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Zusammenfassung 

Das Harnblasenkarzinom ist die vierthäufigste Tumorerkrankung bei Männern und die 

achthäufigste bei Frauen in der westlichen Welt. Den größten Anteil stellen mit über 90 % 

Urothelkarzinome. Von diesen sind ca. 25 % muskelinvasive Tumoren, welche trotz 

aggressiver Therapie lediglich eine 5-Jahres-Überlebensrate zwischen 30 und 60 % 

aufweisen. 

Histondeacetylasen (HDACs) regulieren Genexpression, Proliferation und Migration von 

Zellen. HDAC-Inhibitoren wurden bereits bei verschiedenen Tumoren erfolgreich klinisch 

eingesetzt. HDAC6 nimmt unter den HDACs eine besondere Rolle ein. Es reguliert 

hauptsächlich zytoplasmatisch lokalisierte Proteine, die für die Zellproliferation und 

-migration von Tumoren wichtig sind, und trägt zur Stressresistenz von Zellen bei. Eine 

HDAC6-Hemmung beeinflusst die Vitalität normaler Zellen nicht wesentlich, während 

präklinisch bei verschiedenen Tumoren eine Hemmung von Zellproliferation und -migration 

beobachtet wurde. Für das Urothelkarzinom liegen bislang nur wenige Daten vor. Daher 

wurde mittels HDAC6-spezifischer Inhibitoren sowie siRNA-vermittelter Herunterregulation 

("knockdown") von HDAC6 analysiert, ob Proliferation, Überleben und Migration von 

Urothelkarzinom-Zelllinien von HDAC6 abhängig sind und ob somit durch HDAC6-

Inhibition ein therapeutischer Effekt erzielt werden könnte. 

Sowohl auf mRNA- als auch auf Proteinebene war HDAC6 sehr heterogen innerhalb der 

Urothelkarzinom-Zelllinien exprimiert. Die HDAC6-Inhibitoren Tubacin, Tubastatin A und 

ST-80 beeinträchtigten die Zellvitalität erst in hohen Konzentrationen. Dabei zeigte sich kein 

Zusammenhang zwischen der Stärke der HDAC6-Expression und dem Ansprechen auf die 

Inhibitoren. Tubacin erwies sich als wirksamster und spezifischster Wirkstoff. Nach 

stressinduzierenden Stimuli wurde keine erhöhte Abhängigkeit von HDAC6 beobachtet. 

Entsprechend ließen sich durch Kombinationstherapien mit dem HSP90-Inhibitor 17-AAG 

und dem Proteasominhibitor Bortezomib, welche in HDAC6-vermittelte Prozesse eingreifen, 

lediglich additive Effekte erzielen. Eine durchflusszytometrische Analyse nach Tubacin-

Behandlung ergab bei den meisten Zelllinien keine deutliche Beeinflussung von Zellzyklus 

und Apoptose; nur bei einer Zelllinie (RT-112) wurden vermehrt apoptotische Zellen 

beobachtet. In einigen Zelllinien wurden hingegen signifikante Effekte auf die Zellmigration 

beobachtet.  

Zusammenfassend stellte sich keine essenzielle Abhängigkeit der analysierten 

Urothelkarzinom-Zelllinien von HDAC6 heraus. Demnach eignet sich HDAC6 nicht gut als 

Zielprotein für eine Therapie des Urothelkarzinoms. 
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Abkürzungsverzeichnis 

17-AAG  17-Allylamino-17-Demethoxy-Geldanamycin 

Abb.   Abbildung 

Abl   Abelson leukemia virus 

Ac   acetyliert 

Acetyl-CoA  Acetyl-Coenzym A 

AK   Antikörper 

Akt   Proteinkinase B 

ALL   akute lymphatische Leukämie 

AML   akute myeloische Leukämie 

AMP   Adenosinmonophosphat 

APS   Ammoniumpersulfat 

Aqua dest.  destilliertes Wasser 

ATP   Adenosintriphosphat 

Bax   Bcl-2-associated X protein 

Bcl-2   B-cell lymphoma 2 

Bcr   breakpoint cluster region 

Bid   BH3-interacting domain death agonist 

Bim   Bcl-2-interacting mediator of cell death 

bp   Basenpaar 

BRCA1  breast cancer 1 gene 

BSA   Rinder-Serumalbumin 

BZ   Bortezomib 

Ca   Karzinom 

CASPER  caspase-8-related protein 

CDK1   cyclin-dependent kinase 1 

CDKN2A  cyclin-dependent kinase inhibitor 2A 

c-FLIP  cellular FLICE inhibitory protein 

c-Myc   cellular homolog of avian myelocytomatosis virus oncogene 

CML   chronisch myeloische Leukämie 

CO2   Kohlenstoffdioxid 

CoA   Coenzym A 

CpG   cytosine-phosphatidyl-guanosine 
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CRM1   chromosomal region maintenance 1 
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DBD   Dynein-bindende Domäne 

DD   Deacetylasedomäne  

DEPC   Diethylpyrocarbonat 

DMEM  Dulbecco’s Modified Eagle Medium 
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DNA   Desoxyribonukleinsäure  

dNTP   Desoxyribonukleotidtriphosphat 
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DTT   Dithiothreitol 

EC50   mittlere effektive Konzentration 

E2F1   E2 promotor-binding factor 1 

EBV   Epstein-Barr-Virus 

EDTA   Ethylendiamintetraessigsäure 

EGF   epidermal growth factor 

EGR1   early growth response-1 

eIF   eukaryotic initiation factor 

ELISA   enzyme-linked immunosorbent assay 

ER   endoplasmatisches Retikulum 

ERα   estrogen receptor α 

ERK   extracellular-signal-regulated kinase 

FACS   fluorescence activated cell sorting 

FADD   Fas-associated death domain  
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FDA   Food and Drug Administration 
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FLICE   FADD-like interleukin-1ß converting enzyme 

fwd   forward 

G   grade 
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GFP   green fluorescent protein 
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halbk.   halbkonfluent 
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HDAC   Histondeacetylase 

HDACi  Histondeacetylase-Inhibitor 
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protein 1 
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TBS-T   TBS mit Tween 20 versetzt 
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TRX   Thioredoxin 

TSA   Trichostatin A 

TUR   Transurethrale Resektion 

TXNIP   thioredoxin-interacting protein 

Ub   Ubiquitin 

unbeh.   unbehandelt 

UP   urotheliale Primärkultur 

UPS   Ubiquitin-Proteasom-System 

VEGF   vascular endothelial growth factor 

WHO   World Health Organization 

WB   Western-Blot 

ZnF   Zinkfinger 
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1 Einleitung 

1.1 Das Urothelkarzinom 

Das Harnblasenkarzinom ist die vierthäufigste Tumorerkrankung bei Männern und die 

achthäufigste bei Frauen in der westlichen Welt [1]. Mit steigendem Alter nimmt das 

Erkrankungsrisiko zu. Ein Großteil erkrankt um das 69. Lebensjahr [2]. Über 90 % der 

Blasenkarzinome sind Urothelkarzinome, die verbleibenden 5-10 % stellen Plattenepithel- 

und Adenokarzinome dar [1, 3]. 

Als wichtigster Risikofaktor für die Entstehung des Harnblasenkarzinoms gilt das 

Zigarettenrauchen, das bei 50 % der Männer und 35 % der Frauen für die Tumorentstehung 

verantwortlich gemacht wird [4]. Im Vergleich zur Normalbevölkerung haben Raucher ein 

etwa vierfach erhöhtes Risiko, an einem Harnblasenkarzinom zu erkranken [1]. Weitere 

Risikofaktoren stellen die in Färbemitteln enthaltenen aromatischen Amine, sowie bestimmte 

Medikamente wie Phenacetin, Cyclophosphamid oder Chlornaphazin dar [4]. Die Entstehung 

von Plattenepithelkarzinomen wird mit der Bilharziose in Verbindung gebracht [5]. 

Hauptsymptome der frühen Stadien des Harnblasenkarzinoms sind eine asymptomatische 

Mikro- oder Makrohämaturie, Pollakisurie oder Dysurie. Körperliche Beschwerden wie 

Schmerzen am seitlichen Körperrumpf treten erst in fortgeschrittenen Tumorstadien auf [6].  

Die Stadieneinteilung des Urothelkarzinoms erfolgt nach der TNM-Klassifikation der UICC 

(Union internationale contre le cancer), die Einteilung des Differenzierungsgrades gemäß 

WHO-Klassifikation (siehe Tabelle 1.1 und Tabelle 1.2) [5, 7]. 

Zum Diagnosezeitpunkt sind ca. 80 % der Urothelkarzinome nicht muskelinvasive Tumoren 

(Ta, Tis, T1), von denen im weiteren Verlauf jedoch 10-15 % ein muskelinvasives Wachstum 

entwickeln [5, 8]. Da es in diesen Stadien nur selten zu einer Ausbildung von Metastasen 

kommt, sind die Heilungschancen günstig [9, 10]. Problematisch sind jedoch die hohen 

Rezidivraten, welche eine regelmäßige urologische Nachkontrolle erfordern [11]. 

Muskelinvasive Tumoren haben eine deutlich schlechtere Prognose. Ab dem Stadium T2a 

steigt die Wahrscheinlichkeit einer lymphonodalen oder Fernmetastasierung deutlich [10]. 

Die 5-Jahres-Überlebensrate dieser Patienten nach radikaler Zystektomie beträgt 

stadienabhängig bei pT2-Tumoren etwa 77 %, bei pT3a 64 %, bei pT3b 49 % und bei pT4 

44 %. Liegt ein Lymphknotenbefall vor, liegt die 5-Jahres-Überlebensrate nur noch bei 31 % 

[12]. 
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Tabelle 1.1: TNM-Klassifikation des Urothelkarzinoms gemäß Einteilung der UICC 2009 (modifiziert nach 

[5]). 

 

Tabelle 1.2: Differenzierungsgrade des Urothelkarzinoms gemäß WHO-Klassifikation 1973 und 2004 

(modifiziert nach [7]). 
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Die Therapie des Harnblasenkarzinoms richtet sich nach dem Tumorstadium. Die Entfernung 

eines nicht muskelinvasiven Urothelkarzinoms geschieht mittels transurethraler Resektion 

(TUR). Unmittelbar postoperativ sollte eine Frühinstillation von Mitomycin durchgeführt 

werden, welche die Rezidivrate nachweislich um bis zu 50 % senkt [13, 14]. Bei 

muskelinvasiven Tumoren (pT2–pT4) hingegen ist die radikale Zystektomie die Therapie der 

Wahl. Trotz radikaler Therapiemethoden liegt die Rezidivrate für muskelinvasive Karzinome 

bei ca. 50 % [15]. Einen Sonderfall stellen pT1G3- und Cis (Carcinoma in situ)-Tumoren dar, 

da bei alleiniger transurethraler Resektion ein Progressionsrisiko von 30-40 % besteht 

[14, 16]. Bestätigt sich bei pT1G3- bzw. Cis-Tumoren in einer Kontroll-TUR die vollständige 

Resektion des Tumors, folgt eine Instillation mit dem Tuberkulose-Impfstoff BCG (Bacillus 

Calmette-Guérin). BCG wird in die Tumorzellen aufgenommen und an deren Oberfläche 

präsentiert, was zu einer T-Zell-Aktivierung mit Bekämpfung der Tumorzellen führt [14, 17]. 

Findet sich hingegen nach Kontroll-TUR ein Residualtumor oder kommt es nach BCG-

Instillation zu einem Rezidiv, wird eine radikale Zystektomie empfohlen [5, 18]. Optional 

kann insbesondere bei jüngeren Patienten auch bei einem pT1G3- oder einem Cis-Tumor eine 

unmittelbare Zystektomie ohne vorherige Instillationsbehandlung erfolgen [5, 14]. 

Bei Patienten mit T2-T4a-Tumoren, negativem Lymphknotenstatus und fehlenden 

Fernmetastasen wird eine neoadjuvante Chemotherapie empfohlen. Diese wird Cisplatin-

basiert als Kombinationstherapie durchgeführt. Jedoch zeigt sich bei einer 

Kombinationstherapie von Cisplatin, Methotrexat und Vinblastin eine Verbesserung der 10-

Jahres-Überlebensrate von lediglich 5-10 %. Eine adjuvante Chemotherapie nach radikaler 

Zystektomie wird aufgrund nicht erwiesener Wirksamkeit derzeit selten durchgeführt [19]. 

Auch bei metastasiertem Harnblasenkarzinom wird eine Cisplatin-basierte Chemotherapie 

durchgeführt. Kombinationstherapien sind im Vergleich zu einer Cisplatin-Monotherapie im 

Hinblick auf das Gesamtüberleben deutlich effektiver. Dennoch beträgt die 

Langzeitüberlebensrate weniger als 20 %. Als Therapieregime haben sich eine 

Kombinationstherapie mit Methotrexat, Vinblastin, Adriamycin (Doxorubicin) und Cisplatin 

(M-VAC) sowie eine Kombination von Cisplatin und Gemcitabin etabliert. Zudem besteht die 

Möglichkeit einer intensivierten Therapie mit Methotrexat, Vinblastin, Adriamycin und 

Cisplatin in Kombination mit Granulozyten-Kolonie-stimulierendem Faktor (HD-M-VAC). 

Aufgrund der geringeren Toxizität gegenüber dem M-VAC-Schema hat sich die Therapie mit 

Cisplatin und Gemcitabin als Standardtherapie durchgesetzt. Bei Patienten mit 

Kontraindikationen für Cisplatin wie Niereninsuffizienz oder schlechtem Allgemeinzustand 
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wird hauptsächlich eine Kombinationstherapie mit Carboplatin und Gemcitabin durchgeführt. 

[19].  

Insgesamt ist die Effektivität der Therapiemöglichkeiten sowohl für das muskelinvasive als 

auch für das metastasierte Harnblasenkarzinom derzeit noch begrenzt. Daher ist es 

erforderlich, neue Therapieansätze zu entwickeln, um vor allem die Prognose für Patienten 

mit muskelinvasiven Karzinomen zu verbessern. 

 

1.2 Epigenetik 

Der Begriff Epigenetik bezeichnet vererbbare Änderungen in der Genexpression, die nicht auf 

eine Veränderung von DNA-Sequenzen zurückzuführen sind [20]. Beispiele für epigenetische 

Veränderungen stellen die posttranslationale reversible Modifikation von Histonen, sowie die 

Methylierung der DNA dar [21]. Diese Methylierung erfolgt hauptsächlich an der Base 

Cytosin innerhalb der Basenfolge CG. In manchen Bereichen der DNA ist diese Basenfolge 

überdurchschnittlich häufig vorhanden. Diese werden als CpG-Inseln (cytosine-phosphatidyl-

guanosine islands) bezeichnet. Häufig überlappen CpG-Inseln Promotorbereiche von Genen. 

Liegt eine Hypermethylierung von CpG-Inseln vor, wird die Promotor-vermittelte 

Transkription des jeweiligen Gens verhindert [22–25]. Beispiele hierfür sind CDKN2A/p16 

oder BRCA1 [26, 27]. Das epigenetisch vermittelte Abschalten von Genen, welche eine 

regulatorische Schlüsselfunktion für die Differenzierung besitzen, ist für die Entwicklung von 

Tumoren von wesentlicher Bedeutung [20]. 

Im Gegensatz zu genetischen Mutationen sind epigenetische Veränderungen reversibel, was 

eine pharmakologische Intervention zu therapeutischen Zwecken ermöglicht [28, 29]. 

 

1.3 Histone 

Die DNA von menschlichen Zellen hat eine Länge von ca. 1,8 m. Im Zellkern muss sie daher 

entsprechend kondensiert vorliegen, was durch eine Assoziation mit Histonproteinen 

ermöglicht wird. Eine Einheit von Histonproteinen und DNA wird als Nukleosom bezeichnet 

[30]. Die Bindung zwischen Histonen und DNA wird durch elektrostatische 

Wechselwirkungen der negativ geladenen DNA und der positiv geladenen Aminosäuren der 

Histone ermöglicht. Die Gesamtheit der Nukleosomen bildet das Chromatin [31, 32]. 
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Abb. 1.1: Acetylierung und Deacetylierung von Histonen (modifiziert nach [33]). 

Eine Interaktion von Proteinen mit Histonen zur Regulation der Genexpression wird über die 

N-terminalen Enden der Histonproteine ermöglicht. Zu den Histonmodifikationen gehören 

Acetylierung, Phosphorylierung, Methylierung und Ubiquitinierung [34, 35]. Bei der 

Acetylierung werden Acetylgruppen auf die ε-Aminogruppen von Lysinresten am N-

Terminus der Histone H2A, H2B, H3 und H4 übertragen (siehe Abb. 1.1). Diese 

posttranslationalen Modifikationen haben eine Auswirkung darauf, ob die auf der DNA 

enthaltenen Informationen zur Genexpression abgelesen werden können [31, 33, 36]. Bei der 

Methylierung werden Methylgruppen auf Lysin-, sowie Argininreste der Histone H3 und H4 

übertragen [37]. Dabei werden beispielsweise Lysin 9 des Histons H3 sowie Lysin 4 und 

Lysin 27 des Histons H3 modifiziert [28]. 

 

1.4 Histonacetylasen und Histondeacetylasen 

Solange die DNA eng um die Histone herum aufgewickelt ist, ist eine Anlagerung von 

Transkriptionsfaktoren an die Promotorregion mit nachfolgender Ablesung durch RNA-

Polymerasen erschwert. Damit eine Transkription stattfinden kann, muss zunächst die 

Bindung zwischen der DNA und den Histonen gelockert werden. Dies wird durch eine 
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Acetylierung der ε-Aminogruppe von Lysinresten am N-terminalen Ende der Histone 

erleichtert. Durch die Acetylierung wird die positive Ladung der ε-Aminogruppe neutralisiert, 

was eine Abschwächung der Bindung zwischen den Histonen und der negativ geladenen 

DNA zur Folge hat. Der entsprechende DNA-Abschnitt kann nun von Transkriptionsfaktoren 

gebunden werden. Eine solche Acetylierung wird durch die Histonacetylasen (HATs) 

ermöglicht. Umgekehrt bewirkt eine Deacetylierung durch Histondeacetylasen (HDACs) über 

eine Wiederherstellung der positiven Ladung eine erhöhte Affinität der Histone für die DNA, 

was die Bindung zwischen Histonen und DNA verstärkt. Folge ist eine 

Transkriptionsrepression und somit eine verminderte Genexpression [31]. Zu den Genen, 

deren Expressionsstärke durch HDACs reguliert wird, gehören Zellzyklusregulatoren wie 

CDK1, sowie verschiedene proapoptotische Faktoren (Bim, Bax etc.), wodurch den HDACs 

eine entscheidende Rolle bei der Entstehung und Progression von Tumoren zukommt [38–

40]. 

Histondeacetylasen werden in „klassische HDACs“ und Sirtuine eingeteilt. Zu den 

„klassischen HDACs“ gehören 11 verschiedene Isoenzyme, welche sich in Funktion und 

subzellulärer Lokalisation unterscheiden (siehe Tabelle 1.3). Die Histondeacetylasen werden 

analog ihrer Homologie zu den entsprechenden Proteinen der Hefe in die Klassen I-IV 

eingeteilt, wobei die Klasse II wiederum aus den Klassen IIa und IIb besteht. Hierbei umfasst 

die Klasse I die HDACs 1, 2, 3 und 8, die Klasse IIa die HDACs 4, 5, 7 und 9 und die Klasse 

IIb die HDACs 6 und 10. Zu der Klasse III werden die Sirtuine (SIRT1-7) gezählt [41]. Die 

2002 erstmals beschriebenen Histondeacetylase 11 wird der Klasse IV zugeordnet [41, 42]. 

Klassische HDACs stellen Zink-abhängige Enzyme dar, welche in ihrem Zentrum ein Zink-

Ion besitzen. Im Gegensatz dazu sind die Sirtuine auf NAD
+
 als Cofaktor angewiesen [41].  

HDACs der Klasse I wirken im Wesentlichen im Zellkern und damit auf den 

Acetylierungsstatus von Histonen [43]. Darüber hinaus interagieren sie beispielsweise mit 

p53, Smad7 oder dem Androgen-Rezeptor [44]. Insbesondere HDACs der Klassen II und IV 

können sowohl intra- als auch extranukleär lokalisiert sein [43]. Intranukleär sind 

Interaktionen mit c-Myc [45] oder Survivin [46] beschrieben, extranukleär mit HSP90 oder α-

Tubulin [47, 48]. 
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Tabelle 1.3: Ausgewählte Charakteristika der HDAC-Mitglieder (modifiziert nach [41, 49, 50]). 

 

 

1.5 Die Histondeacetylase 6 

Die Histondeacetyase 6 (HDAC6) bildet zusammen mit HDAC10 die Klasse IIb der 

Histondeacetylasen [51]. Das entsprechende Gen ist auf Chromosom Xp11.23 lokalisiert [49]. 

HDAC6 besteht aus 1215 Aminosäuren [43]. Sie besitzt als einzige Histondeacetylase zwei 

katalytisch aktive Deacetylasedomänen [49], zwischen denen sich eine Dynein-bindende 

Domäne befindet [48]. Zudem ist HDAC6 durch einen C-terminal gelegenen Zinkfinger 

charakterisiert, welcher das Protein zur Ubiquitinbindung befähigt [49]. HDAC6 ist 

hauptsächlich zytoplasmatisch lokalisiert, was durch die Motive NES (nuclear export signal) 

und SE14 bedingt ist. SE14 stellt eine Serin- und Glutamat-reiche Region dar, welche aus 
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acht aufeinanderfolgenden Tetradekapeptiden besteht und zwischen der Deacetylasedomäne 2 

und dem Zinkfinger lokalisiert ist [49, 51] (siehe Abb. 1.2).  

 

Abb. 1.2: Struktureller Aufbau von HDAC6 (modifiziert nach [48, 49, 51]). NES: nuclear export signal; DD1: 

Deacetylasedomäne 1; DBD: Dynein-bindende Domäne; DD2: Deacetylasedomäne 2; SE14: Ser-Glu-

containing tetradecapeptide repeat domain; ZnF: Zinkfinger 

Bisherige Untersuchungen zeigen, dass viele zytoplasmatisch lokalisierte Proteine wie α-

Tubulin oder HSP90 zu wichtigen Substraten von HDAC6 zählen [52]. 

1.5.1 Funktionen von HDAC6 

1.5.1.1 Deacetylierung von α-Tubulin 

Ein Hauptsubstrat von HDAC6 stellt das zytosolische Protein α-Tubulin dar. Dieses bildet mit 

β-Tubulin zusammen ein Dimer aus, welche die Grundeinheit der Mikrotubuli ausmacht 

[53, 54]. 

Die Mikrotubulistabilität wird über Acetylierung von α-Tubulin an der ε-Aminogruppe eines 

N-terminalen Lysinrestes mitbestimmt [55, 56]. Die Veränderung des Acetylierungsstatus 

geschieht bei Mikrotubuli posttranslational durch die Histondeacetylasen SIRT2 [57] und 

HDAC6 [58]. Hierbei geht eine Deacetylierung mit einer erhöhten Zellmotilität einher [58]. 

Im Gegensatz dazu vermag eine HDAC6-Inhibition durch den Inhibitor Tubacin die 

Zellmotilität über α-Tubulin-Acetylierung zu vermindern [59]. 

1.5.1.2 Interaktion von HDAC6 mit dem Ubiquitin-Proteasom-System 

Intrazellulärer Stress kann über die Akkumulation von fehlgefalteten Proteinen im 

Zytoplasma entstehen und in der Zelle apoptotische Signalwege auslösen [60]. Das Ubiquitin-

Proteasom-System ist in der Lage, diese fehlgefaltete Proteine abzubauen und somit den 

intrazellulären Stress zu vermindern [61]. Um einen solchen Abbau zu ermöglichen, werden 

die entsprechenden Proteine kovalent mit Ubiquitin-Polymeren markiert und zum Proteasom 

transportiert. Dieses baut die fehlgefalteten Proteine ab [62]. Fallen zu große Mengen dieser 

fehlgefalteten Proteine an oder wird das Proteasom inhibiert, ist ein angemessener Abbau der 
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ubiquitinierten Proteine nicht mehr möglich. In einem solchen Fall kommt es zur Bildung von 

sogenannten Aggresomen [63, 64] (siehe Abb. 1.3). Diese sind perinukleär lokalisiert und 

stellen eine Ansammlung der fehlgefalteten und nicht über das Proteasom abgebauten 

Proteine dar [61, 64]. 

 

Abb. 1.3: Funktion von HDAC6 bei der Aggresomenbildung (modifiziert nach [61]). Fehlgefaltete Proteine 

werden im Normalfall polyubiquitiniert und durch das Proteasom abgebaut. Ist eine Proteindegradation über 

diesen Weg nicht möglich, bindet HDAC6 sowohl an die ubiquitinierten Proteine als auch an das Motorprotein 

Dynein. Die fehlgefalteten Proteine gelangen auf diesem Weg entlang der Mikrotubuli zum Mikrotubuli-

organisierenden Zentrum nahe des Zellkerns, wo sie ein Aggresom ausbilden. Dieses kann durch 

Autophagolysosomen abgebaut werden.  

HDAC6 bindet die ubiquitinierten Proteine über eine Zinkfinger-Domäne und geht 

gleichzeitig eine Bindung mit dem Protein Dynein ein [61]. Dyneine gehören zusammen mit 

den Kinesinen zu den Motorproteinen, welche mit den Mikrotubuli der Zelle assoziiert sind. 

Die Dyneine können sich vom Plus- zum Minuspol bewegen, so dass der Komplex aus 

HDAC6 und Dynein entlang der Mikrotubuli zum Mikrotubuli-organisierenden Zentrum 

(MTOC) gelangen kann [65, 66]. Hier werden die polyubiquitinierten Proteine einem 

Aggresom zugeführt Das Aggresom wird letztendlich von Autophagosomen aufgenommen, 

welche wiederum mit Lysosomen fusionieren und somit einen Abbau der fehlgefalteten 

Proteine ermöglichen [67]. 
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1.5.1.3 Deacetylierung von Cortactin 

Cortactin stellt ein weiteres zytosolisch lokalisiertes Substrat von HDAC6 dar, welches neben 

den Mikrotubuli einen bedeutenden Einfluss auf die Zellmotilität besitzt [68]. Im 

deacetylierten Zustand bewirkt es durch Anlagerung an den Pluspol von F-Aktin eine 

Verlängerung der Aktinfilamente. Aktinfilamente befinden sich in den für die Migration 

bedeutsamen Ausläufern der Zellen, den Lamellipodien und Filopodien [68–70]. Neben der 

Zellmotilität ist F-Aktin für die Stabilisierung der Zellform und den intrazellulären Transport 

von Bedeutung [71]. 

1.5.1.4 Deacetylierung von HSP90 

Das Hitzeschockprotein 90 (HSP90) ist ein Chaperon, welches noch reifende Proteine bei 

ihrer Faltung unterstützt und deren Degradation durch das Proteasom verhindert. Die 

Substrate von HSP90 werden auch als Klientproteine bezeichnet [72, 73]. 

HDAC6 kann HSP90 mittels Deacetylierung in seine aktive, funktionsfähige Form 

überführen. Diese aktivierte Form bindet Co-Chaperone wie p23 und unterstützt so die 

korrekte Faltung von Klientproteinen wie p53, HER2/ErbB2, Akt, Raf-1 oder HIF-1α [74–

76]. Wird HDAC6 inhibiert, führt dies zur Inaktivierung von HSP90 (siehe Abb. 1.4). Dieses 

löst sich daraufhin von seinem Klientprotein, welches nun der Degradation durch das 

Proteasom zugeführt wird [74]. 

 

Abb. 1.4: Interaktion von HDAC6 mit dem Hitzeschockprotein HSP90. HSP90: Hitzeschockprotein 90; 

HDAC6: Histondeacetylase 6; Ac: acetyliert 
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Dieser Mechanismus ist beispielsweise bei K562-Leukämiezellen gezeigt worden. Hier 

bewirkt eine HDAC6-Inhibition über HSP90-Acetylierung eine proteasomale Degradation der 

Onkogen-Proteine Bcr-Abl, c-Raf und Akt [74]. 

1.5.2 HDAC6 und Angiogenese 

Die Angiogenese ist für die Tumorprogression von wesentlicher Bedeutung. Sie wird durch 

den vaskulären endothelialen Wachstumsfaktor (VEGF) sowie dessen Rezeptoren (VEGFR1 

und 2) beeinflusst. Nach Bindung des VEGF-Rezeptors wird eine Signalkaskade in Gang 

gesetzt, welche über die Mitogen-aktivierte Proteinkinase und die Phosphatidylinositol-3-

Kinase (PI3K) in Zellproliferation, Differenzierung und Migration mündet. Die VEGF-

Rezeptoren 1 und 2 werden durch HSP90 modifiziert. Wird HDAC6 gehemmt oder 

herunterreguliert, ist HSP90 nicht mehr fähig, die VEGF-Rezeptoren zu binden. Stattdessen 

binden diese an HSP70, mit der Folge der proteasomalen Degradation der Rezeptoren [77].  

Über die Bindung von HDAC6 an HSP90 wird zudem die Funktion des Hypoxie-

induzierbaren Faktors 1α beeinflusst. HIF-1α stellt ebenfalls ein Klientprotein von HSP90 dar. 

Über die HDAC6-bedingte Deacetylierung von HSP90 werden Reifung und Faltung von HIF-

1α unterstützt, was wiederum Angiogenese und Proliferation fördert [78]. 

1.5.3 HDAC6-Expression in Tumoren 

Der Einfluss von HDAC6 auf Zellmotilität, Zelladhäsion und Zellstress kann für Tumorzellen 

von wesentlicher Bedeutung sein. Eine Verringerung des Zellstresses ist insofern essenziell, 

als dass in Tumorzellen durch deren deregulierte Proliferationsaktivität vermehrt fehlgefaltete 

Proteine akkumulieren [79]. Erhöhung der Zellmotilität und Zelladhäsion spielen bei der 

Metastasierung eine wichtige Rolle [80, 81]. Daher ist es sinnvoll, die HDAC6-Expression in 

Tumoren näher zu charakterisieren und zu evaluieren, welche Tumorzellen verstärkt auf 

HDAC6 angewiesen sind und inwieweit HDAC6 die Tumorprogression beeinflusst. 

Untersuchungen in oralen Plattenepithelkarzinomen (OSCC, oral squamous cell carcinoma) 

haben gezeigt, dass die HDAC6-Expression sowohl auf mRNA- als auch auf Proteinebene im 

Vergleich zu normalen humanen Plattenepithelkarzinomzellen signifikant erhöht ist. Zudem 

konnte eine positive Korrelation zwischen Tumorstadium und Höhe der HDAC6-Expression 

nachgewiesen werden [82].  

In hepatozellulären Karzinomzelllinien konnte bei einer Überexpression von HDAC6 in vivo 

eine massive Migration und Invasion der Tumorzellen beobachtet werden. [83]. Zudem ließ 
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sich auch hier ein positiver Zusammenhang zwischen einer HDAC6-Überexpression und dem 

Tumorstadium herstellen.  

Untersuchungen mit der Lungenkarzinom-Zelllinie A549 wiederum weisen darauf hin, dass 

HDAC6 über Beeinflussung des TGF-β-Signalweges einen entscheidenden Einfluss auf die 

epithelial-mesenchymale Transition in Lungenkarzinomzellen nimmt [84]. 

Im Mammakarzinom wurde beobachtet, dass HDAC6 in der Brustkrebs-Zelllinie MCF-7 

mittels Östrogenbehandlung hochreguliert werden kann [85]. Zudem konnte in einer Studie 

mit 135 Patientinnen nachgewiesen werden, dass eine hohe HDAC6-Expression auf mRNA-

Ebene mit einer geringen Tumorgröße, einem niedrigen histologischen Tumorgrad sowie 

einem positiven ERα- und Progesteronrezeptorstatus korreliert und mit einer besseren 

Prognose und einer höheren Ansprechrate auf eine endokrine Therapie mit Tamoxifen 

assoziiert ist [85, 86]. 

Auch für andere Tumorentitäten konnte gezeigt werden, dass HDAC6 über verschiedene 

Mechanismen auf die Tumorzellen einwirkt [87]. Dabei scheint das Expressionsniveau von 

HDAC6 und deren Bedeutung für den Tumor je nach Tumorart unterschiedlich zu sein. 

Zudem wurde im Mausmodell eine siRNA-vermittelte Herunterregulation („knockdown“) von 

HDAC6 durchgeführt und die Mäuse hinsichtlich pathologischer Veränderungen beobachtet 

[88]. Auffällig waren eine Hyperacetylierung von α-Tubulin und HSP90, sowie eine mäßig 

erhöhte Knochendichte. Die Mäuse waren jedoch trotz des Fehlens von HDAC6 lebensfähig. 

Bedeutende Entwicklungseinschränkungen konnten nicht festgestellt werden [88]. Andere 

Untersuchungen haben gezeigt, dass sich HDAC6-defiziente Mäuse durch Hyperaktivität und 

geringere Ängstlichkeit auszeichnen [89]. Zudem ließ sich durch eine siRNA-vermittelte 

Herunterregulation ein antidepressiver Effekt erzielen. Ähnliche Ergebnisse wurden durch 

eine medikamentöse HDAC6-Inhibition mit NCT-14b erzielt. Eine Einschränkung der 

Vitalität wurde auch hier nicht beobachtet. 

