen, die letztendlich den 

Zelltod bewirken (Falschlehner et al., 2007). 

Auch nicht-apoptotische Signalwege werden durch TRAIL und TRAIL-Rezeptoren initiiert. 

So kann TRAIL Nekroptose induzieren (Jouan-Lanhouet et al., 2012) und fördert unter 

anderem über die Signalwege NF-кB (Degli-Esposti et al., 1997a), PI3K/Akt (Xu et al., 2010), 

JNK (Mucha et al., 2009), Src (Azijli et al., 2012), p38 (Lee et al., 2002), ERK (Belyanskaya 

et al., 2008) und Proteinkinase C (Trauzold et al., 2001) die Inflammation, Invasion, 

Zellproliferation, Migration und Metastasierung in Tumorzellen (von Karstedt et al., 2015; 

Azijli et al., 2013; Trauzold et al., 2006). Auch ist die Lokalisation der Todesrezeptoren 

innerhalb der Zelle wichtig, da besonders der nukleäre TRAIL-R2 kanzerogen wirkt. Im 

NSCLC und weiteren Tumoren wurde eine Korrelation zwischen einem hohen TRAIL-R2-

Level und einer verkürzten Überlebenszeit von Patienten nachgewiesen (Haselmann et al., 

2014; Spierings et al., 2003). Haselmann et al. entdeckten außerdem, dass der nukleäre 
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TRAIL-R2 verstärkt in undifferenzierten Zellen exprimiert wird im Vergleich zur Expression 

in differenzierten Zellen. Dabei wurde eine Umverteilung von TRAIL-R2 in den Zellkern 

infolge der Entdifferenzierung nachgewiesen (Haselmann et al., 2014). Bei einer weiteren 

Studie wurden iPSCs (induced Pluripotent Stem Cells) und humane dermale Fibroblasten 

auf ihre TRAIL-R2-Expression untersucht. Interessanterweise wurde auch dabei eine 

verstärkte TRAIL-R2-Expression in den undifferenzierten Zellen, in diesem Fall in den 

induzierten pluripotenten Stammzellen, nachgewiesen und das vorzugsweise in der 

Kernfraktion (unpublizierte Daten Prof. Dr. Trauzold). Diese Ergebnisse deuten auf einen 

Zusammenhang zwischen dem nukleären TRAIL-R2 und der Regulation von 

undifferenzierten Zellen und somit von Stammzellen hin. Weitere Untersuchungen sind 

notwendig, um den Einfluss von TRAIL-R2 auf Stammzelleigenschaften zu verifizieren. 
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2 Zielsetzung der Arbeit 

Anlass zu dieser Dissertation wurde durch die Vorarbeit der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. 

Trauzold gegeben. Es wurde herausgefunden, dass hohe TRAIL-R2-Level insbesondere im 

Zellkern charakteristisch für undifferenzierte Zellen sind (Haselmann et al., 2014; 

unpublizierte Daten Prof. Dr. Trauzold). Die Ergebnisse dieser Studien führten dazu, weiter 

nach Stammzell-assoziierten Eigenschaften zu forschen, die unter dem Einfluss von TRAIL-

R2 stehen.  

Ziel dieser Dissertation ist die Untersuchung der Stammzell-assoziierten Signalwege Wnt 

und Notch mit Hinsicht auf den Einfluss von TRAIL-R2 in der Lungenkrebszelllinie A549. 

Hierzu soll zunächst der Stammzellcharakter der Zellen untersucht werden, wobei der A549-

Wildtyp mit dem TRAIL-R2-Knockout verglichen wird. Die Fähigkeit zur Koloniebildung soll 

mithilfe eines Assays untersucht werden und die Fähigkeit zur Bildung von Spheren soll 

nachgewiesen werden, indem die Zellen durch bestimmte Kulturbedingungen nach 

Stammzelleigenschaften selektiert werden. Auch werden die Zellen auf ihre Fähigkeit zur 

Epithelial-mesenchymalen Transition hin untersucht, indem die Marker E-Cadherin und 

Vimentin auf Proteinebene mittels Western Blot nachgewiesen werden. Des Weiteren soll 

die Expression der Stammzellmarker Sox-2, c-Myc, HMGA2 und Lin28B mittels Western 

Blots und die Nestin-Expression mittels PCR nachgewiesen werden. 

In einer großen Studie wurde die Expression von Stammzell-assoziierten Genen in 

verschiedenen Krebszelllinien mit und ohne TRAIL-R2-Knockdown mithilfe der nCounter-

Methode analysiert. Diese Methode misst die Anzahl an mRNA-Molekülen und gibt somit 

Rückschluss auf die Expression des jeweiligen Gens. Im Rahmen dieser Arbeit sollen die 

nCounter-Daten der Lungenkrebszelllinie A549 ausgewertet werden. Dabei wird das 

Hauptaugenmerk auf den Expressionsunterschieden von Genen liegen, die für Proteine des 

Wnt- und Notch-Signalwegs kodieren. Diese Daten werden anschließend mithilfe von 

Echtzeit-PCRs verifiziert.  

Insgesamt geht diese Dissertation der Frage nach, ob die Stammzelleigenschaften in der 

Krebszelllinie A549 unter dem Einfluss von TRAIL-R2 stehen. 
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3 Material und Methoden 

3.1 Verwendete Materialien 

Tabelle 1: Verwendete Western-Blot-Antikörper 

Antigen Wirt Hersteller Katalognummer Anwendung im 

Western-Blot 

TRAIL-R2 Kaninchen ProScience 2019 1:4000, 1:3000, 

1:2000 

TRAIL-R2 Kaninchen Cell Signaling 3696S 1:500, 1:250 

C-Myc Kaninchen Cell Signaling 565 1:2000 

Sox-2 Kaninchen Cell Signaling 3579 1:1000 

HMGA2 Kaninchen Cell Signaling 5269 1:500 

Lin28B Kaninchen Cell Signaling 4196 1:1000 

E-Cadherin Kaninchen Cell Signaling 4065 1:1000 

Vimentin Maus Santa Cruz sc-6260 1:1000 

β-Actin Maus Sigma-Aldrich A5441 1:20000 

Pferd Anti-Maus 

IgG (HRP-

gekoppelt) 

Pferd Cell Signaling 7076 1:3000 

Ziege Anti-

Kaninchen IgG 

(HRP-gekoppelt) 

Ziege Cell Signaling 7074 1:3000 

1:12000 

 

Tabelle 2: Verwendete TaqMan Genexpressionsassays 

Bezeichnung Assay-ID Hersteller 

WNT10B Hs00559664_m1 Thermo Fisher Scientific, 

Waltham, USA 

WNT9A Hs01573829_m1 Thermo Fisher Scientific, 

Waltham, USA 

WNT7B Hs00536497_m1 Thermo Fisher Scientific, 

Waltham, USA 

WNT5A HS00998537_m1 Thermo Fisher Scientific, 

Waltham, USA 

WNT3 Hs00902257_m1 Thermo Fisher Scientific, 

Waltham, USA 

FZD2 HS00361432_S1 Thermo Fisher Scientific, 

Waltham, USA 

FZD5 Hs00258278_s1 Thermo Fisher Scientific, 

Waltham, USA 

FZD8 HS00259040_S1 Thermo Fisher Scientific, 

Waltham, USA 
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TCF7 Hs01556515_m1 Thermo Fisher Scientific, 

Waltham, USA 

NOTCH1 Hs01062014_m1 Thermo Fisher Scientific, 

Waltham, USA 

NOTCH3 Hs01128537_m1 Thermo Fisher Scientific, 

Waltham, USA 

DTX4 Hs00392288_m1 Thermo Fisher Scientific, 

Waltham, USA 

MFNG Hs00159117_m1 Thermo Fisher Scientific, 

Waltham, USA 

HES1 Hs00172878_m1 Thermo Fisher Scientific, 

Waltham, USA 

NESTIN Hs04187831_g1 Thermo Fisher Scientific, 

Waltham, USA 

Housekeeping gene: TBP Hs00427620_m1 Thermo Fisher Scientific, 

Waltham, USA 

 

Tabelle 3: Verwendete Chemikalien und Reagenzien 

Bezeichnung Hersteller 

2-Propanol (70 %) Otto Fischer, Saarbrücken, Deutschland 

3D Tumorsphere Medium XF PromoCell GmbH, Heidelberg, Deutschland 

Bromphenolblau Sigma Aldrich, Steinheim, Deutschland 

Complete Protease-Inhibitor-Tabletten Roche Diagnostics GmbH, Mannheim 

Complete ULTRA Protease-Inhibitor-Tabletten, mini Roche Diagnostics GmbH, Mannheim 

ddH2O Millipore Reinstwasseranlage 

Dithiothreitol (DTT) 99 % Roth, Karlsruhe, Deutschland 

DNA Zap™ (Lösung 1, 2) Invitrogen, Thermo Fisher Scientific 

DPBS (Dulbecco`s Phosphate-Buffered Saline) Gibco, Life Technologies, Darmstadt, Deutschland 

Fetales Kälberserum PAN Biotech, Aidenbach, Deutschland 

Fixierlösung AGFA, Mortsel, Belgien 

GlutaMax Gibco, Life Technologies, Darmstadt, Deutschland 

Glycerol Sigma Aldrich, Steinheim, Deutschland 

Glycin 99 % Roth, Karlsruhe, Deutschland 

HEPES Sigma Aldrich, Steinheim, Deutschland 

Kaliumchlorid (KCl) Merck Millipore, Darmstadt, Deutschland 

Magermilchpulver (MP) Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Methanol Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Natriumchlorid (NaCl) J.T. Baker, Giesheim, Deutschland 

Natriumdeoxycholat Applichem, Darmstadt, Deutschland 

Natriumpyruvat Gibco, Life Technologies, Darmstadt, Deutschland 

PhosStop Phosphatase-Inhibitor-Tabletten Roche, Mannheim, Germany 

Pierce ECL Plus Fisher Scientific, Schwerte, Deutschland 

Pierce ECL Western-Blot-Substrat Fisher Scientific, Schwerte, Deutschland 
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Puromycin dihydrochloride (P8833) Sigma Aldrich, Steinheim, Germany 

RPMI 1640 Gibco, Life Technologies, Darmstadt, Deutschland 

SDS (10 %) Applichem, Darmstadt, Deutschland 

Spectra Multicolour Broad Range Protein ladder Thermo Fisher Scientific, Schwerte, Deutschland 

Tris-Base CalBiochem, Merck Millipore, Darmstadt, 

Deutschland 

Tris-HCl Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Trypsin EDTA (10x) Millipore, Biochrom, GM, Deutschland 

Tween-20 Merck Milipore, Darmstadt, Germany 

 

Tabelle 4: Verwendete Kits 

Bezeichnung Hersteller 

DNA-free Kit DNase Treatment and Removal 

Reagents 

Thermo Fisher Scientific, Schwerte, Deutschland 

Maxima First Strand cDNA Synthesis Kit for RT-

qPCR 

Thermo Fisher Scientific, Schwerte, Deutschland 

Pierce BCA Protein Assay Thermo Fisher Scientific, Schwerte, Deutschland 

RNeasy Mini Kit Qiagen, Deutschland  

TaqMan Universal PCR Master Mix II ohne UNG 

(Uracil-DNA-Glycoslyase) 

Thermo Fisher Scientific, Schwerte, Deutschland 

 

Tabelle 5: Verwendete Geräte 

Gerät Bezeichnung Hersteller 

Absaugsystem mit 

Vakuumpumpe 

Vacusafe Integra Bioscience GmbH, 

Biebertal, Deutschland 

Absorptions-Mikroplattenleser Sunrise Tecan Group Ltd., Männedorf, 

Schweiz 

Autoklav CS-Labor 91782 Webeco, Selmsdorf, 

Deutschland 

Bakterieninkubator  Heraeus instruments, Hanau, 

Deutschland 

Beheizbares Wasserbad  Gesellschaft für Labortechnik 

mbH, Burgwedel, Deutschland 

Eismaschine AF 200 Scotsman, Milan, Italien 

Elektrophoresekammer Mini-PROTEAN 3 Cell Bio-Rad Laboratories, 

München, Deutschland 

Entwicklerkassette Hypercassette RPN 11642 CE Healthcare, Freiburg, 

Deutschland 

Feinwaage BP310S Satorius, Göttingen, 

Deutschland 

Gefrierschrank -80 °C  Forma Scientific 

Heizblock Thermomixer compact Eppendorf, Hamburg, 

Deutschland 
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Kühlzentrifuge 5415R Eppendorf, Hamburg, 

Deutschland 

Lichtmikroskop ID03 

NIB-100 Inverted Biological 

Microscope 

Zeiss, Oberkochen, 

Deutschland 

Müller, Deutschland 

Magnetrührer MR3001 Heidolph, Schwabach, 

Deutschland 

Multipipette Multipipette Plus Eppendorf, Hamburg, 

Deutschland 

Nanodrop  ND-1000 Thermo Fisher Scientific, 

Wartham, USA 

NyOne  Synentec, Elmshorn, 

Deutschland 

pH-Meter inoLab pH Level 1 WTW GmbH, Weilheim, 

Deutschland 

Pipetboy Pipetus Hirschmann Laborgeräte, 

Eberstadt, Deutschland 

Pipetten 10/20/100/200/1000 µl Eppendorf Eppendorf, Hamburg, 

Deutschland 

Rollenmischer RM5 

SRT6 

SRT9 

Assistent Sodheim/ Rhön, 

Deutschland 

Stuart, Staffordshire, UK 

Stuart, Staffordshire, UK 

Röntgenfilm-Entwickler CURIX 60 AGFA, Mortsel, Belgien 

Schüttler Duomax 1030 Heidolph, Schwabach, 

Deutschland 

Sonicator  MSE Scientific Instruments, 

London, UK 

StepOne Plus Real-Time PCR 

System 

 Applied Biosystems, Foster 

City, USA 

Sterilbank Haraeus LaminAir Haraeus instruments, Hanau, 

Deutschland 

Strom-/ Spannungseinheit Standard Power Pack P25 Biometra GmbH, Göttingen, 

Deutschland 

Thermocycler  T Gradient Biometra, Göttingen, 

Deutschland 

Ultraschallbad Sonifier 450 Branson, Dietzenbach, 

Deutschland 

Ultrazentrifuge XL80 Ultracentrifuge Beckman Coulter GmbH, 

Krefeld, Deutschland 

Vortexer Vortex-Genie 2 Scientific Industries, New York, 

USA 

Waage BL3100 Satorius, Göttingen, 

Deutschland 
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Wasseraufbereitungsanlage Milli-Q Reagent Water System Merck Millipore, Darmstadt, 