Diese Erkenntnisse machen HDAC6 als Angriffspunkt für eine medikamentöse Therapie 

interessant, da sich durch HDAC6-Inhibition möglicherweise eine Beeinträchtigung von 

Tumorzellen erzielen lässt, mit nur unwesentlicher Beeinflussung von normalen Zellen. 
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1.6 Die Histondeacetylase 10 

Über die Funktionen von HDAC10 ist bislang wenig bekannt. Sie gehört wie HDAC6 zur 

Klasse IIb der Histondeacetylasen und besitzt eine Deacetylasedomäne, welche zur 

Histondeacetylierung fähig zu sein scheint. Zudem ist HDAC10 durch eine Leucin-reiche 

Domäne am C-terminalen Ende und durch ein 14-3-3-bindendes Motiv charakterisiert [90]. In 

humanen Geweben werden von HDAC10 mehrere Transkripte exprimiert. Ein Transkript mit 

einer Größe von 3 kb wurde hauptsächlich in Leber, Niere, Milz und Pankreas nachgewiesen, 

wohingegen in Gehirn, Hoden und Herz nur eine geringe Expression dieses Transkripts 

gemessen werden konnte. Ein anderes Transkript mit einer Länge von 1,3 kb scheint vor 

allem in der Plazenta lokalisiert zu sein [90, 91]. 

Die Untersuchung von HeLa-, NIH-3T3- sowie HEK-293-Zelllinien deutet auf eine 

hauptsächlich zytoplasmatische Lokalisation von HDAC10 hin. Die hierfür verantwortlichen 

Domänen sind bislang unbekannt. Es konnte zwar nachgewiesen werden, dass ein Fehlen der 

Leucin-reichen Domäne, welche einen Bereich für CRM1-abhängigen nukleären Export 

besitzt, eine panzelluläre Lokalisation von HDAC10 bewirkt. Durch Inhibition mit dem 

CRM1-Inhibitor Leptomycin B, welcher bereits erfolgreich bei den Histondeacetylasen 4-7 

eingesetzt worden war, ließ sich bei HDAC10 jedoch kein Effekt auf die intrazelluläre 

Lokalisation beobachten [90].  

Zudem wurden Untersuchungen zur Wechselwirkung von HDAC10 mit anderen Proteinen 

durchgeführt. Obwohl HDAC10 ein 14-3-3-bindendes Motiv besitzt, konnte keine Interaktion 

mit 14-3-3-Proteinen nachgewiesen werden. Auch eine mögliche Assoziation mit anderen 

HDACs der Klasse II ließ sich bislang nicht nachweisen. Lediglich für HDAC3 lassen Co-

Expressionen von HDAC10 und HDAC3 mit anschließender Immunopräzipitation auf eine 

mögliche Interaktion von HDAC10 mit HDAC3 schließen [90]. 

Funktionelle Analysen haben analog zu HDAC6 für HDAC10 eine Rolle bei der Regulation 

der VEGF-Rezeptoren 1 und 2 aufgezeigt. In der Magenadenokarzinom-Zelllinie SNU-620 

wurde nach einer siRNA-vermittelten Herunterregulation von HDAC10 eine verminderte 

Proteinexpression der VEGF-Rezeptoren 1 und 2 beobachtet [77]. Zudem führte eine 

HDAC10-Inhibition sowohl auf mRNA- als auch auf Proteinebene zu einem erhöhten 

Expressionsspiegel des thioredoxin-interacting proteins (TXNIP). TXNIP ist ein Inhibitor des 

antioxidativ wirkenden Thioredoxin (TRX) [92]. Thioredoxin bindet reaktive 

Sauerstoffspezies (ROS) und schützt die Zelle so vor oxidativem Stress [93]. Eine Hemmung 
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von Thioredoxin durch TXNIP führt somit über Akkumulation von reaktiven 

Sauerstoffspezies zu einer Aktivierung Apoptose-vermittelnder Signalmoleküle [93, 94]. 

 

1.7 HDAC-Inhibitoren 

Der Begriff HDAC-Inhibitoren bezieht sich auf die Inhibition der „klassischen“ HDACs, also 

der Klassen I, II und IV [50]. Ihren Angriffspunkt stellt das Zink-Ion der Histondeacetylasen 

dar [95]. Die Sirtuine bleiben von den klassischen Inhibitoren meist unbeeinflusst, da sie 

keine Zink-abhängigen Enzyme darstellen, sondern NAD
+
 als Cofaktor besitzen. HDAC-

Inhibitoren stellen eine heterogene Substanzgruppe dar. Sie werden in Hydroxamsäuren, 

zyklische Peptide, kurzkettige Fettsäuren und Benzamide eingeteilt [50, 95]. Die chemische 

Struktur der HDAC-Inhibitoren hat einen entscheidenden Einfluss darauf, welche Potenz und 

Selektivität die HDAC-Inhibitoren im Hinblick auf die einzelnen Histondeacetylasen besitzen 

[96]. 

Beispiele für Hydroxamsäuren stellen die Pan-Inhibitoren Trichostatin A (TSA), LBH589 und 

die Suberoylanilid-Hydroxamsäure (SAHA, Vorinostat) dar, welche sich unselektiv gegen die 

HDACs der Klassen I und II richten. Kurzkettige Fettsäuren (Phenylbutyrat, Valproinsäure), 

zyklische Peptide (FK-228) und Benzamide (MS-275) weisen in höheren Konzentrationen 

eine geringere Aktivität gegenüber der Klasse II auf [50, 97]. Tabelle 1.4 gibt eine Übersicht 

über die verschiedenen HDAC-Inhibitoren [98–115].  

Auch gegenüber einzelnen Mitgliedern der HDAC-Klassen sind die Substanzen 

unterschiedlich selektiv. Während MS-275 für die Inhibition von HDAC1 einen EC50-Wert 

von 181 nM aufwies, musste für eine Inhibition der HDACs 2, 3 und 9 eine deutlich höhere 

Konzentration eingesetzt werden (EC50 im millimolaren Bereich). Die HDACs 4, 6, 7 und 8 

wurden durch MS-275 nicht inhibiert [106, 116]. Apicidin hemmte die HDACs 2 und 3 sowie 

HDAC8 mit EC50-Werten im nanomolaren Bereich, wobei die Inhibition der HDACs 2 und 3 

deutlich stärker ausfiel als die von HDAC8. Für HDAC1 sowie für die HDACs der Klasse II 

hingegen konnte durch Apicidin-Behandlung keine Inhibition erzielt werden. MGCD0103 

wiederum zeigte für die HDACs 1 und 2 die höchste Selektivität, wohingegen HDAC3 

deutlich schwächer inhibiert wurde. Eine Hemmung der HDACs der Klasse II sowie HDAC8 

wurde hingegen nicht beobachtet. Auch die anderen HDAC-Inhibitoren sind unterschiedlich 

selektiv [106]. 
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Tabelle 1.4: Übersicht über die verschiedenen HDAC-Inhibitoren sowie deren klinische Erprobung 

(modifiziert nach [111]). 

 

Der Vergleich der verschiedenen HDAC-Inhibitoren verdeutlicht, dass HDAC6 von vielen 

der Inhibitoren nicht, oder erst in sehr hohen Konzentrationen gehemmt wird. Bei Inhibitoren 

wie Trichostatin A wiederum, welche auch HDAC6 potent inhibieren können, besteht die 

Schwierigkeit, dass die gleichzeitige Inhibition anderer HDACs zum Teil starke Toxizitäten 

zur Folge hat [106, 117]. Zudem lässt sich durch die Inhibition mehrerer HDACs nicht auf die 

spezifische Wirkung von HDAC6 rückschließen. Daher schien es sinnvoll, Inhibitoren zu 

entwickeln, die selektiv gegen einzelne HDACs gerichtet sind. Für HDAC6 zählen Tubacin, 

ST-80 und Tubastatin A dazu. Tubastatin A beispielsweise weist eine 1000-fache Selektivität 

für HDAC6 gegenüber HDAC1 auf [118]. 

1.7.1 Wirkung der HDAC-Inhibitoren auf Tumorzellen 

Die Effekte von HDAC-Inhibitoren reichen von Zellzyklusarrest, Apoptoseinduktion und 

Wachstumsinhibition bis hin zur Induktion von Zelldifferenzierung. Hierbei ist die Histon-

Hyperacetylierung entscheidend, wahrscheinlich da diese die Transkription wichtiger 

Tumorsuppressorgene ermöglicht. Einen bedeutenden allgemeinen Mechanismus stellt die 
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Hochregulation des Zellzyklusregulators p21
WAF1/CIP1

 dar [119], jedoch unterscheiden sich die 

Wirkmechanismen der HDAC-Inhibitoren je nach Selektivität für die einzelnen 

Histondeacetylasen. 

Trichostatin A beispielsweise induzierte in der Lungenkarzinom-Zelllinie A549 eine 

Heraufregulation des proapoptotischen Proteins Bax, sowie eine Herunterregulation von Bcl-

2. Zudem induzierte Trichostatin A die proteolytische Aktivierung der Caspasen 3 und 9 

[120]. In Kolonkarzinom-Zelllinien ließ sich nach Trichostatin A-Behandlung ebenfalls eine 

p21
WAF1/CIP1

-Akkumulation sowie ein G1-Zellzyklusarrest beobachten [121].  

Nach Vorinostat-Therapie konnten in Mammakarzinom-Zelllinien ebenfalls erhöhte 

p21
WAF1/CIP1

-Spiegel sowie ein G1-Zellzyklusarrest beobachtet werden [122]. 

Valproinsäure induzierte einen dosisabhängigen Anstieg der Acetylierung von Histon H3, 

sowie einen G1-Zellzyklusarrest. Zudem inhibierte es die Klonogenität und Wachstum von 

uvealen Melanomzellen sowohl in vitro als auch in vivo. Ein wesentlicher Einfluss auf die 

Zellvitalität wurde nicht beobachtet [123]. 

In Leukämiezellen wurde ein Zusammenhang zwischen einer HDAC-Inhibition und einer 

TRAIL-induzierten Apoptose sowie einer Herunterregulation von c-FLIP hergestellt, welche 

nach Aktivierung von Caspase 8, Spaltung von Bid sowie einem Einstrom von 

mitochondrialen Proteinen ins Zytosol über eine Aktivierung der Caspasen 9 und 3 in eine 

verstärkte Apoptose mündete [124]. 

Aufgrund der variablen Wirkung der HDAC-Inhibitoren auf verschiedene HDACs ist es kaum 

möglich, von den beobachteten Effekten Rückschlüsse auf beteiligte HDACs zu ziehen. 

Daher wurden mit der Zeit selektivere HDAC-Inhibitoren entwickelt, welche sich spezifisch 

gegen einzelne Histondeacetylasen richten. PCI-34051 beispielweise hemmt HDAC8 

hochselektiv. Es induziert Apoptose in T-Zell-Lymphomzellen [125]. Auch für HDAC6 

stehen entsprechende Inhibitoren zur Verfügung [118, 126–128]. Gegen HDAC3 wiederum 

richtet sich beispielsweise der selektive Inhibitor RGFP966 [129]. An der Entwicklung von 

Substanzen zur selektiven Hemmung anderer Histondeacetylasen wird derzeit geforscht.  

1.7.2 Selektive HDAC6-Inhibitoren 

Zur selektiven HDAC6-Inhibition stehen mehrere Substanzen zur Verfügung. Als erster 

reversibler HDAC6-Inhibitor gilt Tubacin (tubulin acetylation inducer), welcher 2003 von 

Stuart Schreiber‟s Arbeitsgruppe an der Harvard University entwickelt wurde [130, 131]. Den 
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Angriffspunkt von Tubacin stellt die C-terminal gelegene Deacetylasedomäne von HDAC6 

dar. Es konnte gezeigt werden, dass Tubacin durch HDAC6-Hemmung eine Acetylierung von 

α-Tubulin bewirkt. Eine Histon-Hyperacetylierung wurde nicht beobachtet [131]. Für Tubacin 

wurde eine 350-fache Selektivität für HDAC6 im Vergleich zu HDAC1 bestimmt [126]. Für 

die Lungenkarzinom-Zelllinie A549 wurde eine EC50 von 2,5 µM bestimmt [131]. Da die 

meisten HDAC-Inhibitoren eine Hochregulation der p21
WAF1/CIP1

-Expression bewirken, 

wurden auch nach Tubacin-Behandlung entsprechende Expressionsanalysen durchgeführt. 

Eine Änderung der p21
WAF1/CIP1

-Expression konnte jedoch nicht nachgewiesen werden [132], 

was die HDAC6-Selektivität von Tubacin unterstreicht. Durch HDAC6-Inhibition mittels 

Tubacin ließ sich bislang experimentell in verschiedenen Tumoren ein positiver Effekt 

erzielen. Eine Tubacin-Behandlung von Zelllinien des Multiplen Myeloms führte nach 72 h 

zu einer deutlichen Wachstumsinhibition, wobei sich zelllinienabhängig eine IC50 von 5-

20 µM ergab. Dieser Effekt war auch in chemotherapieresistenten Zelllinien zu beobachten. 

Interessanterweise konnte für Tubacin in normalen peripheren mononukleären Blutzellen kein 

zytotoxischer Effekt nachgewiesen werden [132]. In Prostatakarzinom-Zelllinien führte 

Tubacin zu einer Acetylierung der reduzierenden Enzyme Peroxiredoxin 1 und 2 (Prx 1 und 

2). Die Acetylierung bewirkte eine Erhöhung der antioxidativen Aktivität von Prx 1 und 2, 

was wiederum eine verstärkte Elimination von Hydrogenperoxid (H2O2) zur Folge hatte 

[133]. Auch die Zellmotilität konnte durch Tubacin-Behandlung experimentell beeinflusst 

werden. Entsprechende Versuche wurden beispielsweise in NIH-3T3-Mäusefibroblasten 

durchgeführt. Hier führte die HDAC6-Inhibition zu einer deutlichen Reduktion der 

Zellmotilität. [59]. 

Die Hydroxamsäure ST-80 stellt einen weiteren HDAC6-selektiven Inhibitor dar. Er wurde 

von Scott et al. synthetisiert und in humanen Brustkrebs-Zelllinien näher charakterisiert. 

ST-80 wird in der Literatur als ähnlich selektiv wie Tubacin beschrieben; jedoch soll seine 

Potenz geringfügig höher sein als die von Tubacin [134]. Im Vergleich mit HDAC1 wies 

ST-80 hinsichtlich einer Inhibition der Deacetylaseaktivität eine 31-fach höhere Selektivität 

für HDAC6 auf. Zudem wurde selbst in hohen ST-80-Konzentrationen von 50 µM eine nur 

geringe Steigerung der Acetylierung des Histons H4 am Lysinrest 12 beobachtet [134]. In 

verschiedenen humanen leukämischen Zelllinien konnte für ST-80 eine deutliche α-Tubulin-

Acetylierung ab 1 µM nachgewiesen werden. Zudem wurde in niedrigen mikromolaren 

Konzentrationen (1 und 5 µM) nach 48 h ein antiproliferativer Effekt beobachtet. Die 

Zellvitalität wurde durch ST-80 nur wenig beeinflusst. Hinsichtlich einer Histonacetylierung 
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konnte nach einer 12-stündigen Inkubation mit ST-80 in einer Konzentration von 1 µM nur 

ein minimaler Effekt beobachtet werden. Ab 5 µM ST-80 sank die Selektivität für HDAC6 

jedoch deutlich, was sich in einer verstärkten Hyperacetylierung der Histone H3 und H4 

äußerte [128]. Ein starker Anstieg der Histon-Hyperacetylierung wurde bei einer 

Konzentration von 10 µM nach einer Inkubationszeit von 3 h beobachtet. Dieser Effekt hielt 

bis 72 h nach ST-80-Inkubation an, wobei zeitabhängig ein Abfall der Histonacetylierung 

beobachtet werden konnte. Wie bei Tubacin wurde nach ST-80-Behandlung in den 

untersuchten Zelllinien keine Änderung der p21
WAF1/CIP1

-Expression detektiert [128].  

Der HDAC6-selektive Inhibitor Tubastatin A wurde 2010 von Butler et al. publiziert. Wie 

Tubacin und ST-80 gehört Tubastatin A zu den Hydroxamsäuren. Tubastatin A gilt als 

bislang selektivster Inhibitor für HDAC6, mit einer 57-fachen Selektivität gegenüber HDAC8 

und einer 1000-fachen Selektivität gegenüber den anderen Histondeacetylasen. Für humanes 

HDAC6-Protein wurde nach Inhibition mit Tubastatin A eine IC50 von 0,015 µM bestimmt 

[126]. Eine α-Tubulin-Hyperacetylierung wurde ab 2,5 µM beobachtet. Wie bei ST-80 nahm 

die Selektivität von Tubastatin A mit steigender Konzentration ab, wobei erst ab 10 µM eine 

leichte Histonacetylierung beobachtet wurde. Experimentell wurde Tubastatin A bereits in 

Konzentrationen von 5-10 µM zur Prävention der Homocystein-induzierten 

Neurodegeneration in kortikalen Neuronen eingesetzt [126]. Auch im Mausmodel wurde 

Tubastatin A im Rahmen eines therapeutischen Ansatzes zur Behandlung der Charcot-Marie-

Tooth-Krankheit bereits erfolgreich ausgetestet [135]. 

1.7.3 Der Proteasominhibitor Bortezomib 

Bortezomib ist ein Proteasominhibitor, welcher reversibel und mit hoher Affinität an das 26S-

Proteasom bindet [136, 137]. Im Jahr 2003 wurde Bortezomib als erster Proteasominhibitor 

für die klinische Anwendung zugelassen [136]. Vor allem für die Behandlung des 

rezidivierenden Multiplen Myeloms wurde durch Einsatz von Bortezomib ein deutlicher 

Überlebensvorteil im Vergleich zu der konservativen Therapie mit Dexamethason erzielt 

[138]. Über eine signifikante inhibitorische Aktivität gegenüber anderen Enzymen ist bislang 

nicht berichtet worden. Die Zytotoxizität von Bortezomib richtet sich in hohem Maße gegen 

Tumorzellen, wohingegen normale Zellen weniger beeinflusst werden, was Bortezomib für 

die klinische Anwendung interessant macht [136, 139]. Ein Beispiel für ein Protein, dessen 

Abbau durch das Proteasom reguliert wird, ist der kurzlebige Zellzyklusregulator p21
WAF1/CIP1 

[140, 141]. Wird eine Zelle DNA-schädigenden Agenzien wie Doxorubicin ausgesetzt, wird 

die Genexpression von p21
WAF1/CIP1 

durch das Tumorsuppressorgen p53 induziert, was einen 
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Zellzyklusarrest und somit eine Wachstumsinhibition zur Folge hat [142, 143]. Eine Induktion 

von p21
WAF1/CIP1

 ist allerdings auch über andere Faktoren wie zum Beispiel NF-κB möglich 

[144]. 

1.7.4 Der HSP90-Inhibitor 17-AAG 

17-Allylamino-17-Demethoxy-Geldanamycin (17-AAG) ist ein Derivat der natürlichen 

Substanz Geldanamycin. 17-AAG bindet mit hoher Affinität an die NH2-terminale Domäne 

von HSP90 [75]. Die Bindung von ATP an diese Domäne bewirkt normalerweise eine 

Formänderung von HSP90, welche eine Interaktion mit dessen Klientproteinen ermöglicht 

[145]. Durch Bindung von 17-AAG wird diese Interaktion verhindert und HSP90 somit in 

seiner Funktion eingeschränkt. Da einige dieser Klientproteine in onkogenen Signalwegen 

von Bedeutung sind, können durch eine HSP90-Inhibition Zellproliferation, Zellvitalität und 

Motilität negativ beeinflusst werden. Es konnte gezeigt werden, dass die toxische Wirkung 

von 17-AAG bei verstärkter biologischer Aktivität und Stabilität deutlich geringer ausfällt als 

die von Geldanamycin, was es für die klinische Anwendung interessant macht [75]. 

1.7.5 HDAC6-Inhibitoren in Kombinationstherapie 

Da HDAC6 mit verschiedenen zytosolischen Proteinen interagiert, kann es sinnvoll sein, die 

von HDAC6 beeinflussten intrazellulären Prozesse an verschiedenen Stellen zu inhibieren, 

um synergistische Effekte zu erzielen. Einen solchen Angriffspunkt stellt das Proteasom dar 

(siehe Abb. 1.5).  

 

Abb. 1.5: Auswirkungen einer kombinierten Proteasom- und HDAC6-Inhibition (modifiziert nach [146]). 

Durch parallele Inhibition des Proteasoms mittels Bortezomib und von HDAC6 kommt es zu einer verstärkten 

Akkumulation von fehlgefalteten Proteinen. Diese Akkumulation hat einen vermehrten zellulären Stress zur 

Folge, welcher letztendlich in die Apoptose der Zelle mündet.  

Da HDAC6 bei Überlastung bzw. Fehlfunktion des Proteasoms eine entscheidende Rolle bei 

der Bildung von Aggresomen übernimmt, wurde ausgetestet, ob die Kombination eines 

HDAC6-selektiven Inhibitors mit einem Proteasominhibitor wie Bortezomib die 
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zytotoxischen Effekte der Einzelsubstanzen steigern kann. Ein synergistischer Effekt der 

Kombination von Bortezomib mit Tubacin konnte bereits für Multiple Myelomzellen 

nachgewiesen werden [132]; er beruhte auf einer verstärkten Akkumulation von toxischen 

Proteinaggregaten.  

Da HDAC6 mit dem Chaperon HSP90 interagiert, wurde zudem eine Kombination mit 

HSP90-Inhibitoren wie 17-AAG ausgetestet. Hier konnte gezeigt werden, dass die durch 

HDAC6-Inhibition induzierte HSP90-Hyperacetylierung die Bindung von 17-AAG an HSP90 

verstärkte [76]. Zudem wurde beobachtet, dass eine Monotherapie mit 17-AAG die HDAC6-

Bindung an HSP90 reduzierte und dessen proteasomale Degradation förderte, was HDAC6 

als Klientprotein von HSP90 bestätigte. Eine Kombination von 1 µM 17-AAG und 3 µM 

Tubacin führte zu einer deutlich stärkeren Reduktion der Zellvitalität im Vergleich zu den 

jeweiligen Monotherapien [76]. 

 

1.8 Klinische Erprobung von HDAC-Inhibitoren und Kombinationstherapien 

Derzeit werden Wirksamkeit und Verträglichkeit von verschiedenen HDAC-Inhibitoren in 

klinischen Studien getestet. Vorinostat wurde 2006 von der FDA (Food and Drug 

Administration) als erster HDAC-Inhibitor zur klinischen Therapie des kutanen T-Zell-

Lymphoms (CTCL) zugelassen [98]. Momentan laufen Studien bezüglich des Einsatzes von 

Vorinostat sowohl bei soliden Tumoren als auch bei hämatologischen Erkrankungen. In einer 

Phase-II-Studie mit 37 AML-Patienten sprach lediglich ein Patient gut auf die Vorinostat-

Therapie an [147]. Eine weitere Phase-II-Studie mit Prostatakarzinompatienten musste 

aufgrund der hohen Toxizität von Vorinostat vorzeitig beendet werden [148]. Hingegen zeigte 

eine Phase-II-Studie mit Patienten mit Glioblastoma multiforme eine gute Verträglichkeit der 

Vorinostat-Therapie. Das progressionsfreie Überleben nach 6-monatiger Therapie betrug 

15,2 % [149].  

Panobinostat hat im Vergleich zu anderen HDAC-Inhibitoren wie Vorinostat und MGCD0103 

die höchste inhibitorische Potenz bezüglich Zellproliferation und Vitalität [150]. Panobinostat 

ist oral verfügbar und wurde in einer Phase-II-Studie bereits erfolgreich bei Patienten mit 

Hodgkin-Lymphom getestet [151]. Auch bei Patienten mit Myelofibrose konnte ein 

Ansprechen auf eine Therapie mit Panobinostat beobachtet werden, wobei die Panobinostat-

Therapie nur schlecht toleriert wurde [152]. 
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Romidepsin wurde 2009 von der FDA zur Behandlung von Patienten mit kutanem T-Zell-

Lymphom zugelassen, die zuvor bereits mindestens eine systemische Therapie erhalten 

hatten. 2011 folgte die Zulassung zur Therapie des peripheren T-Zell-Lymphoms [153]. 

Weitere Beispiele für derzeit klinisch getestete HDAC-Inhibitoren sind Belinostat [104, 154], 

Givinostat [155], PCI-24781 [155], Entinostat [113] oder Valproinsäure [108]. Selektive 

HDAC-Inhibitoren sind hinsichtlich ihrer pharmakologischen Eigenschaften noch nicht 

ausgereift und werden daher gegenwärtig nur experimentell eingesetzt.  

Für den HSP90-Inhibitor 17-AAG laufen derzeit unter anderem Phase-II-Studien bei 

Patienten mit metastasiertem Melanom [156, 157], sowie mit hormonrefraktärem 

metastasiertem Prostatakarzinom [158].  

Der Proteasominhibitor Bortezomib wurde 2003 zur Behandlung des rezidivierenden 

Multiplen Myeloms bei Patienten mit mindestens zwei vorangegangenen Behandlungen 

zugelassen. Diese Zulassung wurde 2005 nach Daten der Phase-III-Studie APEX, die einen 

signifikanten Überlebensvorteil durch Bortezomib im Vergleich zu einer hochdosierten 

Dexamethason-Behandlung zeigte, auf Rezidivpatienten mit nur einer Vorbehandlung 

erweitert [138, 159]. Auch für das refraktäre Mantelzelllymphom wurde Bortezomib 2006 als 

Monotherapie zugelassen [160]. 

Kombinationstherapien von Bortezomib mit Pan-Inhibitoren wie beispielsweise Vorinostat 

oder Panobinostat wurden bereits in Phase-I/II-Studien bei Patienten mit refraktärem 

Multiplem Myelom erfolgreich erprobt [161, 162]. Eine 2013 veröffentliche Phase-III-Studie 

mit Patienten mit Multiplem Myelom deutet jedoch darauf hin, dass eine Kombination von 

Vorinostat und Bortezomib das progressionsfreie Überleben im Vergleich zu einer 

Monotherapie mit Bortezomib nur geringfügig verlängert [163]. 

 

1.9 Ziel der Arbeit 

Die Bedeutung von Histondeacetylasen für das Urothelkarzinom ist bislang nur wenig 

untersucht worden. Daten bezüglich der HDAC6-Expression sind zudem sehr heterogen. 

Vorarbeiten aus dem Forschungslabor der Urologischen Klinik deuten darauf hin, dass 

HDAC6 auf mRNA-Ebene in vielen Urothelkarzinom-Zelllinien herunterreguliert ist. Eine im 

Vergleich zu urothelialen Primärkulturen erhöhte HDAC6-Expression wurde in keiner 

Zelllinie detektiert. Die Proteinexpression von HDAC6 hingegen war zelllinienabhängig sehr 
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variabel [164]. In Urothelkarzinomgeweben wurde im Vergleich zu normalen Geweben keine 

signifikante Veränderung der HDAC6-Expression auf mRNA-Ebene detektiert. Die 

Auswertung von Microarray-Daten von Lee et al. aus dem Jahr 2010 hingegen ergab eine 

signifikante Überexpression von HDAC6 in Urothelkarzinomgeweben [165]. Zudem gibt es 

vielfältige Hinweise, dass HDAC6 allgemein für das Überleben und die Invasivität von 

Tumorzellen von Bedeutung ist. Da normale Zellen durch ein Fehlen von HDAC6 nur 

unwesentlich beeinträchtigt werden, scheint eine HDAC6-Inhibition für antitumoröse 

Therapien besonders interessant. 

Ziel der vorliegenden Arbeit war es daher, HDAC6 im Urothelkarzinom genauer zu 

charakterisieren und zu untersuchen, welche Bedeutung HDAC6 für Vitalität, Proliferation, 

Klonogenität und Migration von Urothelkarzinomzellen hat. Hierfür wurden verschiedene 

Urothelkarzinom-Zelllinien sowie urotheliale Primärkulturen auf mRNA- und Proteinebene 

hinsichtlich ihrer HDAC6-Expressionsmuster analysiert.  

Urothelkarzinom-Zelllinien mit im Vergleich zu urothelialen Primärkulturen erniedrigter, 

unveränderter und erhöhter HDAC6-Proteinexpression wurden für eine Therapie mit den 

selektiven HDAC6-Inhibitoren Tubacin, ST-80 und Tubastatin A, sowie für eine siRNA-

vermittelte Herunterregulation von HDAC6 ausgewählt. Mittels HDAC6-Inhibition sowie 

siRNA-vermittelter Herunterregulation sollte evaluiert werden, ob diese die Vitalität der 

Zelllinien negativ beeinflussen und inwieweit das HDAC6-Expressionsniveau mit der 

Sensitivität der Zelllinien für eine HDAC6-Inhibition bzw. für eine siRNA-vermittelte 

Herunterregulation korreliert. Ein Einfluss von HDAC6 auf die Zellmigration wurde mittels 

Scratch Assay analysiert. Da in der Literatur für verschiedene Zelllinien synergistische 

Effekte von Kombinationsbehandlungen von HDAC6-Inhibitoren mit Proteasom- sowie 

HSP90-Inhibitoren auf die Reduktion der Zellvitalität beschrieben sind, sollte zudem in dieser 

Arbeit analysiert werden, ob ähnliche Effekte auch bei Urothelkarzinom-Zelllinien beobachtet 

werden können. 
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2 Material und Methoden 

2.1 Humane Zelllinien 

2.1.1 Humane Urothelkarzinom-Zelllinien 

Zur ausführlichen Charakterisierung von HDAC6 und HDAC10 im Urothelkarzinom wurden 

im Rahmen dieser Arbeit sechzehn humane Urothelkarzinom-Zelllinien analysiert (siehe 

Tabelle 2.1).  

Tabelle 2.1: Charakteristika der verwendeten Urothelkarzinom-Zelllinien. Ersichtlich sind Tumorstadium, 

Tumorgrad, Geschlecht und Alter der Patienten, aus denen die Linie angelegt wurde. Die Daten wurden von der 

Homepage des Leibnitz-Instituts DSMZ bezogen sowie aus [166–180]. 

 

m: männlich; w: weiblich 
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Die Urothelkarzinom-Zelllinien wurden von Dr. M. A. Knowles, ICRF Cancer Medicine 

Research Unit, Leeds, UK, sowie von Dr. J. Fogh, Sloan-Kettering Cancer Center, Rye, New 

York, USA, über Herrn Prof. Dr. Schmitz-Dräger zur Verfügung gestellt und deren Identität 

von der DSMZ (Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH) 

überprüft. Die Zelllinien wurden STR-typisiert und regelmäßig auf Mykoplasmen-

Kontamination überprüft. 

2.1.2 Urotheliale Primärkulturen 

Urotheliale Primärkulturen (UPs) wurden wie von Southgate et al. [181] beschrieben und mit 

den Modifikationen nach Swiatkowski [182] aus den Harnleitern nephrektomierter Patienten 

angelegt, die durch die Urologische Klinik zur Verfügung gestellt wurden. Aus diesen 

Kulturen gingen jeweils proliferierende Zellen uroepithelialen Ursprungs hervor.  

 

2.2 Gewebeproben 

Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Gewebeproben stammten aus der Gewebebank der 

Urologischen Klinik der Heinrich-Heine-Universität Düsseldorf (siehe Tabelle 2.2 und 

Tabelle 2.3). Das Einverständnis der Patienten wurde vor Gewebeentnahme mittels Formblatt 

eingeholt. Ein entsprechendes Votum der Ethikkommission liegt vor (Studiennummer 3683). 

Tabelle 2.2: Charakteristika der verwendeten Blasennormalgewebe. Ersichtlich sind Geschlecht und Alter der 

Patienten.  

 

m: männlich; w: weiblich 

 



2 Material und Methoden   25 

 

Tabelle 2.3: Charakteristika der verwendeten Blasentumorgewebeproben. Ersichtlich sind Tumorstadium, 

Tumorgrad, Geschlecht und Alter der Patienten.  

 

m: männlich; w: weiblich 

 

2.3 Chemikalien 

 17-AAG   InvivoGen   Kalifornien, USA 

 Agarose   Sigma-Aldrich Chemie Steinheim 

 Annexin V-FITC  BD Pharmingen  Heidelberg 

 Annexin Binding Buffer BD Pharmingen  Heidelberg 

 Ammoniumpersulfat  Sigma-Aldrich Chemie Steinheim 

 Bortezomib   Selleck Chemicals  München 

 Bromphenolblau  Merck    Darmstadt 

 Chloroform   Merck    Darmstadt 
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 DAPI (4„-6-Diamidino-2- Sigma-Aldrich Chemie Steinheim 

phenylindol) 

 Dimethylsulfoxid (DMSO) Sigma-Aldrich Chemie Steinheim 

 dNTP-Mix   Fermentas   St. Leon-Rot 

 Dulbecco‟s Modified  Invitrogen   Karlsruhe 

Eagle Medium (DMEM)    

 Ethanol   Merck     Darmstadt 

 Fötales Kälberserum  Biowest   Nuaillé, Frankreich 

 Gener Ruler 100 bp   Fermentas   St. Leon-Rot 

Plus DNA Ladder  

 Glycerol   Merck    Darmstadt 

 Glycin    Merck    Darmstadt 

 HEPES   Roth    Karlsruhe 

 Lipofectamine RNAiMAX Invitrogen   Karlsruhe 

Transfection Reagent 

 Magermilchpulver  Neuform   Lüneburg 

 Methanol   Merck    Darmstadt 

 Opti-MEM   Invitrogen   Karlsruhe 

 Page Ruler Prestained  Fermentas   St. Leon-Rot 

Protein Ladder 

 PBS-Lösung    Biochrom   Berlin 

 Phosphataseinhibitor-  Sigma-Aldrich Chemie Steinheim 

Cocktail 3  

 Propidiumjodid  Sigma-Aldrich Chemie Steinheim 

 Proteaseinhibitor-Cocktail Sigma-Aldrich Chemie Steinheim 

 Protein-Auftragspuffer Fermentas   St. Leon-Rot 

 10 x PCR-Puffer  Qiagen    Hilden 

 Rotiphorese Gel 30  Roth    Karlsruhe 

(37, 5:1) 
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 SAHA    Cayman   Michigan, USA 

 SDS ultra pure  Roth    Karlsruhe 

 50 x TAE-Puffer  S-Prime   Hamburg 

 TEMED   Sigma-Aldrich Chemie Steinheim 

 Tris Base   Merck    Darmstadt 

 Triton-X-100   Fluka    Deisenhofen 

 Trizol Reagent  Invitrogen   Karlsruhe 

 Trypsin/EDTA  Invitrogen   Karlsruhe 

 Tubacin   Enzo Life Sciences  Lörrach 

 Tubastatin A    Sigma-Aldrich Chemie Steinheim 

Hydrochlorid    

 Tween 20   Serva    Heidelberg 

 5 x Universal siMAX  Eurofins MGW Operon Ebersberg 

siRNA Buffer 

 Vectashield Mounting Vector Laboratories  Burlingame (USA)  

Medium 

 

Verbrauchschemikalien wurden von Merck und Sigma käuflich erworben. Der HDAC6-

Inhibitor ST-80 wurde uns von Prof. Dr. M. Jung aus dem Institut für Pharmazeutische 

Wissenschaften der Albert-Ludwigs-Universität Freiburg zur Verfügung gestellt.  