Deutschland 

Zellinkubator Heracell 150i ThermoFisher Scientific, 

Waltham, USA 

Zellzählsystem Cellometer Auto T4 Nexcelom Bioscience, 

Lawrence, USA 

Zentrifugen Rotina 48R, Universal 320R, 

Mikro 200R 

Multifuge 3sr 

Hettich Zentrifugen, Tuttlingen, 

Deutschland 

Haraeus instruments, Hanau, 

Deutschland 

 

Tabelle 6: Verwendete Puffer und Lösungen 

Bezeichnung Zusammensetzung 

Blocking Puffer 0,5 – 5 % Magermilchpulver in TBS-T 

Zellkulturmedium 500 ml RPMI Medium 1640 (1x) 

10% Fetales Kälberserum  

1% Natriumpyruvat  

1% GlutaMax 

Lämmli-Puffer (4x) 250 mM Tris-HCl (pH 6,8)  

12,5% SDS  

40% Gycerol  

3 % DTT  

Bromphenolblau 

RIPA-Lysispuffer 50 mM Tris HCl (pH 7,5) 

150 mM NaCl 

1 % NP40 

0.5 % Natriumdeoxycholat 

0.2 % SDS 

RIPA-Lysispuffer++  10 ml RIPA 

Protease-Inhibitor 

Phosphatase-Inhibitor 

SDS-PAGE-Laufpuffer (10x) 25 mM Tris-Base 

192 mM Glycin 

10 % SDS 

SDS-PAGE-Laufpuffer (1x) Für 1 l: 

100 ml SDS-Page-Laufpuffer (10x) 

900 ml ddH2O 

Stripping-Puffer 0,5 M Tris-Base 

0,4 % SDS 

pH 6,8 

Transferpuffer (10x) 250 mM Tris-Base 

2 M Glycin 

pH 8,3 
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Transferpuffer (1x) Für 1 l: 

100 ml Transferpuffer (10x) 

700 ml ddH2O 

200 ml Methanol 

Tris-gepufferte Kochsalzlösung mit Tween-20 

(TBS-T, 10x) 

Für 5 l: 

400 g NaCl 

121 g Tris-Base 

pH 7,6 

50 ml Tween-20 

Tris-gepufferte Kochsalzlösung mit Tween-20 

(TBS-T, 1x) 

Für 1 l: 

100 ml TBST-T (10x) 

900 ml ddH2O 

 

Tabelle 7: Verwendete Labor- und Verbrauchsmaterialien 

Bezeichnung Hersteller 

Combitips 2,5/5 ml Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

Falconröhrchen 15/50 ml Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland 

Mikrotiterplatten, 96-Well Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland 

Nitrilhandschuhe Nitratex micro-touch Ansell Healthcare Europe N.V., Anderlecht, Belgien 

Novex Wedge Well 4-20 % Tris-Glycine (12/15 Well) Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 

Optische adhesive Folie Applied Biosystems, Foster City, USA 

Parafilm M Brand, Wertheim, Deutschland 

Pasteurpipette, 230 mm Hecht-Assistant, Sondheim, Deutschland 

PCR 48-Well-Platte Applied Biosystems, Foster City, USA 

PCR 96-Well-Platte Halbrand Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland 

PCR-Reaktionsgefäße 8er-Kette Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland 

Pipettenspitzen mit Filter 10/ 20/ 100/ 1000 µl Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland 

PVDF-Membran, Immobilon-P Merck Millipore, Darmstadt, Deutschland 

Reaktionsgefäß 0,5/ 1,5/ 2 ml Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland 

Röntgenfilm CL-X PosueTM Film Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 

Serologische Pipetten 5/ 10/ 25 ml Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland 

Spritze 50 ml Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland 

Sterifilter 0,2 µm Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland 

Vernichtungsbeutel 700 x 1120 mm Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland 

Whatman-Papier 3 mm GE Helathcare, Freiburg, Deutschland 

Zellkultur 6-Well-Platte (adhärente Platte) Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland 

Zellkultur 6-Well-Suspenison-Platte Cellstar Sigma-Aldrich, Deutschland 

Zellkultur 96-Well-Platte Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland 

Zellkultureinsatz (Transwell) TC-Insert Pore, 8,0 µm Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland 

Zellschaber, 16/ 25 cm Sarstedt, Nümbrecht, Germany 

Zellzählkammer SD100 Nexcelom Bioscience, Lawrence, USA 
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Tabelle 8: Verwendete Software 

Bezeichnung Hersteller 

Excel, Power Point, Word 2010, 2016 Microsoft Corporation, Redmond, USA 

ImageJ Wayne Rasband 

Mendeley Desktop Mendeley, London, England 

nSolver 3.0 Nanostring Technologies, Seattle, USA  

Photoshop CS4 Adope Systems Inc., San Jose 

Sigmaplot 12.5 Systat Software, Chicago, USA 

StepOne Software v2.3 Thermofisher Scientific, Waltham, USA 
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3.2 Verwendete Methoden 

3.2.1 Zellbiologische Methoden 

3.2.1.1 Zelllinien 

In dieser Arbeit wurde größtenteils mit der humanen Lungenkrebszelllinie A549 und dem 

Knockout von TRAIL-R2 gearbeitet (TRAIL-R2-KO, freundlicherweise zur Verfügung gestellt 

von Henning Walczak, University College London Cancer Institute). Außerdem wurde die 

Tumorzelllinie HCT116 (Kolonkarzinom) untersucht. 

3.2.1.2 Zellkultur mit RPMI 1640 Kulturmedium und Passagieren von Zellen 

Die verwendeten Zelllinien wurden in Zellkulturflaschen 25 cm2, 75 cm2 und 175 cm2 unter 

sterilen Bedingungen mit RPMI 1640 Kulturmedium (versetzt mit 10 % fetalem Kälberserum, 

1 % Natriumpyruvat und 1 % GlutaMax) kultiviert. Sie wurden im Brutschrank bei 37 °C, 

einer Luftfeuchtigkeit von 100 % und einem CO2-Gehalt von 5 % aufbewahrt. 

Das Passagieren der Zellen erfolgte, sobald annähernd die gesamte Fläche der 

Zellkulturflasche mit Zellen bedeckt war. Dazu wurde zunächst das alte Medium 

abgenommen. Anschließend wurden die Zellen mit 10 – 20 ml sterilem PBS gewaschen. 

Um die Zellen vom Boden der Zellkulturflasche zu lösen, wurden sie mit 4 – 8 ml 1x Trypsin 

versetzt und bei 37 °C bis zu 10 min inkubiert. Zur Beendung der Trypsin-Wirkung wurde 

frisches Kulturmedium gleichen Volumens dazugegeben und die Zellsuspension in ein 

Falconröhrchen überführt. Danach wurden sie in dem Falcon für 4 min bei 1440 rpm 

abzentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen und das entstandene Zellpellet in 10 ml 

Kulturmedium aufgenommen. Je nach Wachstumsverhalten wurden die Zellen in einem 

Verhältnis von 1:3 bis 1:5 geteilt und in frische Zellkulturflaschen mit Kulturmedium 

übernommen. 

Die Zellzahlbestimmung erfolgte, indem zweimal pro Zellklon je 20 µl der Zellsuspension in 

Zellzählkammern gefügt wurde und mittels Cellometer gezählt wurde. Daraufhin wurden die 

Zellen je nach Versuchsaufbau ausgesät. 

3.2.1.3 Zellkultur mit PromoCell 3D Tumorsphere Medium XF 

Um die Zellen in einen Stammzell-ähnlichen und undifferenzierten Status zu überführen, 

wurde das PromoCell 3D Tumorsphere Medium XF verwendet. Dazu wurde je 10 ml der 

Zellsuspension aus den Zellkulturflaschen in Falcons überführt und mit 4400 rpm 

zentrifugiert. Daraufhin wurde der Überstand verworfen, das Zellpellet mit PBS gewaschen 

und mit 4400 rpm zentrifugiert. Die Zellpellets wurden in je 2 ml Tumorsphere-Medium 
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aufgenommen und mithilfe des Zellzählsystems gezählt. Ausgesät wurden jeweils 40.000 

Zellen in 4 ml Tumorsphere-Medium pro Well auf 6-Well-Platten. Dabei kamen folgende 6-

Well-Platten zur Anwendung: eine Suspensionsplatte und eine übliche Platte, die ein 

adhärentes Wachstum der Zellen ermöglichte. Die Zellen wurden im Brutschrank gehalten 

und nach vier Tagen mit zusätzlichen 2 ml Tumorsphere-Medium versetzt. Geerntet wurden 

sie nach sechs bis elf Tagen. Die genaue Dauer bis zum Ernten richtete sich nach dem 

Wachstumsverhalten. Hierbei war entscheidend, wie sich die Zellen im Tumorsphere-

Medium verhalten. Sobald sich sowohl Spheren als auch adhärente Zellen mit Ausläufern 

bildeten, wurden diese und die im RPMI-Medium kultivierten Zellen geerntet. 

3.2.1.4 Herstellung von Ganzzelllysaten mit RIPA-Puffer 

Um Ganzzelllysate herzustellen, wurden 4 x 104 Zellen pro Well auf eine 6-Well-Platte 

ausgesät und kultiviert. Die Zellen, die in RPMI-Medium und diejenigen, die im 

Tumorsphere-Medium kultiviert wurden, wurden zur selben Zeit nach den Kriterien wie in 

Kapitel 3.2.1.3 beschrieben geerntet. Dazu wurde das RPMI-Medium abgesaugt, wobei die 

Zellen an dem Boden der Zellkulturplatte haften blieben. Sie wurden auf Eis gestellt, mit 

kaltem PBS gewaschen und mit RIPA-Puffer versehen. Die Menge an RIPA-Puffer richtete 

sich nach der Zelldichte: 100 µl bei 50 % Konfluenz und bis zu 200 µl bei 90 – 100 % 

Konfluenz. Für 10 min wurden die Zellen zur Lyse auf dem Eis belassen, dann wurden sie 

bei -80 °C über Nacht eingefroren. 

Da die Zellen im Tumorsphere-Medium größtenteils in einem Zellverbund losgelöst waren 

vom Boden der Zellkulturplatte und kein stabiles Zellpellet durch das Zentrifugieren bildeten, 

wurden sie mithilfe von Zellkultureinsätzen, sogenannten Transwells, geerntet. Es wurden 

jeweils zwei Wells mit einer serologischen Pipette in ein Falconröhrchen überführt. Die in 

den Wells gebliebenen adhärenten Ausläuferzellen wurden mit kaltem PBS gewaschen und 

mit 150 µl RIPA-Puffer pro Well versetzt auf Eis gestellt. Um die löslichen Zellverbunde zu 

ernten, wurden 6-Well-Platten vorbereitet: In die oberen drei Wells wurde je 1 ml PBS 

vorgelegt und je ein Transwell hineingetan. In die unteren drei Wells wurden 4 ml PBS 

pipettiert. Nun wurden die Zellverbunde aus den Falcons nach und nach in die Transwells 

überführt. Das gefilterte Medium wurde außerhalb der Transwells – also am Rand der 

normalen Wells – mit einer Pipette abgenommen und verworfen. Sobald der gesamte 

Falconinhalt durch die Transwells filtriert worden ist, wurden die Zellen mit PBS gewaschen 

und die Transwells wurden in die unteren Wells in das frische PBS gestellt. Anschließend 

wurden die Transwells kurz auf Papiertücher gestellt, dann auf Parafilm gelegt und damit an 

der unteren Seite abgedichtet. Nachdem 100 µl RIPA-Puffer in jedes Transwell gegeben 

wurde, wurden die Zellen mit Zellschabern abgekratzt und in die Wells mit den jeweils 
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zugehörigen adhärenten Ausläuferzellen überführt, die auf Eis lagen. Die Lyse erfolgte für 

weitere 10 min auf dem Eis. Daraufhin wurden sie über Nacht bei -80 °C eingefroren. 

Sowohl die Lysate der im RPMI-Medium, als auch die im Tumorsphere-Medium kultivierten 

Zellen wurden aus dem Gefrierschrank genommen, um auf Eis aufzutauen. Mit Zellschabern 

wurden sie abgekratzt und in ein 1,5 ml-Reaktionsgefäß überführt. Um die komplette 

Zerstörung der Zellstruktur zu gewährleisten, wurden die Lysate je dreimal für 10 sec 

sonifiziert. Für 15 min wurden sie bei 4 °C und maximaler Geschwindigkeit zentrifugiert und 

der Überstand in frische Reaktionsgefäße überführt. Diese wurden bei 20 °C für den 

späteren Gebrauch eingefroren oder es erfolgte direkt die Bestimmung der 

Proteinkonzentration mittels Pierce Protein Assay. 

3.2.1.5 Koloniebildungsassay 

Der Koloniebildungsassay dient der Analyse des Wachstumsverhaltens und der klonogenen 

Aktivität von Tumorzellen. Dazu wurden die in RPMI-Medium kultivierten Zellen mittels 

Trypsin, wie in Kapitel 3.2.1.2 beschrieben, in Suspension gebracht und gezählt. 

Anschließend wurden 1 x 106 Zellen in Kulturmedium aufgenommen und in 1:10-Schritten 

verdünnt, sodass sich rechnerisch eine Zelle in 200 µl Medium befand. Je eine Zelle wurde 

in ein Well auf eine 96-Well-Platte ausgesät und bedeckt mit einem Verdunstungsschutz in 

den Brutschrank gestellt. Nach 3 h erfolgte die erste Fotographie jedes Wells mithilfe von 

NyOne. Die zweite Fotographie erfolgte am darauffolgenden Tag und anschließend zweimal 

wöchentlich. Nach 3 Wochen wurden die gebildeten Kolonien ausgezählt. Bei der 

Auswertung wurden nur die Wells gewertet, in denen sich tatsächlich zu Beginn eine Zelle 

pro Well befand. 

 

3.2.2 Proteinbiochemische Methoden 

3.2.2.1 Bestimmung der Proteinkonzentration 

Um die Proteinkonzentration der Ganzzelllysate zu bestimmen, wurde das Pierce BCA 

Protein Assay verwendet. Diese Methode basiert auf der Absorption einer jeweils 

entstandenen Farbreaktion, die mit einem Photometer gemessen wurde. Dazu wurden die 

Proben entsprechend verdünnt und mit je zwei Verdünnungen pro Probe wurde die 

Konzentration nach Angaben des Herstellers mithilfe von Albumin-Standardreihen ermittelt. 
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3.2.2.2 SDS-PAGE (Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese) 

Um das Proteingemisch aufzutrennen, wurde die SDS-PAGE verwendet, bei der die 

Proteine mithilfe eines elektrischen Feldes nach ihrer Größe unterschiedlich weit in dem 

Polyacrylamidgel wanderten. Dabei wurde innerhalb eines Gels die gleiche Proteinmenge 

an zu untersuchenden Proben verwendet, wobei Differenzen in den Volumina der Proben 

durch Hinzugabe von den entsprechenden Puffern ausgeglichen wurden. Jede Probe wurde 

mit vierfachem Lämmli versetzt, für 5 min bei 95 °C denaturiert und für 1 min zentrifugiert. 

Danach wurden die Proben und ein Proteingrößenstandard in die Taschen des 4 - 20 % 

Tris-Glycin-Gels pipettiert. Die Auftrennung der Proteine erfolgte in einer mit Laufpuffer 

gefüllten Kammer bei einer konstanten Spannung von 125 V, bis die Banden des Markers 

ans untere Ende des Gels gelaufen waren. 

3.2.2.3 Western Blot 

Nachdem die Proteine der Größe nach sortiert auf dem Gel vorlagen, wurden sie mithilfe 

eines weiteren elektrischen Feldes, das senkrecht zum Gel stand, auf eine PVDF-Membran 

transferiert und zugleich immobilisiert. Dazu wurde das sogenannte Tankblot-Verfahren 

genutzt. Hierbei wurde zunächst die PVDF-Membran aktiviert, indem sie für 30 sec in einer 

mit Methanol gefüllten Wanne geschwenkt wurde. Daraufhin wurden in eine Blotkassette 

der Reihe nach folgende mit Transfer-Puffer getränkte Bestandteile aufgeschichtet: ein 

Schwamm, ein Whatmann-Papier, darauf das Gel, die PVDF-Membran, ein weiteres 

Whatmann-Papier und am Schluss ein weiterer Schwamm. Dabei war darauf zu achten, 

dass keine Luftblasen zwischen dem Gel, das zur Kathode gerichtet war, und der zur Anode 

gerichteten PVDF-Membran entstehen. Diese Blotkassette befand sich in einer mit Transfer-

Puffer gefüllten Kammer, welche wiederum mit Eis gekühlt wurde. Der Transfer fand bei 4 

°C und einer konstanten Stromstärke von 400 mA für 60 bis 90 min statt. 

Nachdem die Proteine nun fest auf der PVDF-Membran gebunden waren, wurde diese 

dreimal für 10 min mit TBS-T gewaschen und anschließend mit 5%iger Milch für 1 h 

blockiert. Durch dieses Blockieren wurde sichergestellt, dass die Antikörper nicht an 

unspezifische Bindungsstellen binden. Über Nacht wurde die Membran in einer 

entsprechenden Primärantikörperlösung bei 4 °C inkubiert. Die Primärantikörper banden 

dabei an die zu detektierenden Proteine. Daraufhin wurde die Membran erst zweimal kurz 

in TBS-T gewaschen, dann dreimal für je 10 min, um ungebundene Primärantikörper zu 

entfernen. Anschließend wurde sie für 1 h in der Sekundärantikörperlösung bei 

Raumtemperatur inkubiert. Dabei band der Sekundärantikörper, der mit einer Peroxidase 

(Horse Radish Peroxidase, HRP) gekoppelt ist, an den Primärantikörper. Überschüssige 

Sekundärantikörper wurden durch dreimaliges Waschen mit TBS-T entfernt. 
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Zur Sichtbarmachung der Proteinbanden wurde die Membran mit einer Enhanced-

Chemiluminiscence-(ECL)-Reagenz für 1 min inkubiert. Hierbei katalysierte die Peroxidase 

die Umsetzung von Luminol, wodurch eine Chemiluminiszenz mithilfe eines Röntgenfilms in 

der Dunkelkammer detektiert werden konnte. Waren die Banden nicht sichtbar, wurde ECL-

Plus-Reagenz verwendet. Durch die Variation der Belichtungszeit konnten die Banden 

bestmöglich abgebildet werden. 

3.2.2.4 Isolierung von RNA 

Zur Isolierung von RNA wurde das RNeasy Mini Kit benutzt. Zuvor wurden pro Well 4 x 104 

Zellen auf eine 6-Well-Platte ausgesät und kultiviert. Nachdem die Zellen im RPMI-Medium 

mit PBS gewaschen wurden, wurde 350 µl RLT-Lysispuffer, das mit DTT versetzt wurde, in 

jedes Well pipettiert. Auch die Zellen im Tumorsphere-Medium wurden mit PBS gewaschen, 

was analog zu den Schritten aus Kapitel 3.2.1.4 mithilfe der Überführung in Falcons und 

anschließender Filterung durch Transwells geschah. Dabei wurden 250 µl RLT-Lysispuffer 

pro Well und 200 µl pro Transwell verwendet. Dieser RLT-Lysispuffer enthält 

Guanidiniumthiocyanat und führt zur Denaturierung der Proteine, wodurch RNasen 

inaktiviert werden. Der Inhalt von je zwei Wells wurde in einen QIAshredder pipettiert, der 

aus einer Säule und einem Zentrifugenröhrchen bestand, und für 3 min mit maximaler 

Geschwindigkeit zentrifugiert. Daraufhin wurden die Säulen, in denen sich unlösliche 

Zellbestandteile befanden, verworfen und das homogenisierte Lysat mit 700 µl 70%igem 

Ethanol gefällt. Diese Suspension wurde zu je einer Hälfte nacheinander in das RNeasy 

Spin Column getan, für 30 sec bei maximaler Geschwindigkeit zentrifugiert und der 

Durchlauf verworfen. In diesen Säulen befindet sich eine Silicamembran, an der die RNA 

bindet. Die folgenden Schritte dienen dem Waschen der RNA. Zunächst wurde die Säule 

mit 700 µl RW1-Puffer gedeckt. Nach dem Zentrifugieren für weitere 30 sec bei maximaler 

Geschwindigkeit und Verwerfen des Durchlaufs wurde die Säule mit 500 µl RPE-Puffer, der 

vier Volumen Ethanol enthält, gewaschen. Zuletzt erfolgte das Herauslösen der RNA mit 30 

µl RNase-freiem Wasser. Alle Schritte wurden bei Raumtemperatur durchgeführt und die 

gewonnene RNA in Eis gekühlt. 

Die Konzentration der RNA wurde mithilfe des Spektrophotometers Nanodrop gemessen. 

Anschließend wurde die extrahierte RNA für die cDNA-Synthese einer reversen 

Transkriptase unterzogen. Hierzu wurde das Maxima First Strand cDNA-Synthese-Kit nach 

Herstellerangaben genutzt und die cDNA-Synthese erfolgte im Thermocycler (Inkubation bei 

25 °C für 10 min, Reverse Transkription bei 50 °C für 30 min, Inaktivierung bei 85 °C für 5 

min). Um Kontaminationen mit genomischer DNA zu detektieren, wurde zusätzlich zu jedem 

Ansatz eine non-RT-Kontrolle (enthält alle Bestandteile außer den Maxima Enzyme Mix) 
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und eine non-template-Kontrolle (enthält alle Bestandteile außer die RNA) mitgeführt. Die 

erhaltene cDNA konnte direkt für eine PCR genutzt oder bei -80 °C aufbewahrt werden. 

3.2.2.5 Entfernung genomischer DNA aus der RNA 

Da einige verwendete Taqman-Primer (FZD2, FZD5, FZD8) so designed sind, dass sie 

innerhalb eines Exons liegen, bestand die Möglichkeit, dass während der Amplifizierung der 

cDNA auch genomische DNA detektiert und vervielfacht wird. Daher erfolgte vor der 

Konzentrationsbestimmung der RNA ein DNA-Verdau mithilfe von DNase mit dem DNA-free 

Kit nach Protokoll des Herstellers. 

3.2.2.6 Quantitative Real-Time PCR 

Die synthetisierte cDNA wurde mit dem quantitativen TaqMan-Real-Time-PCR-Verfahren 

analysiert, das auf der 5‘-Nuklease-Aktivität der Taq-DNA-Polymerase beruht. Zusätzlich zu 

den Primern enthält der Ansatz eine spezielle fluorogene Sonde, die am 5‘-Ende mit einem 

fluoreszenten Reporter-Farbstoff und am 3‘-Ende mit einem Quencher-Farbstoff 

ausgestattet ist. Zunächst wurde die Temperatur erhöht, um die Taq-Polymerase zu 

aktivieren und doppelsträngige cDNA zu denaturieren. Anschließend wurde die Temperatur 

gesenkt und die Sonde und der Primer hybridisieren spezifisch an den Matrizen-Strang. 

Solange der Reporter in der Nähe des Quenchers war, konnte kein Signal detektiert werden, 

da die Reporter-Fluoreszenz durch den Fluoreszenz-Energietransfer des Quenchers 

unterdrückt wurde. Während der Extensionsphase traf die Taq-Polymerase auf die Sonde 

und spaltete den Reporter mithilfe ihrer Nuklease-Aktivität ab. Nun waren der Reporter und 

der Quencher räumlich getrennt, weshalb ein Signal entstand. Durch jeden Zyklus wurde 

dieser Schritt wiederholt, wobei das immer stärker werdende Fluoreszenz-Signal 

proportional zur Menge des Amplifikats war. 

Die TaqMan-RT-PCR wurde wie in Tab. 9 beschrieben mit dem StepOne Plus Real Time 

PCR System durchgeführt. Dabei wurde pro Reaktion 1 µl TaqMan Gene Expression Assay 

(20x), 10 µl TaqMan Universal Master Mix II, ohne Uracil-N-Glycoslyase (2x) und 9 µl cDNA 

(Konzentration von 50 ng) verwendet. Jede Probe wurde in Triplikaten auf die 96-Well-Platte 

aufgetragen, diese mit einer Folie versiegelt und zentrifugiert, bevor sie ins StepOne-Gerät 

gesetzt wurde und die Polymerasekettenreaktion gestartet wurde. 
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Tabelle 9: Standardprotokoll für einen TaqMan-RT-PCR-Lauf 

Schritt Temperatur Zeit Zyklen 

Aktivierung Taq-Polymerase 95 °C 10 min 1x 

Denaturierung 

Primerhybridisierung 

Elongation 

95 °C jeweils 15 sec 40x 

 60 °C jeweils 1 min 

60 °C 

 

3.2.2.7 Gene Expression Assay 

Der nCounter Gene Expression Assay von Nanostring Technologies bietet die Möglichkeit, 

bis zu 800 verschiedene Gene innerhalb eines Versuchs auf sehr sensitive Weise zu 

untersuchen. Dazu wurde durch die Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Trauzold mRNA aus 

verschiedenen Krebszelllinien gewonnen. Bei der nCounter-Methode wird die Anzahl der 

mRNA-Moleküle direkt gemessen. Es erfolgt keine Transkription in cDNA und keine 

Amplifikation. Jedes Zielgen wird mithilfe von zwei sequenzspezifischen Sonden detektiert, 

an die ein Farbcode gekoppelt ist. Durch die Analyse der spezifischen Farbcodes wird die 

Menge an dem jeweiligen mRNA-Molekül gemessen (Geiss et al., 2008). 

Die Messung und Durchführung des nCounter-Versuchs wurde in Kooperation mit dem 

Institut für Hämatopathologie in Kiel durchgeführt.  

In dieser Arbeit wurde das nCounter Virtual Stem Cell Gene Set genutzt, in dem 193 

Stammzell-relevante Gene aufgelistet sind, um Veränderung in der Genexpression in der 

Zelllinie A549 in Abhängigkeit von TRAIL-R2 zu untersuchen. Die Auswertung der Daten 

erfolgte mithilfe der Software nSolver Analysis 3.0 von Nanostring. 

3.2.2.8 Statistische Auswertung 

Für die Berechnung des Expressionsunterschiedes der verschiedenen Gene wurde die 

Delta-Delta CT-Methode (Livak und Schmittgen, 2001) verwendet und die Expression der 

untersuchten Gene wurde auf TBP normalisiert. Die Signifikanz der 

Expressionsunterschiede der Gene zwischen dem Wildtyp und dem TRAIL-R2-Knockout 

wurde mit T-Tests und Mann-Whitney-Rank-Sum-Tests berechnet, wobei die Software 

SigmaPlot 12.5 hinzugezogen wurde. Die Ergebnisse aller PCRs sind als Mittelwerte ± 

Standardabweichung dargestellt. Als signifikant wurde ein p-Wert < 0,05 gewertet. 
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4 Ergebnisse 

4.1 Bildung von Kolonietypen in Abhängigkeit von TRAIL-R2 

Anlass zu folgendem Experiment wurde durch die Vorarbeit der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. 