 

2.4 Enzyme 

 HotStart Taq-DNA-Polymerase  Qiagen   Hilden 

 

2.5 Molekularbiologische Kits 

 BCA™ Protein Assay   Pierce   Bonn  

 ECL™ Advanced Western    Amersham, GE München 

Blotting Detection Kit       
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 CellTiter-Glo® Luminescent   Promega  Mannheim 

Cell Viability Assay     

 QuantiTect® Reverse Transcription Kit Qiagen   Hilden 

 QuantiTect® SYBR® Green RT-PCR Kit Qiagen   Hilden 

 RNeasy® Mini Kit    Qiagen   Hilden 

 

2.6 Verwendete Oligonukleotide und siRNAs 

Tabelle 2.4: Übersicht über die verwendeten Primer und Primerassays.  

 

 

Tabelle 2.5: Übersicht über die verwendeten siRNAs. 
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2.7 Antikörper  

2.7.1 Primärantikörper 

Tabelle 2.6: Übersicht über die verwendeten Primärantikörper. 

 

IC: Immunzytochemie; WB: Western Blot  
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2.7.2 Sekundärantikörper 

Tabelle 2.7: Übersicht über die verwendeten Sekundärantikörper.  

 

HRP: horseradish peroxidase; RT: Raumtemperatur; WB: Western Blot 

 

2.8 Medien, Puffer und Lösungen 

2.8.1 Standardlösungen 

Ethidiumbromid-Lösung 0,5 mg/ml Ethidiumbromid  

 

TE-Puffer   10 mM Tris/HCL pH 7,4 

    1 mM EDTA pH 8,0 
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2.8.2 Lösungen Western-Blot 

Blockieren   5 % Magermilchpulver in 0,1 % TBS-T 

 

10 x Elektrophoresepuffer 30,3 g   Tris Base 

    133 g   Glycin 

    10 g   SDS 

    ad 1 L 

 

6 x Laemmli-Puffer  350 mM Tris, pH 6,8 

    350 mM SDS 

    30 %   Glycerol 

    3,3 %  DTT 

    1,2 mg  Bromphenolblau 

 

Protein-Lysis-Puffer,  150 mM  NaCl 

„Ripa-Art“, pH 7,6  1 %  Triton X-100 

    0,5 %  Desoxycholat 

    1 %  NP-40 

    0,1 %  SDS 

    1 mM  EDTA 

    50 mM  Tris (pH 7,6) 

1 Tablette Proteaseinhibitor-Cocktail pro 10 ml (Zugabe vor 

Gebrauch) 

    Lagerung bei -20 °C 

 

Milder Stripping Buffer  1,5 %   Glycin 

    0,1 %   SDS 

    1 %   Tween 20 

 

Sammelgel   1,4 ml   dH2O 

    0,25 ml 30%iges Acrylamid  

    0,25 ml 1 M Tris (pH 6,8) 

    20 µl  10%iges SDS 

    20 µl  10%iges Ammoniumpersulfat 

    2 µl  TEMED 

 

SDS-Laufpuffer (Pierce) 100 mM Tris 

    100 mM HEPES 

    3 mM  SDS 

    pH 8 

 

     

10 x TBS   12,11 g  Tris 
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    87,7 g   NaCl 

    ad 1000 ml  dH2O  

    pH 7,4 

 

10 x Transferpuffer  6,06 g   Tris 

    28,8 g   Glycin 

    400 ml  Methanol 

    ad 2 L 

 

Trenngel    1,1 ml   dH2O 

    2,5 ml   30%iges Acrylamid  

    1,3 ml   1,5 M Tris (pH 6,8) 

    50 µl   10%iges SDS 

    50 µl   10%iges Ammoniumpersulfat 

    2 µl   TEMED 

 

5 x Western-Blot-Puffer 24,4 mM  Tris 

    192 mM  Glycin 

    pH 8,3 

 

1 x Western-Blot-Puffer 200 ml  5 x Blotpuffer 

    10 %   Ethanol 

    ad 1000 ml dH2O 

 

Waschpuffer   0,1 % Tween 20 in 1 x TBS 

2.8.3 Puffer für FACS-Analyse 

Nicoletti-Puffer  0,1 %   Natriumcitrat 

    0,1 %  Triton X-100 

    50 µg/ml Propidiumjodid 

 

Propidiumjodid-Lösung 2 µg/ml Propidiumjodid in PBS 

 

2.9 Laborgeräte 

 ABI 7900HT   Applied Biosystems  Darmstadt  

 Agilent Chip   Agilent Technologies  Waldbronn 

 Blotkammer   Biorad    München   

 Brutschrank, Typ B5061 Heraeus   Hanau 

 Centrifuge 5415D  Eppendorf   Hamburg 

 Centrifuge 5810  Eppendorf   Hamburg 
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 Coulter Allegra 212  Beckmann   Krefeld 

Centrifuge 

 Curix 60, Filmentwickler AGFA    Köln 

 Elektrophoresekammer Biometra, Biorad  Göttingen, München 

 ELISA Easy Reader   SLT-Labinstruments  Österreich 

EAR 400 AT   

 Durchflusszytometer  Becton Dickinson  Heidelberg 

FACS Scan 

 Lichtmikroskop,  Leitz    Wetzlar 

Dialux 22EB 

 MS2 Minishaker IKA  IKA Labortechniken  Staufen 

 Mini-Zentrifuge 5415D Eppendorf   Hamburg 

 Multipipette   Eppendorf   Hamburg 

 Nanodrop ND-1000  NanoDrop Technologies Wilmington, USA 

 Nikon Eclipse 400  Nikon    Düsseldorf 

 pH-Meter   WTW    Weilheim 

 Roller SRT1   Stuart Scientific  Manchester, UK 

 SDS-Page   Whatman   Maidstone, UK 

Gelelektrophoreseapparatur 

 Thermomixer   Eppendorf   Hamburg 

 TRIO Thermoblock  Biometra   Göttingen 

 Roller SRT1   Stuart Scientific  Manchester, UK 

 Wasserbad 1083  GFL    Burgwedel 

 Victor 1420 Multilabel  Wallac    Turku, Finland 

Counter  

 Zellkulturwerkbank  Gelaire    Meckenheim 

 Zentrifugen   Avanti™30/Allegra 21R Beckman Coulter 
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2.10 Verbrauchsmaterialien 

 Hyperfilm ECL   Amersham Pharmacia Freiburg 

 Immobilon™-P  Millipore   Bedford, USA 

 Mini-PROTEAN TGX BioRad   München 

Precast Gel 

 PVDF-Membran  Millipore   Eschborn 

 Whatman Filterpapier  Whatman   Maidstone, UK 

 Zellkulturflaschen 75 cm
2
  Greiner   Frickenhausen 

 Zellkulturflaschen 25 cm
2
 Greiner   Frickenhausen 

 Zellkulturtestplatten   Greiner   Frickenhausen 

96-Loch Flachboden, klar 

 

2.11 Software 

2.11.1 Programme 

 CellQuest Software, Becton Dickinson, Heidelberg 

 Image J, National Institutes of Health, Bethesda, USA 

 Lucia G Version 4.80, Laboratory Imaging s.r.o., Prag, CZ 

 NIS-Elements D2-30, Nikon 

 SigmaPlot 12, Systat Software Inc., San Jose, USA 

 Zotero 4.0, George Mason University, Fairfax, USA 

2.11.2 Datenbanken 

 http://www.ensembl.org 

 http://expasy.org 

 http://www.ncbi.nlm.nih.gov 

 http://www.dsmz.de 
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2.12 Kultivierung und Passagieren der Urothelkarzinomzellen 

Zur Kultivierung der Urothelkarzinom-Zelllinien diente Dulbecco’s Modified Eagle Medium 

(DMEM), welches mit 10 % hitzeinaktiviertem fetalem Kälberserum (FCS) versetzt wurde. 

Die Zellen wurden mit je 12 ml Medium bei 37 °C, 5 % CO2 und 95 % 

Wasserdampfsättigung in 75 cm
2
-Zellkulturflaschen inkubiert. Zum Passagieren wurden die 

Zelllinien nach Absaugen des Mediums mit je 2 ml 0,25%igem Trypsin/EDTA pro 75 cm
2 

Zellkulturflasche bei 37 °C inkubiert, um eine Ablösung von der Gefäßwand zu ermöglichen. 

Nach Ablösung wurde 4 ml Medium hinzugefügt, resuspendiert und die Suspension anteilig 

in ein neues Gefäß überführt. 

2.12.1 Zellzählung 

Die anschließende Zellzählung erfolgte manuell mittels Neubauer-Zählkammer. Hierzu 

wurden pro Zelllinie 50 l Zellsuspension mit 50 l Trypanblau (0,25 %) versetzt, um 

abgestorbene Zellen zu erkennen. Von dieser Suspension wurden 10 µl in die Zählkamer 

pipettiert und mikroskopisch drei große Quadrate ausgezählt. Aus den ermittelten Zellzahlen 

pro Quadrat wurde der Mittelwert gebildet, welcher anschließend zur Ermittlung der 

Gesamtzellzahl pro Milliliter verwendet wurde. 

Zellzahl = Mittelwert der ermittelten Zellzahlen pro Großquadrat x Verdünnung x 10 000 

2.12.2 Kryokonservierung und Rekultivierung der Urothelkarzinom-Zelllinien 

Die für die Kryokonservierung bestimmten Zellen wurden zunächst für 5 min bei 1000 rpm 

zentrifugiert. Der Überstand wurde abgenommen und das Pellet in FCS mit 10 % DMSO 

resuspendiert. Um eine Penetration des DMSO in die Zellen zu ermöglichen, wurden diese für 

5 min bei Raumtemperatur inkubiert. Es folgte eine 24-stündige Lagerung bei -20 °C. Die 

Langzeitlagerung erfolgte in Stickstoff. 

Zur Rekultivierung wurden die Kryoröhrchen mit den Zellen möglichst kurz in einem 

Wasserbad bei einer Temperatur von 37 °C inkubiert und der DMSO-haltige Überstand 

abzentrifugiert. Anschließend wurden die Zellen in frischem Medium resuspendiert und 

mehrere Tage unter Standardbedingungen kultiviert. 

Um eine Kontamination mit Mykoplasmen auszuschließen, wurden die Zellen nach jedem 

Auftauen mittels PCR auf Mykoplasmen getestet. 
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2.12.3 Mykoplasmentest 

Für den Mykoplasmentest wurden nach mehrtägigem adhärentem Zellwachstum pro 

Zellkulturflasche 250 µl Überstand entnommen und erhitzt. Für die PCR-Reaktion wurden 

2 µl der jeweiligen Probe eingesetzt. H2O diente als Negativkontrolle. Die Positivkontrolle 

wurde in einer Verdünnung von 1:40 eingesetzt. Der Reaktionsansatz für die PCR ist in der 

nachfolgenden Tabelle dargestellt (siehe Tabelle 2.8). 

Tabelle 2.8: Reaktionsansatz für die Mykoplasmen-PCR. Das Gesamtvolumen pro Ansatz beträgt 50 µl. Pro 

PCR werden 34 Zyklen durchlaufen. 

 

Der anschließende PCR-Lauf wurde unter den in der Tabelle aufgeführten Bedingungen 

durchgeführt (siehe Tabelle 2.9). 

Tabelle 2.9: Bedingungen eines PCR-Zyklus. Dargestellt sind die einzelnen Schritte eines PCR-Zyklus mit 

Temperatur, Dauer und der jeweiligen Funktion.  

 

Im Anschluss an die PCR erfolgte die Auftragung auf ein 1%iges Agarosegel mit 

anschließender Gelelektrophorese. Die auf Mykoplasmen hinweisende Bande besitzt eine 

Größe von 265 bis 278 bp. 
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2.12.4 Behandlung der Urothelkarzinom-Zelllinien mit Inhibitoren 

Die medikamentöse Behandlung der Zelllinien erfolgte einmalig 24 h nach Aussaat. 

Dimethylsulfoxid (DMSO) diente als Lösungsmittel für alle eingesetzten Inhibitoren. Die 

Konzentrationen der Stocklösungen betrugen 13,9 mM (Tubacin), 50 mM (ST-80), 26,9 mM 

(Tubastatin A), 17,1 mM (17-AAG), 200,2 mM (Bortezomib) und 10 mM (SAHA). Für die 

Experimente wurde die jeweilige Substanz mit der entsprechenden Menge Dulbecco’s 

Modified Eagle Medium (DMEM) auf die gewünschte Konzentration verdünnt. 

Der Histondeacetylase-6-Inhibitor Tubacin wurde in Konzentrationen von 0,5 µM bis 10 µM 

eingesetzt. Analog erfolgte die Behandlung mit den HDAC-Inhibitoren Tubastatin A 

Hydrochlorid und ST-80 in Konzentrationen von 0,05 µM bis 10 µM bzw. 0,1 µM bis 

100 µM. Neben den HDAC6-Inhibitoren wurden die Zellen außerdem mit dem HSP90-

Inhibitor 17-AAG und dem Proteasominhibitor Bortezomib in Konzentrationen von 0,01 µM 

bis 10 µM sowie von 1 nM bis 1 µM behandelt. Bei den Vitalitätstests wurde als 

Positivkontrolle der Pan-HDAC-Inhibitor Suberoylanilid-Hydroxamsäure (SAHA) in einer 

Konzentration von 10 µM eingesetzt, bei der er stark zytotoxisch wirkt. Als 

Lösungsmittelkontrolle wurde DMSO eingesetzt.  

Um Reproduzierbarkeit zu gewährleisten, wurden die Experimente zwei- bis dreimal 

wiederholt. Für jeden einzelnen Ansatz wurden Vierfachwerte gewählt.  

 

2.13 Präparation von Nukleinsäuren aus humanen Zellen 

2.13.1 RNA-Extraktion aus humanen Zellen mittels Trizol-Reagenz 

Um die gesamte RNA inklusive der microRNAs isolieren zu können, wurde eine Präparation 

der RNA aus den Urothelkarzinom-Zelllinien mittels Trizol-Reagenz des Herstellers 

Invitrogen durchgeführt. Zunächst wurden die Zellen bis zur gewünschten Konfluenz in 

10 cm
2
-Zellkulturschalen kultiviert. Nach Absaugen des Mediums erfolgte ein einmaliges 

Waschen der Zellen mit 2 ml kaltem PBS pro Schale. Für die Zelllyse wurden die Zellen mit 

1 ml Trizol pro 10 cm
2
- Schale für 5 min inkubiert. Das Lysat wurde in ein Eppendorfgefäß 

pipettiert und resuspendiert. Zu dem Lysat wurde pro 1 ml Trizol 200 l Chloroform 

hinzugegeben, das Reaktionsgefäß 5 sec gevortext und anschließend für ca. 15 sec kräftig 

geschüttelt. Anschließend wurde die Lösung 3 min bei Raumtemperatur inkubiert und bei 

10.000 g bei 4 °C für 30 min zentrifugiert, um eine Phasenseparation zu ermöglichen. Die 
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entstehende obere wässrige Phase mit der RNA wurde nach der Zentrifugation in ein neues 

Eppendorfgefäß überführt und mit 2-fachem Volumen 100%igem Ethanol pro 1 ml Trizol 

versetzt. Nach 10-minütiger Inkubation bei Raumtemperatur erfolgte eine erneute 

Zentrifugation bei 10.000 g bei 4 °C für 10 min. Der hierbei entstehende Überstand wurde 

abgekippt und das übrig gebliebene RNA-Präzipitat mit 250 µl 75%igem Ethanol pro 1 ml 

Trizol gewaschen. Anschließend wurde eine erneute Zentrifugation für 10 min bei 4 °C bei 

7500 g durchgeführt und der Überstand mittels Pipette möglichst vollständig entfernt. Das 

verbleibende Pellet wurde für 10 min im Heizblock getrocknet. Eine vollständige 

Austrocknung wurde hierbei vermieden, um ein Ablösen des Pellets vom Boden des Greiner-

Röhrchens zu verhindern. Im letzten Schritt wurde das Pellet mit 20 µl RNAse-freiem H2O 

resuspendiert. Die Lagerung der isolierten RNA erfolgte bei -70 °C.  

2.13.2 RNA-Extraktion aus humanen Zellen mittels RNeasy Mini-Kit 

War keine Isolation der microRNAs erforderlich, wurde die Isolation mit dem RNeasy Mini 

Kit des Herstellers Qiagen durchgeführt, welches Nukleinsäuren ab einer Länge von 200 

Nukleotiden zu extrahieren vermag. Zur Zelllyse wurde der dem Kit zugehörige RTL-Puffer 

verwendet. Die Weiterbehandlung erfolgte nach Herstellerangaben. Als Elutionsvolumen 

wurden 30 µl RNase-freies Wasser gewählt.  

2.13.3 Ermittlung der RNA-Konzentration 

Zur Konzentrationsbestimmung der isolierten RNA wurde ein Nanodrop-Gerät verwendet. 

Parallel wurde die optische Dichte (OD) bei 280 und 260 nm gemessen, um die 

Nukleinsäuren auf Proteinkontamination untersuchen zu können. Eine Wellenlänge von 

260 nm stellt das Absorptionsmaximum für RNA dar, wohingegen Proteine ein Maximum 

von 280 nm besitzen. Durch Bildung des Quotienten OD260/OD280 kann somit auf die Reinheit 

der Nukleinsäuren geschlossen werden, welcher bei geringer Kontamination zwischen 1,8 und 

2,1 liegt. Für die Messung wurde jeweils 1 µl RNA-Lysat aufgetragen. Als Leerwert diente 

Aqua dest.  

 

2.14 RT-PCR 

2.14.1 Reverse Transkription mittels QuantiTect Reverse Transcription Kit  

Bei der Reversen Transkription erfolgt die Umwandlung von RNA zu cDNA mittels Reverser 

Transkriptase. Für die Reverse Transkription wurde das QuantiTect Reverse Transcription Kit 
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des Herstellers Qiagen verwendet. Es wurden 1 µg RNA eingesetzt. Ein DNase-Verdau 

kontaminierender genomischer DNA wurde mit dem im Kit enthaltenen gDNA Wipeout 

Buffer durchgeführt Die Reverse Transkription erfolgte nach Herstellerangaben. Für die 

cDNA-Synthese wurde eine Inkubationszeit von 30 min bei 42 °C gewählt. 

2.14.2 Quantitative Polymerase-Kettenreaktion 

Mithilfe der quantitativen Real-Time Polymerase-Kettenreaktion (qRT-PCR) erfolgt eine 

Amplifikation mit gleichzeitiger Quantifizierung ausgewählter DNA-Abschnitte in Echtzeit, 

also während der PCR-Reaktion. Die Vervielfältigung der DNA wird durch eine 

thermostabile DNA-Polymerase, der Taq-Polymerase, katalysiert. Als Startpunkte für die 

Polymerase dienen synthetisch hergestellte Oligonukleotide, sogenannte Primer. Diese sind 

komplementär zu den DNA-Abschnitten, welche den zu amplifizierenden Bereich begrenzen, 

und ermöglichen der Polymerase eine Synthetisierung komplementärer DNA-Stränge in 5„-

3„-Richtung.  

Ein PCR-Zyklus besteht aus den Schritten Denaturierung, Annealing der Oligonukleotid-

Primer und der Elongation des Tochterstrangs (siehe Tabelle 2.10). 

Tabelle 2.10: PCR-Bedingungen während eines Zyklus.  

 

Die Quantifizierung der amplifizierten DNA-Abschnitte wird durch einen in die 

doppelsträngige DNA interkalierenden Fluoreszenzfarbstoff ermöglicht, in dieser Arbeit 

SYBRGreen des Herstellers Qiagen. Die Fluoreszenz wird nach jedem PCR-Zyklus 

gemessen. Hierbei steigt die Fluoreszenzintensität proportional zur amplifizierten DNA-

Menge an. SYBRGreen besitzt eine Anregungswellenlänge von 494 nm sowie eine 

Emissionswellenlänge von 521 nm. Die Messungen erfolgten in Mikrotiterplatten am ABI 

7900HT. 

Der zeitliche Ablauf einer Real-Time-PCR wird graphisch in einem zweidimensionalen 

Koordinatensystem dargestellt, wobei die Abszisse die Zyklenanzahl und die Ordinate die 

Fluoreszenzintensität angibt. Die PCR-Kurve beginnt mit einer Darstellung der 
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Grundfluoreszenz. Es folgt die exponentielle Wachstumsphase mit Quantifizierung der 

jeweiligen PCR-Produkte. Durch zunehmende PCR-Produkt-Anzahl und Erschöpfung von 

Nukleotiden und Primern kommt es nach einer gewissen Zyklenanzahl zu einer 

Plateaubildung. Die Hintergrundfluoreszenz wird zur Festlegung einer sogenannten Basislinie 

oder „threshold“ genutzt. Unterhalb dieser Linie ist die Fluoreszenz der Reaktion nicht von 

der Hintergrundfluoreszenz des Farbstoffs zu unterscheiden. Je nach DNA-Gehalt ist eine 

unterschiedliche Anzahl PCR-Zyklen nötig, um die Intensität der Fluoreszenz so zu steigern, 

dass der Schwellenwert überschritten wird. Bei hohem Ausgangswert des gesuchten PCR-

Produktes werden dementsprechend nur wenige Zyklen bis zur threshold-Überschreitung 

benötigt. Dieser Schnittpunkt von Basislinie und PCR-Kurve wird als CT-Wert („threshold-

cycle“) bezeichnet [183]. Am Ende der PCR folgt eine Schmelzkurvenanalyse, bei der die 

DNA durch kontinuierliche, langsame Temperaturerhöhung von 50 °C auf 95 °C 

aufgeschmolzen wird. Die Doppelstrangstruktur der jeweiligen DNA-Fragmente denaturiert 

hierbei bei einer für sie spezifischen Schmelztemperatur. Die DNA-Aufschmelzung wird von 

einer kontinuierlichen Fluoreszenzmessung begleitet. Bei Entstehung von zwei DNA-

Einzelsträngen wird SYBRGreen I freigesetzt, was eine Fluoreszenzabnahme zur Folge hat. 

Eine Unterscheidung zwischen spezifischen PCR-Produkten und unspezifischen 

Primerdimeren wird durch deren unterschiedliche Schmelzpunkte ermöglicht, welche je nach 

Produktgröße variieren. Das zu detektierende Produkt stellt sich als scharfer Peak dar, wobei 

mit steigender Produktmenge die Amplitude des Peaks zunimmt. 

Die qRT-PCR wurde mit dem QuantiTect SYBR Green RT-PCR Kit des Herstellers Qiagen 

durchgeführt. Für den Nachweis von HDAC6 und HDAC10 wurde ein entsprechender 

QuantiTect Primer Assay desselben Herstellers verwendet. Als Referenzgen diente das 

TATA-Box-bindende Protein (TBP). Dieses wurde mit eigens synthetisierten forward- und 

reverse-Primern nachgewiesen. Zunächst wurde ein Mastermix mit den qRT-PCR-

Komponenten hergestellt (siehe Tabelle 2.11 und Tabelle 2.12) und jeweils 24 µl pro 

Vertiefung in der Mikrotiterplatte vorgelegt. Anschließend wurde die cDNA hinzugegeben.  
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Tabelle 2.11: Komponenten der qRT-PCR zum Nachweis von HDAC6 und HDAC10 mittels QuantiTect 

Primer Assay. 

 

 

Tabelle 2.12: Komponenten der qRT-PCR zum Nachweis von TBP.  

 

Für jede Messung wurden Zweifachwerte angesetzt. Der Reaktionsansatz wurde vermischt 

und für 2 min bei 1000 rpm zentrifugiert. Nach Bestimmung der CT-Werte wurde die relative 

Genexpression durch das Verhältnis von Zielgen zu Haushaltsgen bestimmt.  

 

2.15 Proteinanalyse-Verfahren 

2.15.1 Herstellung von Proteinlysaten für die SDS-Gelelektrophorese 

Zur Präparation von Proteinlysaten wurden die Urothelkarzinomzellen zunächst in 10 cm-

Schalen bis zur gewünschten Konfluenz kultiviert. Nach Absaugen des Mediums und 

einmaligem Waschen mit 2 ml PBS wurden die Zellen durch Zugabe von 200 l RIPA-Puffer 

inklusive 10 µl/ml Proteaseinhibitor-Cocktail (Sigma-Aldrich) und 10 µl/ml 

Phosphataseinhibitor-Cocktail 3 (Sigma-Aldrich) 30 min auf Eis lysiert. Anschließend 

wurden die Zellen mittels Zellschaber abgelöst und in ein Eppendorfgefäß überführt. Nach 

Homogenisierung der Zellen mithilfe einer 20 G-Kanüle wurde das Lysat für 10 min bei 
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13200 rpm und 4 °C zentrifugiert. Der hierdurch gewonnene Überstand wurde in ein neues 

1,5 ml Reaktionsgefäß überführt und bis zur weiteren Verwendung bei -70 °C eingefroren. 

Das durch die Zentrifugation entstandene Pellet wurde verworfen. 

2.15.2 Proteinkonzentrationsbestimmung nach Bradford 

Die Messung des Proteingehaltes der isolierten Proteine erfolgte mit dem Pierce BCA
TM

 

Protein Assay Kit mittels der kolorimetrischen Methode nach Bradford. Hierbei macht man 

sich zunutze, dass der Triphenylmethanfarbstoff Coomassie ® Brilliant Blue G-250 (CBBG) 

in saurer Lösung an basische und aromatische Aminosäurereste, insbesondere Arginin, bindet. 

Durch diese Bindung verändert sich das Absorptionsmaximum des Farbstoffs, was einen 

Farbumschlag zur Folge hat. Während die ungebundene kationische Form eine maximale 

Absorption bei ca. 465 nm aufweist, wird durch die Proteinbindung und der hierdurch 

folgenden Deprotonierung ein Absorptionsmaximum von 595 nm erreicht. Diese Absorption 

kann photometrisch gemessen werden und ist abhängig von der jeweiligen 

Proteinkonzentration. 

Als Standard diente in RIPA-Puffer verdünntes Rinder-Serumalbumin (BSA). Die 

Stammlösung lag in einer Konzentration von 2 mg/ml vor. Aus dieser wurde eine 

Standardreihe in Konzentrationen von 2 mg/ml bis 32 µg/ml hergestellt. Die Proteinproben 

wurden zunächst entsprechend des zu erwartenden Proteingehaltes verdünnt und 10 µl von 

jedem Proteinlysat als Doppelwert in eine 96-Loch-Platte pipettiert. Gemäß Herstellerangaben 

wurden anschließend 200 l der in einem Verhältnis von 50:1 vermischten Reagenzien A und 

B in jede Vertiefung gegeben und die Mikrotiterplatte bei 37 °C für 30 min inkubiert. 

Anschließend folgte die Absorptionsbestimmung mittels ELISA-Reader.  

2.15.3 Western-Blot 

2.15.3.1 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese 

Die Auftrennung der Proteine anhand ihres Molekulargewichts erfolgte in vertikalen 

Gelkammern mittels SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-Page). SDS bindet an 

Aminosäurereste der Proteine. Hierdurch werden die Proteine denaturiert und deren Ladungen 

überdeckt, so dass eine alleinige Auftrennung nach Proteingröße möglich wird. Der negativ 

geladene SDS-Protein-Komplex wandert im elektrischen Feld zum Pluspol, der Anode, wobei 

kleine Proteine aufgrund des Molekularsiebeffektes eine kürzere Wanderungsstrecke 

aufweisen als größere Proteine. 
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Für die Elektrophorese wurden Fertiggele des Herstellers BioRad verwendet, welche aus 

einem Sammel- und einem Trenngel zusammengesetzt sind. Die Auftrennung 

niedermolekularer Proteine erfolgte mit selbst gegossenen 15%igen Gelen (siehe Tabelle 

2.13). TEMED wurde bei der Herstellung von Sammel- und Trenngel jeweils als letztes 

hinzugesetzt, da nach Zugabe von TEMED zeitnah die Polymerisation beginnt. Für die 

Herstellung der Gele wurde eine Gießvorrichtung des Herstellers BioRad verwendet. Das 

Trenngel wurde zwischen zwei Glasplatten gegossen und mit 100%igem Ethanol 

überschichtet. Anschließend erfolgte eine Polymerisation für 30 min bei Raumtemperatur, 

bevor das Ethanol abgegossen und Sammelgel auf das angetrocknete Trenngel pipettiert 

wurde. In das Sammelgel wurde ein Probenkamm gesteckt. Nach einer erneuten 

Inkubationszeit von 15 min konnte das Gel für die Elektrophorese verwendet werden. 

Tabelle 2.13: Zusammensetzung des 5%igen Sammelgels und des 15%igen Trenngels für die Western-Blot-

Analyse. 

 

Für die Elektrophorese wurden je nach erwartetem Proteingehalt 10 bis 30 µg Protein pro 

Probe eingesetzt, welche mit einem entsprechenden Volumen 6 x Laemmli-Probenpuffer und 

RIPA-Puffer versetzt wurden. Dabei dienten 10 l Prestained Protein Ladder (Fermentas) als 

Größenstandard. Die anschließende elektrophoretische Auftrennung erfolgte bei 100 bis 

150 V für ca. 60 bis 80 min auf Eis. 

2.15.3.2 Blotting 

Durch Elektrotransfer wurden die durch Elektrophorese aufgetrennten Proteine auf eine 

Polyvinylidenfluorid-Membran (PVDF-Membran) transferiert. Diese wurde zuvor für 5 min 

mit 100%igem Methanol inkubiert, um die Proteinbindungsstellen der Membran zu 

aktivieren. Das anschließende Blotten erfolgte in Blotting Puffer bei 180 mA für 60 bis 



2 Material und Methoden   44 

 

95 min auf Eis. Nach dem Proteintransfer wurde die Membran je nach Primärantikörper mit 

Magermilch oder BSA inkubiert, welches in TBS mit 0,1 % Tween 20 gelöst war. Die 

Inkubationszeit betrug mindestens 1 Stunde auf dem Schüttler, um ein Blockieren 

unspezifischer Bindungsstellen zu ermöglichen. Nach dem Blocken wurde die Membran mit 

einem spezifischen Primärantikörper schüttelnd inkubiert. Zur Entfernung von ungebundenen 

Antikörpern folgte ein dreimaliges Waschen der Membran auf dem Schüttler in 0,1 % TBS-T 

für die Dauer von jeweils 10 min. Anschließend wurde die Membran mit einem 

Meerrettichperoxidase-gekoppelten Sekundärantikörper inkubiert. Nach einstündiger 

Inkubation mit dem Sekundärantikörper wurde erneut dreimal für jeweils 10 min mit 0,1 % 

TBS-T gewaschen.  

Die Antikörper-spezifischen Verdünnungen und Inkubationszeiten sind den Tabellen in 

Abschnitt 2.7 zu entnehmen.  

2.15.3.3 Immundetektion 

Die Immundetektion erfolgte mit dem ECL
TM

 Advanced Western Blotting Detection Kit von 

GE Healthcare. Hierfür wurden je 300 l der Reagenzien A und B miteinander vermischt und 

die Membran 30 sec darin inkubiert. Danach folgte die luftblasenfreie Verpackung in einer 

Filmkassette mit anschließender Exposition gegen Chemolumineszenzfilme in der 

Dunkelkammer. Die Belichtungsdauer lag je nach Signalstärke des Antikörpers zwischen 

5 sec und 30 min. Entwicklung und Fixierung erfolgten mittels Entwicklermaschine.  

2.15.3.4 Stripping der Western-Blot-Membranen 

Um Proteine ähnlicher Größe auf der Membran darstellen zu können, musste die Membran 

von den jeweils zuvor gebundenen Antikörpern gereinigt werden. Hierfür wurde die 

Membran zweimal 10 min lang in einer „milden Stripping-Lösung“ inkubiert, wobei die 

Stripping-Lösung für die zweite Inkubation ausgewechselt wurde. Anschließend erfolgte ein 

zweimaliger Waschschritt mit 0,1%igem TBS-T-Puffer für eine Dauer von jeweils 10 min. 

Die gestrippte Membran wurde dann erneut blockiert und mit einem neuen Primärantikörper 

inkubiert. 

 

2.16 Immunzytochemie 

Mithilfe der immunzytochemischen Analyse kann die intrazelluläre Lokalisation von 

Proteinen in Zellen oder Geweben bestimmt werden. Hierbei bindet ein Primärantikörper 
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spezifisch an ein Epitop des gesuchten Proteins. An diesen bindet wiederum ein 

Sekundärantikörper, welcher mit einem Fluoreszenzfarbstoff markiert ist und unter dem 

Mikroskop sichtbar wird.  