Trauzold gegeben. Es wurde herausgefunden, dass TRAIL-R2 verstärkt in undifferenzierten 

Zellen exprimiert wird im Vergleich zur Expression in differenzierten Zellen (Haselmann et 

al., 2014). Zusätzlich wurden iPSCs (induced Pluripotent Stem Cells) und humane dermale 

Fibroblasten auf ihre TRAIL-R2-Expression untersucht. Es wurde eine verstärkte TRAIL-R2-

Expression in den induzierten pluripotenten Stammzellen nachgewiesen (unpublizierte 

Daten Prof. Dr. Trauzold). Daran anknüpfend wurde in folgendem Experiment der Einfluss 

von TRAIL-R2 auf die Bildung von Kolonietypen mittels einer Einzelzellklonierung untersucht 

und zugleich der undifferenzierte Status der Zellen betrachtet. Hierbei wurde der Wildtyp 

und der TRAIL-R2-Knockout der Zelllinie A549 verwendet. Auf 96-Well-Platten wurden 

Einzelzellen ausgesät und regelmäßig mithilfe von NyOne cell imager fotografiert, um die 

Bildung von Kolonien zu beobachten. Nach 3 Wochen wurde die Fähigkeit zur 

Koloniebildung sowie die Form der Kolonien ausgewertet. Prinzipiell können die Zellen drei 

Sorten von Kolonien bilden: Holoklone, die auf eine Dedifferenzierung der Zellen hinweisen 

und schnell wachsen, Paraklone, die durch differenzierte Zellen gebildet werden und 

Meroklone, die ein Zwischenstadium darstellen (Tièche et al., 2019; Barrandon und Green, 

1987).  

 

Abbildung 1: Einfluss von TRAIL-R2 auf die Koloniebildungsfähigkeit von A549-Zellen.  
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Fortsetzung Abb. 1: A: Die oberen drei Abbildungen zeigen Beispiele für das Aussehen der verschiedenen Kolonietypen. 
Untersucht wurden der Wildtyp (WT) und der TRAIL-R2-Knockout (TR2-KO) der A549-Zellen. Nach dem Ernten wurde die 
Zellsuspension so verdünnt, dass rechnerisch je eine Zelle in einem Well der 96-Well-Platte ausgesät werden konnte. Nach 3 
Wochen wurden die Kolonietypen bestimmt und gezählt. Die linke Graphik zeigt den Anteil an gebildeten Kolonien, wobei die 
Anzahl der Kolonien des A549-Wildtyps (WT) auf 100 gesetzt wurde und die Kolonieanzahl des TRAIL-R2-Knockouts (TR2-
KO) in Relation gesetzt wurde. Es ist das Ergebnis zweier Versuche. Die rechte Grafik gibt den prozentualen Anteil der 
jeweiligen Kolonietypen relativ zur Gesamtanzahl an Kolonien an. 

B: Mithilfe eines Western-Blots wurde die TRAIL-R2-Expression in den A549-Klonen Wildtyp (WT) und TRAIL-R2-Knockout 

(TR2-KO) untersucht. Dazu wurden Ganzzelllysate erstellt und als Ladekontrolle wurde β-Actin verwendet. 

Um nachzuweisen, dass der Knockout des TRAIL-R2 erfolgreich war, wurden 

Ganzzelllysate aus dem A549-Wildtyp und TRAIL-R2-KO erstellt und ein Western-Blot 

durchgeführt. Wie Abbildung 1B verdeutlicht, waren die beiden Banden des TRAIL-R2 im 

Lysat des Wildtyps klar zu erkennen, wohingegen sie beim TRAIL-R2-KO-Lysat fehlten. 

Die Abbildung 1A verdeutlicht die unterschiedlichen Formen der drei Kolonietypen anhand 

von repräsentativen Aufnahmen. Die Graphik zeigt, dass die A549-Zellen fähig waren, drei 

verschiedene Kolonietypen zu bilden. Dabei fällt auf, dass sich aus den Wildtyp-Einzelzellen 

wesentlich mehr Kolonien entwickelten als aus den TRAIL-R2-KO-Zellen, die 16,23 % 

weniger Kolonien gebildet haben (Abb. 1A, linke Grafik). Auch bildeten die Wildtypzellen 

eindeutig mehr Holoklone (29,5 %) und Meroklone (65 %) als Paraklone (6 %). Die TRAIL-

R2-KO-Klone bildeten kaum Holoklone (1,5 %), aber deutlich mehr Meroklone (48 %) und 

Paraklone (50,5 %). Im Vergleich mit dem TRAIL-R2-KO ist also zu erkennen, dass der 

Wildtyp insgesamt mehr Kolonien gebildet hat und diese größtenteils aus Mero- und 

Holoklonen bestanden.  

Ähnliche Ergebnisse wurden von der Arbeitsgruppe auch für andere Tumorzelllinien 

gefunden. 

4.2 Vergleich der Zellmorphologie und der TRAIL-R2-Expression  

In dem vorherigen Versuch konnte gezeigt werden, dass TRAIL-R2 positiv die Fähigkeit der 

Zellen zur Bildung von Kolonien - insbesondere von Holoklonen und Meroklonen - 

beeinflusst, welche schneller wachsen und mehr Stammzelleigenschaften aufweisen. In 

dem nachfolgenden Versuch sollte überprüft werden, ob die Selektion der Zellen mit 

Stammzelleigenschaften, die durch die Kulturbedingungen erzwungen wird, durch eine 

Änderung des Expressionslevels von TRAIL-R2 begleitet wird. Dazu wurden die Zelllinien 

A549 und HCT116 im herkömmlichen RPMI-Medium und im 3D Tumorsphere-Medium XF 

von PromoCell kultiviert. Das Tumorsphere-Medium diente dazu, die Zellen nach 

Eigenschaften von Krebsstammzellen zu selektieren – wie zum Beispiel der Fähigkeit zur 

Selbsterneuerung – und die Formation von Spheren zu fördern. 
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Darüber hinaus wurde der Einfluss von TRAIL-R2 auf die Zellmorphologie und die Anzahl 

der A549-Zellen untersucht, indem sowohl der A549-Wildtyp als auch die TRAIL-R2-KO-

Zellen im Tumorsphere-Medium kultiviert und betrachtet wurden.  

 

Abbildung 2: Analyse des Wachstumsverhaltens und der TRAIL-R2-Expression in den Krebszelllinien HCT116 und 
A549 in Abhängigkeit vom Medium (Tumorsphere-Medium und RPMI-Medium) 

A: Je 4 x 104 Zellen der Zelllinien HCT116 Wildtyp (WT) und A549 Wildtyp (WT) wurden im RPMI-Medium und im 

Tumorsphere-Medium kultiviert und direkt vor dem Ernten mithilfe eines Lichtmikroskops fotografiert (siehe Material und 

Methoden). Die Zellen im RPMI-Medium wuchsen auf einer adhärenten Zellkulturplatte und die Zellen im Tumorsphere-

Medium auf einer Suspensions-Zellkulturplatte. Die Skalen betragen 100 µm. 

B: Die Zellen wurden in zwei verschiedenen Kulturmedien kultiviert: In RPMI-Medium (RPMI) auf einer adhärenten 

Zellkulturplatte und in Tumorsphere-Medium (TM) auf einer Suspensions-Zellkulturplatte. Es wurde ein Western-Blot mit den 

Ganzzelllysaten angefertigt, um die TRAIL-R2-Expression in den Zelllinien HCT116 und A549 zu analysieren. Dabei wurde 

jeweils der Wildtyp (WT) genutzt und als Ladekontrolle diente β-Actin. 

C: Fotografiert wurden die Zellen A549 TRAIL-R2-Knockout (TR2-KO). Diese wurden auf einer Suspensions-Zellkulturplatte 

in Tumorsphere-Medium kultiviert. Die Vergrößerung verdeutlicht die Morphologie der adhärent wachsenden Zellen. Der 

Maßstab entspricht 100 µm. 

Die Abbildung 2A zeigt die Morphologie der Zellen und das Bilden einer adhärenten 

Monoschicht im RPMI-Medium und nicht adhärenter Zellgruppen im Tumorsphere-Medium. 

Die Zelllinie HCT116 bildete dabei Spheren, wohingegen die A549-Zellen lockere 

Zellaggregate bildeten. Es sind also beide Wildtyp-Zelllinien unter bestimmten 

Kulturbedingungen in der Lage, Spheren oder Spheren-ähnliche Formen anzunehmen. 

Die Western-Blot-Analyse in Abbildung 2B weist nach, dass deutlich mehr TRAIL-R2 in den 

Zellen exprimiert wurde, die im Tumorsphere-Medium kultiviert wurden. Diesen Effekt 

konnte man in den beiden untersuchten Zelllinien HCT116 und A549 gleichermaßen 

beobachten. 
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Obwohl bei den sich im Tumorsphere-Medium befindenden Zellen jeweils eine 

Suspensionszellkulturplatte verwendet wurde, wuchsen manche Zellen adhärent am Boden 

(Abb. 2A, C). Bei dem Vergleich des Wildtyps der A549-Zellen (Abb. 2A) mit den TRAIL-R2-

KO-Zellen (Abb. 2C) wird deutlich, dass sie sich in der Anzahl der adhärent wachsenden 

Zellen unterschieden, wobei der Wildtyp weniger adhärent wachsende Zellen bildete. Die 

Vergrößerung in Abbildung 2C verdeutlicht die Morphologie dieser Zellen und zeigt, dass 

sie Ausläufer bildeten. Insgesamt bildete der Wildtyp eine größere Zellzahl als die TRAIL-

R2-KO-Klone, was sowohl im Tumorsphere- als auch im RPMI-Medium anhand von 

Zellzählungen mithilfe eines Zellzählsystems zu sehen war. Auch wuchsen im RPMI-

Medium mehr Zellen als im Tumorsphere-Medium.   

Insgesamt ergab die Beobachtung unter dem Mikroskop und die regelmäßige Zellzählung 

also, dass der Wildtyp deutlich schneller proliferierende und weniger adhärente Zellen mit 

Ausläufern bildete als die Knockout-Zellen, dafür jedoch größere nicht-adhärente 

Zellaggregate. TRAIL-R2 wurde stärker von Zellen exprimiert, die im Tumorsphere-Medium 

wuchsen und denen damit mehr Stammzelleigenschaften zugeschrieben werden als den 

Zellen im RPMI-Medium. 

4.3 Einfluss der Verwendung von verschiedenen Zellkulturplatten auf die TRAIL-R2-

Expression 

Wie im vorherigen Versuch gezeigt, ist ein erhöhtes TRAIL-R2-Expressionslevel in Zellen, 

die im Tumorsphere-Medium kultiviert wurden, zu finden. Nun stellt sich die Frage, ob dieser 

Effekt abhängig von der verwendeten Zellkulturplatte ist. Um dieser Frage nachzugehen, 

wurden die Zellen im RPMI-Medium und im Tumorsphere-Medium jeweils auf eine normale 

Zellkulturplatte und auf eine Suspensionszellkulturplatte ausgesät. 

 

Abbildung 3: Vergleich der verwendeten Zellkulturplatten zeigt keinen Unterschied in der TRAIL-R2-Expression. Für 
die Western-Blot-Analyse wurden Ganzzelllysate von den Zellen HCT116 Wildtyp (WT) und A549 Wildtyp (WT) verwendet. 
Die Zellen wurden entweder im Tumorsphere-Medium (TM) oder im RPMI-Medium (RPMI) kultiviert. Dabei wurden normale 
Zellkulturplatten (adh. Platte) und Suspensionszellkulturplatten (susp. Platte) benutzt. Als Ladekontrolle diente β-Actin. 
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Die TRAIL-R2-Expression veränderte sich nicht in Abhängigkeit von der verwendeten 

Zellkulturplatte (Abb. 3). Dies wurde durch die Western-Blot-Analyse der Ganzzelllysate in 

den Zelllinien HCT116 und A549 nachgewiesen. Die Morphologie und die Anzahl an 

adhärenten Zellen, die im selben Medium auf unterschiedlichen Kulturplatten wuchsen, 

wurde regelmäßig mithilfe eines Lichtmikroskops betrachtet. Wie bereits in Abbildung 2A 

und C zu sehen ist, formten sowohl der Wildtyp als auch die TRAIL-R2-KO-Zellen im 

Tumorsphere-Medium lockere Zellaggregate, wenn sie auf einer 

Suspensionszellkulturplatte kultiviert wurden (Abb. 2A und C). Dabei waren deutlich größere 

Zellaggregate beim Wildtyp zu beobachten. Wuchsen die im Tumorsphere-Medium 

kultivierten Wildtyp-Zellen hingegen auf der normalen Zellkulturplatte, bildeten sie kleine, 

lockere Zellverbünde. Es konnten dabei nicht adhärente Zellen sowie adhärent wachsende 

Zellen, die Ausläufer bildeten, beobachtet werden, allerdings keine flächendeckende 

adhärente Zellschicht. Im Gegenteil dazu wuchsen die Wildtyp-Zellen im RPMI-Medium 

sowohl auf der normalen Zellkulturplatte als auch auf der Suspensionszellkulturplatte 

deutlich adhärenter. Auf beiden Platten bildeten sie eine dichte Bodenschicht.  

Die TRAIL-R2-KO-Zellen im Tumorsphere-Medium formten auf der normalen 

Zellkulturplatte adhärente Zellen mit Ausläufern und nicht adhärente Zellen, allerdings keine 

Zellverbünde wie der Wildtyp.  

Die durch das Tumorsphere-Medium geförderte Selektion von Zellen war also entscheidend 

und führte überwiegend zu nicht adhärent wachsenden Zellen, die mehr TRAIL-R2 

exprimierten. Für die TRAIL-R2-Expression war es unerheblich, ob eine 

Suspensionszellkulturplatte oder eine normale Platte genutzt wurde. Allerdings hatte es 

einen Einfluss auf die Größe der nicht adhärenten Zellverbände. Daher wurden in den 

Versuchen dieser Arbeit die Zellen, die im Tumorsphere-Medium wuchsen, auf 

Suspensionszellkulturplatten ausgesät. So ist auch laut Hersteller des Tumorsphere-

Mediums eine bestmögliche Selektion der Zellen mit Stammzelleigenschaften zu erreichen. 

4.4 Analyse der Expression von Markern der Epithelial-mesenchymalen Transition 

Die EMT ist ein entscheidender Prozess für die Plastizität der CSCs (Nieto et al., 2016). 

Mithilfe von Western Blots wurde untersucht, ob der A549-Wildtyp EMT-assoziierte Proteine 

exprimiert.  Detektiert wurde das Zelladhäsionsprotein E-Cadherin, ein epithelialer Marker, 

dessen Herunterregulierung ein Schlüsselschritt für die Initiierung der EMT darstellt. Das 

Intermediärfilament Vimentin wurde hingegen untersucht, da es als mesenchymaler Marker 

dient und bei der EMT heraufreguliert ist (Thiery et al., 2009). Die Zellen wurden im 

Tumorsphere-Medium auf einer Suspensionszellkulturplatte kultiviert, um die EMT zu 

unterstützen. Verglichen wurden die Zellen mit im RPMI-Medium kultivierten Zellen. 
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Abbildung 4: Die im Tumorsphere-Medium kultivierten Zellen exprimieren verstärkt Vimentin und weniger E-Cadherin. 
Für die Western-Blot-Analyse wurden Ganzzelllysate von den A549-Wildtyp-Zellen (A549 WT) untersucht. Die Zellen wurden 
entweder im Tumorsphere-Medium (TM) oder im RPMI-Medium (RPMI) kultiviert. Als Ladekontrolle diente β-Actin. 

Die Western Blots zeigen, dass die Expression von E-Cadherin in den Zellen, die im 

Tumorsphere-Medium wuchsen, herunterreguliert war im Vergleich mit den Zellen aus dem 

RPMI-Medium (Abb. 4A). Vimentin war hingegen stärker in den Zellen aus dem 

Tumorsphere-Medium exprimiert (Abb. 4B).  

4.5 Analyse der Expression von Stammzellmarkern in Abhängigkeit von TRAIL-R2 

Um den Einfluss von TRAIL-R2 auf Stammzelleigenschaften der A549-Zellen weiter zu 

untersuchen, wurde die Expression der Proteine Sox-2, HMGA2, Lin28B und c-Myc mittels 

Western Blots detektiert. Wie in der Einleitung beschrieben, gehören diese Proteine zu den 

Stammzellmarkern und tragen zur Tumorprogression bei. Verglichen wurde dabei der A549-

Wildtyp mit dem TRAIL-R2-KO.  
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Abbildung 5: TRAIL-R2 fördert die Expression der Stammzellmarker Sox-2, HMGA2, Lin28B und c-Myc. Für die Western 
Blots wurden Ganzzelllysate mit RIPA-Puffer aus den A549-Zellen erstellt, um die Proteine Sox-2 (A), HMGA2 (B), Lin28B (C) 
und c-Myc (D) zu detektieren. Dabei wurde der Wildtyp (WT) mit den TRAIL-R2-Knockout-Klonen (TR2-KO) verglichen. Als 
Ladekontrolle diente β-Actin. 

Es wurde gezeigt, dass alle vier untersuchten Stammzellmarker stärker in den Wildtyp-

Zellen exprimiert wurden als im TRAIL-R2-KO (Abb. 5). Besonders deutlich war der 

Unterschied bei den Proteinen Sox-2 (Abb. 5A), HMGA2 (Abb. 5B) und Lin-28B (Abb. 5C) 

zu erkennen. Auch die Expression von c-Myc war in den Wildtyp-Zellen erhöht. TRAIL-R2 

korrelierte also mit der erhöhten Expression der hier detektierten Stammzellmarker. 

Dieser Versuch wurde in Zusammenarbeit mit Frau Dr. Alshaimaa Adawy und Herrn Gökhan 

Alp durchgeführt. 

4.6 Einfluss von TRAIL-R2 auf die Expression des Stammzellmarkers Nestin 

Nachdem im Western Blot gezeigt wurde, dass die Expression von verschiedenen 

Stammzellmarkern bei den A549-Wildtyp-Klonen erhöht ist, dient das folgende Experiment 

dazu, den Zusammenhang zwischen der TRAIL-R2 und Stammzelleigenschaften näher 

mittels PCR zu untersuchen. Dazu wird die Expression des Stammzellmarkers Nestin 

analysiert. Wie in der Einleitung beschrieben, gilt Nestin im NSCLC und einigen Zelllinien 

als ein Marker für Krebsstammzellen und korreliert mit der Fähigkeit zur Selbsterneuerung, 

Zellproliferation und Bildung von Spheren in vitro (Neradil und Veselska, 2015; Sterlacci et 

al., 2014). In folgendem Versuch wurde der Wildtyp der A549-Zellen mit dem TRAIL-R2-KO 

verglichen. Dabei wurden Zellen untersucht, die im RPMI-Medium oder im Tumorsphere-

Medium kultiviert wurden. 
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Abbildung 6: Der Knockout von TRAIL-R2 führt zu einer reduzierten Nestin-Expression in Zellen, die im RPMI-Medium 
oder im Tumorsphere-Medium kultiviert wurden. Aus A549-Zellen, die im RPMI-Medium (RPMI) oder im Tumorsphere-
Medium (TM) gewachsen waren, wurde RNA gewonnen und diese mittels Real-Time-PCR untersucht.  

A, B: Die Nestin-Expression wurde auf TBP normalisiert und die Werte des Wildtyps (WT) wurden auf 1 gesetzt. Verglichen 
wurden der Wildtyp und der TRAIL-R2-Knockout (TR2-KO).  

C: Die Nestin-Expression wurde auf TBP normalisiert und die Werte des im RPMI-Medium gewachsenen Wildtyps (RPMI WT) 
wurden auf 1 gesetzt. Verglichen wurde dieser mit dem im Tumorsphere-Medium kultivierten Wildtyp (TM WT).  

Angegeben sind die Mittelwerte der drei biologischen und drei technischen Replikate mit ihren Standardabweichungen. Ein 
signifikanter Expressionsunterschied wurde mit * gekennzeichnet und unterlag dem mittels T-Test errechneten 
Signifikanzniveau < 0,05. 

TRAIL-R2 förderte sowohl die Nestin-Expression der Zellen, die im RPMI-Medium 

gewachsen sind, als auch die im Tumorsphere-Medium kultivierten Zellen (Abb. 6A, B). 

Dabei zeigte sich ein signifikanter Expressionsunterschied um den Faktor 1,74 zwischen 

dem Wildtyp und dem TRAIL-R2-KO im RPMI-Medium (Abb. 6A). Somit konnte ein 

proportionaler Zusammenhang zwischen der TRAIL-R2- und der Nestin-Expression 

festgestellt werden. 

Eine stärkere Nestin-Expression in den Zellen aus dem Tumorsphere-Medium im Vergleich 

mit den Zellen, die im RPMI-Medium gewachsen waren, konnte nicht nachgewiesen werden 

(Abb. 6C). 

4.7 Analyse der Expression von Stammzell-assoziierten Genen in der Zelllinie A549 

in Abhängigkeit von TRAIL-R2 mithilfe der nCounter-Methode 

In einer großangelegten Untersuchung von verschiedenen Krebszelllinien wurden mithilfe 

der nCounter-Methode Gene analysiert, die sich in Abhängigkeit von TRAIL-R2 verändern. 

Diese Methode misst die Anzahl an mRNA-Molekülen und gibt somit Rückschluss auf die 

Expression des jeweiligen Gens. Auch die Zelllinie A549 wurde untersucht.  
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Genbezeichnung WT RPMI (V1) TR2-KO RPMI (V2) TR2-KO RPMI (V3) 
WT TM 
(V1) TR2-KO TM (V1) 

ABCG2 1 -2,66 -3,98 1,36 1,28 

ADAM17 1 -2,12 -2,18 -1,09 -2,1 

BMP1 1 2,09 3,16 1,16 1,8 

CCND3 1 -3,34 -3,96 -1,09 -1,64 

CDH1 1 1,25 -1,46 2,32 1,89 

CDH2 1 11,36 15,99 -1,53 1,53 

COL1A1 1 5,47 32,32 -1 1,11 

CTBP2 1 -2,79 -2,78 -1,03 -1,03 

DTX3 1 2,05 1,82 -1,04 1,74 

DTX4 1 2,28 2,2 -1,49 2,61 

DVL1 1 -2,17 -2,27 -1,27 -1,11 

FGFR1 1 -2,36 -2,69 1,29 -1,29 

FOSL1 1 -1,21 -3,01 -2,57 -1,46 

FRAT1 1 1,27 1,7 1,96 2,78 

FZD2 1 1,95 2,38 -3,94 -1,82 

FZD5 1 -2,7 -2,95 1,71 1,18 

FZD8 1 2,62 2,44 -1,54 3,1 

GLI1 1 -2,21 -1,64 -1,48 -1,45 

GLI2 1 -2,33 -2 -1,25 -1,66 

HES1 1 2,65 2,96 1,31 1,33 

JAG1 1 2,03 3,24 -1,87 -1,27 

KRT15 1 -2,86 -5,58 1,43 3,17 

LFNG 1 -1,54 -1,09 1,1 2,09 

LOC652788 1 -2,63 -2,99 -1,32 -1,1 

NCSTN 1 1,47 1,69 1,41 2,24 

NOTCH1 1 2,04 2,04 2,54 1,47 

NOTCH3 1 -13,62 -8,83 -1 -6,9 

PLAU 1 -2,08 -1,95 -1,42 -1,1 

PPARD 1 1,75 1,63 1,42 2,44 

PRKCA 1 -2,46 -2,61 1,17 -1,1 

PRKCE 1 -1,42 -1,06 -1,23 1 

PRKCH 1 -3,31 -1,82 1,35 -18,57 

PRKCQ 1 -1,78 -1,04 -1,99 -2,1 

SOX2 1 1,58 2,29 -1,25 1,26 

TCF7 1 1,42 1,74 2,3 1,27 

WNT10B 1 1,68 2,1 -7,3 -8,47 

WNT9A 1 -7,66 -4,57 1,56 2,6 

WNT7B 1 -1,29 -1,66 -1 1,14 

WNT3 1 1,36 1,43 1,17 1,23 

ZIC2 1 -1,48 -1,59 -1,21 -2,54 

 

Tabelle 10: Die Auswertung der nCounter-Daten zeigt Veränderungen in der Expression von verschiedenen Genen in 
Abhängigkeit von TRAIL-R2 und den verwendeten Kulturmedien. Die nCounter-Methode ermöglicht ein Screening nach 
veränderten Genen in der hier verwendeten Krebszelllinie A549. Die Anzahl an mRNA-Molekülen wird gemessen, wobei diese 
nicht amplifiziert werden. Untersucht wurden der Wildtyp (WT) und der TRAIL-R2-Knockout (TR2-KO). Die Tabelle zeigt die 
Daten aus drei Versuchen (V1, V2 und V3). Stärkere Veränderungen in der Genexpression wurden schwarz und grau markiert. 
Die schwarz hinterlegten Zahlen stellen den Fold change < -1,99 dar und die grau hinterlegten Werte den Fold change > 1,99. 
Normiert wurden die Daten auf die Zellen A549 Wildtyp aus dem Versuch 1 (V1), die im RPMI-Medium (RPMI) kultiviert wurden. 
Es wurden auch Zellen im Tumorsphere-Medium (TM) kultiviert. Die Daten wurden mithilfe des Programms nSolver Analysis 
ausgewertet. 

In der Tabelle 10 sind die Gene abgebildet, die sich in Abhängigkeit von TRAIL-R2 und den 

beiden Kulturmedien in ihrer Expression vom Wildtyp im RPMI-Medium unterschieden. 

Darunter befinden sich Gene, die mit Stammzelleigenschaften assoziiert sind. Es wird 

ersichtlich, dass Gene, die für Proteine des Wnt- und Notch-Signalweges kodieren, auf 

mehreren Ebenen verändert waren. 
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4.8 Verifizierung der nCounter-Ergebnisse mit Real-time PCR 

Auf Grundlage der nCounter-Auswertung (Tab. 10) wurden Stammzell-assoziierte Gene 

ausgewählt, die mittels der Real-time PCR verifiziert werden sollten. Dabei wurden weitere 

Daten hinzugezogen (Daten nicht gezeigt), um die Gene zu ermitteln, die sich am stärksten 

in ihrer Expression verändert haben und die es weiter zu untersuchen sich lohnte. Das 

Augenmerk wurde auf die Signalwege Wnt und Notch gelegt, da diese mit 

Stammzelleigenschaften korrelieren (El-sahli et al., 2019; Venkatesh et al., 2018; Toh et al., 

2017; Han et al., 2013). 

4.9 Analyse von Veränderungen der Genexpression im WNT-Signalweg in 

Abhängigkeit der TRAIL-R2-Expression der im RPMI-Medium kultivierten Zellen 

Um Gene zu untersuchen, die für Proteine des Wnt-Signalwegs kodieren, wurde aus A549-

Zellen, die im RPMI-Medium gewachsen waren, RNA extrahiert. Diese wurde in cDNA 

transkribiert und mittels quantitativer Real-time PCR analysiert. Auf Ebene der Liganden 

wurde auch die Expression von WNT5A nachgewiesen, da dieser mit den nicht-klassischen 

Wnt-Signalwegen assoziiert ist. 

 

Abbildung 7: TRAIL-R2 hat einen Einfluss auf den Wnt-Signalweg auf mehreren Ebenen und fördert die Expression 
von WNT10B, WNT7B, WNT5A und FZD5. Die Graphen zeigen die Ergebnisse der Real-Time-PCRs. Untersucht wurden der 
Wildtyp (WT) und der TRAIL-R2-Knockout (TR2-KO) der A549-Zellen, die im RPMI-Medium gewachsen waren. Die Balken 
zeigen die Mittelwerte der relativen Expression von mRNA aus drei (WNT10B, WNT7B, WNT5A, FZD5) bzw zwei (WNT9A, 
WNT3) unabhängigen Versuchen mit den dazugehörigen Standardabweichungen. Die Werte des Wildtyps wurden auf 1 
gesetzt und mit den Werten der TRAIL-R2-Knockout-Zellen in Relation gesetzt. Die jeweilige Expression der Gene des Wnt- 
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Fortsetzung Abb. 7: Signalwegs wurde auf TBP normalisiert. Als signifikanter Expressionsunterschied zwischen dem Wildtyp 
und dem TRAIL-R2-Knockout wurde ein p-Wert < 0,05 gewertet (*), der mittels T-Test errechnet wurde. 