2.16.1 Probenvorbereitung 

Zunächst wurden die Zellen auf autoklavierten Deckgläschen in einem 6-Well-Format in einer 

Zellzahl von 250 000 Zellen pro Well ausgesät. Die Zellen wuchsen über Nacht adhärent an. 

2.16.2 Immunzytochemische Färbung 

Am nächsten Tag wurden die auf den Deckgläschen angewachsenen Zellen einmalig mit PBS 

gewaschen und mit 4%igem Formaldehyd fixiert, welches zuvor in PBS entsprechend 

verdünnt worden war. Nach einer Inkubationszeit von 30 min bei Raumtemperatur wurde das 

Formaldehyd wieder abgenommen und die Zellen zweimal mit PBS gewaschen. Es folgte 

eine Permeabilisierung der Zellmembran mittels dreiminütiger Inkubation mit 0,5%igem 

Triton-X-100. Dieses wurde anschließend in einem zweifachen Waschschritt mit PBS 

entfernt. Um unspezifische Antikörper-Bindungsstellen zu blockieren, wurden die Zellen nach 

dem Waschen für mindestens 30 min in 1%igem BSA in PBS inkubiert. Anschließend 

wurden die Zellen pro Deckglas mit 50 µl Primärantikörperlösung versetzt und für 1 h bei 

Raumtemperatur inkubiert. Der HDAC6-Primärantikörper wurde in einer Verdünnung von 

1:100 eingesetzt. Die nach Ablauf der Inkubationszeit noch ungebundenen Antikörper wurden 

in einem dreifachen Waschschritt mit PBS entfernt. Nach dem Waschen folgte die Inkubation 

mit einem Fluorescein-Isothiocyanat-(FITC)-Sekundärantikörper. Parallel dazu wurde mit 

TRITC-Phalloidin inkubiert, um eine F-Aktin-Färbung zu ermöglichen. Die 

Sekundärantikörper wurden zuvor in 1%igem BSA verdünnt. Der FITC-Antikörper wurde in 

einer Verdünnung von 1:50 und TRITC-Phalloidin in einer Verdünnung von 1:1000 

eingesetzt, wobei das Gesamtvolumen der Antikörperlösung 50 µl betrug. Die Inkubation 

erfolgte 1 h im Dunkeln bei Raumtemperatur, um ein Ausbleichen der Farbstoffe zu 

verhindern. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde erneut dreifach mit PBS gewaschen. Es 

folgte eine 5-minütige Inkubation im Dunkeln mit DAPI-Lösung, um die DNA der Zellen 

anzufärben. Die Stockkonzentration der DAPI-Lösung (1 mg/ml) wurde hierfür 1:1000 

verdünnt. Daraufhin wurde erneut zweimal mit PBS gewaschen und die Deckgläschen an der 

Luft bei Raumtemperatur getrocknet. Nach Antrocknen der Deckgläschen wurden diese in 

Vectashield luftblasenfrei auf Objektträger eingedeckelt und fixiert. Die Lagerung der 

Objektträger erfolgte bei 4 °C. Die Auswertung erfolgte mit dem Mikroskop Nikon Eclipse 

400 und der Software NIS-Elements D2-30.  
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2.17 siRNA-Transfektion 

Mittels Transfektion ist ein Einschleusen von Nukleinsäuren in ausgewählte Zellen möglich. 

Für die Transfektion wurde eine HDAC6-spezifische ON-TARGETplus SMARTpool siRNA 

von Thermo Scientific Dharmacon verwendet, welche laut Herstellerangaben eine Inhibition 

von mindestens 75 % auf mRNA-Ebene aufweist. Die Aufbereitung der siRNA erfolgte nach 

Herstellerangaben. Für die Stocklösung wurde eine Konzentration von 20 µM gewählt. Als 

Negativkontrolle diente ein ON-TARGETplus Non-targeting Control Pool, welche ebenfalls 

von Thermo Scientific Dharmacon bezogen wurde. Diese wurden in einer Konzentration von 

50 nM eingesetzt. 

Transfiziert wurde mit Hilfe des RNAiMAX Lipofectamins, welches von dem Hersteller 

Invitrogen bezogen wurde. Durch Vermengung des Lipofectamins mit der siRNA bilden sich 

Komplexe aus den im Lipofectamin enthaltenen Lipidmolekülen und den einzuschleusenden 

Nukleinsäuren aus. Diese Liposomen fusionieren mit der Zellmembran der Zielzellen und 

ermöglichen so eine Aufnahme der siRNA in die Zellen. 

2.17.1 Vorversuche 

Da keine Herstellerangaben hinsichtlich einzusetzender Konzentration und Inkubationszeit 

vorlagen, wurden siRNA-Konzentrationen von 10 und 50 nM, sowie die Inkubationszeiten 

48 h und 72 h ausgetestet und der Effekt sowohl auf mRNA- als auch auf Proteinebene mittels 

quantitativer RT-PCR und Western-Blot-Analyse ermittelt.  

2.17.2 Transfektion 

Zunächst wurden die zu transfizierenden Zellen in einem 6-Well-Format in einer Zellzahl von 

2,0 bis 2,5 x 10
5
 Zellen pro Well ausgesät und eine Nacht unter Standardbedingungen 

inkubiert. Das Volumen des eingesetzten Mediums betrug 2 ml pro 6-Well. Die Transfektion 

wurde am Folgetag durchgeführt, wobei der zeitliche Abstand zwischen Aussaat und 

Transfektion so gering wie möglich gehalten wurde, um ein optimales Transfektionsergebnis 

zu erzielen. Für die Transfektion wurde die siRNA mit Opti-MEM auf die gewünschte 

Endkonzentration verdünnt. Das Volumen betrug nach Empfehlung des Herstellers Invitrogen 

250 µl. In einem weiteren Reaktionsansatz wurden 5 µl Lipofectamin mit 245 µl Opti-MEM 

versetzt. Die beiden Reaktionsansätze wurden miteinander vermischt und 20 min bei 

Raumtemperatur inkubiert. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden je 500 µl pro Well 

tröpfchenweise auf die Zellen gegeben, um eine endozytotische Aufnahme zu ermöglichen.  
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2.18 Funktionelle Analysen 

2.18.1 Vitalitätstests 

2.18.1.1 Aussaat und Behandlung der Zellen für Vitalitätstests 

Für die Durchführung von Vitalitätstests wurden die Zellen zunächst in einem Volumen von 

100 µl pro Well in weißen 96-Loch-Zellkulturplatten ausgesät. Langsam wachsende 

Zelllinien (RT-112, 5637) wurden in einer Dichte von 4 x 10
3
 Zellen pro Vertiefung ausgesät, 

schnell wachsende Zelllinien (639v, VmCub1, BFTC905, Umuc3, T-24, 253J) in einer Dichte 

von 3 x 10
3
 Zellen, um eine ähnliche Konfluenz zu erhalten. Eine medikamentöse Behandlung 

wurde einen Tag nach Aussaat durchgeführt. Die jeweiligen Substanzen wurden mit dem 

Lösungsmittel DMSO auf die gewünschten Endkonzentrationen verdünnt. Für jede 

Konzentration wurden Vierfachwerte angesetzt. Das eingesetzte Volumen betrug 50 µl pro 

Vertiefung. Um nach der Lumineszenzmessung mittels Luminometer die 

Hintergrundlumineszenz von den gemessenen Werten subtrahieren zu können, wurde in vier 

Vertiefungen jeweils 100 l reines Medium gegeben. Zudem wurden Zellen aus vier 

Vertiefungen ausschließlich mit dem Lösungsmittel DMSO behandelt, um einen 

zytotoxischen Effekt des Lösungsmittels auf die Zellen ausschließen zu können. Die 

eingesetzte DMSO-Menge entsprach hierbei der höchsten Konzentration, in der das jeweilige 

Medikament eingesetzt wurde, wobei die DMSO-Verdünnung mindestens 1:1000 betrug, um 

einen zytotoxischen Effekt sicher ausschließen zu können. 

2.18.1.2 CellTiter-Glo® Luminescent Cell Viability Assay 

Dieser Assay erlaubt eine Bestimmung des ATP-Gehaltes von metabolisch aktiven Zellen und 

somit indirekt eine Quantifizierung lebender Zellen. Nach Zugabe des Reagenz wird ATP 

durch Zelllyse freigesetzt. Gleichzeitig werden endogene ATPasen inhibiert, so dass sich die 

ermittelte Gesamt-ATP-Menge proportional zu der Anzahl vitaler Zellen verhält. Die in dem 

Reagenz enthaltene thermostabile Luziferase vermag nun unter der Anwesenheit von 

Magnesium und Sauerstoff die Monooxygenierung von Luziferin zu Oxyluziferin zu 

katalysieren. Bei dieser Reaktion entsteht ein Lumineszenzsignal, welches mittels 

Luminometer gemessen werden kann. In Abb. 2.1 ist das Reaktionsschema der Luziferase-

Reaktion dargestellt. 
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Abb. 2.1: Reaktionsschema der Luziferase-Reaktion im Rahmen des CellTiter-Glo Lumineszenz 

Vitalitätstests. Hierbei katalysiert die Luziferase unter Anwesenheit von ATP, Magnesium und Sauerstoff die 

Monooxygenierung von Luziferin zu Oxyluziferin. AMP: Adenosinmonophosphat; ATP: Adenosintriphosphat; 

CO2: Kohlenstoffdioxid; O2: Sauerstoff; PPi: Pyrophosphat 

Vor Durchführung des Tests wurde eine 30-minütige Equilibrierung der 96-Loch-Platten bei 

Raumtemperatur durchgeführt. Der CellTiter-Glo-Puffer wurde in einem Verhältnis von 1:1 

in das lypophilisierte CellTiter-Glo-Substrat überführt. Von dem nun entstandenen CellTiter-

Glo-Reagenz wurde nach Ablauf der Equilibrierungszeit ein 1-faches Volumen in jede 

Vertiefung pipettiert. Die Zellen wurden dann 2 min bei Raumtemperatur auf dem Schüttler 

inkubiert, um eine gleichmäßige Zelllyse mit ATP-Freisetzung und anschließender 

Luziferase-Reaktion zu ermöglichen. Es folgte eine 30-minütige Inkubation bei 

Raumtemperatur zur Stabilisierung des Chemolumineszenzsignals. Die Messung der 

Lumineszenz wurde am Victor Counter mit der Testwellenlänge 570 nm und der 

Referenzwellenlänge 630 nm durchgeführt.  

2.18.2 Durchflusszytometrie 

Mit der Durchflusszytometrie ist unter anderem eine Analyse von Zellen bezüglich 

Zellzyklus, Apoptoseinduktion, Größe oder Granularität möglich. Diese wurde mit dem 

FACS Scan (fluorescence activated cell sorting) von Becton Dickinson durchgeführt. Hierbei 

werden die Zellen zunächst in einem Flüssigkeitsstrom durch Erhöhung der 

Flussgeschwindigkeit vereinzelt und an einem Laserstrahl vorbeigeleitet. Bei Auftreffen des 

Laserstrahls auf die Zelle wird Streulicht (light scatter) emittiert, welches von speziellen 

Photozellen erfasst wird. Zum einen ist es möglich, die Laserabsorption in einem 

Vorwärtsstreulicht-Kanal (FSC = forward scatter) zu bestimmen (siehe Abb. 2.2). Das 

Vorwärtsstreulicht nimmt mit wachsendem Zelldurchmesser zu und lässt somit auf die Größe 

einer Zelle schließen. Das Seitwärtsstreulicht hingegen wird in einem 90°-Winkel zum 

Einfallslichtstrahl gemessen und spiegelt hauptsächlich die Granularität einer Zelle wieder. 

Hierbei verhält sich das Seitwärtsstreulicht zur Zellgranularität proportional [184, 185]. 
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Abb. 2.2: Dot-Plot-Diagramm. Auf der Abszisse ist das Vorwärtsstreulicht (forward scatter: FSC) und auf der 

Ordinate das Seitwärtsstreulicht (sideward scatter: SSC) dargestellt. Quelle: eigene Darstellung 

Zudem ist es mittels FACS-Analyse möglich, die in einer Probe vorhandenen apoptotischen 

und nekrotischen Zellen mittels Annexin V-Markierung und Propidiumjodidfärbung zu 

detektieren. Annexin V, welches an Fluorescein-Isothiocyanat (FITC) gekoppelt vorliegt, 

bindet an Phosphatidylserin (PS). Dieses ist bei vitalen Zellen auf der Innenseite der 

Zellmembran lokalisiert. Geht eine Zelle in die Apoptose, transloziert Phosphatidylserin auf 

die Außenseite der Zellmembran, so dass eine Bindung von Annexin V an Phosphatidylserin 

möglich wird [186]. Um apoptotische von nekrotischen Zellen differenzieren zu können, 

werden die Zellen zusätzlich mit Propidiumjodid gefärbt. Dieses kann lediglich durch die 

durchlässige Zellmembran von nekrotischen Zellen in die Zelle eindringen und in die DNA 

interkalieren. Die apoptotischen Zellen hingegen nehmen zunächst kein Propidiumjodid auf.  

Für die Zellzyklusanalyse werden die Zellsuspensionen mit Nicoletti-Puffer versetzt. Hierbei 

macht man sich zunutze, dass die DNA apoptotischer Zellen durch Endonukleasen gespalten 

wird. Wird nun die Zellmembran durch den hypotonen Nicoletti-Puffer lysiert, geht 

fragmentierte DNA verloren, wohingegen die hochmolekulare DNA weiterhin im Zellkern 

verbleibt. Dieser DNA-Gehalt ist jedoch viel geringer als in nichtapoptotischen Zellen. Das 

im Nicoletti-Puffer enthaltene Propidiumjodid interkaliert in die DNA, so dass der DNA-

Gehalt durchflusszytometrisch erfasst werden kann. Anschließend erhält man eine graphische 

Darstellung der Zellzyklusphasen. Hierbei repräsentiert der G1-Peak die Zellen mit einem 

einfachen und der G2-Peak die Zellen mit einem doppelten Chromosomensatz. Die S-Phase 

befindet sich zwischen den beiden Peaks. Die apoptotischen Zellen werden aufgrund ihres 

verminderten DNA-Gehalts graphisch vor dem G1-Peak dargestellt. 

2.18.2.1 Probenvorbereitung 

Für die FACS-Analyse wurden die Zellen in 6 cm-Schalen in 3 ml Medium ausgesät und eine 

Nacht unter Standardbedingungen inkubiert. Pro Schale wurden 5 x 10
5
 Zellen ausgesät. Für 
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jede Probe wurden Duplikate angefertigt. Einen Tag nach Aussaat wurden die Zellen mit den 

jeweiligen Substanzen behandelt und 48 h lang inkubiert. Hierbei wurden 25 nM Bortezomib, 

5 µM Tubacin und jeweils 10 nM der HDAC6-spezifischen siRNA oder des Non-targeting 

Control Pools eingesetzt. Zudem wurden zwei Ansätze mit DMSO behandelt. Zur 

Vorbereitung der Zellen auf die FACS-Analyse wurde das Medium aus den Schalen 

abgesaugt und in einem separaten Reaktionsgefäß gesammelt. Die Zellen wurden mittels 

Trypsin/EDTA vom Schalenboden abgelöst, die Reaktion mit 2 ml Medium gestoppt und die 

Zellsuspension zusammen mit dem zuvor abgesaugten Medium für 5 min bei 1000 rpm 

zentrifugiert. Der Überstand wurde abgesaugt und das entstandene Pellet mit 1 ml PBS 

resuspendiert, bevor die Zellen bis zur weiteren Verwendung auf Eis gelagert wurden. 

2.18.2.2 Durchführung der FACS-Analyse 

Für die FACS-Analyse wurden die Zellsuspensionen in FACS-Röhrchen überführt. Jede 

Probe wurde hierbei auf zwei Röhrchen aufgeteilt, um eine parallele Messung von Zellzyklus 

und Apoptose zu ermöglichen. Die Proben wurden anschließend 5 min bei 1500 rpm 

zentrifugiert. Zu der einen Hälfte der Proben wurde dann Annexin V-FITC hinzugegeben, 

welches zuvor mit Annexin Binding Puffer und Propidiumjodid (2 µg PI/ 1 ml Puffer) 

vermengt worden war. Die andere Hälfte wurde mit Nicoletti-Puffer versetzt. Für die 

Annexinmessung wurden 10 000 Zellen gezählt. 

2.18.3 Klonogenitätsassay 

Für den Klonogenitätsassay wurden die Zellen in einer 6-Loch-Platte in einer Zellzahl von 

2,5 x 10
5
 Zellen ausgesät. Es folgte eine Inkubation im Brutschrank bei 37 °C und 5 % CO2. 

24 h nach Aussaat wurden die Zellen mit 10 µM Tubacin oder 50 nM Bortezomib behandelt. 

Als Kontrolle diente DMSO. Nach weiteren 24 h wurden pro 6-Loch-Vertiefung je 10 000 

Zellen in 3 10 cm-Schalen überführt. Anschließend wurden die Zellen bis zur annähernden 

Konfluenz der DMSO-Kontrollen inkubiert. Das Medium wurde abgenommen und die Zellen 

drei Minuten lang unter leichtem Schütteln mit 1 ml Kristallviolettlösung pro Schale 

inkubiert. Anschließend wurden die Schalen zweimal mit Wasser ausgewaschen und bei 

Raumtemperatur unter dem Abzug getrocknet. 

2.18.4 Proliferationsassay 

Mit dem Proliferationsassay sollte überprüft werden, inwiefern eine einmalige Zugabe von 

Tubacin, 17-AAG oder Bortezomib die Proliferationsfähigkeit der Urothelkarzinom-

Zelllinien einzuschränken vermag. Hierfür wurden die Zellen in einer Zellzahl von 2,5 x 10
5
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in einem 6-Loch-Format in 2 ml Medium ausgesät. 24 h später wurden die Zellen mit 10 µM 

Tubacin, 1 µM 17-AAG oder 50 nM Bortezomib behandelt, welche zuvor mit Medium auf 

die jeweiligen Konzentrationen verdünnt wurden. Als Kontrolle diente DMSO. Für jede 

Konzentration sowie für die DMSO-Kontrolle wurden Triplikate angesetzt. 48 h nach 

Substanzzugabe wurden die Zellen in einem Verhältnis von 1:1 in eine 10 cm-Schale 

überführt. Die Zellen wurden dann täglich mikroskopisch untersucht und der Zeitpunkt 

vollständiger Konfluenz notiert. Ein Mediumwechsel wurde fünf Tage nach Expansion 

durchgeführt. Bei den mit Bortezomib behandelten Zellen der Linie 639v wurde das Medium 

erst am achten Tag gewechselt, da Bortezomib zu einer sehr starken Reduktion der 

Zellvitalität geführt hatte und den Zellen durch einen Mediumwechsel nicht die Signalstoffe 

entzogen werden sollten. 

2.18.5 Scratch-Assay 

Mittels Scratch-Assay wurde die Migrationsfähigkeit von Urothelkarzinomzellen nach 

medikamentöser HDAC6-Inhibition und siRNA-vermittelter Herunterregulation von HDAC6 

evaluiert. Um den Einfluss von Tubacin auf die Zellmigration bestimmen zu können, wurden 

die Zellen in 24-Loch-Platten als Triplikate in einem Volumen von 500 µl Medium ausgesät. 

Pro Vertiefung wurden 4 x 10
5 

Zellen eingesetzt, um einen ausreichend dichten Zellrasen zu 

erhalten. Die Zellen wurden über Nacht unter Standardbedingungen inkubiert und am 

Folgetag mit 10 µM Tubacin versetzt. Als Negativkontrolle diente DMSO. Nach 24-stündiger 

Inkubation wurde mit einer sterilen 2-200 µl-Pipettenspitze ein glatt begrenzter Spalt durch 

den Zellrasen gezogen und das Medium ausgewechselt, wobei das neue Medium ebenfalls mit 

Tubacin versetzt wurde.  

Die Zellen, welche mit einer HDAC6-spezifischen siRNA transfiziert werden sollten, wurden 

zunächst in einer Zellzahl von 2 x 10
5
 in 6-Loch-Platten ausgesät. Die anschließende 

Inkubation erfolgte unter Standardbedingungen. Am Folgetag wurden die Zellen mit der 

HDAC6-spezifischen siRNA in einer Konzentration von 10 nM inkubiert. Als 

Negativkontrolle diente ein Non-targeting Control Pool. 24 h später wurden die Zellen als 

Triplikate in einer Zellzahl von 120 000 Zellen in ein 24-Loch-Format umgesetzt und weitere 

24 h später ein Spalt durch den Zellrasen gezogen. Das Medium wurde abgesaugt und durch 

neues ersetzt. 

Die Migration der Zellen wurde an definierten Zeitpunkten unter dem Mikroskop kontrolliert 

und dokumentiert.  
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3 Ergebnisse 

3.1 Expressionsprofile der Histondeacetylasen 6 und 10 in Urothelkarzinom-Zelllinien 

auf mRNA-Ebene 

3.1.1 Expressionsprofil von HDAC6 in Urothelkarzinom-Zelllinien 

Um eine genaue Charakterisierung des Expressionsprofils von HDAC6 zu erhalten, wurden 

zehn Harnblasenkarzinom-Zelllinien mit unterschiedlichen Eigenschaften und Phänotypen 

mittels quantitativer RT-PCR analysiert. Die Zelllinien RT-112, J-82, VmCub1, BFTC905, 

RT-4 und HT1376 weisen einen epithelialen Phänotyp auf, wohingegen die Zelllinien T-24, 

253J, Umuc3 und SW1710 zu den mesenchymalen Urothelkarzinom-Zelllinien gezählt 

werden. Neben den Urothelkarzinom-Zelllinien wurden vier urotheliale Primärkulturen (UPs) 

mitgeführt, um die Expressionsmuster der Tumorzelllinien mit denen benigner Zellen 

vergleichen zu können. Die urothelialen Primärkulturen wurden aus Harnleitern von 

Nephrektomiepräparaten gewonnen.  

Um zu überprüfen, ob ein Zusammenhang zwischen der Zelldichte und der HDAC6-

Expression besteht, wurde bei jeder der zehn Urothelkarzinom-Zelllinien eine HDAC6-

Expressionsanalyse von halb- und subkonfluent gewachsenen Zellen durchgeführt. Abb. 3.1 

zeigt die relative HDAC6-Expression der Urothelkarzinom-Zelllinien. Als Referenzgen diente 

das TATA-Box-bindende Protein (TBP).  

Bei der Expressionsanalyse wies ein Großteil der Zelllinien im Vergleich zu dem mittleren 

Expressionsniveau der urothelialen Primärkulturen ähnliche oder erniedrigte HDAC6-

Expression auf. Die niedrigste HDAC6-Expression zeigte sich bei den Zelllinien VmCub1, 

BFTC905 und HT1376. Erhöhte HDAC6-Expression war lediglich bei der Zelllinie 253J 

sowie bei subkonfluenten SW1710-Zellen nachweisbar. Ein Zusammenhang zwischen dem 

morphologischen Phänotyp und der Höhe der HDAC6-Expression bestand nicht, da Zelllinien 

mit epithelialem Phänotyp ein vergleichbares Expressionsniveau aufwiesen wie Zelllinien mit 

mesenchymalem Charakter. 



3 Ergebnisse   53 

 

 

Abb. 3.1:Relative HDAC6-Expression in Urothelkarzinom-Zelllinien (RT-112 bis HT1376) und urothelialen 

Primärkulturen (UP118 bis UP152) nach Normierung auf das Referenzgen TBP. Die Messungen wurden 

jeweils mit Zweifachwerten durchgeführt. Aus diesen wurde das arithmetische Mittel berechnet. Mit den Daten 

der vier urothelialen Primärkulturen wurde das mittlere Expressionsniveau ermittelt. Dieses wurde als Wert 1 

festgesetzt (grüne Linie) und die Expressionswerte der Urothelkarzinom-Zelllinien hierzu in Beziehung gesetzt.  

Auch bezüglich der Konfluenzstadien und der Höhe der HDAC6-Expression ließ sich 

innerhalb der einzelnen Zelllinien kein einheitliches Muster erkennen. In den Zelllinien 

RT-112, T-24, Umuc3, SW1710, J-82, und VmCub1 konnte in den subkonfluenten Stadien 

eine im Vergleich zum halbkonfluenten Stadium höhere Expression nachgewiesen werden, 

wohingegen die Zelllinien 253J, BFTC905, RT-4 und HT1376 ein gegenläufiges Muster 

aufwiesen. Ein eindeutiger Zusammenhang zwischen Konfluenzstadium und HDAC6-

Expressionsniveau konnte somit nicht festgestellt werden. 

3.1.2 Expressionsprofil von HDAC10 in Urothelkarzinom-Zelllinien 

Da die Histondeacetylasen 10 und 6 eine vergleichbare molekulare Struktur besitzen, stellte 

sich die Frage, ob eine Korrelation zwischen den Expressionsniveaus von HDAC6 und 

HDAC10 in den jeweiligen Urothelkarzinom-Zelllinien besteht. Daher wurde wie für HDAC6 

auch der HDAC10-Expressionsspiegel in den zehn ausgewählten Urothelkarzinom-Zelllinien 

bestimmt (siehe Abb. 3.2). Auch hier wurden vier urotheliale Primärkulturen (UPs) 

mitgeführt und die Expression nach der Messung auf das Haushaltsgen TBP normiert. 
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Abb. 3.2: Relative HDAC10-Expression in Urothelkarzinom-Zelllinien und urothelialen Primärkulturen nach 

Normierung auf das Referenzgen TBP. Die Messungen wurden jeweils mit Zweifachwerten durchgeführt. Aus 

diesen wurde das arithmetische Mittel berechnet. Mit den Daten der vier urothelialen Primärkulturen wurde das 

mittlere Expressionsniveau ermittelt. Dieses wurde als Wert 1 festgesetzt (grüne Linie) und die Expressionswerte 

der Urothelkarzinom-Zelllinien hierzu in Beziehung gesetzt.  

Die RT-PCR ergab, dass die Urothelkarzinom-Zelllinien hinsichtlich ihrer HDAC10-

Expression ein sehr heterogenes Verteilungsmuster aufwiesen. Die geringste HDAC10-

Expression war in den Zelllinien BFTC905, Umuc3 und HT1376 messbar, wohingegen die 

Zelllinien RT-112, 253J und RT-4, sowie das halbkonfluente Stadium der Zelllinie T-24, eine 

im Vergleich zu dem mittleren Expressionsniveau der urothelialen Primärkulturen erhöhte 

HDAC10-Expression aufwiesen. Eine Korrelation zwischen der Höhe der HDAC10- und der 

zuvor ermittelten HDAC6-Expression der jeweiligen Zelllinien bestand nicht (p = 0,07). 

Zudem war die Höhe der HDAC10-Expression auf mRNA-Ebene analog zu der HDAC6-

Expressionsanalyse unabhängig von dem jeweiligen Phänotyp der Zelllinie. Eine Korrelation 

zwischen dem Konfluenzstadium und der Höhe der HDAC10-Expression stellte sich ebenfalls 

nicht dar, wobei halbkonfluent gewachsene Zelllinien meist ein stärkeres Expressionsniveau 

aufwiesen als im subkonfluenten Stadium (T-24, 253J, SW1710, J-82, RT-4, HT1376). 

3.1.3 Expressionsprofil der HDACs 6 und 10 in Gewebeproben auf mRNA-Ebene 

Um zu untersuchen, ob sich das HDAC6-Expressionsniveau in Gewebeproben von dem der 

Zelllinien unterscheidet, wurde bei neun benignen und neunzehn tumorhaltigen 

Gewebeproben ebenfalls eine quantitative RT-PCR durchgeführt. Auch hier diente TBP als 
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Referenzgen. Die Ergebnisse sind im nachfolgenden Boxplot-Diagramm (siehe Abb. 3.3) 

dargestellt.  

 

Abb. 3.3: HDAC6-Expression relativ zu TBP in Urothelkarzinomgeweben im Box-Whisker-Plot-Diagramm. 

Der HDAC6-Expressionsspiegel wurde mit quantitativer RT-PCR ermittelt. Die Messungen wurden für jede 

Probe mit Zweifachwerten durchgeführt. Aus diesen wurde das arithmetische Mittel berechnet. Als Referenzgen 

diente TBP.  

Die durchgeführten Messungen ergaben eine moderate, jedoch signifikante Überexpression 

von HDAC6 in den Urothelkarzinomgeweben. Das Signifikanzniveau betrug hierbei 

p = 0,001 im Mann-Whitney-U-Test. 

Eine quantitative RT-PCR wurde analog auch für HDAC10 durchgeführt, ebenfalls mit TBP 

als Referenzgen (siehe Abb. 3.4).  

 

Abb. 3.4: HDAC10-Expression relativ zu TBP in Urothelkarzinomgeweben im Box-Whisker-Plot-Diagramm. 

Der HDAC10-Expressionsspiegel wurde mit quantitativer RT-PCR ermittelt. Die Messungen wurden für jede 

Probe mit Zweifachwerten durchgeführt. Aus diesen wurde das arithmetische Mittel berechnet. Als Referenzgen 

diente TBP.  
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Hier war keine signifikant erhöhte Expression von HDAC10 in Urothelkarzinomgeweben 

erkennbar (p = 0,077 im Mann-Whitney-U-Test). 

 

3.2 Expressionsprofil von HDAC6 und HDAC10 in Urothelkarzinom-Zelllinien auf 

Proteinebene 

3.2.1 Expressionsprofil von HDAC6 in Urothelkarzinom-Zelllinien 

Um zu untersuchen, ob Unterschiede zwischen der HDAC6-Expression auf mRNA- und 

Proteinebene bestehen, wurde das Expressionsniveau von HDAC6 auf Proteinebene in 

sechzehn verschiedenen Urothelkarzinom-Zelllinien mittels Western-Blot-Analyse untersucht 

(siehe Abb. 3.5). Es wurden sowohl Lysate der halb- als auch der subkonfluent gewachsenen 

Zellen aufgetragen. Um eine quantitative Beurteilung der Proteinexpression im Vergleich zu 

benignen Zelllinien durchführen zu können, wurde eine urotheliale Primärkultur als 

Vergleichskontrolle mitgeführt. Die Proteinbande für HDAC6 wurde auf einer Höhe von 

ca. 130 kDa erwartet. Das ca. 55 kDa große Protein -Tubulin diente als Ladungskontrolle.  

 

Abb. 3.5: Western-Blot zum Nachweis der HDAC6 Expression auf Proteinebene. Von jeder Zelllinie wurden 

10 g der Proteinlysate aufgetragen. Analysiert wurden sowohl Lysate von halb- als auch von subkonfluent 

gewachsenen Zellen. Als Positivkontrolle wurde eine urotheliale Primärkultur (UP217) mitgeführt. α-Tubulin 

diente als Ladungskontrolle.  
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Interessanterweise war bei der Zelllinie 639v sowie bei der subkonfluenten Probe der Linie 

647v eine Doppelbande in eine Höhe von knapp unter 130 kDa nachweisbar, welche als 

Spleißvariante von HDAC6 zu deuten ist [187]. Die Ergebnisse zeigen, dass auch auf 

Proteinebene kein direkter Zusammenhang zwischen dem Konfluenzstadium und der Höhe 

der HDAC6-Expression erkennbar ist, wobei die Proteinladung bedauerlicherweise nicht in 

allen Proben ausgeglichen war.  

Zur besseren Übersichtlichkeit und direkten Vergleichbarkeit der HDAC6-Expression auf 

Proteinebene dient Abb. 3.6, welche nochmals die Western-Blot-Analyse der halbkonfluenten 

Proben darstellt. 

Aus Abb. 3.6 wird deutlich, dass die Urothelkarzinom-Zelllinien MGHU4, RT-112, 639v, 

253J, Umuc3 und 647v auf Proteinebene im Vergleich zu der urothelialen Primärkultur eine 

erhöhte HDAC6-Expression aufwiesen. Die stärkste Expression zeigte sich hierbei in den 

Linien RT-112, 253J und Umuc3. Die Zelllinien 5637 und SW1710 wiesen ein ähnlich hohes 

Expressionsniveau wie die urotheliale Primärkultur auf, wohingegen sich die Zelllinien T-24, 

J-82, VmCub1, BFTC905, RT-4, Umuc6, HT1376 und SD durch eine erniedrigte Expression 

auszeichneten. Die geringste HDAC6-Expression wurde in den Linien VmCub1, BFTC905, 

Umuc6 und SD gemessen.  

 

Abb. 3.6: Western-Blot zum Nachweis der HDAC6 Expression auf Proteinebene. Von jeder Zelllinie wurden 

10 g der Proteinlysate aufgetragen. Verwendet wurden die Lysate der halbkonfluenten Zelllinien. Als Kontrolle 

wurde UP217 verwendet. α-Tubulin diente als Ladungskontrolle.  

Die oben gezeigten Ergebnisse dienten als Grundlage für die Auswahl der Zelllinien, die für 

die medikamentösen Behandlungen verwendet wurden. 
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3.2.2 Expressionsprofil von HDAC10 in Urothelkarzinom-Zelllinien 

Analog wurde die Proteinexpression von HDAC10 in Urothelkarzinom-Zelllinien bestimmt. 

Als Ladungskontrolle diente ebenfalls α-Tubulin (siehe Abb. 3.7). 

 

Abb. 3.7: Western-Blot zum Nachweis der HDAC10 Expression auf Proteinebene. Von jeder Zelllinie wurden 

30 g der Proteinlysate aufgetragen. Verwendet wurden die Lysate der halbkonfluenten Zelllinien. Als Kontrolle 

wurde UP217 verwendet. α-Tubulin diente als Ladungskontrolle.  