Auf Ebene der Liganden konnte eine signifikante Reduktion der Expression von WNT10B 

um den Faktor 1,37 und WNT7B um den Faktor 1,35 in den TRAIL-R2-KO-Zellen 

nachgewiesen werden (Abb. 7A). Auch die Expression von WNT5A war herunterreguliert im 

TRAIL-R2-KO. Einen Einfluss von TRAIL-R2 auf die Expression der Liganden WNT9A und 

WNT3 konnte nicht klar belegt werden. Allerdings zeigte sich der Rezeptor FZD5 abhängig 

von TRAIL-R2 und war verstärkt im Wildtyp exprimiert (Abb. 7B). 

TRAIL-R2 fördert also die Expression von folgenden Genen, die mit dem Wnt-Signalweg 

verknüpft sind: WNT10B, WNT7B, WNT5A und FZD5. Bei dem Vergleich dieser Ergebnisse 

mit den nCounter-Daten fällt auf, dass die Genexpression von FZD5 auch im TRAIL-R2-

Knockout der nCounter-Analyse erniedrigt war (Tab. 10). Das Ergebnis der nCounter-

Analyse zeigte eine erhöhte Expression von WNT10B im TRAIL-R2-Knockout (Tab. 10), 

wohingegen in Abb. 7A eine erniedrigte Expression gezeigt wurde. Auch die stark reduzierte 

Expression von WNT9A in der nCounter-Analyse konnte nicht verifiziert werden. 

4.10 Analyse von Veränderungen der Genexpression im WNT-Signalweg in 

Abhängigkeit der TRAIL-R2-Expression der im Tumorsphere-Medium 

kultivierten Zellen 

Auch Zellen, die im Tumorsphere-Medium gewachsen waren, wurden mittels Real-time PCR 

auf Gene, die mit dem Wnt-Signalweg assoziiert sind, analysiert.  
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Abbildung 8: TRAIL-R2 fördert die Expression von WNT10B, WNT5A und FZD5. Aus drei unabhängigen Versuchen mit 
im Tumorsphere-Medium kultivierten A549-Zellen wurde die RNA gewonnen und die Genexpression verschiedener 
Komponenten des Wnt-Signalwegs mittels Real Time PCR analysiert. Die Expression der untersuchten Gene wurde auf TBP 
normalisiert und die Werte des Wildtyps (WT) wurden auf 1 gesetzt. Verglichen wurden der Wildtyp und der TRAIL-R2-
Knockout (TR2-KO). Angegeben sind die Mittelwerte der drei biologischen und drei technischen Replikate mit ihren 
Standardabweichungen. Ein signifikanter Expressionsunterschied wurde mit * gekennzeichnet und unterlag dem mittels T-
Test errechneten Signifikanzniveau < 0,05. 

TRAIL-R2 führte zu einer stärkeren Expression der Gene WNT10B und besonders WNT5A 

auf Ebene der Liganden (Abb. 8A). Beim Vergleich des Wildtyps mit dem TRAIL-R2-KO war 

das Expressionsniveau von WNT5A um den Faktor 3,2 verändert. WNT7B hingegen wurde 

in Abhängigkeit von TRAIL-R2 weniger exprimiert (Abb. 8A). Gene, die für die Rezeptoren 

FZD2 und FZD8 kodieren, wiesen eine reduzierte Expression in Anwesenheit von TRAIL-

R2 auf (Abb. 8B). Im Gegenteil dazu, wurde FZD5 signifikant stärker mit dem Faktor 1,6 im 

Wildtyp exprimiert. Auf der Ebene der Zielgene konnte kein Einfluss von TRAIL-R2 auf die 

Expression von TCF7 nachgewiesen werden (Abb. 8C). 

TRAIL-R2 förderte also die Expression von WNT10B, WNT5A und FZD5 und führte zu einer 

erniedrigten Expression von WNT7B, FZD2 und FZD8. 

4.11 Einfluss von TRAIL-R2 auf die Expression von Genen des Notch-Signalwegs bei 

im RPMI-Medium kultivierten A549-Zellen 

Die Analyse der nCounter-Ergebnisse zeigte, dass auch die Expression von Genen, die für 

Proteine des Notch-Signalwegs kodieren, in Abhängigkeit von TRAIL-R2 stehen (Tab. 10). 

Dieser Signalweg weist eine Korrelation zu Stammzelleigenschaften auf (Venkatesh et al., 
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2018; Toh et al., 2017; Han et al., 2013). Um die Daten der nCounter-Analyse zu verifizieren, 

wurden zunächst die in RPMI-Medium kultivierten Wildtyp-Zellen und der TRAIL-R2-

Knockout mit Hilfe von RT-PCR auf die Expression von NOTCH1, NOTCH2 und HES1 

untersucht. 

 

Abbildung 9: TRAIL-R2 fördert die Expression von NOTCH1 und NOTCH3 und unterdrückt die Expression von HES1. 
Aus drei unabhängigen Versuchen mit im RPMI-Medium kultivierten A549-Zellen wurde die RNA gewonnen und die 
Genexpression verschiedener Komponenten des Notch-Signalwegs mittels Real Time PCR analysiert. Die Expression der 
untersuchten Gene wurde auf TBP normalisiert und die Werte des Wildtyps (WT) wurden auf 1 gesetzt. Verglichen wurden 
der Wildtyp und der TRAIL-Rezeptor-2-Knockout (TR2-KO). Angegeben sind die Mittelwerte der drei biologischen und drei 
technischen Replikate mit ihren Standardabweichungen. Ein signifikanter Expressionsunterschied wurde mit * gekennzeichnet 
und unterlag dem mittels T-Test errechneten Signifikanzniveau < 0,05. 

Betrachtet man den TRAIL-R2-KO, zeigt sich ein signifikanter Abfall der Genexpression von 

NOTCH1 und NOTCH3 (Abb. 9A). Bei NOTCH1 war eine 1,3-fache Herunterregulierung 

feststellbar und bei NOTCH3 eine 2,6-fache im Vergleich zum Wildtyp. Auch das Zielgen 

HES1 war signifikant in seiner Expression verändert (Abb. 9B). Ein um den Faktor 2,2 

erhöhtes Expressionsniveau war im Gegensatz zum Wildtyp zu beobachten. 

Im Vergleich der Ergebnisse aus Abbildung 9 mit den nCounter-Ergebnissen (Tab. 10) fällt 

auf, dass sich die Expression von NOTCH3 und HES1 in dieselbe Richtung verändert hatte. 

Bei NOTCH1 hingegen ist in Abbildung 9 eine erniedrigte Expression zu erkennen, welche 

somit nicht mit der erhöhten Expression übereinstimmt, die in der nCounter-Analyse gezeigt 

wurde. 

Insgesamt erkennt man deutlich, dass TRAIL-R2 die Expression von NOTCH1 und 

NOTCH3 förderte und die von HES1 hemmte. 
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4.12 Einfluss von TRAIL-R2 auf die im Tumorsphere-Medium kultivierten A549-Zellen 

hinsichtlich ihrer Expression von Genen des Notch-Signalwegs 

Die Abbildung 10 zeigt die PCR-Ergebnisse der im Tumorsphere-Medium gewachsenen 

A549-Zellen und überprüft, welche Gene des Notch-Signalwegs in Abhängigkeit zu TRAIL-

R2 in ihrer Expression verändert sind. 

 

Abbildung 10: TRAIL-R2 führt zur erhöhten Expression von NOTCH1 und NOTCH3 und zur erniedrigten Expression 
von MFNG, HES1 und DTX4 in den mit Tumorsphere-Medium kultivierten Zellen. Aus drei unabhängigen Versuchen mit 
im Tumorsphere-Medium kultivierten A549-Zellen wurde die RNA gewonnen und die Genexpression verschiedener 
Komponenten des Notch-Signalwegs mittels Real Time PCR analysiert. Die Expression der untersuchten Gene wurde auf 
TBP normalisiert und die Werte des Wildtyps (WT) wurden auf 1 gesetzt. Verglichen wurden der Wildtyp und der TRAIL-
Rezeptor-2-Knockout (TR2-KO). Angegeben sind die Mittelwerte der drei biologischen und drei technischen Replikate mit ihren 
Standardabweichungen. Ein signifikanter Expressionsunterschied wurde mit * gekennzeichnet und unterlag dem mittels T-
Test errechneten Signifikanzniveau < 0,05. 

Wie im RPMI-Medium ist auch im TRAIL-R2-KO der im Tumorsphere-Medium gewachsenen 

Zellen zu erkennen, dass NOTCH1 und besonders NOTCH3 in ihrer Expression 

herunterreguliert waren (Abb. 10A). NOTCH3 war dabei signifikant um das 2,8-fache 

herunterreguliert im Vergleich zum Wildtyp. Ähnlich zum Ergebnis in Abbildung 9B war 

HES1 stärker im TRAIL-R2-KO exprimiert (Abb. 10B). 

Die Gene MFNG und DTX4, deren Produkte den Notch-Signalweg beeinflussen, zeigten 

erhöhte Expressionsniveaus im TRAIL-R2-KO im Vergleich zum Wildtyp (Abb. 10C). Die 

Expression von DTX4 war dabei sogar signifikant um das 1,7-fache verändert. 
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TRAIL-R2 förderte also die Expression von NOTCH1 und NOTCH3 und hemmte die 

Expression vom Zielgen HES1 und den Genen MFNG und DTX4. 

4.13 Expression von Genen, die mit den Signalwegen Wnt und Notch assoziiert sind, 

unter Einfluss des verwendeten Kulturmediums 

Im folgenden Versuch wurden die Zellen, die im RPMI-Medium gewachsen sind, direkt mit 

den Zellen aus dem Tumorsphere-Medium hinsichtlich der Expression von Genen, die mit 

Wnt und Notch assoziiert sind, verglichen.  

 

Abbildung 11: Die Gene, die für Proteine der Signalwege Wnt und Notch kodieren, sind stärker in den Zellen aus dem 
RPMI-Medium exprimiert. Die Genexpression wurde auf TBP normalisiert und die Werte des im RPMI-Medium gewachsenen 
A549-Wildtyps (RPMI WT) wurden auf 1 gesetzt. Verglichen wurden dieser mit dem im Tumorsphere-Medium kultivierten 
A549-Wildtyp (TM WT).  
Angegeben sind die Mittelwerte der drei biologischen und drei technischen Replikate mit ihren Standardabweichungen. Ein 
signifikanter Expressionsunterschied wurde mit * gekennzeichnet und unterlag dem mittels T-Test errechneten 
Signifikanzniveau < 0,05. 

Die Expression der Gene WNT7B, WNT10B, NOTCH1 und NOTCH3 war in den Zellen aus 

dem RPMI-Medium hochreguliert (Abb. 11). Einen signifikanten Unterschied wurde in 

Abbildung 11 bei NOTCH1 und NOTCH3 gezeigt. Im Gegensatz dazu war die HES1-

Expression in den Zellen, die im RPMI-Medium gewachsen sind, erniedrigt. 
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5 Diskussion 

TRAIL und die Todesrezeptoren TRAIL-R1 und TRAIL-R2 wurden bekannt durch ihre 

Fähigkeit, vornehmlich Apoptose in Tumorzellen zu induzieren, ohne toxisch auf gesunde 

Zellen zu wirken. Dadurch entwickelte sich die Idee, rekombinantes humanes TRAIL und 

agonistische Antikörper gegen TRAIL-Todesrezeptoren als Antikrebstherapie zu nutzen 

(Walczak et al., 1999; Ashkenazi et al., 1999). Bisher blieben größere Erfolge einer TRAIL-

basierten Mono- oder Kombitherapie mit weiteren Chemotherapeutika allerdings aus (Kretz 

et al., 2019). Ursächlich ist unter anderem die Fähigkeit von TRAIL und den TRAIL-

Rezeptoren auf nicht-apoptotische Signalwege zu wirken, wie aus Untersuchungen 

hervorging. Demnach kann TRAIL insbesondere bei resistenten Zellen die Inflammation, 

Invasion, Zellproliferation, Migration und Metastasierung der Tumorzellen fördern (von 

Karstedt et al., 2015; Azijli et al., 2013; Trauzold et al., 2006). Darüber hinaus spielt die 

Lokalisation der Todesrezeptoren innerhalb der Zelle eine entscheidende Rolle. Besonders 

dem nukleären TRAIL-R2 wird ein Tumor-fördernder Charakter zugeschrieben, da in 

mehreren Tumoren, auch im PDAC und im NSCLC, eine Korrelation zwischen einem hohen 

TRAIL-R2-Level und einer verkürzten Überlebenszeit von Patienten nachgewiesen wurde 

(Haselmann et al., 2014; Spierings et al., 2003). 

Einen weiteren Grund für das Nichtansprechen der TRAIL-basierten Therapien stellen 

resistente Zellen in Tumoren dar, die bereits eine intrinsische Resistenz besaßen oder durch 

Selektion während der TRAIL-Therapie entstanden (Pavet et al., 2014; Flusberg et al., 

2013). Krebsstammzellen (Cancer Stem Cells, CSCs) bilden eine solche Population 

innerhalb eines Tumors, die sich durch eine Resistenz gegenüber gebräuchlichen 

Chemotherapeutika auszeichnet (Batlle und Clevers, 2017). So zeigte eine Studie, dass 

nach der Therapie mit Oxaliplatin die Proliferation von CSCs im Kolorektalen Karzinom 

begünstigt wurde, da diese während der Therapie in einem Ruhezustand verweilten und 

somit resistent waren gegenüber dem Chemotherapeutikum, das vornehmlich stark 

proliferierende Zellen angreift (Kreso et al., 2013). Dies lässt schlussfolgern, dass die durch 

Krebsstammzellen hervorgerufene Heterogenität innerhalb eines Tumors auch den Erfolg 

einer TRAIL-basierten Antikrebstherapie erschweren kann (Shibue und Weinberg, 2017; 

Hanahan und Weinberg, 2011; Piggott et al., 2011). Welche Mechanismen die 

Stammzelleigenschaften von Tumorzellen aufrechterhalten, ist bereits teilweise erforscht. 

Bekannt ist, dass die Signalwege Wnt und Notch einen Einfluss auf den Stammzellcharakter 

in Tumorzellen nehmen (El-sahli et al., 2019; Venkatesh et al., 2018; Toh et al., 2017; Han 

et al., 2013; Hassan et al., 2013). Auch die Beobachtungen von Haselmann et al., dass eine 

höhere TRAIL-R2-Expression in undifferenzierten Zellen nachweisbar ist als in 
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differenzierten Zellen, lässt auf eine Verknüpfung zwischen den TRAIL-Rezeptoren und 

Stammzelleigenschaften schließen (Haselmann et al., 2014). 

Bislang ist jedoch nicht ausreichend geklärt, inwiefern TRAIL-Todesrezeptoren 

Stammzelleigenschaften in Tumorzellen beeinflussen. Daher befasst sich diese Arbeit mit 

dem Zusammenhang zwischen TRAIL-R2 und dem Stammzellcharakter in der 

Lungenkrebszelllinie A549 und den damit assoziierten Signalwegen Wnt und Notch. Denn 

nur durch das Verständnis der Interaktionen des TRAIL/TRAIL-Rezeptor-Systems mit 

weiteren Signalwegen, ist es möglich, eine Therapie zu entwickeln, die Krebszellen für die 

TRAIL-induzierte Apoptose sensibilisiert und gleichzeitig die nicht-apoptotischen 

Signalwege inhibiert, ohne zu resistenten Subpopulationen zu führen.  

In der vorliegenden Arbeit wurde zunächst die Fähigkeit der Krebszelllinie A549, aus 

Einzelzellen Kolonien zu bilden, untersucht. Dies ist eine typische Eigenschaft von CSCs in 

vitro (Han et al., 2013; Kitamura et al., 2009). Drei Kolonietypen konnten identifiziert werden: 

Holoklone, die auf eine Dedifferenzierung der Zellen hinweisen, am meisten CSCs besitzen 

und schnell wachsen, Meroklone, die ein Zwischenstadium darstellen und eine geringere 

CSC-Anzahl aufweisen und Paraklone, die durch differenzierte Zellen gebildet werden 

(Tièche et al., 2019; Beaver et al., 2014; Barrandon und Green, 1987). Wie bereits von 

Haselmann et al. beschrieben, fördert TRAIL-R2 die Entdifferenzierung von Zellen und 

fördert das Wachstum von Tumoren (Haselmann et al., 2014). Dies konnte auch in dieser 

Arbeit nachgewiesen werden, da die einzelnen A549-Zellen des Wildtyps deutlich stärker 

zur Koloniebildung fähig waren und dabei mehr Holo- und Meroklone bildeten als der TRAIL-

R2-KO. Demnach fördert TRAIL-R2 die Bildung von Kolonien, die sich durch einen größeren 

Anteil an CSCs auszeichnen und somit mehr undifferenzierte Zellen enthalten. Da die CSCs 

definitionsgemäß Tumor-initiierende Zellen darstellen, kann somit ein Hinweis auf den 

kanzerogenen Charakter von TRAIL-R2 gegeben werden. 

Auch das Vermögen der Zellen zum Wachstum unter nicht-adhärenten Bedingungen wurde 

untersucht und es wurde nachgewiesen, dass die Zelllinien HCT116 und A549 Spheren oder 

Spheren-ähnliche Formationen bilden können, wenn sie im Tumorsphere-Medium und auf 

Suspensionszellkulturplatten kultiviert werden. Die Bildung von Spheren ist eine Eigenschaft 

von Krebsstammzellen und wurde in mehreren Tumorzelllinien genutzt, um diese zu 

identifizieren (Qiu et al., 2012; Yu et al., 2008; Singh et al., 2003). Kritisch muss allerdings 

hinterfragt werden, ob das Ziel, Spheren zu bilden, mit der Zelllinie A549 gelungen ist. Bei 

dem Vergleich mit den Spheren der HCT116-Zellen fällt auf, dass die der A549-Zellen keine 

runde Form aufweisen und eher ein lockeres Zellaggregat darstellen. Dennoch sind die 

Zellen beider in dieser Arbeit untersuchten Zelllinien dazu fähig, sich von der Bodenplatte 

abzusetzen und eine nicht adhärente, proliferierende Zellformation einzunehmen. 
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Interessanterweise wuchsen dennoch manche A549-Zellen adhärent und bildeten 

Ausläufer, um einen Zell-Zell-Kontakt herzustellen. Hierbei ist besonders der Vergleich des 

Wildtyps mit dem TRAIL-R2-KO bemerkenswert. Denn der Wildtyp weist weniger adhärente 

Zellen auf und ist somit undifferenzierter. Nimmt man die Beobachtung hinzu, dass stets 

eine höhere Zellzahl bei dem Wildtyp gezählt wurde, so lässt das darauf schließen, dass 

TRAIL-R2 die Dedifferenzierung und die Zellproliferation fördert. 

Als nächstes stellte sich die Frage, ob es einen Unterschied in der TRAIL-R2-Expression in 

den beiden verwendeten Kulturmedien gibt. Denn den Zellen im Tumorsphere-Medium 

werden dadurch, dass sie nicht adhärente Zellaggregate bilden können, mehr Stammzell-

ähnliche Eigenschaften zugeschrieben. Bemerkenswerterweise wurde in den untersuchten 

Ganzzelllysaten eine stärkere TRAIL-R2-Expression in den Zellen aus dem Tumorsphere-

Medium detektiert als in den Zellen im RPMI-Medium. Dies konnte in den Zelllinien HCT116 

und A549 beobachtet werden. Die TRAIL-R2-spezifischen Funktionen sind also in den 

Zellen aus dem Tumorphere-Medium verstärkt im Vergleich zu den Zellen aus dem RPMI-

Medium.  

Die Epitheliale-mesenchymale Transition (EMT) wird als ein Regulator des Phänotyps von 

CSCs angesehen. Dadurch besitzen die CSCs eine Plastizität, die es ihnen ermöglicht, 

zwischen einem Status mit mehr epithelialen Eigenschaften und einem mit mehr 

mesenchymalen zu wechseln. Anstatt eine vollständige EMT einzugehen und im epithelialen 

Zustand zu verweilen, ist es allerdings wahrscheinlicher, dass CSCs eine partielle EMT 

eingehen (Nieto et al., 2016). In dieser Arbeit wurde die Expression des epithelialen Markers 

E-Cadherin und des mesenchymalen Markers Vimentin untersucht und ein Hinweis dafür 

gefunden, dass der A549-Wildtyp unter bestimmten Kulturbedingungen zur EMT fähig ist. 

Dabei exprimierten die Zellen im Tumorsphere-Medium stärker das Intermediärfilament 

Vimentin und wiesen ein reduziertes Level an E-Cadherin auf. Der mesenchymale Typ 

scheint hierbei zu überwiegen, was durch die beobachtete Morphologie der Zellen, die nicht 

adhärente Zellaggregate bildeten, unterstützt wird. Der gegenteilige Effekt wurde in den 

Zellen, die im RPMI-Medium wuchsen, beobachtet. Hier wurde eine erhöhte Expression von 

E-Cadherin und eine erniedrigte Expression von Vimentin beobachtet. Im Allgemeinen gilt 

die Herunterregulierung von E-Cadherin als Kennzeichen für die EMT und führte in 

Versuchen mit NSCLC-Zelllinien zu einer erhöhten Expression verschiedener 

Stammzellmarker (Farmakovskaya et al., 2016) sowie zu einer erhöhten Invasivität (Bae et 

al., 2013). Auch zeigte eine Untersuchung von EMT-assoziierten Genen im NSCLC einen 

Einfluss der EMT auf Therapieresistenzen (Byers et al., 2013). Inwiefern die 

Stammzelleigenschaften der in dieser Arbeit untersuchten Lungenkrebszellen durch die 

Fähigkeit zur EMT beeinflusst werden, muss noch geklärt werden. Auch der Einfluss von 
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TRAIL-R2 auf die EMT ist ungeklärt und erfordert weitere Forschung. Diese Arbeit lässt 

allerdings den Hinweis auf eine Verknüpfung von TRAIL-R2 und der EMT zu, da gesehen 

wurde, dass die Zellen im Tumorsphere-Medium, die deutlich stärker TRAIL-R2 exprimieren, 

zur EMT fähig sind und scheinbar mehr mesenchymale Eigenschaften aufweisen. Fest 

steht, dass Zellen durch die Fähigkeit zur EMT eine Plastizität aufweisen und es zur 

Heterogenität des Tumors und somit zur erschwerten Therapie beiträgt (Shibue und 

Weinberg, 2017).  

Die bisher diskutierten Ergebnisse konnten eine Verknüpfung zwischen TRAIL-R2 und 

Stammzelleigenschaften herstellen, indem der Einfluss von TRAIL-R2 auf die Bildung von 

Spheren und CSC-enthaltene Kolonietypen nachgewiesen wurde. Als weitere 

Untersuchung hinsichtlich der Stammzell-induzierenden Eigenschaften von TRAIL-R2 

wurde mittels Western Blots die Expression der Stammzellmarker Sox-2, c-Myc, HMGA2 

und Lin28B nachgewiesen. Hier zeigte sich eine erhöhte Expression dieser 

Stammzellmarker in Korrelation mit der TRAIL-R2-Expression. Die TRAIL-R2-vermittelte 

Erhöhung der Expression von HMGA2 und Lin28B konnte bereits von der Arbeitsgruppe 

Haselmann et al. in verschiedenen Krebszelllinien (Pankreas-, Colon- und Brustkrebs) 

nachgewiesen werden (Haselmann et al., 2014).  

Die Expression des Stammzellmarkers Nestin wurde mittels quantitativer Echtzeit-PCR 

beleuchtet. Es wurde eindeutig gezeigt, dass TRAIL-R2 mit einer erhöhten Nestin-

Expression in den A549-Zellen assoziiert ist. Dies war sowohl in den im RPMI-Medium als 

auch in den im Tumorsphere-Medium kultivierten Zellen nachweisbar. Also scheint TRAIL-

R2 einen fördernden Einfluss auf die Nestin-Expression zu haben. Interessant ist in diesem 

Zusammenhang, dass eine erhöhte Nestin-Expression beim NSCLC mit einer schlechteren 

Prognose vergesellschaftet zu sein scheint (Li et al., 2017; Sterlacci et al., 2014; Chen et 

al., 2014). Diese Korrelation konnte auch in weiteren Tumorentitäten dokumentiert werden 

(Asleh et al., 2018;  Zhao et al., 2014; Hatanpaa et al., 2014). Auch die Proliferation wird 

durch Nestin in NSCLC gefördert (Chen et al., 2014). Dies könnte die schnellere Proliferation 

und die größere Zellzahl des Wildtyps im Vergleich mit dem TRAIL-R2-KO erklären, welche 

unter dem Lichtmikroskop und bei der Zellzählung im Rahmen dieser Arbeit beobachtet 

wurde. Dementsprechend ist die Hochregulierung von Nestin durch TRAIL-R2 ein weiterer 

Hinweis auf dessen Beitrag zur Proliferation und Kanzerogenität. 

Überraschend ist der Vergleich der Nestin-Expression zwischen den im RPMI-Medium 

gewachsenen Zellen und den im Tumorsphere-Medium gewachsenen Zellen. Der 

Stammzellmarker ist bei den Zellen aus dem RPMI-Medium heraufreguliert und nicht bei 

den Zellen, denen durch das Tumorsphere-Medium zu mehr Stammzellcharakter verholfen 

werden sollte. Auch hätte dadurch, dass mehr TRAIL-R2 in den Tumorsphere-Medium-
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Zellen exprimiert wird, ein stärkerer Einfluss von TRAIL-R2 auf Nestin in diesen Zellen 

beobachtet werden müssen. Es ist also notwendig, weitere Einflüsse auf die Nestin-

Expression zu finden. 

Notch und Wnt gehören zu den am besten untersuchten Signalwegen, die zuständig für die 

Bildung und Aufrechterhaltung von normalen Stammzellen sind. Sie sind entscheidend für 

deren Fähigkeit zur Selbsterneuerung, Proliferation und Differenzierung. Sobald eine 

dysregulierte oder abweichende Stimulation dieser Signalwege vorliegt, fördern Wnt und 

Notch die Bildung von Krebsstammzellen (Han et al., 2013). Daher wurde anhand von einer 

nCounter-Analyse und quantitativen Echtzeit-PCRs untersucht, ob TRAIL-R2 die 

Signalwege Wnt und Notch beeinflusst und somit die Stammzelleigenschaften in den 

Lungenkrebszellen A549 reguliert. Für einige Gene, die für Proteine auf mehreren Ebenen 

der Signalwege Wnt und Notch kodieren, wurde eine enge Verknüpfung mit der TRAIL-R2-

Expression gefunden. Beim Vergleich der Ergebnisse der nCounter-Analyse mit denen der 

Echtzeit-PCRs fällt auf, dass die meisten Genveränderungen zwischen dem Wildtyp und 

dem TRAIL-R2-KO in dieselbe Richtung tendieren. Die nCounter-Analyse scheint 

dementsprechend eine realitätsnahe Methode zu sein, mit der mehrere Gene gleichzeitig 

untersucht werden können, um einen größeren Überblick zu erhalten. Auch ist auffällig, dass 

die Tendenz des Expressionsunterschieds in den meisten Fällen nicht vom verwendeten 

Medium abhängt. Die Gene, die mittels der Echtzeit-PCRs sowohl im Tumorsphere-Medium 

als auch im RPMI-Medium getestet wurden, waren meist in ihrer Expression in dieselbe 

Richtung verändert. Nur die gemessenen mRNA-Level unterschieden sich. Insgesamt 

wurde in dieser Arbeit gezeigt, dass TRAIL-R2 einen überwiegend positiven Einfluss auf die 

Expression von Genen, die mit dem Wnt- und Notch-Signalweg assoziiert sind, besitzt. 

Somit ist es möglich, dass TRAIL-R2 in die Stammzellregulierung eingreift, indem er die 

Signalwege Wnt und Notch reguliert. 