Abb. 3.7 zeigt, dass bei den meisten Zelllinien kein signifikanter Unterschied zwischen der 

HDAC10-Expression der Urothelkarzinom-Zelllinien und der urothelialen Primärkultur 

bestand. Lediglich die Zelllinien 253J, HT1376 und SD wiesen ein im Vergleich zur 

urothelialen Primärkultur erniedrigtes HDAC10-Expressionsniveau auf. Eine Korrelation zu 

den Ergebnissen auf mRNA-Ebene war nicht erkennbar. 

3.2.3 Expression von HDAC10 in Urothelkarzinom-Zelllinien nach UV-Bestrahlung 

In Vorversuchen wurde die HDAC10-Expression von Zelllinien verschiedener Entitäten wie 

NIH-3T3 und HeLa miteinander verglichen. Hierbei fiel auf, dass die Zelllinie NIH-3T3, 

welche zuvor mit UV-Licht bestrahlt worden war, eine starke HDAC10-Expression aufwies. 

Daher sollte überprüft werden, ob ein Zusammenhang zwischen der UV-Bestrahlung und der 

HDAC10-Expression besteht. In der Literatur steht diesbezüglich beschrieben, dass eine 

HDAC10-Hemmung eine verstärkte Expression von TXNIP (thioredoxin-interacting protein) 

zur Folge hat. TXNIP wiederum hemmt das antioxidativ wirkende Protein Thioredoxin 

(TRX), mit der Folge einer Akkumulation von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS). 

Untersuchungen, ob sich im Umkehrschluss durch Exposition der Zellen mit 

stressinduzierenden Faktoren wie UV-Licht über eine ROS-Induktion die HDAC10-

Expression heraufregulieren lässt, liegen bislang nicht vor.  

Für den Versuch wurden die Zelllinien RT-4, RT-112 und J-82 ausgewählt. Die Zellen 

wurden für 12 sec mit 0,04 J/cm
2
 UV-Licht bestrahlt und dann 30 Minuten im Brutschrank 

inkubiert. Von den anschließend gewonnenen Proteinlysaten wurden 30 µg für die Western-
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Blot-Analyse aufgetragen. Parallel zu den UV-bestrahlten Zellen wurden unbehandelte 

Ansätze mitgeführt, um Vergleichbarkeit hinsichtlich der HDAC10-Expression zu 

gewährleisten. Die Ergebnisse sind in Abb. 3.8 dargestellt. 

 

Abb. 3.8: Western-Blot zum Vergleich der HDAC10-Expression in unbehandelten und UV-bestrahlten Zellen. 

Es wurde die HDAC10-Expression der Urothelkarzinom-Zelllinien RT-4, RT-112 und J-82 bestimmt, sowie die 

der embryonalen Mäusefibroblasten-Zelllinie NIH-3T3. Von jeder Zelllinie wurden 30 g der Proteinlysate 

aufgetragen. α-Tubulin diente als Ladungskontrolle.  

Abb. 3.8 zeigt, dass durchaus Unterschiede in der HDAC10-Expression nach UV-Bestrahlung 

bestanden. Während sich bei den Zelllinien RT-112 und J-82 nach UV-Behandlung ein Abfall 

der HDAC10-Expression zeigte, war diese bei der Zelllinie RT-4 nach UV-Bestrahlung 

erhöht. Die Zelllinie NIH-3T3 zeigte nach UV-Bestrahlung ebenfalls eine Abnahme des 

HDAC10-Expressionsniveaus. Zudem fiel auf, dass sich die Höhe der HDAC10-Bande in den 

Urothelkarzinom-Zelllinien von der der Zelllinie NIH-3T3 unterschied. Die Größe des 

HDAC10-Proteins der Zelllinie NIH-3T3 kann auf 73 kDa geschätzt werden, da laut Literatur 

in der Maus zwei Isoformen existieren, welche eine Größe von 73,3 kDa und 51,7 kDa 

aufweisen. 

 

3.3 Intrazelluläre HDAC6-Lokalisation in Urothelkarzinom-Zelllinien 

Zur Charakterisierung der intrazellulären HDAC6-Lokalisation in verschiedenen 

Urothelkarzinom-Zelllinien wurde eine immunzytochemische Färbung durchgeführt. Hierfür 

wurden zwei Zelllinien mit hoher HDAC6-Expression (253J und 639v) sowie zwei Zelllinien 

mit niedriger HDAC6-Expression ausgewählt (BFTC905, HT1376). Für die 

Immunzytochemie wurden die Zelllinien auf Deckgläschen ausgesät und mit einem 

Antikörper gegen HDAC6 fluoreszenzgefärbt. Die Präparate wurden anschließend im 
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Fluoreszenzmikroskop mittels digitaler Bildbearbeitung analysiert. Im Folgenden sind sowohl 

die jeweiligen Einzelfärbungen der Zelllinien als auch eine Zusammenlagerung der einzelnen 

Farbkanäle aufgezeigt.  

 

Abb. 3.9: Immunzytochemische Färbung von HDAC6 (grüne Fluoreszenz) in den Urothelkarzinom-Zelllinien 

639v, 253J, BFTC905 und HT1376. Für jede Zelllinie wurden zudem die Farbkanäle überlagert. Die 

Aufnahmen wurden lichtmikroskopisch angefertigt.  

Abb. 3.9 zeigt, dass HDAC6 erwartungsgemäß in allen analysierten Zelllinien 

zytoplasmatisch lokalisiert war. Lediglich bei der Zelllinie BFTC905 ließ eine Verdichtung 

im Bereich des Zellkerns auf eine deutliche intranukleäre Lokalisation von HDAC6 schließen. 

Bei der epithelialen Zelllinie HT1376 war der Zellkern fast vollständig von HDAC6 

ausgespart. Zudem ist auffällig, dass bei den Zelllinien 253J und 639v das HDAC6-Protein 

auch in den zellulären Ausläufern anfärbbar war.  

 



3 Ergebnisse   61 

 

3.4 Medikamentöse Behandlung von Urothelkarzinom-Zelllinien mit den HDAC6-

Inhibitoren Tubacin, ST-80 und Tubastatin A 

Im weiteren Verlauf sollte überprüft werden, ob sich durch eine Behandlung mit 

verschiedenen HDAC6-Inhibitoren antitumoröse Effekte erzielen lassen und ob sich 

Unterschiede hinsichtlich der Wirksamkeit der Substanzen ergeben. Hierfür wurden die 

HDAC6-Inhibitoren Tubacin, ST-80 und Tubastatin A ausgewählt.  

3.4.1 Effekte der HDAC6-Inhibitoren Tubacin, ST-80 und Tubastatin A auf die -

Tubulin-Acetylierung sowie auf das HDAC6-Expressionsniveau in 

Urothelkarzinom-Zelllinien  

Zunächst sollte die Wirksamkeit verschiedener HDAC6-Inhibitoren auf Urothelkarzinom-

Zelllinien miteinander verglichen werden. Als Marker für HDAC6-Inhibition wurde der 

Acetylierungsstatus des zytosolischen Proteins -Tubulin gewählt, welches ein Hauptsubstrat 

von HDAC6 darstellt. Da sich die Acetylierung von -Tubulin nach HDAC6-Inhibition recht 

schnell verändert, wurden bereits nach 24-stündiger Inkubation mit dem jeweiligen Inhibitor 

aus den behandelten Ansätzen Proteinlysate gewonnen und die -Tubulin-Acetylierung 

mittels Western-Blot und Antikörperdetektion quantifiziert. Zudem wurde untersucht, ob eine 

HDAC6-Inhibition das Expressionsniveau des HDAC6-Proteins beeinflusst.  

Für die Western-Blot-Analyse wurden zwei Zelllinien mit erhöhter HDAC6-Expression 

(639v, RT-112) und eine mit erniedrigter Expression (T-24) ausgewählt. Für Tubacin und 

Tubastatin A wurden die Konzentrationen 2,5 µM und 10 µM gewählt, da laut Literatur ab 

2,5 µM eine deutliche α-Tubulin-Acetylierung induziert wird. ST-80 wurde in den 

Konzentrationen 2,5 µM und 50 µM eingesetzt. Die Ergebnisse sind in der folgenden 

Abbildung (vgl. Abb. 3.10) dargestellt. 

Erwartungsgemäß zeigte sich bei allen drei Medikamenten eine dosisabhängige Zunahme der 

-Tubulin-Acetylierung von der DMSO-Kontrolle bis hin zur höchsten Konzentration des 

jeweiligen HDAC6-Inhibitors. Hierbei variierte die Stärke der -Tubulin-Acetylierung jedoch 

je nach Zelllinie und Substanz. ST-80 zeigte von allen Substanzen die geringste Wirkung auf 

die α-Tubulin-Acetylierung. Nach Tubacin-Behandlung waren bei den Zelllinien 639v und 

RT-112, welche eine hohe HDAC6-Expression aufweisen, schon bei niedriger Konzentration 

deutliche Effekte erkennbar. Auffällig war zudem, dass die -Tubulin-Acetylierung der 

Zelllinie T-24, welche von den drei analysierten Zelllinien die geringste HDAC6-Expression 

aufweist, nach HDAC6-Inhibition deutlich geringer ausfiel als bei den Zelllinien 639v und 
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RT-112. Hier war selbst nach 10 µM Tubacin nur eine geringe α-Tubulin-Acetylierung 

nachweisbar. 

 

Abb. 3.10: Proteinblot zur Bestimmung der HDAC6-Expression sowie des Acetylierungsgrades von -Tubulin 

nach Behandlung mit Tubastatin A, Tubacin oder ST-80 in den Urothelkarzinom-Zelllinien 639v (A), RT-112 

(B) und T-24 (C). Diese wurden jeweils 24 h mit der entsprechenden Substanz behandelt. Aufgetragen wurden 

10 µg Protein. Als Ladungskontrolle wurde totales α-Tubulin verwendet. Für Tubastatin A und Tubacin wurden 

die Konzentrationen 2,5 µM und 10 µM gewählt, für ST-80 die Konzentrationen 2,5 µM und 50 µM. DMSO 

diente als Lösungsmittelkontrolle.  

Hinsichtlich der HDAC6-Expression variierten die Ergebnisse je nach Zelllinie. Bei 639v 

konnte durch Tubastatin A-Behandlung ein Anstieg der HDAC6-Expression festgestellt 

werden. Auch nach 2,5 µM ST-80 stieg der HDAC6-Proteingehalt leicht an. Bei 50 µM 

ST-80 hingegen war die Bande vergleichbar mit der DMSO-Kontrolle. Tubacin hatte bei der 

Zelllinie 639v keinen Effekt auf die HDAC6-Expression. Bei T-24 waren sowohl nach 

Tubastatin A- als auch nach Tubacin-Behandlung keine Effekte nachweisbar. Lediglich bei 

einer Behandlung mit 2,5 µM ST-80 schien die HDAC6-Expression leicht abzusinken. Bei 

RT-112 zeigte sich nach Tubastatin A- sowie ST-80-Behandlung kein signifikanter 

Unterschied in der HDAC6-Expression. Bei 2,5 µM Tubacin hingegen sank die HDAC6-
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Expression im Vergleich zur DMSO-Kontrolle deutlich ab. Bei 10 µM Tubacin wiederum 

ähnelte die Expression der von den unbehandelten Zellen. 

Zusammenfassend kann man sagen, dass sich Tubastatin A und Tubacin im Vergleich mit 

ST-80 als deutlich potenter hinsichtlich einer -Tubulin-Acetylierung erwiesen. Auch in 

hohen Konzentrationen war ST-80 deutlich weniger effektiv. Zudem zeigten die Western-

Blot-Analysen, dass eine Behandlung der Zelllinien mit den jeweiligen Substanzen zu keiner 

deutlichen Veränderung der HDAC6-Expression führte.  

3.4.2 Veränderung der Histonacetylierung nach HDAC6-Inhibition in Urothelkarzinom-

Zelllinien 

In der Literatur ist beschrieben, dass hauptsächlich zytoplasmatische Proteine wie -Tubulin 

Substrate von HDAC6 darstellen. Einen wesentlichen Einfluss auf die Acetylierung von 

Histonen, welche wiederum Genexpression und -regulation beeinflussen, scheint HDAC6 

nicht zu besitzen. In vergangenen Arbeiten wurde jedoch auch gezeigt, dass HDAC6-

Inhibitoren je nach Selektivität und in Abhängigkeit von den eingesetzten Konzentrationen 

auch unspezifisch auf andere Histondeacetylasen wirken und somit beispielsweise über die 

HDACs 1 und 2 eine Histonacetylierung induzieren können. Um dies zu überprüfen, wurde 

mittels Western-Blot die Histonacetylierung nach Behandlung mit den drei Inhibitoren 

analysiert. Zur Detektion der Histonacetylierung wurde ein Antikörper gegen acetyliertes 

Histon H3 verwendet (siehe Abb. 3.11).  

Die Abbildung zeigt, dass die HDAC6-Inhibitoren in den ausgewählten Zelllinien 

unterschiedliche Effekte auf die Histonacetylierung ausübten. Eine Inkubation mit Tubacin 

führte in keiner Zelllinie zu einer Histonacetylierung, wohingegen nach ST-80-Behandlung in 

einer Konzentration von 50 µM eine Induktion von acetyliertem Histon H3 detektierbar war. 

Nach Behandlung mit Tubastatin A war bei 2,5 µM bei beiden Zelllinien keine Wirkung auf 

die Histonacetylierung erkennbar. Bei 10 µM hingegen stieg die Histonacetylierung deutlich 

an. 
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Abb. 3.11: Proteinblot zur Bestimmung des Acetylierungsgrades des Histons H3 nach Behandlung mit 

Tubastatin A, Tubacin oder ST-80 in den Urothelkarzinom-Zelllinien 639v und RT-112. RT-112 und 639v 

wurden jeweils 24 h mit der entsprechenden Substanz behandelt. Aufgetragen wurden 10 µg Protein. Als 

Ladungskontrolle wurde totales Histon H3 verwendet. Für Tubastatin A und Tubacin wurden die 

Konzentrationen 2,5 µM und 10 µM und für ST-80 die Konzentrationen 2,5 µM und 50 µM gewählt.  

Insgesamt lässt sich daher sagen, dass Tubacin von den drei ausgewählten HDAC6-

Inhibitoren die höchste Spezifität für HDAC6 aufweist, da auch in hohen Konzentrationen 

keine Histonacetylierung beobachtet werden konnte. 

3.4.3 Medikamentöse Behandlung der Urothelkarzinom-Zelllinien mit den HDAC6-

Inhibitoren Tubacin, ST-80 und Tubastatin A  

Die vorangegangenen Untersuchungen haben gezeigt, dass Tubacin und Tubastatin A 

hinsichtlich einer Induktion der α-Tubulin-Acetylierung in Urothelkarzinom-Zelllinien der 

Substanz ST-80 deutlich überlegen waren. Um zu überprüfen, ob sich eine HDAC6-Inhibition 

auf die Vitalität von Urothelkarzinom-Zelllinien auswirkt, wurden ausgewählte 

Urothelkarzinom-Zelllinien einmalig mit Tubacin, ST-80 oder Tubastatin A behandelt und 

48 h bzw. 72 h lang unter Standardbedingungen inkubiert. Die Zellvitalität wurde mittels 

CellTiter-Glo Assay quantifiziert. Für die Behandlung wurden Zelllinien mit hoher (RT-112, 

639v, 253J, Umuc3), unveränderter (5637) und erniedrigter (T-24, VmCub1, BFTC905) 

HDAC6-Expression ausgewählt. Die Ergebnisse der Tubacin-Behandlung sind in der 

nachfolgenden Abbildung (Abb. 3.12) dargestellt.  
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Aus der Abbildung wird ersichtlich, dass die Zelllinien unterschiedlich sensitiv auf eine 

Tubacin-Behandlung reagierten. Bis zu einer Konzentration von 1 µM war kein bedeutender 

Effekt auf die Zellvitalität nachweisbar. Lediglich bei Umuc3 konnte eine Reduktion der 

Vitalität auf ca. 70 % gemessen werden. Ab 5 µM war hingegen ein dosisabhängiger Abfall 

der Vitalität zu beobachten. Bei 5 µM schwankte die Zellvitalität je nach Zelllinie in einem 

Bereich von 56 bis 83 %. Die Vitalität der Zelllinien RT-112 und 253J hingegen blieb 

weiterhin unbeeinflusst. Eine Konzentration von 10 µM zeigte bei allen Zelllinien einen 

deutlichen zytotoxischen Effekt. Bei BFTC905 und Umuc3 ließ sich ein Abfall der Vitalität 

auf ca. 6 % beobachten und bei T-24 ein Abfall auf ca. 3 %. Auch VmCub1 zeigte mit einer 

Zellvitalität von 15 % eine deutliche Reaktion. Ein mäßiger Effekt war bei den Zelllinien 

639v, RT-112 und 5637 zu beobachten, bei denen eine Vitalität von jeweils ca. 33, 46 und 

45 % erhalten blieb. Die Zelllinie 253J zeigte wie zuvor bei 5 µM Tubacin die geringste 

Sensitivität mit einer Reduktion der Zellvitalität um insgesamt 28 %.  

 

Abb. 3.12: CellTiter-Glo Assay zur Quantifizierung der Zellvitalität nach Behandlung mit Tubacin von 8 

Urothelkarzinom-Zelllinien (RT-112, 639v, 253J, Umuc3, 5637, T-24, VmCub1 und BFTC905). Die 

Inkubationszeit betrug 48 h. Für die Behandlung mit Tubacin wurden die Konzentrationen 0,5, 1, 5 und 10 µM 

ausgewählt. Als Lösungsmittelkontrolle wurden mit DMSO behandelte Zellen eingesetzt. Die Vitalität der mit 

DMSO behandelten Zellen wurde als 100 % gesetzt. Als Positivkontrolle für den Nachweis eines zytotoxischen 

Effektes wurden Zellen mit 10 µM SAHA behandelt. Auf der Abszisse sind die Konzentrationen von Tubacin bzw. 

SAHA in µM dargestellt, auf der Ordinate ist die Zellvitalität in Prozent abgebildet.  
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Insgesamt lässt sich sagen, dass VmCub1, Umuc3, T-24 und BFTC905 am deutlichsten auf 

eine Tubacin-Behandlung reagierten. Jedoch ließen sich auch hier erst ab 5 µM deutliche 

Effekte auf die Zellvitalität beobachten, mit Ausnahme der Zelllinie Umuc3, die schon bei 

1 µM eine deutliche Reaktion zeigte. Die Zelllinie 253J sprach mit einer IC50 von 12,1 µM 

(siehe Tabelle 3.1) am wenigsten auf die Tubacin-Behandlung an. Bei den Zelllinien RT-112, 

639v und 5637 zeigten sich eher mäßige Effekte. 

Um zu überprüfen, ob die Inkubationszeit einen Einfluss auf die Effektivität von Tubacin hat, 

wurden Zelllinien mit erhöhter (RT-112, 639v), unveränderter (5637) und erniedrigter (T-24) 

HDAC6-Expression einmalig mit Tubacin behandelt und 72 h lang unter 

Standardbedingungen inkubiert. Die Ergebnisse nach Quantifizierung der Zellvitalität sind in 

der folgenden Abbildung dargestellt (siehe Abb. 3.13). Zur besseren Vergleichbarkeit sind die 

Ergebnisse der Inkubationszeiten 48 h und 72 h gegenübergestellt. 

 

Abb. 3.13: CellTiter-Glo Assay zur Bestimmung der Zellvitalität nach Behandlung mit Tubacin von 4 

Urothelkarzinom-Zelllinien (RT-112, 639v, 5637 und T-24). Diese wurden 48 h (dunkelgraue Balken) oder 

72 h (hellgraue Balken) mit Tubacin inkubiert. Für die Tubacin-Behandlung wurden die Konzentrationen 0,5, 1, 

5 und 10 µM ausgewählt. Als Lösungsmittelkontrolle wurden mit DMSO behandelte Zellen eingesetzt. Die 

Vitalität der mit DMSO behandelten Zellen wurde als 100 % gesetzt. Als Positivkontrolle für den Nachweis eines 

zytotoxischen Effektes wurden Zellen mit 10 µM SAHA behandelt. Auf der Abszisse sind die Konzentrationen von 

Tubacin bzw. SAHA in µM dargestellt, auf der Ordinate ist die Zellvitalität in Prozent abgebildet.  
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Bei der Zelllinie RT-112 war in Konzentrationen bis 5 µM keine Reduktion der Vitalität mit 

steigender Inkubationszeit zu beobachten. Bei 10 µM Tubacin hingegen konnte nach 72 h 

eine ca. 62 % stärkere Vitalitätsreduktion gemessen werden als nach 48 h Inkubationszeit. Bei 

639v konnte durch die verlängerte Inkubationszeit konzentrationsunabhängig eine Reduktion 

der Zellvitalität erreicht werden. Bei einer Konzentration von 5 µM führte eine verlängerte 

Inkubationszeit zu einer zusätzlichen Reduktion der Vitalität um ca. 37 % im Vergleich zu 

48 h. Bei 10 µM war ein Abfall um ca. 30 % messbar. Bei der Zelllinie 5637 wurde erst ab 

5 µM eine leichte Effektsteigerung um 10 % sichtbar. Diese stieg bei einer Behandlung mit 

10 µM Tubacin auf 22 % an. Auch bei der Zelllinie T-24 führte eine verlängerte 

Inkubationszeit bei einer Konzentration von 5 µM zu einer nur leicht stärkeren 

Vitalitätsreduktion von ca. 6 %. Bei 10 µM waren kaum mehr Zellen lebensfähig.  

Insgesamt zeigen die Ergebnisse, dass sich bei RT-112 und 5637 bei 10 µM Tubacin eine 

verstärkte Wirkung in der 24 h längeren Inkubationszeit erkennen ließ. Bei 639v war dies 

schon nach 5 µM Tubacin zu beobachten. Auch für die SAHA-Kontrolle ließ sich nach 72 h 

eine erhöhte Reduktion der Zellvitalität feststellen.  

Analog zu der Tubacin-Behandlung wurde eine Behandlung mit ST-80 durchgeführt.  

 

Abb. 3.14: CellTiter-Glo Assay zur Quantifizierung der Zellvitalität nach Behandlung mit ST-80 von 8 

Urothelkarzinom-Zelllinien (RT-112, 639v, 253J, Umuc3, SW1710, 5637, T-24 und VmCub1). Die 

Inkubationszeit betrug 72 h. Für die Behandlung mit ST-80 wurden die Konzentrationen 0,1, 1, 10, 50 und 

100 µM ausgewählt. Als Lösungsmittelkontrolle wurden mit DMSO behandelte Zellen eingesetzt. Die Vitalität 

der mit DMSO behandelten Zellen wurde als 100 % gesetzt. Als Positivkontrolle für den Nachweis eines 

zytotoxischen Effektes wurden Zellen mit 10 µM SAHA behandelt. Auf der Abszisse sind die Konzentrationen von 

ST-80 bzw. SAHA in µM dargestellt, auf der Ordinate ist die Zellvitalität in Prozent abgebildet.  
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Abb. 3.14 zeigt, dass die Vitalität der Zellen bis 10 µM kaum reduziert wurde. Die Zelllinien 

SW1710 und VmCub1 zeigten sogar bei 100 µM keine Beeinträchtigung der Zellvitalität. Bei 

253J und RT-112 konnte eine leichte Reduktion auf ca. 90 % beobachtet werden. Bei Umuc3 

sank die Vitalität auf 80 % ab und bei T-24 auf ca. 67 %. Lediglich die Zelllinien 5637 

(IC50 = 74 µM) und 639v (IC50 = 75 µM) zeigten bei 100 µM ST-80 eine stärkere Reaktion 

mit einer Abnahme der Vitalität um ca. 80 bzw. 66 %. Auch nach Behandlung mit geringeren 

Konzentrationen fiel die Reaktion von 5637 und 639v zusammen mit der Zelllinie T-24 etwas 

stärker aus als die der anderen Zelllinien. Die Effektivität von ST-80 blieb jedoch weit hinter 

der von Tubacin zurück. 

Eine Behandlung mit Tubastatin A wurde mit den Zelllinien RT-112, 639v, 253J, Umuc3, 

5637 und T-24 durchgeführt (siehe Abb. 3.15).  

 

Abb. 3.15: CellTiter-Glo Assay zur Quantifizierung der Zellvitalität nach Behandlung mit Tubastatin A von 6 

Urothelkarzinom-Zelllinien (RT-112, 639v, 253J, Umuc3, 5637 und T-24). Die Inkubationszeit betrug 72 h. 

Für die Behandlung mit Tubastatin A wurden die Konzentrationen 0,05, 0,25, 1, 5 und 10 µM ausgewählt. Als 

Lösungsmittelkontrolle wurden mit DMSO behandelte Zellen eingesetzt. Die Vitalität der mit DMSO behandelten 

Zellen wurde als 100 % gesetzt. Als Positivkontrolle für den Nachweis eines zytotoxischen Effektes wurden 

Zellen mit 10 µM SAHA behandelt. Auf der Abszisse sind die Konzentrationen von Tubastatin A bzw. SAHA in 

µM dargestellt, auf der Ordinate ist die Zellvitalität in Prozent abgebildet.  

Abb. 3.15 zeigt, dass Tubastatin A in hohen Konzentrationen die Zellvitalität weniger 

reduzierte als Tubacin. In niedrigeren Konzentrationen zeigte sich hingegen eine mit Tubacin 

vergleichbare Effektivität. Bis 1 µM wurde bei keiner Zelllinie eine Reduktion der 

Zellvitalität beobachtet; erst bei 5 µM zeigten sich deutliche zytotoxische Effekte. Hierbei 

erwies sich 5637 (IC50 = 6,1 µM) am sensitivsten, wohingegen Umuc3 am wenigsten auf 

Tubastatin A reagierte (IC50 = 11,3 µM).  
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Tabelle 3.1: IC50-Werte der HDAC6-Inhibitoren Tubacin, ST-80 und Tubastatin A. Die IC50-Werte wurden für 

die Zelllinien RT-112, 639v, 253J, Umuc3, 5637, T-24, VmCub1, BFTC905 und SW1710 berechnet. Die 

Inkubationszeit betrug 48 h (Tubacin) oder 72 h (ST-80 und Tubastatin A). 

 

Zusammenfassend kann man sagen, dass sich Tubacin von den drei ausgetesteten HDAC6-

Inhibitoren als spezifischste und zugleich potenteste Substanz erwiesen hat. Die Zellvitalität 

reduzierte sich dabei dosisabhängig mit der Stärke der HDAC6-Inhibition. Zelllinien mit 

erniedrigter HDAC6-Expression schienen hierbei im Allgemeinen besser auf eine Tubacin-

Behandlung anzusprechen als Zellen mit erhöhter HDAC6-Expression. ST-80 war von den 

drei ausgetesteten Substanzen am wenigsten wirksam. Aufgrund dieser Beobachtungen wurde 

Tubacin für die weitere Austestung von Kombinationstherapien mit anderen antitumorös 

wirkenden Substanzen verwendet. 

3.4.4 Effekte eines Hitzeschocks unter Tubacin-Behandlung auf die Zellvitalität von 

Urothelkarzinom-Zelllinien 

Da für einige Tumoren berichtet wurde, dass HDAC6 durch seine Mitwirkung bei der 

Aggresomenbildung eine wichtige Funktion bei der Reduktion von zellulärem Stress ausübt, 

sollte nun überprüft werden, ob sich über eine HDAC6-Inhibition mit Tubacin eine 

Sensitivierung der Zellen für stressinduzierende Stimuli, mit der Folge einer erhöhten 

Zytotoxizität, erzielen lässt. Als Stimulus für zellulären Stress wurde ein Hitzeschock 

gewählt. Hierfür wurden die Zellen einen Tag nach Aussaat mit Tubacin inkubiert und 24 h 

später ein Hitzeschock durchgeführt. Für den Hitzeschock wurden exemplarisch die Zelllinien 

RT-112, 5637, BFTC905 und VmCub1 ausgewählt. Die Ergebnisse sind in Abb. 3.16 

dargestellt. Vergleicht man die Zellvitalität nach Hitzeschock mit der nach Tubacin-

Behandlung, lässt sich kein signifikanter Unterschied feststellen. 
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Abb. 3.16: CellTiter-Glo Assay zur Quantifizierung der Zellvitalität nach Behandlung mit Tubacin und 

Hitzeschock. Bei den Zelllinien RT-112, 5637, BFTC905 und VmCub1 wurde 24 h nach Substanzzugabe ein 

Hitzeschock mittels 30-minütiger Inkubation in einem 42 °C warmen Wasserbad durchgeführt. Für die 

Behandlung mit Tubacin wurden die Konzentrationen 1, 5 und 10 µM ausgewählt. Als Lösungsmittelkontrolle 

wurden mit DMSO behandelte Zellen eingesetzt. Die Vitalität der mit DMSO behandelten Zellen wurde als 

100 % gesetzt. Als Positivkontrolle für den Nachweis eines zytotoxischen Effektes wurden Zellen mit 10 µM 

SAHA behandelt. Auf der Abszisse sind die Konzentrationen von Tubacin bzw. SAHA in µM dargestellt, auf der 

Ordinate ist die Zellvitalität in Prozent dargestellt.  

 

3.5 Medikamentöse Behandlung der Urothelkarzinom-Zelllinien mit dem HSP90-

Inhibitor 17-AAG  

In den nächsten Experimenten wurde untersucht, ob sich durch Kombination von Tubacin mit 

dem HSP90-Inhibitor 17-AAG eine synergistische Wirkung erzielen lässt. 

3.5.1 Veränderung von pERK, HSP70, PARP und E2F1 nach HSP90-Inhibition 

Um zunächst die Wirksamkeit von 17-AAG auf die ausgewählten Urothelkarzinom-Zelllinien 

nachzuweisen, wurde mittels Western-Blot-Analyse die Expressionsänderung verschiedener 

Proteine untersucht, welche bekanntlich durch HSP90-Inhibition beeinflusst werden (siehe 

Abb. 3.17). Hierfür wurden die Zelllinien RT-112 und VmCub1 für 24 h mit 0,1, 1 und 

10 µM 17-AAG behandelt und anschließend Proteinlysate gewonnen. GAPDH diente als 

Ladungskontrolle.  
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Abb. 3.17: Proteinblot zur Bestimmung der durch HSP90-Inhibition beeinflussten Proteine PARP, HSP70, 

E2F1 und pERK nach Behandlung mit 17-AAG. Analysiert wurden die Urothelkarzinom-Zelllinien RT-112 

und VmCub1. Diese wurden jeweils 24 h mit 17-AAG behandelt. Aufgetragen wurden 20 µg Protein. Als 

Ladungskontrolle diente GAPDH.  

Die Auswahl der Proteine, die im Western-Blot analysiert wurden, orientierte sich an den 

Arbeiten von Karkoulis et al. [75], welche für die drei Urothelkarzinom-Zelllinien RT-112, 

RT-4 und T-24 nach 17-AAG-Behandlung eine deutliche Reduktion der Zellvitalität, einen 

G1-Zellzyklusarrest sowie eine Apoptoseinduktion nachweisen konnten. Ein 

charakteristisches Merkmal der Apoptose stellt die proteolytische Spaltung der Poly(ADP-

Ribose)-Polymerase (PARP) dar [188, 189]. In den untersuchten Zelllinien ließ sich eine 

gespaltene Form von PARP ab einer Konzentration von 1 µM 17-AAG in Höhe von 89 kDa 

detektieren. Diese war bei der Zelllinie RT-112 deutlich stärker ausgeprägt als bei VmCub1. 

Eine Expressionsänderung des Volllängenproteins wurde nicht detektiert.  

ERK (extracellular-signal-regulated kinase) ist Bestandteil der MAPK (mitogen-activated 

protein kinase)-Kaskade. Diese Kaskade verläuft über das Raf-Protein. Dessen Interaktion mit 

HSP90 ist für seine Stabilität essenziell [190]. Wird HSP90 gehemmt, nimmt das Raf-Protein 

ab, mit der Folge einer verringerten Phosphorylierung von ERK. Analog sank in beiden 

analysierten Zelllinien ab einer Konzentration von 1 µM 17-AAG dosisabhängig die ERK-

Phosphorylierung. Dieser Abfall war bei 1 µM für VmCub1 stärker ausgeprägt als für 

RT-112. Bei 10 µM hingegen ließ sich bei der Zelllinie RT-112 der deutlichere Effekt 
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beobachten. Eine geringe 17-AAG-Konzentration von 0,1 µM führte bei der Zelllinie RT-112 

zu keiner Veränderung, bei VmCub1 hingegen zu einer deutlichen ERK-Phosphorylierung. 

Des Weiteren wurde das HSP90-Cochaperon HSP70 untersucht. Wird HSP90 gehemmt, wird 

die Transkription von Genen induziert, die für Hitzeschockproteine wie HSP70 kodieren 

[191]. Entsprechend nahm in den untersuchten Zelllinien die Expression von HSP70 

dosisabhängig mit steigender 17-AAG-Konzentration zu. Hierbei wies VmCub1 sowohl 

unbehandelt als auch unter 17-AAG eine deutlich höhere HSP70-Expression auf als RT-112. 

Der stärkste Effekt wurde erwartungsgemäß bei 10 µM 17-AAG beobachtet, wobei dieser bei 

RT-112 deutlich stärker ausfiel als bei VmCub1. Ein Spaltprodukt von HSP70 konnte in 

beiden Zelllinien mit steigender 17-AAG-Konzentration nachgewiesen werden. 

Der Transkriptionsfaktor E2F1 ist wesentlich für die S-Phase des Zellzyklus. Da berichtet 

worden war, dass 17-AAG in den Zelllinien T-24, RT-112 und RT-4 zu einer 

Expressionsänderung bedeutender Zellzyklusregulatoren wie Cyclin D1, CDK4, RB1 und 

E2F1 führt [75], wurde überprüft, ob sich die Veränderung der E2F1-Expression für RT-112 

replizieren und sich auch auf VmCub1 übertragen lässt. Tatsächlich war ab 1 µM 17-AAG 

eine deutliche Herunterregulation von E2F1 zu beobachten. Diese fiel bei 0,1 µM für die 

Zelllinie RT-112 etwas stärker aus als in den Arbeiten von Karkoulis et al. beschrieben. 

3.5.2 Vitalität von Urothelkarzinom-Zelllinien nach Behandlung mit 17-AAG 

Um die Wirksamkeit von 17-AAG auf die Vitalität von Urothelkarzinom-Zelllinien zu 

analysieren, wurde eine Monotherapie mit 17-AAG durchgeführt (siehe Abb. 3.18).  

Wie aus Abb. 3.18 ersichtlich, führte 17-AAG bei allen Zelllinien zu einer kontinuierlichen 

Abnahme der Zellvitalität bei steigender Konzentration, wobei in den Konzentrationen 0,01 

und 0,1 µM meist kein oder nur ein geringer Effekt erzielt werden konnte. Ab 1 µM sprachen 

alle Zelllinien deutlich auf die 17-AAG-Behandlung an. Die Zelllinie 5637 stellte sich mit 

einer IC50 von 0,9 µM als am wenigsten sensitiv heraus. Eine Korrelation zwischen der 

HDAC6-Expression der Zelllinien und der Reaktion auf 17-AAG konnte nicht hergestellt 

werden. Zwar erwies sich die Zelllinie VmCub1 als sehr sensitiv für eine 17-AAG-

Behandlung. Jedoch konnte bei einer Zelllinie mit ähnlicher HDAC6-Expression wie 

BFTC905 kein vergleichbarer Effekt erzielt werden. Auch ein Zusammenhang zwischen dem 

Phänotyp und dem Ansprechen auf eine HSP90-Inhibition war nicht erkennbar. 
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Abb. 3.18: CellTiter-Glo Assay zur Bestimmung der Zellvitalität nach Behandlung mit 17-AAG von 8 

Urothelkarzinom-Zelllinien (RT-112, 639v, 253J, Umuc3, 5637, T-24, VmCub1 und BFTC905). Alle 

Zelllinien wurden einmalig mit 17-AAG behandelt und 48 h inkubiert. Für 17-AAG wurden die Konzentrationen 

0,01, 0,1, 1 und 10 µM eingesetzt. Als Lösungsmittelkontrolle wurden mit DMSO behandelte Zellen eingesetzt. 

Die Vitalität der mit DMSO behandelten Zellen wurde als 100 % gesetzt. Als Positivkontrolle für den Nachweis 

eines zytotoxischen Effektes wurden Zellen mit 10 µM SAHA behandelt. Auf der Abszisse sind die 

Konzentrationen von 17-AAG bzw. SAHA in µM dargestellt, auf der Ordinate ist die Zellvitalität in Prozent 

angegeben.  

3.5.3 Morphologische Veränderungen der Urothelkarzinom-Zelllinien nach 17-AAG-

Behandlung 

Parallel zur Monotherapie mit 17-AAG wurden die Zelllinien lichtmikroskopisch auf 

morphologische Veränderungen hin untersucht (vgl. Abb. 3.19). 

 

Abb. 3.19: Lichtmikroskopische Darstellung der Urothelkarzinom-Zelllinie VmCub1 nach 17-AAG-

Behandlung. Es wurden die Konzentrationen 0,1, 1 und 10 µM eingesetzt. Als Lösungsmittelkontrolle wurde 

DMSO gewählt. Die mikroskopischen Aufnahmen wurden 24 h nach Behandlung mit 17-AAG aufgenommen. 
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Hierbei fiel auf, dass VmCub1, welche bei Monotherapie eine höhere Sensitivität für eine 

Behandlung mit 17-AAG gezeigt hat, dosisabhängig deutliche morphologische 

Auffälligkeiten aufwies. Schon bei 0,1 µM waren oft halbmondförmige Zellausläufer 

sichtbar. Zudem hatten sich bereits viele Zellen vom Schalenboden abgelöst. Diese 

Veränderungen nahmen mit zunehmender 17-AAG-Konzentration zu. Die anderen 

untersuchten Zelllinien waren morphologisch weniger auffällig, wobei auch hier apoptotisch 

bedingte Veränderungen nachweisbar waren. Exemplarisch ist RT-112 (siehe Abb. 3.20) 

dargestellt. Hier zeigte sich eine Auflockerung des Zellverbandes bei steigender 17-AAG-

Konzentration, sowie eine zelltodbedingte Verkleinerung der Zellinseln. Aufgrund des 

massiven Zellsterbens hatten sich wie zuvor bei VmCub1 viele Zellen vom Schalenboden 

abgelöst und schwammen im Medium oben auf.  

 

Abb. 3.20: Lichtmikroskopische Darstellung der Zelllinie RT-112 nach 17-AAG-Behandlung. Es wurden die 

Konzentrationen 0,1, 1 und 10 µM eingesetzt. Als Lösungsmittelkontrolle wurde DMSO gewählt. Die 

mikroskopischen Aufnahmen wurden 24 h nach Behandlung mit 17-AAG aufgenommen.  

3.5.4 Kombinationstherapie der Urothelkarzinom-Zelllinien mit Tubacin und 17-AAG 

Nach Durchführung der Monotherapien wurden entsprechende Kombinationstherapien mit 

17-AAG und Tubacin durchgeführt. Für die Analyse wurden die Zelllinien RT-112, 639v, 

5637, T-24, VmCub1 und BFTC905 ausgewählt. Tubacin wurde in einer Konzentration von 

5 µM eingesetzt, da ab dieser Konzentration in den meisten Zelllinien eine deutliche 

Beeinflussung der Zellvitalität nachgewiesen werden konnte. Für 17-AAG wurden die 

Konzentrationen 0,1 und 1 µM ausgewählt. Erstere stellt hierbei eine Konzentration dar, bei 

welcher im Rahmen der Monotherapie meist nur geringe Effekte nachweisbar waren, 

wohingegen 1 µM 17-AAG in allen Zelllinien eine deutliche Reduktion der Zellvitalität zur 
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Folge hatte. Eine Kombinationstherapie mit diesen Konzentrationen sollte zeigen, ob sich die 

Einzelwirkungen der beiden Substanzen aufaddieren oder sogar potenzieren. Die Ergebnisse 

der Kombinationstherapien sind im Vergleich zu den jeweiligen Monotherapien in Abb. 3.21 

dargestellt. 

 

Abb. 3.21: CellTiter-Glo Assay zur Bestimmung der Zellvitalität nach Behandlung mit 17-AAG und Tubacin 

von den Urothelkarzinom-Zelllinien RT-112, 639v, 5637, T-24, VmCub1 und BFTC905. Diese wurden 24 h 

nach Aussaat einmalig für 48 h mit den jeweiligen Inhibitoren behandelt. Für 17-AAG wurden die 

Konzentrationen 0,1 und 1 µM verwendet, für Tubacin 5 µM. Als Lösungsmittelkontrolle wurden mit DMSO 

behandelte Zellen eingesetzt. Die Vitalität der mit DMSO behandelten Zellen wurde als 100 % gesetzt. Als 

Positivkontrolle für den Nachweis eines zytotoxischen Effektes wurden Zellen mit 10 µM SAHA behandelt. Auf 

der Abszisse sind die Konzentrationen von 17-AAG, Tubacin und SAHA in µM dargestellt, auf der Ordinate ist 

die Zellvitalität in Prozent dargestellt. 
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Die Abbildungen zeigen, dass die Zelllinien unterschiedlich auf eine Kombinationstherapie 

reagiert haben. Bei T-24 und BFTC905 konnte durch eine Kombination von 5 µM Tubacin 

mit 0,1 µM 17-AAG eine deutliche synergistische Wirkung erzielt werden. Bei RT-112, 639v 

und 5637 hingegen war in keiner der eingesetzten Konzentrationen ein vergleichbarer Effekt 

der Kombinationstherapie nachweisbar. Die Zelllinie VmCub1 erwies sich für eine 

Monotherapie mit beiden Substanzen als sehr sensitiv. Nach Behandlung mit 5 µM Tubacin 

war nur noch eine Zellvitalität von 47 %, nach 0,1 µM 17-AAG von 36 % und nach 1 µM 

17-AAG von 34 % zu beobachten. Durch eine Kombination beider Substanzen ließ sich 

jedoch kein additiver Effekt erzielen.  

Zusammenfassend lässt sich sagen, dass sich in vielen Zelllinien durch eine Kombination von 

Tubacin und 17-AAG keine große zusätzliche Reduktion der Zellvitalität erzielen ließ. Auch 

VmCub1 erwies sich nicht als übermäßig sensitiv für eine Kombinationstherapie, obwohl 

sowohl nach Tubacin- als auch nach 17-AAG-Behandlung eine deutliche Reduktion der 

Zellvitalität festgestellt werden konnte. Lediglich bei den Zelllinien T-24 und BFTC905 

deutete sich eine synergistische Wirkung der beiden Substanzen an.  

3.5.5 Dosiswirkungskurve einer Kombinationstherapie von Tubacin mit 17-AAG  

Um mögliche durch Tubacin und 17-AAG erzielte Synergien besser erfassen zu können, 

wurden die Zelllinien 639v und VmCub1 mit einer größeren Zahl verschiedener 

Konzentrationen Tubacin und 17-AAG behandelt. Die Zelllinie VmCub1 wurde ausgewählt, 

weil sie zum einen eine sehr niedrige HDAC6-Expression aufweist, und zum anderen sowohl 

auf eine Behandlung mit Tubacin als auch mit 17-AAG sehr sensitiv reagiert hat. Die Linie 

639v hingegen stellt eine Zelllinie mit hoher HDAC6-Expression dar. Auch sie hatte ein gutes 

Ansprechen auf Tubacin und 17-AAG gezeigt.  

Die Ergebnisse sind in Abb. 3.22 dargestellt. Für beide Zelllinien ist die Reduktion der 

Vitalität mit steigender Tubacin- bzw. 17-AAG-Konzentration erkennbar. Hierbei reagierte 

VmCub1 vor allem in niedrigen 17-AAG-Konzentrationen stärker auf eine 

Kombinationstherapie mit Tubacin als 639v. Ab 1 µM 17-AAG wurde dieser Effekt deutlich 

schwächer. Auch bei 639v war ab 1 µM 17-AAG durch Steigerung der Tubacinkonzentration 

kein deutlicher Einfluss mehr auf die Zellvitalität sichtbar. 
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Abb. 3.22: CellTiter-Glo Assay zur Bestimmung der Zellvitalität der Urothelkarzinom-Zelllinien VmCub1 und 

639v nach Behandlung mit 17-AAG und Tubacin. Diese wurden einmalig für 48 h mit den jeweiligen 

Substanzen behandelt. Für Tubacin wurden die Konzentrationen 0, 0,5, 1, 2,5, 5 und 10 µM eingesetzt, für 

17-AAG die Konzentrationen 0, 0,05, 1, 2,5, 5 und 10 µM. Als Lösungsmittelkontrolle diente DMSO. Die 

Vitalität der mit DMSO behandelten Zellen wurde als 100 % gesetzt. Als Positivkontrolle für den Nachweis eines 

zytotoxischen Effektes wurden Zellen mit 10 µM SAHA behandelt. Die Zellvitalität wurde mittels CellTiter-Glo 

Assay quantifiziert. Auf der Abszisse sind die Konzentrationen von 17-AAG in logarithmischem Maßstab bzw. 

von SAHA in µM dargestellt, auf der Ordinate ist die Zellvitalität in Prozent angegeben.  

3.6 Medikamentöse Behandlung der Urothelkarzinom-Zelllinien mit dem 

Proteasominhibitor Bortezomib 

Als zweite Substanz für eine Kombinationstherapie mit Tubacin wurde der 

Proteasominhibitor Bortezomib (PS-341, Velcade) ausgewählt. Bortezomib behindert den 

Abbau fehlgefalteter Proteine durch das Proteasom, mit der Folge einer Akkumulation dieser 

toxisch auf die Zelle wirkenden Proteine. Tubacin wiederum hemmt mittels HDAC6-
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Inhibition den Transport dieser zytotoxisch wirkenden Proteine zu den Aggresomen. Beide 

erhöhen somit den intrazellulären Stress und können somit Apoptose induzieren. In dieser 

Arbeit sollte überprüft werden, ob die Vitalität von Urothelkarzinom-Zelllinien durch die 

Kombination von Bortezomib und Tubacin beeinflusst werden kann. 

3.6.1 Veränderung von c-FLIP und p21 nach Proteasominhibition 

Die Wirksamkeit von Bortezomib auf die ausgewählten Urothelkarzinom-Zelllinien wurde 

wie zuvor für 17-AAG mittels Western-Blot-Analyse nachgewiesen. Hierbei wurde die 

Expressionsänderung der Proteine c-FLIP und p21 nach Bortezomib-Behandlung detektiert 

(siehe Abb. 3.23).  

Eine Behandlung mit Bortezomib wurde mit den Urothelkarzinom-Zelllinien VmCub1, 639v, 

J-82 und RT-4 durchgeführt (siehe Abb. 3.23). Bei der Zelllinie RT-4 war ein c-FLIP-

Nachweis nach 1 µM Bortezomib-Behandlung nicht möglich, da in dieser Konzentration alle 

Zellen abgestorben waren. 

Die Western-Blot-Analyse zeigte bei allen Zelllinien eine dosisabhängige Herunterregulation 

von c-FLIPL nach Bortezomib-Behandlung. Diese war in J-82 am deutlichsten. In RT-4 war 

nach 50 und 100 nM Bortezomib kein c-FLIPL-Protein mehr nachweisbar, bei VmCub1 ab 

100 nM. In der Zelllinie 639v war ein c-FLIPL–Nachweis nicht möglich; lediglich bei der 

DMSO-Kontrolle war eine schwache Bande detektierbar. 

 

Abb. 3.23: Proteinblot zur Bestimmung von c-FLIP nach Behandlung mit Bortezomib in den 

Urothelkarzinom-Zelllinien 639v, VmCub1, J-82 und RT-4. Diese wurden jeweils 24 h einmalig mit 

Bortezomib behandelt. Aufgetragen wurden 10 µg Protein. Für die Zelllinien 639v und VmCub1 wurden 

exemplarisch Lysate aufgetragen, welche zuvor mit 50 nM, 100 nM und 1 µM Bortezomib behandelt worden 

waren. Für die Zelllinie J-82 wurden die Konzentrationen 10, 50 und 100 nM, sowie 1 µM, und für RT-4 die 

Konzentrationen 10, 50 und 100 nM eingesetzt. Als Ladungskontrolle diente GAPDH. Die Negativkontrolle 

wurde mit DMSO behandelt.  
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Analog wurden die Zelllinien J-82 und VmCub1 auf eine p21-Induktion hin untersucht (siehe 

Abb. 3.24). 

 

Abb. 3.24: Proteinblot zur Bestimmung von p21 nach Behandlung mit Bortezomib in den Urothelkarzinom-

Zelllinien J-82 und VmCub1. Diese wurden jeweils 24 h mit Bortezomib in den Konzentrationen 50 nM, 

100 nM und 1 µM behandelt. Als Ladungskontrolle diente α-Tubulin, als Lösungsmittelkontrolle DMSO. 

Aufgetragen wurden 30 µg Protein. Als Positivkontrolle für eine p21-Induktion diente die Zelllinie VmCub1, 

welche zuvor 24 h mit 5 µM SAHA inkubiert worden war.  

Bei VmCub1 konnte ab 50 nM eine p21-Induktion detektiert werden, welche dosisabhängig 

zunahm. In der Zelllinie J-82 hingegen war nach Bortezomib-Behandlung keine Induktion 

von p21 zu beobachten. 

3.6.2 Vitalität von Urothelkarzinom-Zelllinien nach Behandlung mit Bortezomib 

Der Effekt von Bortezomib auf die Zellvitalität von Urothelkarzinom-Zelllinien wurde 

zunächst in einer Monotherapie analysiert. Hierfür wurden die Zelllinien RT-112, 639v, 

Umuc3, 5637, T-24, VmCub1 und BFTC905 ausgewählt (vgl. Abb. 3.25).  

Die Abbildung zeigt, dass Bortezomibkonzentrationen bis 10 nM nur einen geringen Effekt 

auf die Zellvitalität hatten. Ab 50 nM war hingegen bei allen Zelllinien eine dosisabhängig 

stärker werdende Zytotoxizität nachweisbar. Bei 1 µM Bortezomib waren kaum mehr Zellen 

lebensfähig. Umuc3 besaß mit einer IC50 von 53,3 nM die geringste Sensitivität. RT-112 

sprach vor allem in niedrigen Konzentrationen deutlich auf die Bortezomib-Behandlung an, 

da nach 10 nM bereits eine Vitalitätsreduktion von 50 % beobachtet werden konnte 

(IC50 = 12,4 nM). 



3 Ergebnisse   80 

 

 

Abb. 3.25: CellTiter-Glo Assay zur Bestimmung der Zellvitalität nach Behandlung mit Bortezomib von 8 

Urothelkarzinom-Zelllinien (RT-112, 639v, Umuc3, 5637, T-24, VmCub1 und BFTC905). Alle Zelllinien 

wurden einmalig mit Bortezomib behandelt und anschließend 48 h lang inkubiert. Für die Bortezomib-

Behandlung wurden die Konzentrationen 1, 5, 10, 50, 100 und 1000 nM eingesetzt. Als Lösungsmittelkontrolle 

wurden mit DMSO behandelte Zellen eingesetzt. Die Vitalität der mit DMSO behandelten Zellen wurde als 

100 % gesetzt. Als Positivkontrolle für den Nachweis eines zytotoxischen Effektes wurden Zellen mit 10 µM 

SAHA behandelt. Auf der Abszisse sind die Konzentrationen von Bortezomib in nM sowie die eingesetzte SAHA-

Konzentration in µM dargestellt, auf der Ordinate ist die Zellvitalität in Prozent angegeben.  

Nach 24-stündiger Behandlung mit Bortezomib in den Konzentrationen 1, 5, 10, 50, 100 und 

1000 nM wurden die Zellen außerdem lichtmikroskopisch untersucht. Die meisten Zellen 

waren zu diesem Zeitpunkt bereits fragmentiert. 

3.6.3 Kombinationstherapie der Urothelkarzinom-Zelllinien mit Tubacin und Bortezomib 

Ergänzend zu den Monotherapien wurden mit den Zelllinien 639v, T-24, VmCub1, RT-112, 

5637 und BFTC905 Kombinationstherapien mit Bortezomib und Tubacin durchgeführt. Für 

Bortezomib wurden die Konzentrationen 10 nM und 50 nM ausgewählt, da nach 10 nM 

Bortezomib eine mäßige Einschränkung der Zellvitalität beobachtet werden konnte, 

wohingegen eine Konzentration von 50 nM stark zytotoxisch wirkte. Die Ergebnisse wurden 

mit der jeweiligen Monotherapie verglichen und überprüft, ob synergistische Effekte 

erkennbar waren (vgl. Abb. 3.26). 
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Abb. 3.26: CellTiter-Glo Assay zur Bestimmung der Zellvitalität nach Behandlung mit Tubacin und 

Bortezomib von den Urothelkarzinom-Zelllinien RT-112, 639v, 5637, T-24, VmCub1 und BFTC905. Diese 

wurden einmalig mit den beiden Substanzen behandelt und 48 h lang inkubiert. Für Tubacin wurde eine 

Konzentration von 5 µM eingesetzt, für Bortezomib die Konzentrationen 10 nM und 50 nM. Als 

Lösungsmittelkontrolle wurden mit DMSO behandelte Zellen eingesetzt. Die Vitalität der mit DMSO behandelten 

Zellen wurde als 100 % gesetzt. Als Positivkontrolle für den Nachweis eines zytotoxischen Effektes wurden 

Zellen mit 10 µM SAHA behandelt. Auf der Abszisse sind die eingesetzten Konzentrationen von Tubacin und 

SAHA in µM, sowie für Bortezomib in nM dargestellt, auf der Ordinate ist die Zellvitalität in Prozent angegeben. 

Abb. 3.26 zeigt, dass bei BFTC905 durch die Kombinationstherapie der stärkste Effekt zu 

beobachten war. Bei 10 nM Bortezomib war keine Reduktion der Zellvitalität messbar. Eine 

Behandlung mit 5 µM Tubacin senkte die Vitalität um ca. 20 %. Durch Kombination beider 
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Substanzen in den jeweiligen Konzentrationen sank die Zellvitalität auf ca. 33 % ab. Eine 

Monotherapie mit 50 nM Bortezomib reduzierte die Vitalität um ca. 80 %. Nach Kombination 

mit Tubacin waren keine Zellen mehr lebensfähig. Geringere synergistische Effekte ließen 

sich für die Zelllinien 5637 und RT-112 erzielen. Bei RT-112 konnte durch 10 nM 

Bortezomib eine Reduktion der Vitalität um 50 % erzielt werden, eine Behandlung mit 5 µM 

Tubacin führte hingegen zu keiner Einschränkung der Zellvitalität. Eine Kombination beider 

Substanzen senkte die Vitalität um weitere 10 %. Gleiches galt für 50 nM Bortezomib. Hier 

führte eine Monotherapie zu einer Restvitalität von ca. 14 %. Nach Kombination mit Tubacin 

waren nur noch 7 % der Zellen lebensfähig. Auch bei der Zelllinie 5637 konnte durch 

Kombination von 10 nM Bortezomib mit Tubacin eine additive Wirkung erzielt werden. Bei 

Kombination von 50 nM Bortezomib mit Tubacin hingegen ließ sich der Effekt von 

Bortezomib nur mäßig um ca. 5 % steigern. In den Zelllinien 639v und VmCub1 wiederum 

ließ sich durch die Kombinationstherapie kein synergistischer Effekt erzielen, bei T-24 zeigte 

sich lediglich ein geringer Effekt bei einer Kombination mit 50 nM Bortezomib. 

Zusammenfassend lässt sich sagen, dass ein synergistischer Effekt bei BFTC905, RT-112 und 

5637 erkennbar war. Das Ansprechen der Zelllinien auf die medikamentösen Behandlungen 

war somit unabhängig von der Höhe der HDAC6-Expression.  

3.6.4 Dosiswirkungskurve einer Kombinationstherapie von Tubacin mit Bortezomib  

Analog zu Abschnitt 3.5.5 wurde auch von Bortezomib und Tubacin eine detaillierte 

Dosiswirkungskurve für die Zelllinien 639v und VmCub1 erstellt. Die Ergebnisse sind in der 

folgenden Abbildung (vgl. Abb. 3.27) dargestellt. 

Für beide Zelllinien ist die Reduktion der Vitalität mit steigender Tubacin- bzw. 

Bortezomibkonzentration erkennbar. Bei Tubacinkonzentrationen bis 5 µM wurden beide 

Zelllinien vergleichbar beeinflusst. Ab 10 µM Tubacin erkennt man bei VmCub1 eine 

stärkere Vitalitätsreduktion im Vergleich zu 639v. Vergleicht man zudem den Verlauf der 

Vitalität in Abhängigkeit von der Bortezomibkonzentration, so wird deutlich, dass erst ab 

50 nM Bortezomib eine deutliche Reduktion der Vitalität beobachtet werden kann.  
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Abb. 3.27: CellTiter-Glo Assay zur Bestimmung der Zellvitalität der Urothelkarzinom-Zelllinien VmCub1 und 

639v nach Behandlung mit Bortezomib und Tubacin. Diese wurden einmalig für 48 h mit den jeweiligen 

Substanzen behandelt. Für Bortezomib wurden die Konzentrationen 0, 1, 10, 20, 50 und 100 nM eingesetzt, für 

Tubacin die Konzentrationen 0, 0,5, 1, 2,5, 5 und 10 µM. Als Lösungsmittelkontrolle wurden mit DMSO 

behandelte Zellen eingesetzt. Die Vitalität der mit DMSO behandelten Zellen wurde als 100 % gesetzt. Als 

Positivkontrolle für den Nachweis eines zytotoxischen Effektes wurden Zellen mit 10 µM SAHA behandelt. Die 

Zellvitalität wurde mittels CellTiter-Glo Assay quantifiziert. Auf der Abszisse sind die Konzentrationen von 

Bortezomib in logarithmischem Maßstab in nM bzw. von SAHA in µM dargestellt, auf der Ordinate ist die 

Zellvitalität in Prozent angegeben. 

 

3.7 Analyse der HDAC6-Funktion mittels siRNA-Analyse 

Die HDAC6-Expression hatte sich sowohl auf mRNA- als auch auf Proteinebene 

zelllinienabhängig als sehr heterogen erwiesen. Nach Tubacin-Behandlung wurde zwar ab 

5 µM eine deutliche Reduktion der Vitalität sichtbar, diese war jedoch unabhängig vom 

HDAC6-Expressionsniveau. Da durch Tubacin lediglich das HDAC6-Enzym gehemmt wird, 
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sollte untersucht werden, inwieweit eine Herunterregulation der HDAC6-Expression mittels 

siRNA die Zellvitalität beeinflusst. Die Transfektion wurde mit 639v durchgeführt, da diese 

zum einen auf Proteinebene eine deutlich erhöhte HDAC6-Expression aufwies, und sich zum 

anderen in Vorversuchen als gut transfizierbar erwiesen hatte. Die siRNA-Wirkung wurde 

sowohl auf mRNA- als auch auf Proteinebene verfolgt. Die HDAC6-Expression auf mRNA-

Ebene wurde mittels quantitativer RT-PCR analysiert. Als interne Kontrolle wurde TBP 

verwendet (vgl. Abb. 3.28). 

 

Abb. 3.28: Relative HDAC6-Expression der Urothelkarzinom-Zelllinie 639v nach Transfektion einer HDAC6-

spezifischen siRNA in den Konzentrationen 10 nM und 50 nM. Die HDAC6-Expression auf mRNA-Ebene 

wurde mittels quantitativer RT-PCR analysiert. Die Negativkontrolle wurde in einer Konzentration von 50 nM 

eingesetzt. Als Referenzgen wurde TBP gewählt und die Proben entsprechend normiert. Der Expressionsniveau 

der Negativkontrolle wurde als 1 gesetzt und die Expressionswerte der anderen Proben darauf bezogen. 

Abb. 3.28 zeigt, dass die stärkste Expressionsverminderung bei einer Konzentration von 

50 nM und einer Inkubationszeit von 72 h erzielt wurde. 

Um zu überprüfen, ob die siRNA-vermittelte Herunterregulation von HDAC6 auch auf 

Proteinebene nachgewiesen werden kann, wurden parallel von 639v entsprechend der oben 

genannten Konzentrationen und Inkubationszeiten Proteinlysate gewonnen und die HDAC6-

Expression mittels Western-Blot-Analyse quantifiziert (vgl. Abb. 3.29). 
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Der Western-Blot zeigt, dass auf Proteinebene nach 72 h in einer Konzentration von 10 nM 

die HDAC6-Expression am stärksten verringert war. 

 

Abb. 3.29: Proteinblot zur Bestimmung der Höhe der HDAC6-Expression in der Urothelkarzinom-Zelllinie 

639v nach Transfektion mit einer HDAC6-spezifischen siRNA. Diese wurde in den Konzentrationen 10 nM 

und 50 nM eingesetzt. Die Inkubationszeiten betrugen 48 h und 72 h. Aufgetragen wurden 10 µg Protein. Als 

Ladungskontrolle wurde α-Tubulin verwendet.  

Da für die zelluläre Wirkung von HDAC6 vor allem das HDAC6-Protein von Bedeutung ist 

und eine medikamentöse HDAC6-Inhibition hauptsächlich einen Effekt auf Proteinebene 

aufweist, wurden für die folgenden siRNA-Experimente eine Konzentration von 10 nM sowie 

eine 72-stündige Inkubationszeit ausgewählt, um eine möglichst starke Herunterregulation des 

HDAC6-Proteins zu erzielen.  

3.7.1 Wirkung einer HDAC6-spezifischen siRNA auf die Zellvitalität 

Um zu überprüfen, ob eine siRNA-vermittelte HDAC6-Herunterregulation einen Effekt auf 

die Vitalität der Urothelkarzinom-Zelllinien besitzt und ob dieser sich von einer 

medikamentösen HDAC6-Inhibition mit Tubacin unterscheidet, wurden die Zelllinien 639v 

und RT-112 mit der zuvor ausgetesteten HDAC6-spezifischen siRNA (vgl. Abb. 3.30) 

transfiziert. Abb. 3.30 zeigt, dass eine Herunterregulation von HDAC6 mittels siRNA das 

Überleben der Zellen nicht signifikant beeinflusst hat.  
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Abb. 3.30: CellTiter-Glo Assay zur Bestimmung der Zellvitalität nach Transfektion der Urothelkarzinom-

Zelllinien 639v und RT-112 mit einer HDAC6-spezifischen siRNA. Die Inkubationszeit betrug 72 h. Die 

eingesetzte siRNA-Konzentration betrug 10 nM.  

Parallel zur Messung der Zellvitalität wurden Proteinlysate angefertigt, um erneut mittels 

Western-Blot-Analyse eine erfolgreiche Herunterregulation des HDAC6-Proteins nachweisen 

zu können (siehe Abb. 3.31). 

 

Abb. 3.31: Proteinblot zur Bestimmung der Höhe der HDAC6-Expression in den Urothelkarzinom-Zelllinien 

639v und RT-112 nach Transfektion mit einer HDAC6-spezifischen siRNA. Diese wurde in einer 

Konzentration von 10 nM eingesetzt. Die Inkubationszeit betrug 72 h. Aufgetragen wurden 10 µg Protein. Als 

Ladungskontrolle wurde α-Tubulin verwendet.  
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3.7.2 Wirkung eines Hitzeschocks auf Urothelkarzinom-Zelllinien nach siRNA-

vermittelter Herunterregulation von HDAC6 

Die vorherigen Versuche deuten darauf hin, dass Urothelkarzinom-Zelllinien unter normalen 

Bedingungen nicht essenziell auf HDAC6 angewiesen sind. Daher wurde untersucht, ob sich 

nach stressinduzierenden Stimuli eine erhöhte Abhängigkeit der Zelllinien von HDAC6 

beobachten lässt, wie sie beispielsweise in leukämischen Zelllinien besteht. Grundlage dieser 

Überlegungen bildet die bekannte Interaktion von HDAC6 mit dem Ubiquitin-Proteasom-

System. Als Stimulus für zellulären Stress wurde ein Hitzeschock gewählt (vgl. Abb. 3.32).  

 

Abb. 3.32: CellTiter-Glo Assay zur Bestimmung der Zellvitalität nach Transfektion der Urothelkarzinom-

Zelllinien BFTC905, 5637 und RT-112 mit einer HDAC6-spezifischen siRNA und einem Hitzeschock. Die 

Inkubationszeit betrug 72 h und die eingesetzte siRNA-Konzentration 10 nM. Die Zellen wurden 24 h nach 

Aussaat transfiziert und weitere 48 h später für 30 min in einem 42 °C warmen Wasserbad inkubiert. Nach 

anschließender 24-stündiger Inkubation unter Standardbedingungen wurde die Zellvitalität mittels CellTiter-Glo 

Assay quantifiziert.  

Abb. 3.32 zeigt, dass die Zellvitalität durch den Hitzeschock nicht signifikant reduziert wurde. 

Lediglich bei BFTC905 ließ sich nach siRNA-Transfektion bei den unbehandelten Zellen ein 

leichter Abfall der Zellvitalität von 5 % und bei den mit Hitzeschock behandelten Zellen um 

13 % beobachten. 

Für den Nachweis einer effektiven Herunterregulation von HDAC6 wurden parallel 

Proteinlysate gewonnen und das HDAC6-Protein mittels Western-Blot-Analyse dargestellt 

(siehe Abb. 3.33). 
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Abb. 3.33: Proteinblot zur Bestimmung der Höhe der HDAC6-Expression in den Urothelkarzinom-Zelllinien 

5637, BFTC905 und RT-112 nach Transfektion mit einer HDAC6-spezifischen siRNA. Diese wurde in einer 

Konzentration von 10 nM eingesetzt. Die Inkubationszeit betrug 72 h. Aufgetragen wurden 10 µg Protein. Als 

Ladungskontrolle wurde α-Tubulin verwendet.  

3.7.3 Wirkung einer siRNA-vermittelten Herunterregulation von HDAC6 auf die 

HDAC10-Expression 

Da HDAC6 und HDAC10 eine ähnliche molekulare Struktur aufweisen, ist es denkbar, dass 

bei Beeinträchtigung einer Histondeacetylase deren Funktionen durch das andere Enzym 

übernommen werden. Um dies zu überprüfen, wurden die Zelllinien RT-112, 5637 und 

BFTC905 mit einer HDAC6-spezifischen siRNA transfiziert und mittels Western-Blot das 

HDAC10-Protein detektiert (vgl. Abb. 3.34). 

 

Abb. 3.34: Proteinblot zur Bestimmung der Höhe der HDAC10-Expression in den Urothelkarzinom-Zelllinien 

RT-112, 5637 und BFTC905 nach Transfektion mit einer HDAC6-spezifischen siRNA. Diese wurde in einer 

Konzentration von 10 nM eingesetzt. Die Inkubationszeit betrug 72 h. Aufgetragen wurden 10 µg Protein. Als 

Ladungskontrolle wurde α-Tubulin verwendet.  