Die Expression von WNT5A zeichnet sich in dieser Arbeit als eins der am stärksten 

veränderten Gene in Relation zur TRAIL-R2-Expression aus. Der Ligand WNT5A bindet an 

verschiedene Mitglieder der Frizzled-, Ror- und Ryk-Rezeptorfamilie und löst sowohl 

kanzerogene als auch tumorsuppressive Signalkaskaden aus (Asem et al., 2016). 

Ursprünglich wird ihm die Aktivierung der nicht-klassischen Wnt-Signalwege PCP (Planar 

Cell Polarity) und des Calcium-Signalweg nachgesagt, welche β-Catenin-unabhängig 

agieren (Qian et al., 2007; Slusarski et al., 1997). Jedoch wurde bereits gezeigt, dass 

WNT5A auch zur Aktivierung des klassischen Wnt/β-Catenin-Wegs fähig ist (Mikels und 

Nusse, 2006). Des Weiteren gibt es zwei Transkriptionsprodukte des WNT5A-Gens: 

WNT5A-L und WNT5A-S. Diese Isoformen haben einen unterschiedlichen Einfluss auf die 

Zellproliferation. WNT5A-L inhibiert die Zellproliferation, wohingegen WNT5A-S diese 
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fördert (Bauer et al., 2013). Insgesamt erscheinen die Signalkaskaden, die durch den 

Liganden WNT5A aktiviert oder inhibiert werden, kontrovers und komplex zu sein, da sie 

vom zellulären Kontext und den vorhandenen Rezeptoren abhängig sind. In dieser Arbeit 

wurde gezeigt, dass TRAIL-R2 einen fördernden Einfluss auf die Genexpression von 

WNT5A besitzt. Welche Auswirkungen dies jedoch hat, kann durch den aktuellen 

Forschungsstand nicht beantwortet werden.  

Wider Erwarten fiel die HES1-Expression durch ein erniedrigtes Level in den Wildtyp-Zellen 

verglichen mit dem TRAIL-R2-KO auf, wohingegen die Expression von NOTCH1 und 

NOTCH3 beim Wildtyp deutlich höher war. Da es sich bei HES1 um ein Zielgen des Notch-

Signalwegs handelt, erscheint dies widersprüchlich. Erklären lässt es sich dadurch, dass 

HES1 das gemeinsame Endglied mehrerer Signalwege bildet, darunter Wnt und Hedgehog 

(Liu et al., 2015). Somit wirkt nicht nur der Notch-Signalweg auf die HES1-Expression ein. 

In einer Studie über Gliome wurde herausgefunden, dass der Nestin-Promotor durch Notch 

aktiviert wird, was zu einer verstärkten Nestin-Expression führt (Neradil und Veselska, 2015; 

Shih und Holland, 2006). Es gibt also eine Verbindung zwischen Nestin und dem Signalweg 

Notch. Des Weiteren gibt es Hinweise auf eine Verknüpfung zwischen dem Wnt/β-Catenin-

Signalweg und Nestin, wie in einer Studie über triple-negativen Brustkrebs erkannt wurde. 

Laut dieser Studie scheint Nestin durch die Aktivierung des Wnt/β-Catenin-Signalwegs zur 

erhöhten Proliferation und Invasivität in Brustkrebs-CSCs zu führen. Die Bildung der 

Mammospheres in vitro stellte sich zudem als abhängig von Nestin heraus: CSCs mit einer 

hohen Nestin-Expression formten die größeren Mammospheren, wohingegen CSCs mit 

einem niedrigen Nestin-Level dazu nicht in der Lage waren (Zhao et al., 2014). In der 

vorliegenden Arbeit konnte dies nicht nachgewiesen werden, da die im Tumorsphere-

Medium kultivierten Zellen eine niedrigere Nestin-Expression aufwiesen als die Zellen aus 

dem RPMI-Medium, jedoch dazu fähig waren, Spheren-ähnliche Formationen 

einzunehmen. 

Nicht nur die Expression von Nestin war in den Zellen aus dem RPMI-Medium höher, 

sondern auch die Expression von Genen, die für Proteine des Wnt- und Notch-Signalwegs 

kodieren, waren höher verglichen mit den Zellen, die im Tumorsphere-Medium wuchsen. 

Mit dem Hintergrund, dass mehr TRAIL-R2 von den Zellen aus dem Tumorsphere-Medium 

exprimiert wurde, überrascht dieses Ergebnis. Denn es wurde bereits in dieser Arbeit 

herausgefunden, dass TRAIL-R2 die meisten untersuchten Komponenten des Wnt- und 

Notch-Signalwegs in ihrer Expression fördert. Eine Erklärung lässt sich darin finden, dass 

der Weg, über welchen TRAIL-R2 die Expression dieser Gene verstärkt, nicht bekannt ist 

und weiteren Einflüssen unterliegen mag. Auch TRAIL-R2-unabhängige Faktoren können 

die Expression dieser Gene beeinflussen. Hier sind weitere Nachforschungen notwendig. 
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Zusammenfassend zeigen die im Rahmen dieser Arbeit entstandenen Ergebnisse, dass 

TRAIL-R2 die Stammzelleigenschaften in der Lungenkrebszelle A549 fördert. Dies wurde 

funktional bestätigt, indem die Fähigkeit zur Spherenbildung und die Bildung von Holo- und 

Meroklonen in vitro nachgewiesen wurde. Auch die erhöhte Expression der 

Stammzellmarker Sox-2, c-Myc, HMGA2, Lin28B und Nestin in den Wildtyp-Zellen 

unterstützt dies. Des Weiteren wurde gezeigt, dass TRAIL-R2 die Expression von Genen, 

die für Proteine der Signalwege Wnt und Notch kodieren, unterstützt, was für den Erhalt von 

Krebsstammzellen unerlässlich ist. Auf diese Weise wurde eine bislang unerforschte 

Bedeutung von TRAIL-R2 auf die Regulierung von Krebsstammzellen erkannt. 
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6 Ausblick und Fazit 

Die vorliegende Arbeit gibt Anlass dazu, weitere Aspekte zu erforschen, die den 

Zusammenhang des TRAIL/TRAIL-Rezeptor-Systems mit der Regulation von 

Stammzelleigenschaften näher erklären. So sollte in anschließenden Projekten nach einem 

Mechanismus gesucht werden, der zwischen dem Signal des TRAIL-R2 und den Genen der 

Signalwege Wnt und Notch liegt. Denn es stellt sich die Frage, auf welche Weise TRAIL-R2 

und diese Signalwege miteinander verknüpft sind. 

Durch den Vergleich des Wildtyps mit dem TRAIL-R2-KO konnte diese Arbeit bereits 

entscheidende Hinweise auf eine Verbindung zwischen TRAIL-R2 und der Expression von 

Genen der Signalwege Wnt und Notch liefern. Eine Stimulation der A549-Zellen mit TRAIL 

ist ergänzend notwendig, um die Wirkung von TRAIL-R2 auf Wnt und Notch zu verifizieren. 

Auch sollten die Zellen, die im Tumorsphere-Medium gewachsen sind, weiter auf ihre 

Ähnlichkeit zu Krebsstammzellen untersucht werden. In dieser Arbeit wurden bereits 

funktionelle Untersuchungen in vitro durchgeführt. Dies erfolgte durch den Nachweis der 

Spherenbildung, der Bildung von überwiegend Holo- und Meroklonen und der verstärkten 

Expression des Stammzellmarkers Nestin. Der Goldstandard, um Krebsstammzellen zu 

identifizieren, ist jedoch die Transplantation von Tumorzellen in immunsupprimierte Mäuse 

und Beobachtung eines Tumor-initiierenden Effekts (Han et al., 2013; Clarke et al., 2006). 

Interessant wäre es zudem, die Zellen, die im Tumorsphere-Medium kultiviert wurden, 

genauer auf die EMT hin zu untersuchen. Diese Arbeit zeigte bereits, dass der epitheliale 

Marker E-Cadherin in den Zellen im Tumorsphere-Medium reduziert und der mesenchymale 

Marker Vimentin erhöht ist. Um sicher eine EMT nachzuweisen, sollten weitere epitheliale 

sowie mesenchymale Marker analysiert werden. 

Die Korrelation von TRAIL-R2 mit Nestin sollte ebenfalls weiter untersucht werden, indem 

beispielsweise in Zellen Nestin durch siRNA herunterreguliert wird und diese mit dem 

Wildtyp verglichen werden. Die Nestin-Knockdown-Zellen könnten durch entsprechende 

Assays auf ihre Fähigkeit zur Proliferation erforscht werden. 

Auch wäre es zielführend, nach der Expression weiterer Stammzellmarker in den 

Lungenkrebszellen zu suchen. CD133 oder ALDH1 bieten sich dazu an, da sie bereits in 

anderen Studien als NSCLC-spezifische Stammzellmarker identifiziert wurden (Janikova et 

al., 2010; Eramo et al., 2008; Jiang et al., 2009). 

Ziel der Arbeit war es, zu untersuchen, ob TRAIL-R2 die Stammzelleigenschaften der 

Krebszellen reguliert. Dabei wurde die Expression verschiedener Stammzellmarker und von 

Genen der Signalwege Wnt und Notch unter dem Einfluss von TRAIL-R2 untersucht. Es 

wurde gezeigt, dass TRAIL-R2 ein wichtiger, positiver Regulator der 
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Stammzelleigenschaften ist und fähig dazu ist, die Stammzellmarker Sox-2, c-Myc, HMGA2, 

Lin28B und Nestin zu regulieren. Die Ergebnisse dieser Arbeit geben Einblicke in eine 

bislang wenig verstandene Funktionen von TRAIL-Rezeptoren, die unbedingt weiter 

erforscht werden und deren potenziell malignitätssteigernde Wirkung bei der Anwendung 

der TRAIL/TRAIL-R-basierten Antikrebstherapie berücksichtigt werden muss. 
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7 Zusammenfassung 

Die vorliegende Arbeit beschäftigt sich mit dem Einfluss von TRAIL-R2 (Tumor Necrosis 

Factor-related Apoptosis-inducing Ligand Receptor 2) auf Stammzelleigenschaften der 

Tumorzellen. Die Todesrezeptoren TRAIL-R1 und -R2 sind nach TRAIL-Bindung in der 

Lage, Apoptose in Tumorzellen zu induzieren, ohne toxisch auf gesunde Zellen zu wirken. 

Die TRAIL-Rezeptoren sind in der Lage, auch nicht-apoptotische Signalwege zu aktivieren, 

durch die sie die Inflammation, Invasion, Zellproliferation, Migration und Metastasierung in 

Tumorzellen fördern können. Der Einfluss von TRAIL und den TRAIL-Rezeptoren auf 

Stammzelleigenschaften von Tumorzellen ist weitestgehend unbekannt. In einer Vorarbeit 

der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Trauzold wurde erkannt, dass undifferenzierte Zellen eine 

erhöhte Expression von TRAIL-R2 aufweisen. Daher war es das Ziel dieser Arbeit, einen 

Zusammenhang zwischen TRAIL-R2 und dem Stammzellcharakter der Lungenkrebszelllinie 

A549 zu untersuchen.  

Dies wurde durch mehrere Versuche verifiziert, in denen stets der Wildtyp der A549-Zellen 

mit dem TRAIL-R2-Knockout verglichen wurde.  

Die untersuchten Lungenkrebszellen sind in der Lage, Kolonien aus Einzelzellen zu bilden. 

Dabei wurde festgestellt, dass eine größere Anzahl an Kolonien von Zellen mit TRAIL-R2-

Expression gebildet wurde und zwar solche Kolonietypen, die vermehrt aus 

undifferenzierten Zellen bestehen. Auch sind die A549-Zellen fähig zur Spherenbildung 

unter nicht adhärenten Kulturbedingungen und Verwendung eines Kulturmediums, das die 

Zellen nach Stammzellcharakter selektiert. Entscheidend ist, dass insbesondere TRAIL-R2 

in den Lungenkrebszellen und in den zusätzlich untersuchten Kolonkrebszellen stärker 

exprimiert wird, wenn diese Zellen Spheren bilden und unter nicht-adhärenten Bedingungen 

kultiviert werden. Eine Korrelation zwischen TRAIL-R2 und Stammzelleigenschaften der 

A549-Zellen ist also zu erkennen. 

Dieser Zusammenhang wurde durch die Analyse von Stammzellmarkern gefestigt. Die 

Western Blots zeigen, dass die Expression der Stammzellmarker Sox-2, c-Myc, HMGA2 und 

Lin28B in TRAIL-R2 exprimierenden Zellen verstärkt ist. Auch die mittels PCR untersuchte 

Expression des Stammzellmarkers Nestin ist in Begleitung von TRAIL-R2 erhöht.  

Um eine große Bandbreite an Stammzell-assoziierten Genen in mehreren Tumorzelllinien 

zu untersuchen, wurde die nCounter-Methode genutzt. Die nCounter-Daten, die für die 

Lungenkrebszellen A549 generiert wurden, wurden in dieser Arbeit ausgewertet und 

anschließend mittels PCR verifiziert. Es zeigte sich ein Einfluss von TRAIL-R2 auf Gene, 

die für Proteine der Stammzell-assoziierten Signalwege Wnt und Notch kodieren.  
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Auch wurden die Lungentumorzellen auf ihre Fähigkeit zur Epithelial-mesenchymalen 

Transition hin untersucht, indem durch Western-Blot-Analyse die Expression des 

Zelladhäsionsproteins und epithelialen Markers E-Cadherin sowie des Intermediärfilaments 

und mesenchymalen Markers Vimentin bestimmt wurde. Die Ergebnisse lassen darauf 

schließen, dass die Lungenkrebszellen zur Epithelial-mesenchymalen Transition fähig sind 

und somit über Plastizität verfügen. 

Insgesamt deuten die Daten daraufhin, dass TRAIL-R2 den Stammzellcharakter in 

Lungentumorzellen fördert und somit zur Malignität beiträgt. Da Stammzellen eine 

Zellpopulation darstellen, die zu Resistenzen einer Antikrebstherapie führen können, muss 

diese Korrelation mit TRAIL-R2 berücksichtigt und weiter erforscht werden.  
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