Aus der Abbildung wird deutlich, dass eine Herunterregulation von HDAC6 mittels siRNA 

keine kompensatorische Erhöhung der HDAC10-Expression zur Folge hatte. 
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3.8 Einfluss von Tubacin, Bortezomib und einer HDAC6-spezifischen siRNA auf den 

Zellzyklus 

Eine Behandlung mit Tubacin und Bortezomib führte zelllinien- und konzentrationsabhängig 

zu einer Reduktion der Zellvitalität. Nach Herunterregulation von HDAC6 mittels siRNA 

konnte kein Effekt auf die Vitalität beobachtet werden. Daran schloss sich die Frage an, 

welche zellulären Mechanismen der Zelltodinduktion zugrunde liegen und ob die Zellen in 

den programmierten Zelltod übergehen. Daher sollte mittels FACS-Analyse überprüft werden, 

ob eine Transfektion mittels HDAC6-spezifischer siRNA sowie eine Tubacin-Behandlung 

einen Einfluss auf Zellzyklus und Apoptoseinduktion der Urothelkarzinom-Zelllinien hat. 

Bortezomib wurde als Positivkontrolle mitgeführt. 

Abb. 3.35 zeigt, dass nach Bortezomib-Behandlung in allen Zelllinien eine massive 

Apoptoseinduktion beobachtet werden konnte. RT-112 reagierte hierbei am stärksten auf 

Bortezomib, Umuc3 war am wenigsten sensitiv. Eine Herunterregulation von HDAC6 mittels 

siRNA sowie eine medikamentöse Inhibition des Enzyms mit Tubacin führten hingegen in 

den meisten Zelllinien zu keiner verstärkten Apoptose. Lediglich bei RT-112 war nach 

Tubacin-Behandlung eine Verdopplung der Rate an frühapoptotischen Zellen von 6,6 auf 

11,8 %, sowie eine Erhöhung der Rate an spätapoptotischen Zellen von 10,7 auf 15,9 % 

erkennbar. Eine Herunterregulation mittels siRNA erzielte keine vergleichbaren 

Veränderungen (vgl. Abb. 3.35). 
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Abb. 3.35: FACS-Analyse der Urothelkarzinom-Zelllinien RT-112, 639v, VmCub1 und Umuc3. Obere Reihe 

(von links nach rechts): DMSO, Tubacin, Bortezomib. Untere Reihe (von links nach rechts): siRNA HDAC6, 

Negativkontrolle. Die frühapoptotischen Zellen sind im rechten unteren Quadranten dargestellt, die 

spätapoptotischen im rechten oberen Quadranten. Die Zellen wurden einmalig mit Tubacin oder Bortezomib 

behandelt und 48 h lang inkubiert. Tubacin wurde in einer Konzentration von 5 µM eingesetzt, Bortezomib in 

einer Konzentration von 25 nM. Bortezomib wurde als Positivkontrolle eingesetzt, DMSO als 

Lösungsmittelkontrolle. 
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Neben der Apoptosemessung wurde eine Zellzyklusanalyse durchgeführt (siehe Abb. 3.36). 

Hier ließ sich in den Zelllinien sowohl nach Tubacin-Behandlung als auch nach einer 

Herunterregulation von HDAC6 mittels siRNA kein Effekt beobachten. Auch der Anteil der 

Zellen in der Sub-G1-Fraktion zeigte keine wesentliche Veränderung. Dieser Anteil stieg 

jedoch sehr stark nach Bortezomib-Behandlung an. 
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Abb. 3.36: FACS-Analyse der Urothelkarzinom-Zelllinien RT-112, 639v, VmCub1 und Umuc3. Obere Reihe 

(von links nach rechts): unbehandelt, 5 µM Tubacin, 25 nM Bortezomib. Untere Reihe (von links nach rechts): 

siRNA HDAC6, Negativkontrolle. Auf der Abszisse ist die Fluoreszenzintensität aufgetragen, auf der Ordinate 

die gemessene Zellzahl. DMSO wurde als Lösungsmittelkontrolle eingesetzt. 

Parallel zur FACS-Analyse wurden Proteinlysate für eine Western-Blot-Analyse angefertigt, 

um eine effektive Herunterregulation von HDAC6 nachzuweisen (siehe Abb. 3.37). Diese trat 

in VmCub1 und 639v auf. Bedauerlicherweise war in RT-112 keine Herunterregulation von 

HDAC6 zu beobachten.  
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Abb. 3.37: Proteinblot zur Bestimmung der Höhe der HDAC6-Expression in den Urothelkarzinom-Zelllinien 

RT-112, VmCub1 und 639v nach Transfektion mit einer HDAC6-spezifischen siRNA. Diese wurde in einer 

Konzentration von 10 nM eingesetzt. Die Inkubationszeit betrug 48 h. Aufgetragen wurden 10 µg Protein. Als 

Ladungskontrolle wurde α-Tubulin verwendet.  

 

3.9 Einfluss von HDAC6 auf die Zellmigration von Urothelkarzinom-Zelllinien 

Da HDAC6 laut Literatur über Interaktion mit α-Tubulin und Cortactin die Zellmigration 

beeinflusst und eine HDAC6-Inhibition die Invasivität von Tumorzellen einschränkt, sollte 

überprüft werden, ob sich entsprechende Effekte auch in Urothelkarzinom-Zelllinien zeigen. 

Hierfür wurden die Zelllinien mit einer HDAC6-spezifischen siRNA transfiziert und ein 

Scratch-Assay durchgeführt. Die erste mikroskopische Beurteilung der Migrationsstrecke 

erfolgte nach 16 h, da Western-Blot-Analysen zu diesem Zeitpunkt (72 h nach Transfektion) 

die deutlichste siRNA-induzierte Herunterregulation von HDAC6 ergeben hatten. Abb. 3.38 

zeigt die lichtmikroskopischen Aufnahmen der drei verwendeten Zelllinien. Der Versuch 

wurde mit jeweils drei Ansätzen durchgeführt. In Abb. 3.39 sind die Migrationsstrecken der 

Zelllinien im Vergleich dargestellt.  

Die Abbildungen zeigen, dass bei der Zelllinie BFTC905 sowohl die mit der non-targeting-

siRNA als auch die mit HDAC6-siRNA transfizierten Zellen nach 40 h die Lücke geschlossen 

hatten. Die mit HDAC6-siRNA transfizierten Zellen haben nach ca. 16 h eine Strecke von 

336 µm zurückgelegt, wohingegen die Zellen der Negativkontrolle um ca. 265 µm migriert 

sind. Die mit HDAC6-siRNA transfizierten Zellen haben somit ca. 47 % der Strecke in 16 h 

zurückgelegt, die Zellen der Kontrolle ca. 40 %. Eine signifikante Migrationshemmung 

konnte durch HDAC6-Inhibition somit nicht beobachtet werden.  



3 Ergebnisse   94 

 

 

Abb. 3.38: Scratch-Assay zur Analyse der Migrationsfähigkeit nach Transfektion der Urothelkarzinom-

Zelllinien BFTC905, 5637 und RT-112 mit einer HDAC6-spezifischen siRNA. Als Kontrolle dienten Zellen, 

welche mit einer entsprechenden non-targeting siRNA transfiziert worden waren. Die eingesetzte siRNA-

Konzentration betrug 10 nM. Die Zellen wurden zum Zeitpunkt 0 h, 16 h und 40 h lichtmikroskopisch untersucht 

und die Migrationsstrecke mittels 4x-Objektiv bestimmt. 0 h bezeichnet den Zeitpunkt direkt nach Setzen des 

Spaltes durch den Zellrasen. 

Die Zelllinie 5637 wies eine deutlich geringere Wachstumsgeschwindigkeit als BFTC905 auf. 

Vergleicht man die zurückgelegten Strecken miteinander, so scheint die Motilität von 5637 

durch die siRNA vermittelte Herunterregulation von HDAC6 deutlich negativ beeinflusst 
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worden zu sein. Auch bei RT-112 hat man den Eindruck, dass die siRNA bedingte 

Herunterregulation von HDAC6 eine leichte Verringerung der Migrationsgeschwindigkeit zur 

Folge hatte.  

 

Abb. 3.39: Scratch-Assay zur Bestimmung der Migrationsfähigkeit nach Transfektion der Urothelkarzinom-

Zelllinien BFTC905, 5637 und RT-112 mit einer HDAC6-spezifischen siRNA. Als Kontrolle dienten mit non-

targeting siRNA transfizierte Zellen. Die Migrationsstrecke zum Zeitpunkt 0 h wurde als 100 % gesetzt und die 

an den folgenden Zeitpunkten gemessenen Werte darauf bezogen. Auf der Abszisse ist die Zeit in Stunden nach 

Setzen des Spaltes dargestellt, auf der Ordinate die Migrationsstrecke in Prozent. 

Um zu überprüfen, ob eine medikamentöse Inhibition des HDAC6-Proteins eine 

vergleichbare Wirkung auf die Migrationsgeschwindigkeit besitzt, wurden die Zelllinien 

außerdem mit 10 µM Tubacin behandelt (siehe Abb. 3.40 und Abb. 3.41) und 

lichtmikroskopische Aufnahmen nach den Zeitpunkten 0, 4 und 20 h angefertigt. In Abb. 3.41 

sind die Migrationsstrecken der einzelnen Zelllinien im Vergleich aufgeführt. 

Aus den Abbildungen wird deutlich, dass eine Tubacin-Behandlung die Migrationsfähigkeit 

sowohl von BFTC905 als auch von 5637 nicht negativ beeinflusste.  
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Abb. 3.40: Scratch-Assay zur Bestimmung der Migrationsfähigkeit nach Tubacin-Behandlung der 

Urothelkarzinom-Zelllinien BFTC905, 5637 und RT-112. Als Kontrolle dienten mit DMSO behandelte Zellen. 

Die eingesetzte Tubacinkonzentration betrug 10 µM, die Inkubationszeit 24 h. Die Zellen wurden direkt nach 

dem Setzen des Spaltes durch den Zellrasen, sowie nach 4 und 20 h lichtmikroskopisch untersucht und die 

Migrationsstrecke mittels 4x-Objektiv bestimmt.  
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Bei RT-112 war analog zu der Transfektion mit siRNA eine leichte Migrationshemmung zu 

beobachten. Nach 20 h hatten die mit DMSO behandelten Zellen 70 % der Strecke 

zurückgelegt, die mit Tubacin behandelten Zellen nur 53 %. 

 

Abb. 3.41: Scratch-Assay zur Bestimmung der Migrationsfähigkeit nach Tubacin-Behandlung der 

Urothelkarzinom-Zelllinien BFTC905, 5637 und RT-112. Als Kontrolle dienten mit DMSO behandelte Zellen. 

Die eingesetzte Tubacinkonzentration betrug 10 µM. Die Migrationsstrecke zum Zeitpunkt 0 h wurde als 100 % 

gesetzt und die an den folgenden Zeitpunkten gemessenen Werte darauf bezogen. Auf der Abszisse ist die Zeit in 

Stunden nach Setzen des Spaltes dargestellt, auf der Ordinate die Migrationsstrecke in Prozent.  

Zusammenfassend führte eine Tubacin-Behandlung lediglich bei RT-112 zu einer leichten 

Hemmung der Zellmigration. Durch Transfektion mit siRNA war bei RT-112 und 5637 eine 

Migrationshemmung zu beobachten. Bei BFTC905 zeigte sich weder durch siRNA-

Transfektion noch durch Tubacin-Behandlung ein Effekt. 

 

3.10 Untersuchung der Effekte von Tubacin und Bortezomib auf die Klonogenität von 

Urothelkarzinom-Zelllinien 

Mittels Klonogenitätsassay wurde untersucht, ob sich die einmalige Inkubation der 

Urothelkarzinom-Zelllinien mit Tubacin auf deren Fähigkeit zur Bildung von Zellklonen 

auswirkt (siehe Abb. 3.42). Bortezomib, für das bereits in anderen Tumorzellen eine 

Inhibition der Klonogenität nachgewiesen werden konnte [192], wurde zum Vergleich 

mitgeführt. Für den Klonogenitätsassay wurde 639v als Zelllinie mit hoher HDAC6-
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Expression, sowie VmCub1 als Beispiel für eine Zelllinie mit niedrigem Expressionsniveau 

ausgewählt. Nach Substanzzugabe wurden die Zellen täglich mikroskopisch untersucht, bis 

die DMSO-Kontrollen annähernd konfluent waren. Anschließend wurden die Zellen mit 

Giemsa gefärbt und fotografiert.  

 

Abb. 3.42: Giemsa-Färbung der Zelllinien VmCub1 und 639v nach Behandlung mit Tubacin oder 

Bortezomib. Bortezomib und Tubacin wurden in Konzentrationen von jeweils 50 nM und 10 µM eingesetzt. Als 

Kontrolle wurde DMSO gewählt. Die Giemsa-Färbung wurde durchgeführt, nachdem die DMSO-Kontrolle 

annähernd konfluent war.  

Abb. 3.42 zeigt, dass Bortezomib die Klonogenität am stärksten inhibierte, da bei beiden 

Zelllinien kaum mehr Kolonien auf dem Schalenboden vorhanden waren. Im Gegensatz dazu 

beeinflusste die Tubacin-Behandlung die Urothelkarzinom-Zelllinien wesentlich geringer in 

ihrer Klonogenität. Bei 639v war kein Abfall der Kolonienanzahl im Vergleich zur DMSO-

Kontrolle erkennbar. VmCub1 hingegen wurde deutlicher durch die Tubacin-Behandlung 

beeinflusst. 
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3.11 Langfristige Proliferationsfähigkeit von Urothelkarzinom-Zelllinien nach 

Behandlung mit Tubacin, 17-AAG oder Bortezomib 

Um zu überprüfen, ob Tubacin, 17-AAG und Bortezomib die Proliferationsfähigkeit der 

Urothelkarzinom-Zelllinien langfristig beeinträchtigen, wurden exemplarisch die Zelllinien 

639v und VmCub1 jeweils als Triplikate mit Tubacin, 17-AAG oder Bortezomib behandelt 

und regelmäßig mikroskopisch auf Konfluenz hin überprüft. Die Zeiten, die die Zellen 

benötigten, um vollständige Konfluenz zu erreichen, sind in der nachfolgenden Tabelle 

dargestellt (vgl. Tabelle 3.2). Die Zellen der Zelllinie 639v, die mit Bortezomib behandelt 

wurden, waren nach wenigen Tagen abgetötet, so dass die entsprechenden Schalen verworfen 

wurden. 

Tabelle 3.2: Proliferationsassay. Dauer in Tagen bis zum Erreichen vollständiger Konfluenz der Zelllinien 639v 

und VmCub1 nach Expansion. Die Zellen wurden zuvor einmalig mit den Substanzen Tubacin (10 µM), 17-AAG 

(1 µM) oder Bortezomib (50 nM) behandelt und für 48 h inkubiert. Als Kontrolle diente DMSO.  

 

Bei der mikroskopischen Untersuchung der Zelllinien fiel auf, dass Bortezomib von allen 

eingesetzten Substanzen die Proliferation der Zellen am deutlichsten einschränkte. 639v 

wurde hierbei stärker beeinträchtigt als VmCub1. Auch mehrere Tage nach Zugabe von 

Bortezomib war keine Zellproliferation bei 639v erkennbar, so dass die Schalen am achten 

Tag nach Expansion verworfen wurden. Bei VmCub1 kam es nach Bortezomib-Behandlung 

ebenfalls zu einem massiven Zellsterben, der auch am 3. Tag nach Mediumwechsel noch 

beobachtet werden konnte. In der Folge erholten sich die Zellen jedoch zusehends, so dass die 

Schalen zwei Wochen nach Expansion konfluent gewachsen waren. 

Auch nach Behandlung mit 10 µM Tubacin konnte ein deutlicher Effekt auf die 

Zellproliferation beobachtet werden. Am sechsten Tag nach Expansion war bei der Zelllinie 

639v eine hohe Rate an toten Zellen im Medium vorhanden. Da das Medium am Vortag 
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gewechselt worden war, spricht dies für einen längerfristigen toxischen Effekt von Tubacin. 

Insgesamt fiel das Verhältnis Zellproliferation zu Zelltod jedoch zugunsten der Proliferation 

aus, da die Zellen zunehmend konfluenter wurden. 

Bei den mit 17-AAG behandelten Zellen der Linie 639v war ebenfalls ein deutliches 

Zellsterben nach Mediumwechsel zu beobachten, welches jedoch geringer ausfiel als nach 

Tubacin-Behandlung. VmCub1 wurde hierbei von der Behandlung mit 17-AAG weniger 

beeinflusst als 639v. 

Zusätzlich zu den bisher beschriebenen Effekten nach medikamentöser Behandlung konnten 

bei VmCub1 morphologische Auffälligkeiten festgestellt werden, welche in Abb. 3.43 

dargestellt sind.  

 

Abb. 3.43: Lichtmikroskopische Darstellung der Zelllinie VmCub1 nach Bortezomib-Behandlung (B-D). 

Dieses wurde in einer Konzentration von 50 nM eingesetzt. Als Kontrolle wurde DMSO gewählt (A). Die 

mikroskopischen Aufnahmen wurden 14 d nach Expansion aufgenommen. 

Auffällig waren die zahlreichen kompakten Zellinseln, welche sich innerhalb des konfluenten 

Zellrasens gebildet hatten und von diesem deutlich abgegrenzt zu sein schienen (siehe 

Abb. 3.43 C). Zudem waren sowohl in den Zellinseln als auch in der Peripherie Zellen 

erkennbar, die durch lange, zum Teil sichelförmige, Zellausläufer charakterisiert waren (siehe 

Abb. 3.43 B, D). 
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4 Diskussion 

Histonacetylasen (HATs) und -deacetylasen (HDACs) beeinflussen die Konformation des 

Chromatins und spielen daher eine wichtige Rolle bei der Beeinflussung der Transkription 

von Genen. In Tumorzellen liegt gehäuft eine Dysregulation dieser Enzyme vor, was oftmals 

einen Einfluss auf Zellzyklus, Proliferation und Migration hat [38]. Die Regulation von 

HDACs durch HDAC-Inhibitoren wird bereits seit vielen Jahren intensiv erforscht. Der 

Hauptfokus wurde bislang auf die sogenannten Pan-Inhibitoren gelegt, also solche 

Inhibitoren, die gleichzeitig mehrere HDAC-Isoenzyme hemmen. Schon früh konnte dabei 

gezeigt werden, dass der Einsatz von HDAC-Inhibitoren wie Natriumbutyrat neben einer 

reversiblen Hyperacetylierung von Histonen zu einer Hemmung der Zellproliferation führt 

[193]. Für einen weiteren Pan-Inhibitor, Trichostatin A, konnte in Rattenfibroblasten eine 

Zellzyklusinhibition in der G1- sowie in der G2-Phase nachgewiesen werden, mit deutlicher 

Hemmung der Zellproliferation. Auch nach Trichostatin A-Behandlung wurde eine verstärkte 

Histonacetylierung in verschiedenen Säugerzelllinien beobachtet [194]. Mit der Zeit wurden 

weitere HDAC-Inhibitoren synthetisiert und ihre antitumoröse Wirkung in vitro und in vivo 

nachgewiesen. Bei einigen Tumorentitäten führte dies letztlich zur Zulassung von HDAC-

Inhibitoren für eine medikamentöse Tumortherapie, wie beispielsweise Vorinostat bei der 

Therapie des kutanen T-Zell-Lymphoms [195].  

Problematisch beim Einsatz von Pan-HDAC-Inhibitoren zur Therapie von Malignomen ist 

jedoch zum einen deren geringe Spezifität durch Hemmung sowohl tumorfördernder als auch 

tumorhemmender Prozesse, als auch ein ausgeprägtes Toxizitätsprofil [41, 196]. Daher schien 

es sinnvoll, zum einen systematisch die Funktionen einzelner Histondeacetylasen in Tumoren 

zu untersuchen, und zum anderen zu überprüfen, welche Wirkung eine Inhibition der 

jeweiligen HDACs durch Isoenzym-spezifische HDAC-Inhibitoren auf Tumorzellen und 

nicht-maligne Zellen hat.  

Für das Urothelkarzinom sind bislang hauptsächlich Untersuchungen mit Pan-Inhibitoren 

durchgeführt worden [197, 198]. Vorarbeiten in unserem Labor haben ergeben, dass eine 

Behandlung von Urothelkarzinom-Zelllinien mit dem Pan-Inhibitor Vorinostat dosisabhängig 

zu einer Aktivitätssteigerung der Caspasen 3 und 7 führt. Zellzyklusanalysen zeigten zudem 

eine nach Vorinostat-Behandlung signifikant erhöhte sub-G1-Population, sowie einen G2/M-

Arrest [164]. Von Buckley et al. [199] wurden zudem Untersuchungen mit Belinostat sowohl 

in Urothelkarzinom-Zelllinien als auch im Mausmodell durchgeführt, welche eine 
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dosisabhängige Wachstumsinhibition sowie eine Hochregulation von p21
WAF1/CIP1

 ergeben 

haben. Auch in klinischen Studien werden Pan-Inhibitoren derzeit erprobt. Im Februar des 

Jahres 2012 ist das Ergebnis einer Phase-I-Studie publiziert worden, die die therapeutischen 

Effekte von Vorinostat in Kombination mit Docetaxel bei Patienten mit rezidivierendem 

Urothelkarzinom analysiert hat. Die Studie musste aufgrund der hohen Toxizität vorzeitig 

abgebrochen werden [198]. Auch eine Phase-II-Studie, die den Effekt von Vorinostat bei 

Urothelkarzinompatienten, die bereits mit einer platinbasierten Chemotherapie vorbehandelt 

waren, untersuchte, ergab eine deutliche Toxizität von Vorinostat bei nur geringer 

antitumoröser Effektivität [197]. Dieses ausgeprägte Toxizitätsprofil macht den klinischen 

Einsatz von Pan-Inhibitoren nur begrenzt möglich, so dass Untersuchungen mit Isoenzym-

spezifischen HDACs und deren Inhibitoren durchgeführt wurden. 

Bezüglich des Einsatzes von Isoenzym-spezifischen HDAC-Inhibitoren beobachteten Vallo et 

al. [200] eine Wachstumshemmung durch Behandlung von Urothelkarzinom-Zelllinien mit 

Valproinsäure, welche zudem eine Verminderung der HDAC3- und HDAC4-Expression 

bewirkte [200]. Karam et al. wiederum überprüften unter anderem die Wirkung des Klasse I-

selektiven HDAC-Inhibitors FK-228 im Mausmodell [201]. Auch hier zeigte sich eine 

zeitabhängige Wachstumsinhibition. 

Ein interessantes target für eine Isoenzym-spezifische HDAC-Inhibition ist HDAC6, 

insbesondere da eine Hemmung von HDAC6 bzw. dessen Herunterregulation keinen 

wesentlichen Einfluss auf Vitalität und Differenzierung von normalen Zellen besitzt [88]. Im 

Mausmodell wurde lediglich eine leicht erhöhte Knochendichte, sowie eine Erhöhung des 

Anteils an acetyliertem α-Tubulin beobachtet [88]. 

Als Zielmoleküle von HDAC6 wurden neben dem Hauptsubstrat α-Tubulin noch Cortactin, 

Peroxiredoxin sowie HSP90 identifiziert [49, 133]. Durch Inhibition von HDAC6 wurde in 

verschiedenen Tumorentitäten sowohl die Zellvitalität, als auch die Migrationsfähigkeit 

negativ beeinflusst. Für einige Mammakarzinom-Zelllinien konnte gezeigt werden, dass diese 

durch eine starke HDAC6-Expression charakterisiert sind und HDAC6 für Zellwachstum und 

Invasivität von entscheidender Bedeutung ist [202–204].  

Für Harnblasenkarzinom-Zelllinien sind bislang nur wenige Analysen hinsichtlich Expression 

und Funktion von HDAC6 publiziert worden. Daher sollten in dieser Arbeit entsprechende 

Expressions- und Funktionsanalysen durchgeführt werden, um herauszufinden, ob sich 

HDAC6 als Zielmolekül für eine antitumoröse Therapie eignet. In diesem Zusammenhang 
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wurde die Beeinflussung von Zellvitalität, -proliferation und -migration nach HDAC6-

Inhibition untersucht. Zudem sollte überprüft werden, ob eine Kombinationstherapie mit 

weiteren Substanzen die antitumoröse Wirkung einer HDAC6-Inhibition verstärken kann. 

Neben HDAC6 wurde auch die Histondeacetylase 10 untersucht. HDAC10 gehört wie 

HDAC6 zur Klasse IIb der Histondeacetylasen und weist strukturelle Gemeinsamkeiten mit 

HDAC6 auf. Ihre Funktionen in der Zelle sind bislang noch unklar. Daher sollte analysiert 

werden, in welchem Umfang HDAC10 in Urothelkarzinom-Zelllinien exprimiert ist und ob 

eine HDAC6-Hemmung durch HDAC10 kompensiert werden kann. 

 

4.1 HDAC6-Expression im Urothelkarzinom 

Die Untersuchung der Urothelkarzinom-Zelllinien hat ergeben, dass diese auf mRNA-Ebene 

im Vergleich zu normalen urothelialen Primärkulturen insgesamt durch eine verminderte 

HDAC6-Expression charakterisiert sind. Diese Ergebnisse stimmen mit vorherigen Arbeiten 

aus dem Forschungslabor der Urologischen Klinik überein [164]. Die stärkste 

Herunterregulation war bei den Zelllinien VmCub1, BFTC905, HT1376 und Umuc3 

erkennbar. Hierbei ließ sich jedoch kein Zusammenhang zwischen der Höhe der HDAC6-

Expression und dem morphologischen Phänotyp oder dem Differenzierungsgrad feststellen.  

Insgesamt korrelierte die Proteinexpression mit dem Expressionsmuster auf mRNA-Ebene. 

Die Zelllinien VmCub1, HT1376 und BFTC905 zeigten analog zu den qRT-PCR-Daten ein 

deutlich erniedrigtes Expressionsniveau. Bei der Zelllinie Umuc3 hingegen war auf 

Proteinebene eine höhere HDAC6-Expression sichtbar, als die qRT-PCR vermuten ließ. Dies 

weist darauf hin, dass die HDAC6-Expression nicht nur auf der Ebene der Transkription, 

sondern auch auf Proteinebene reguliert wird. In einer Publikation aus dem Jahr 2009 wurde 

von Deribe et al. bereits eine Reduktion der HDAC6-Deacetylaseaktivität mittels EGF-

Rezeptor-vermittelter Phosphorylierung beschrieben [205]. In hippocampalen Neuronen 

scheint die HDAC6-Phosphorylierung über GSK3β vermittelt zu werden, hier mit der Folge 

einer verstärkten Deacetylaseaktivität von HDAC6 [206]. In einer Arbeit von Liu et al. wurde 

von einer posttranslationalen Acetylierung von HDAC6 durch p300 berichtet [207]. 

Um den Einfluss der Zelldichte auf die HDAC6-Expression zu untersuchen, wurden die 

Zellen nach Erreichen einer 50%igen- sowie 80%igen Konfluenz geerntet und die HDAC6-

Expression auf mRNA- und Proteinebene untersucht. Ein Zusammenhang zwischen 

Zelldichte und HDAC-Expression wurde bereits für HDAC1 gezeigt [208]. In unserer Arbeit 
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zeigten sich für HDAC6 zelllinienabhängig je nach Konfluenzstadium deutliche Unterschiede 

in der Expression. Einige Zelllinien wiesen in einem halbkonfluenten Stadium eine höhere 

HDAC6-Expression auf, andere in einem subkonfluenten Stadium. Ein einheitliches Muster 

war jedoch nicht abzulesen.  

In Ovarialkarzinom-Zelllinien geht eine erniedrigte Proliferationsrate mit geringerem ER-

Stress einher [209]. Da HDAC6 in einigen Tumoren mittels Aggresomenbildung für die 

Reduktion von zellulärem Stress von Bedeutung ist, wäre es denkbar gewesen, dass Zellen in 

einem halbkonfluenten Stadium aufgrund ihrer erhöhten Proliferationsrate und dem damit 

verbundenen erhöhten ER-Stress eine stärkere HDAC6-Expression aufweisen als die 

subkonfluenten Zellen. Dies war jedoch nicht in allen untersuchten Zelllinien der Fall.  

Die in der vorliegenden Arbeit analysierten Tumorgewebeproben waren im Gegensatz zu den 

Zelllinien durch eine moderate, jedoch signifikant erhöhte Expression von HDAC6 im 

Vergleich zu den Normalgewebeproben charakterisiert. Ein Zusammenhang zwischen 

Tumorstadium und HDAC6-Expression war jedoch nicht erkennbar. Dagegen war in der 

Vorarbeit [164] bei vielen Tumorproben eine Herunterregulation von HDAC6 detektiert 

worden. Allerdings wurden von Niegisch et al. andere Gewebeproben zur HDAC6-

Bestimmung verwendet als in der vorliegenden Arbeit. Eine große Variabilität hinsichtlich 

der Expression von HDAC6 in Tumorgewebeproben zeigte sich auch beim Vergleich 

verschiedener Microarray-Daten. Möglicherweise sind die Urothelkarzinome in ihrer 

HDAC6-Expression sehr heterogen, so dass die Auswahl der Gewebeproben für die 

unterschiedlichen Ergebnisse entscheidend war. Es wäre möglich, dass auch Faktoren wie 

Gewebsmediatoren, Hypoxie, Immunantwort oder Wachstumsgeschwindigkeit einen Einfluss 

auf die HDAC6-Expression im Tumorgewebe nehmen. Untersuchungen von hepatozellulären 

Karzinomen haben ebenfalls variable Ergebnisse hinsichtlich der HDAC6-Expression ergeben 

[83, 210, 211]. Ovarialkarzinom-Zelllinien wiesen im Vergleich zu immortalisierten normalen 

Ovarialepithelzellen eine erhöhte HDAC6-Proteinexpression auf; ähnliches wurde bei den aus 

Patienten gewonnenen Tumorgeweben im Vergleich zu benignen Geweben festgestellt [209]. 

Auch in Zelllinien aus oralen Plattenepithelkarzinomen ließ sich im Vergleich zu normalen 

Keratinozyten sowohl auf mRNA- als auch auf Proteinebene eine erhöhte HDAC6-

Expression nachweisen. Zudem wurde beobachtet, dass die Höhe der HDAC6-Expression mit 

dem Tumorstadium korreliert und ein höheres Stadium mit einer erhöhten HDAC6-

Expression einhergeht [82]. In Mammakarzinomgeweben hingegen konnte gezeigt werden, 
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dass eine erhöhte HDAC6-Expression auf mRNA-Ebene durch einen niedrigen Tumorgrad 

charakterisiert war [86]. 

Insgesamt legen die Ergebnisse den Schluss nahe, dass die Bedeutung von HDAC6 für das 

Überleben und die Proliferation von Tumorzellen je nach Tumorentität variiert und dass 

HDAC6 gewebeabhängig unterschiedliche Funktionen ausübt. Hieraus ergibt sich die Frage, 

ob der HDAC6-Expressionspiegel eines Tumors einen Hinweis auf die Sensitivität für 

HDAC6-spezifische Inhibitoren geben kann. 

 

4.2 HDAC10-Expression im Urothelkarzinom 

Die HDAC10-Expression unterscheidet sich je nach Tumorentität. Für Zervixkarzinome 

konnte gezeigt werden, dass die HDAC10-Expression bei Patienten mit 

Lymphknotenmetastasen signifikant geringer ausfällt als bei Patienten ohne 

Lymphknotenmetastasen. Eine Induktion der HDAC10-Expression führt via Gensuppression 

der Matrixmetalloproteinasen 2 und 9 zu einer Inhibition von Zellmotilität und Invasivität 

[212]. Bei Neuroblastomzellen wiederum bedingt eine erhöhte HDAC10-Expression über 

Deacetylierung von Hitzeschockprotein 70 eine verstärkte Autophagie, mit der Folge einer 

verstärkten Resistenz gegenüber dem Chemotherapeutikum Doxorubicin [213]. 

In der vorliegenden Arbeit hat die durchgeführte qRT-PCR in Urothelkarzinom-Zelllinien ein 

sehr heterogenes Muster hinsichtlich der HDAC10-Expression auf mRNA-Ebene ergeben. 

Die niedrigste Expression war in den Zelllinien Umuc3, HT1376 und BFTC905 nachweisbar. 

RT-112, RT-4, 253J sowie das halbkonfluente Stadium der Linie T-24 waren hingegen durch 

eine erhöhte HDAC10-Expression charakterisiert. Analog zu den Ergebnissen bezüglich der 

HDAC6-Expression schien auch die Expression von HDAC10 weder vom Phänotyp der 

Zelllinie noch vom Konfluenzstadium abhängig zu sein. Auffällig war, dass das HDAC10-

Expressionsniveau bei vielen Zelllinien in einem halbkonfluenten Stadium deutlich höher war 

als bei den subkonfluent gewachsenen Zellen. Eine Korrelation mit der HDAC6-Expression 

konnte nicht beobachtet werden.  

Die Analyse der Expression von HDAC10 auf Proteinebene hat bei vielen Zelllinien ein im 

Vergleich zu urothelialen Primärkulturen unverändertes HDAC10-Expressionsniveau 

ergeben. Die Zelllinien 253J, HT1376 und SD hingegen wiesen eine erniedrigte HDAC10-
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Expression auf. Allerdings war keine deutliche Korrelation zu den Ergebnissen auf mRNA-

Ebene erkennbar.  

In Tumorgewebeproben zeigte sich eine Überexpression von HDAC10, welche jedoch nicht 

signifikant war. Zudem wurde die HDAC10-Expression auf Proteinebene nach siRNA-

vermittelter Herunterregulation von HDAC6 bestimmt, um zu überprüfen, ob die HDAC10-

Expression nach siRNA-vermittelter Herunterregulation von HDAC6 kompensatorisch 

ansteigt. In den analysierten Urothelkarzinom-Zelllinien konnte jedoch keine Veränderung 

der Expression beobachtet werden, was für eine voneinander unabhängige Regulation von 

HDAC6 und HDAC10 spricht. 

 

4.3 Lokalisation von HDAC6 in Urothelkarzinom-Zelllinien  

HDAC6 ist durch ein nukleäres Exportsignal (NES) sowie durch das SE14-Motiv 

charakterisiert, welches eine Serin- und Glutamat-reiche Region aus acht 

aufeinanderfolgenden Tetradekapeptiden darstellt [51]. Diese tragen maßgeblich dazu bei, 

dass HDAC6 hauptsächlich im Zytoplasma lokalisiert ist [51, 214]. In einigen Zellen wurde 

dennoch eine nukleäre Lokalisation von HDAC6 beobachtet [46, 48, 86]. Auch die 

Beobachtung, dass HDAC6 nach Ausschalten der NES-Domäne in den Zellkern transloziert 

[214], spricht für einen Einfluss von HDAC6 auf die Transkription von Genen. Liu et al. 

[207] konnten außerdem zeigen, dass HDAC6 selbst durch Veränderung seines 

Acetylierungsstatus reguliert wird. Nach Inkubation von rekombinanter humaner HDAC6 mit 

p300 in vitro konnte eine Acetylierung des HDAC6-Proteins detektiert werden. Die 

Acetylierung von HDAC6 ging mit einer reduzierten Tubulin-Deacetylaseaktivität, einer 

verringerten Zellmotilität, sowie einer zytoplasmatischen Lokalisation von HDAC6 einher 

[207], wobei die Translokation in das Zytoplasma laut der Autoren durch Hemmung der 

Interaktion von HDAC6 mit dem nukleären Importprotein Importin-α erzielt wurde. Diese 

Inhibition wiederum beruhte auf einer Acetylierung von HDAC6 in der N-terminalen Region, 

welche in deacetyliertem Zustand mit Importin-α interagieren kann.  

In der vorliegenden Arbeit wurden verschiedene Zelllinien mittels Immunzytochemie auf ihre 

intrazelluläre HDAC6-Lokalisation hin analysiert. Auffällig war hierbei die größtenteils 

zytoplasmatische Lokalisation von HDAC6. Lediglich bei BFTC905 konnte eine Verdichtung 

im Bereich des Zellkerns beobachtet werden. Zudem konnte HDAC6 in dieser Arbeit auch in 

den Filopodien von mesenchymalen Zelllinien (253J, 639v) detektiert werden. Epitheliale 
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Zelllinien hingegen zeichneten sich durch eine perinukleäre Akkumulation von HDAC6 aus, 

was der Lokalisation der Aggresomen entspricht [65]. Bei den mesenchymalen Zelllinien ist 

die Detektion von HDAC6 in Filopodien durch dessen Interaktion mit Cortactin und Aktin 

und deren Einfluss auf die Zellmigration erklärbar [68, 215]. Insgesamt stimmen unsere 

Beobachtungen, dass HDAC6 hauptsächlich zytoplasmatisch lokalisiert ist, mit den 

bisherigen Beobachtungen überein, wonach eine Regulation der Transkription im Kern durch 

HDAC6 zwar möglich ist, HDAC6 jedoch im Allgemeinen keinen globalen Einfluss auf die 

Acetylierung von Histonen besitzt. 

 

4.4 Einfluss von HDAC6-Inhibitoren auf den Acetylierungsstatus von α-Tubulin und 

auf die HDAC6-Expression 

Der selektive HDAC6-Inhibitor Tubacin wurde 2003 von Haggarty et al. beschrieben. Er 

wurde während eines multidimensionalen Screens von ca. 7000 sogenannten „small 

molecules“ als Inhibitor von HDAC6 entdeckt. Während unselektive HDAC-Inhibitoren wie 

SAHA eine Hyperacetylierung der Histone 3 und 4 bewirken, führt Tubacin als selektiver 

HDAC6-Inhibitor vor allem zu einer Acetylierung des zytosolischen HDAC6-Substrats α-

Tubulin [132]. 

Um die Spezifität einer Behandlung mit einem HDAC6-Inhibitor zu untersuchen, haben wir 

daher die Auswirkungen auf den Acetylierungsstatus von α-Tubulin gemessen. Unsere 

Ergebnisse zeigen, dass nach 24-stündiger Behandlung mit Tubacin ab 2,5 µM in 

verschiedenen Zelllinien eine dosisabhängige α-Tubulin-Acetylierung beobachtet werden 

konnte. Auch in anderen Arbeiten ist eine Änderung des α-Tubulin-Acetylierungsstatus 

bereits nach wenigen Stunden Tubacin-Inkubation beschrieben [131, 209]. Bei der humanen 

Lungenadenokarzinom-Zelllinie A549 bewirkte eine 5-stündige Behandlung mit Tubacin in 

Konzentrationen bis 20 µM eine dosisabhängige Steigerung der α-Tubulin-Acetylierung; die 

EC50 für die α-Tubulin-Acetylierung lag bei 2,5 µM [131]. Auch in Multiplen Myelomzellen 

konnte nach 24-stündiger Inkubation mit Tubacin eine deutliche Acetylierung von α-Tubulin 

in den Konzentrationen 2,5 und 5 µM beobachtet werden, welche dosisabhängig stärker 

wurde [132].  

Die in dieser Arbeit durchgeführten Analysen haben zudem gezeigt, dass bei der Zelllinie 

T-24 deutlich geringere Effekte hinsichtlich der α-Tubulin-Acetylierung nachweisbar waren 

als bei RT-112 und 639v, welche eine deutlich höhere HDAC6-Expression aufwiesen. 
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Vergleichbare Ergebnisse sind auch für andere Zellarten beschrieben. Bei Plasmazellen im 

Knochenmark von Patienten mit Multiplem Myelom, welche ein höheres HDAC6-

Expressionsniveau aufweisen als mononukleäre Zellen des peripheren Blutes, konnte nach 

Tubacin-Behandlung ebenfalls eine deutlich stärkere Acetylierung detektiert werden [132]. 

Dies spricht dafür, dass in Zellen mit hoher HDAC6-Expression mehr HDAC6-Protein in der 

Zelle gehemmt werden kann, mit der Folge einer stärkeren α-Tubulin-Acetylierung.  

Um die Selektivität von Tubacin für HDAC6 in Urothelkarzinom-Zelllinien noch detaillierter 

zu analysieren, wurde in dieser Arbeit neben der α-Tubulin-Acetylierung auch der Grad der 

Histonacetylierung mittels Western-Blot dargestellt. Dabei zeigte sich, dass selbst hohe 

Tubacinkonzentrationen in den analysierten Urothelkarzinom-Zelllinien keinen Einfluss auf 

die Histonacetylierung hatten. Dies wurde auch in Arbeiten von Hideshima et al. publiziert 

[132]. Gleiches wurde von Haggarty et al. berichtet, welche die Acetylierung von Histon H3 

(K9 und K14) in A549-Zellen analysierten. Diese Beobachtung hat die Arbeitsgruppe auf eine 

selektive Hemmung der Tubulin-Deacetylasedomäne durch Tubacin zurückgeführt [131]. 

Neben dem Grad der α-Tubulin- und Histonacetylierung wurde in dieser Arbeit die HDAC6-

Expression nach 24-stündiger Tubacin-Inkubation bestimmt. Da HSP90 ein Klientprotein von 

HDAC6 darstellt und die Reifung von HDAC6 wiederum durch HSP90 reguliert wird, sollte 

überprüft werden, ob durch die Tubacin-vermittelte Hyperacetylierung und somit 

Funktionseinschränkung von HSP90 eine unvollständige Reifung des HDAC6 Proteins mit 

nachfolgender Degradation durch das Proteasom erzielt werden kann [76]. Western-Blot-

Analysen haben jedoch gezeigt, dass eine Tubacin-Behandlung bei den Zelllinien T-24 und 

639v zu keiner Veränderung der HDAC6-Expression führt. Lediglich die Zelllinie RT-112 

wies nach Behandlung mit 2,5 µM Tubacin nach 24 h einen leichten Abfall des HDAC6-

Proteins auf. Ähnliches wurde bei Tubacin-Behandlung von A549-Zellen beobachtet [132]. 

Neben Tubacin haben wir die Wirkung zweier weiterer Isoenzym-spezifischer HDAC6-

Inhibitoren, ST-80 und Tubastatin A, untersucht.  

ST-80 wurde in vergangenen Arbeiten als selektiver HDAC6-Inhibitor für AML-Zellen 

beschrieben [128]. In der vorliegenden Arbeit wurde eine α-Tubulin-Acetylierung bei 2,5 µM 

beobachtet, welche dosisabhängig anstieg. Diese Ergebnisse stimmen mit den Arbeiten von 

Hackanson et al. überein, in denen eine deutliche α-Tubulin-Acetylierung ab 1 µM ST-80 

beschrieben wurde. Hackanson et al. konnten zudem zeigen, dass eine Behandlung mit ST-80 

in hohen Konzentrationen zu einer Histonacetylierung führt. Dies konnte in der vorliegenden 
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Arbeit nach 24-stündiger ST-80-Behandlung ebenfalls beobachtet werden und ist ein Zeichen 

der abnehmenden Selektivität von ST-80 in höheren Konzentrationen. Auffällig war zudem, 

dass selbst bei der hohen Konzentration von 50 µM ST-80 die α-Tubulin-Acetylierung der 

Urothelkarzinom-Zelllinien deutlich geringer ausfiel als unter 10 µM Tubacin oder 10 µM 

Tubastatin A, was für eine geringere Potenz von ST-80 im Vergleich zu Tubacin und 

Tubastatin A spricht. 

Tubastatin A wurde von Butler et al. als HDAC6-Inhibitor beschrieben, welcher eine höhere 

Selektivität für HDAC6 im Vergleich zu Tubacin aufweist [126]. In unseren Western-Blot-

Analysen war jedoch nach Tubacin-Behandlung die stärkste α-Tubulin-Acetylierung 

nachweisbar. Auch bei den durchgeführten Analysen der Zellvitalität nach HDAC6-Inhibition 

zeigte sich unter Tubacin der deutlichste Effekt. 

 

4.5 Einfluss von HDAC6-Inhibitoren auf die Zellvitalität 

Im weiteren Verlauf sollte überprüft werden, ob sich durch eine Behandlung mit HDAC6-

Inhibitoren antitumoröse Effekte erzielen lassen und sich somit möglicherweise ein neuer 

therapeutischer Ansatz zur Behandlung des Urothelkarzinoms ergibt.  

In anderen Tumorarten ist nach Tubacin-Behandlung bereits eine Reduktion der Vitalität 

beschrieben. Kawada et al. und Aldana-Masangkay et al. berichteten für EBV-positive 

Burkitt-Lymphom-Zellen bzw. ALL-Zellen von einer erhöhten Zelltodinduktion durch 

Tubacin [216, 217]. In Multiplen Myelom-Zelllinien haben Hideshima et al. nach 72 h 

Inkubationszeit zelllinienabhängig eine IC50 von 5-20 µM Tubacin feststellen können [132]. 

Für normale Zellen ist bislang kein zytotoxischer Effekt von Tubacin beobachtet worden 

[132]. Bazzaro et al. haben beispielsweise die Sensitivität der Ovarialkarzinom-Zelllinien 

SKOV-3, TOV-21G und ES-2 für Tubacin mit der der immortalisierten Oberflächenepithel-

Zelllinien IOSE-29 und IOSE-397 verglichen. Hierfür wurden die Zelllinien 24 bzw. 48 h 

lang mit den Tubacinkonzentrationen 5, 10, 15 und 20 µM inkubiert und die Vitalität mittels 

XTT-Assay quantifiziert. Während sich nach 24 h eine nur minimale Reduktion der 

Zellvitalität ergab, waren nach 48 h bei den Tumorzelllinien deutliche Effekte sichtbar. Nach 

Behandlung mit 5 µM Tubacin konnte bei den Ovarialkarzinom-Zelllinien eine Reduktion der 

Vitalität um ca. 25 % erzielt werden, nach 10 µM um ca. 40 %. Die immortalisierten 

Zelllinien hingegen wurden von der HDAC6-Inhibition kaum beeinflusst [209].  
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Unsere Ergebnisse haben gezeigt, dass die Vitalität der Urothelkarzinom-Zelllinien in 

geringen Tubacinkonzentrationen kaum beeinträchtigt wurde. Erst bei Konzentrationen von 5 

und 10 µM waren entsprechende Effekte zu beobachten. Lediglich die Zelllinie Umuc3 

reagierte schon bei einer Konzentration von 1 µM sensitiv auf die Tubacin-Behandlung. Bei 

der Zelllinie VmCub1 reduzierte sich die Vitalität nach Behandlung mit 5 µM Tubacin auf ca. 

50 %, bei anderen Zelllinien (5637, T-24) sank das Überleben auf ca. 70 %. Insgesamt zeigte 

sich die Tendenz, dass Zelllinien mit hoher HDAC6-Expression (RT-112, 253J) weniger 

sensitiv auf Tubacin reagieren, als Zelllinien mit wenig HDAC6-Expression (VmCub1, T-24). 

Dies legt den Schluss nahe, dass ein minimaler HDAC6-Spiegel für das Überleben der Zellen 

nötig ist. Diese Beobachtungen lassen sich jedoch nicht auf alle Zelllinien übertragen. 

Beispielsweise erwies sich Umuc3 trotz ihrer hohen HDAC6-Expression als relativ 

empfindlich für eine Tubacin-Behandlung. Es wäre denkbar, dass der endogene Stresslevel je 

nach Zelllinie variiert und die Reaktionen der einzelnen Zelllinien daher unterschiedlich 

ausfallen. Zwar scheinen Zelllinien mit niedriger HDAC6-Expression eher auf eine HDAC6-

Inhibition anzusprechen als Zelllinien mit hoher HDAC6-Expression. Zusammenfassend 

muss man jedoch sagen, dass aus der Stärke der HDAC6-Expression nicht sicher auf die 

Sensitivität für eine Inhibition von HDAC6 geschlossen werden kann. 

Die Tatsache, dass ein Großteil der in dieser Arbeit analysierten Urothelkarzinom-Zelllinien 

erst ab 5 µM Tubacin erkennbar in seiner Vitalität eingeschränkt wurde, die α-Tubulin-

Acetylierung aber bereits bei niedrigen Konzentrationen eintrat, wirft die Frage auf, welcher 

Mechanismus der Tubacin-induzierten Reduktion der Zellvitalität zugrunde liegt und warum 

die Vitalität nicht bereits in niedrigeren Konzentrationen durch das Tubacin beeinflusst wird. 

Scheinbar muss ausreichend viel HDAC6-Protein gehemmt werden, damit die Zellen eine 

Reaktion auf die HDAC6-Inhibition zeigen. Möglicherweise ist die Wirkung von Tubacin auf 

die indirekte Hemmung von HDAC6-Zielsubstraten wie HSP90 zurückzuführen, wodurch 

Klientproteine von HSP90 nicht vollständig prozessiert werden können. Zudem wäre es 

denkbar, dass die Selektivität von Tubacin in höheren Konzentrationen abnimmt und daher 

nicht nur HDAC6, sondern auch andere Histondeacetylasen gehemmt werden, was wiederum 

einen Einfluss auf die Vitalität der Zellen hat.  

Um den Wirkmechanismus von Tubacin näher zu analysieren, wurden die Urothelkarzinom-

Zelllinien in dieser Arbeit mit Tubacin in einer Konzentration von 5 µM inkubiert und eine 

Durchflusszytometrie durchgeführt. Hier hat sich gezeigt, dass Tubacin keine deutliche 

Induktion von Apoptose bewirken konnte. Ähnliches ergab eine siRNA-vermittelte 
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Herunterregulation von HDAC6. Hideshima et al. [132] konnten bei einer Konzentration von 

10 µM Tubacin in Multiplen Myelomzellen nach 12 und 24 h Inkubationszeit im Western-

Blot deutliche Apoptosezeichen wie eine Spaltung von Caspase 8 und PARP nachweisen. Es 

stellt sich jedoch die Frage, ob die beobachteten Effekte nicht durch die abnehmende 

Selektivität für HDAC6 in hohen Tubacinkonzentrationen bedingt sind; allerdings wurden in 

der zitierten Arbeit keine Western-Blot-Analysen zur Evaluierung des Histon H3- und Histon 

H4-Acetylierungsstatus vorgenommen.  

Neben Tubacin wurden die Urothelkarzinom-Zelllinien in dieser Arbeit mit ST-80 und 

Tubastatin A behandelt. Nach 72-stündiger Inkubation mit ST-80 konnte jedoch erst in hohen 

mikromolaren Konzentrationen ein deutlicher Einfluss auf die Zellvitalität festgestellt werden. 

Hackanson et al. wiederum haben eine ST-80-Behandlung bei AML-Zelllinien durchgeführt. 

Nach Behandlung mit 5 µM ST-80 und einer Inkubationszeit von 48 h konnte 

zelllinienabhängig eine Einschränkung der Vitalität um maximal 20-30 % beobachtet werden 

[128]. Tubastatin A zeigte in unserer Arbeit ebenfalls erst in Konzentrationen ab 5 µM einen 

Effekt auf die Zellvitalität. Diese Ergebnisse ähneln den Beobachtungen nach Tubacin-

Behandlung. Insgesamt hat sich Tubacin im Vergleich zu ST-80 und Tubastatin A als 

potenteste Substanz erwiesen. Sowohl der -Tubulin-Acetylierungsstatus als auch die 

Zellvitalität wurden durch Tubacin am stärksten beeinflusst. Jedoch waren auch nach 

Tubacininkubation erst in hohen Konzentrationen Effekte auf die Vitalität der analysierten 

Urothelkarzinom-Zelllinien nachweisbar.  

 

4.6 Einfluss einer HDAC6-Inhibition auf die Stressantwort von Urothelkarzinom-

Zelllinien 

Von HDAC6 ist bekannt, dass sie eine wichtige Funktion bei der Bildung von Aggresomen 

erfüllt. In bestimmten Tumoren ist diese Aggresomenbildung für die Reduktion von 

zellulärem Stress essenziell. Ein Ziel dieser Arbeit war es daher, zu überprüfen, ob 

Urothelkarzinom-Zelllinien nach HDAC6-Inhibition möglicherweise empfindlicher auf 

stressinduzierende Stimuli reagieren und ob durch Kombination eines solchen Stimulus und 

einer HDAC6-Inhibition eine verstärkte Zytotoxizität erzielt werden kann. Hierfür wurde ein 

Hitzeschock ausgewählt. Dieser hat in den analysierten Urothelkarzinom-Zelllinien jedoch zu 

keiner erhöhten Reduktion der Zellvitalität nach Tubacin-Behandlung geführt. Dies lässt 

darauf schließen, dass sich durch den induzierten Zellstress keine erhöhte Abhängigkeit von 



4 Diskussion   112 

 

HDAC6 ergibt, wie dies beispielsweise bei Multiplen Myelomzellen beobachtet werden 

konnte [132]. Diese Ergebnisse sind insofern überraschend, als dass in Urothelkarzinom-

Zelllinien eine Bildung von Stressgranula nach Hitzeschock gezeigt werden konnte [218] und 

HDAC6 wiederum in diesen Stressgranula lokalisiert ist [219]. Wird eine Zelle zellulärem 

Stress ausgesetzt, kommt es über Phosphorylierung des Initiationsfaktors eIF2α zu einer 

Blockierung der mRNA-Translation [219]. Diese blockierten mRNA-Abschnitte sind neben 

Initiationsfaktoren wie eIF3 oder eIF4E oder Translation-kontrollierende Proteinen wichtige 

Bestandteile der Stressgranula. Kwon et al. [219] haben gezeigt, dass eine HDAC6-Inhibition 

eine abgeschwächte Bildung der Stressgranula und somit eine Apoptoseinduktion zur Folge 

hat.  

Dies wirft die Frage auf, über welchen Mechanismus es den Zellen möglich ist, mit 

verstärktem zellulärem Stress umzugehen. Es ist bekannt, dass Hitzeschock den H2O2-Gehalt 

der Zelle erhöht. Für die Elimination von H2O2 sind wiederum die Peroxiredoxine von 

Bedeutung [220]. Parmigiani et al. [133] haben die Peroxiredoxine 1 und 2 (Prx 1 und 2) in 

Prostatakarzinom-Zelllinien als HDAC6-Substrate identifiziert. Prx 1 und Prx 2 stellen 

wichtige Radikalfänger dar, welche beispielsweise H2O2 durch Disulfidbrückenbildung 

abfangen. Fällt zu viel H2O2 an, führt dies zu einer Überoxidation der Peroxiredoxine. 

Infolgedessen geht deren Fähigkeit zur Reduktion von H2O2 verloren. Nach Parmigiani et al. 

hat eine Acetylierung von Prx 1 eine verringerte Inaktivierung durch H2O2 zur Folge und 

erhöht stattdessen die H2O2-Reduktionsaktivität, mit dem Ergebnis einer erhöhten Resistenz 

gegenüber H2O2-induzierter Apoptose. Die Vitalität der Zellen nach zellulärem Stress wurde 

nach Inkubation mit dem HDAC6-Inhibitor Tubacin nach H2O2-Exposition entsprechend 

geringer beeinträchtigt. Zudem konnte gezeigt werden, dass eine erhöhte Expression von 

Peroxiredoxin 1 im Urothelkarzinom mit einem hohen Tumorgrad einhergeht [221]. Es wäre 

möglich, dass die Urothelkarzinom-Zelllinien auf diesem Weg einer stressinduzierten 

Apoptose entgehen können.  

 

4.7 Effekte einer HSP90-Inhibition sowie einer kombinierten Inhibition von HSP90 

und HDAC6 auf die Vitalität von Urothelkarzinom-Zelllinien 

Das Hitzeschockprotein HSP90 unterstützt die Reifung mehrerer Proteine, die in onkogenen 

Signalwegen von Bedeutung sind. Eine Inhibition von HSP90 hat somit einen negativen 

Effekt auf Zellvitalität und Proliferation. HSP90 wiederum wurde als Klientprotein von 
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HDAC6 identifiziert, dessen Aktivität via HDAC6-vermittelter Deacetylierung gesteigert 

werden kann [47, 76]. Kovacs et al. konnten für A549-, NIH-3T3-, sowie 293T-Zelllinien 

zeigen, dass eine siRNA-vermittelte Herunterregulation von HDAC6 über Hyperacetylierung 

von HSP90 zu einem Verlust dessen Aktivität führt. Dieser Verlust war wiederum mit einer 

fehlenden Reifung und somit einem Funktionsverlust von HSP90-Klientproteinen wie dem 

Glukokortikoid-Rezeptor verbunden [47]. Ähnliche Ergebnisse wurden für AML- und CML-

Zelllinien beschrieben [76]. Zudem wurde beobachtet, dass in leukämischen Zelllinien eine 

Kombination des HSP90-Inhibitors 17-AAG mit einer HDAC6-Inhibition im Vergleich zu 

einer alleinigen Hemmung von HSP90 die Zellvitalität stärker vermindert [76].  

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit bestätigen, dass durch Inhibition von HSP90 mittels 

17-AAG in Urothelkarzinom-Zelllinien antitumoröse Effekte erzielt werden können. Bei den 

meisten Zelllinien war ab 1 µM 17-AAG eine deutliche Reduktion der Zellvitalität sichtbar. 

Diese Ergebnisse stimmen mit den Beobachtungen von Karkoulis et al. [75] überein, welche 

nach 17-AAG-Behandlung der Urothelkarzinom-Zelllinien RT-4, RT-112 und T-24 eine 

Herunterregulation von HSP90-Klientproteinen, sowie einen Zellzyklusarrest mit 

nachfolgender Apoptose beschrieben haben. Auch in AML-Zellen konnte nach 17-AAG-

Behandlung eine verstärkte Apoptose beobachtet werden [222]. 

Durch eine Kombination von Tubacin und 17-AAG hingegen konnten in der vorliegenden 

Arbeit nur geringe synergistische Effekte erzielt werden. Diese waren unabhängig von der 

HDAC6-Expression der Zelllinien. Eine mögliche Ursache wäre, dass HSP90 und HDAC6 im 

Urothelkarzinom nicht miteinander interagieren, oder dass die Funktion von HSP90 durch 

Hyperacetylierung weniger eingeschränkt wird als in anderen Tumorentitäten. Bazzaro et al. 

[209] haben für Ovarialkarzinom-Zelllinien gezeigt, dass durch eine Tubacin-vermittelte 

HDAC6-Inhibition zwar eine Hyperacetylierung von α-Tubulin induziert wird, der 

Acetylierungsstatus der HDAC6-Substrate HSP90 und Cortactin hingegen unverändert bleibt. 

Dies würde dafür sprechen, dass Tubacin lediglich die α-Tubulin-Deacetylasedomäne von 

HDAC6 hemmt. Die Funktion von HSP90 wäre über eine medikamentöse HDAC6-Inhibition 

somit nicht beeinflussbar. Warum in unterschiedlichen Tumorentitäten verschiedene 

Beobachtungen hinsichtlich der Tubacinwirkung gemacht wurden, ist jedoch unklar. 
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4.8 Effekte einer Proteasominhibition sowie einer kombinierten Inhibition von 

Proteasomen und HDAC6 auf die Vitalität von Urothelkarzinom-Zelllinien 

Fehlgefaltete Proteine entstehen durch erhöhten zellulären Stress sowie durch fehlerhafte 

Proteinkomplexbildung bzw. -modifikation. Auch eine erhöhte Syntheserate geht mit einer 

erhöhten Menge an fehlgefalteten Proteinen einher. Diese fehlgefalteten Proteine neigen zur 

Aggregatbildung, welche die normale zelluläre Funktion stören [223]. Für die Zelle ist es 

daher essenziell, die Akkumulation von fehlgefalteten Proteinen zu verhindern. 

Hitzeschockproteine beispielsweise sind in der Lage, ungefaltete sowie fehlgefaltete Proteine 

zu erkennen und die korrekte Bildung ihrer Tertiärstruktur zu fördern. Ist eine korrekte 

Proteinfaltung dennoch nicht möglich, werden diese Proteine mittels E3-Ligasen mit 

Ubiquitin markiert und somit ein Abbau durch das Proteasom ermöglicht [224]. Zudem ist das 

Proteasom für den Abbau von zellulären Proteinen wie p21 und IκB verantwortlich 

[141, 225]. Tumoren sind aufgrund ihrer erhöhten Proteinsynthese sowie einer verstärkten 

Mutationsrate durch einen erhöhten Anfall an fehlgefalteten Proteinen gekennzeichnet. 

Zudem werden Zellwachstum und Überlebensfähigkeit von Tumorzellen durch das Proteasom 

gefördert, da ein Abbau von IκB durch das Proteasom eine Aktivierung von NF-κB zur Folge 

hat [225]. Die Hemmung des Proteasoms, z.B. durch Bortezomib, stellt somit einen 

Ansatzpunkt für die Antitumor-Therapie dar.  

Bortezomib hemmt reversibel das 26S-Proteasom. Klinisch ist es bislang für die Behandlung 

des refraktären Multiplen Myeloms sowie des Mantelzelllymphoms zugelassen [139, 226]. 

Bortezomib kann in einigen Tumorarten wie dem Ovarialkarzinom in vitro selektiv gegen 

Tumorzellen eingesetzt werden, da normale Zellen in ihrer Vitalität nicht beeinträchtigt 

werden [139, 209]. Um die Wirksamkeit von Bortezomib auf die ausgewählten 

Urothelkarzinom-Zelllinien nachzuweisen, wurde das Expressionsniveau des Proteins c-FLIP 

mittels Western-Blot analysiert. c-FLIP, auch Casper, iFLICE oder Usurpin genannt 

[227, 228], ist antiapoptotisch wirksam, indem es mittels Bindung an FADD die Aktivierung 

der Caspasen 8 und 10 und so die über TNF-α, Fas-L und TRAIL induzierte Apoptose 

blockiert [229, 230]. In vielen Tumoren ist c-FLIP verstärkt exprimiert; Urothelkarzinom-

Zelllinien hingegen scheinen durch eine moderate Expression von c-FLIPL charakterisiert zu 

sein [231]. In humanen Zellen wird c-FLIP in den Isoformen c-FLIPL (long), cFLIPS (short) 

und als alternative allelische Form c-FLIPR exprimiert [230, 232]. Die c-FLIP-Transkription 

kann durch Proteine wie NF-κB, p63, SP1 oder EGR1 gesteigert werden, wohingegen c-Myc, 

c-Fos oder SP3 die c-FLIP-Expression reduzieren [233]. Abgebaut wird c-FLIP hauptsächlich 
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durch das Ubiquitin-Proteasom-System [233]. Folglich lässt sich durch eine proteasomale 

Inhibition mittels Bortezomib oder MG-132 ein Abbau von c-FLIP verhindern. In NSCLC-

Zellen beispielsweise ließ sich nach Bortezomib-Behandlung eine erhöhte Proteinexpression 

von c-FLIP nachweisen [234]. 

Auf der anderen Seite wird durch Bortezomib ein Abbau des NF-κB -Inhibitors IκB durch das 

Proteasom verhindert. Infolgedessen bleibt NF-κB an IκB gebunden und kann nicht in den 

Zellkern translozieren, so dass Zielgene von NF-κB wie c-FLIP nicht exprimiert werden 

können [139, 235]. Neben dem NF-κB-Signalweg kann die Expression von c-FLIP auch über 

andere Faktoren wie c-Fos beeinflusst werden, welches c-FLIP zu reprimieren vermag. 

Arbeiten mit Progenitorzellen von Osteoklasten haben gezeigt, dass c-Fos ebenfalls durch das 

Ubiquitin-Proteasom-System degradiert wird. Eine Proteasominhibition führt somit über c-

Fos-Steigerung zu einem erniedrigten Expressionslevel von c-FLIP [236, 237]. 

Zusammenfassend kann man sagen, dass nach Bortezomib-Behandlung sowohl eine 

verstärkte Expression von c-FLIP durch Hemmung seiner proteasomalen Degradation 

beobachtet worden ist, als auch eine Hemmung der c-FLIP-Transkription über IκB und c-Fos. 

In dieser Arbeit wurde die c-FLIP-Expression der Urothelkarzinom-Zelllinien 639v, 

VmCub1, RT-4 und J-82 analysiert. Die Auswahl von 639v und VmCub1 orientierte sich an 

deren unterschiedlichen HDAC6-Expressionsprofilen. J-82 wurde aufgrund der in den 

Arbeiten von Ewald et al. [231] beschriebenen erhöhten c-FLIP-Expression im Vergleich zu 

anderen Zelllinien ausgewählt. Für RT-4 wiederum ist in der Literatur eine hohe Sensitivität 

für eine Therapie mit Bortezomib in Form einer starken apoptoseassoziierten DNA-

Fragmentation beschrieben [238]. Unsere Versuche haben gezeigt, dass die c-FLIP-

Expression dosisabhängig mit steigender Bortezomibkonzentration in allen analysierten 

Zelllinien abfiel. Eine solche Herunterregulation wurde nach Bortezomibinkubation auch bei 

Hodgkin-Lymphomzellen [239], CLL-Zellen [240] oder AML-Zellen beobachtet [241]. Es 

stellt sich jedoch die Frage, warum die c-FLIP-Expression so stark abfällt, obwohl durch 

Bortezomib auch die Degradation von c-FLIP gehemmt wird. Es wäre möglich, dass c-FLIP 

nicht ausschließlich über das Ubiquitin-Proteasom-System abgebaut wird. Arbeiten von 

Scudiero et al. [242] haben gezeigt, dass die c-FLIPL-Expression in embryonalen Fibroblasten 

nach lysosomaler Inhibition mit Leupeptin und NH4Cl wiederhergestellt werden kann. Auch 

eine Behandlung mit Cycloheximid, welches die lysosomalen Proteasen - die Cathepsine - 
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hemmt, führte zu einer Erhöhung der c-FLIP-Expression. Es ist möglich, dass auch in 

Urothelkarzinomzellen ähnliche Mechanismen existieren. 

Um die Zytotoxizität von Bortezomib auf Urothelkarzinom-Zelllinien zu evaluieren, wurden 

diese 48 h lang mit Bortezomib behandelt und die Zellvitalität mittels CellTiter-Glo Assay 

quantifiziert. Alle analysierten Zelllinien erwiesen sich als sensitiv gegenüber Bortezomib. 

Bis 10 nM wurde in den meisten Zelllinien keine Reaktion beobachtet. Ab 50 nM hingegen 

sank die Zellvitalität drastisch ab. Als sensitivste Zelllinie erwies sich RT-112. Umuc3 

hingegen wurde am wenigsten beeinflusst. Analog hierzu konnte mittels 

Durchflusszytometrie nachgewiesen werden, dass in den Umuc3-Zellen nach Bortezomib-

Behandlung eine im Vergleich zu anderen Zelllinien nur geringe Anzahl an apoptotischen 

Zellen detektierbar war. Zudem waren bei der Zelllinie RT-4 bereits nach 24-stündiger 

Inkubation mit 1 µM Bortezomib kaum mehr Zellen lebensfähig. Ein Nachweis des c-FLIP-

Proteins mittels Western-Blot-Analysen in mit 1 µM Bortezomib behandelten Zellen war 

daher nicht möglich. Eine ähnlich starke Reaktion auf Bortezomib konnte auch nach einer 

Aussaat von höheren Zellzahlen beobachtet werden. Diese Ergebnisse korrelieren mit 

Beobachtungen von Kamat et al. [238], wonach die Zelllinie RT-4 nach Bortezomib-

Behandlung eine sehr hohe Rate an apoptotischen Zellen aufwies. 

Es stellt sich die Frage, welche zellulären Mechanismen der Sensitivität der Urothelkarzinom-

Zelllinien gegenüber Bortezomib zugrunde liegen. Es ist bekannt, dass Bortezomib unter 

anderem den p53-Signalweg aktiviert [243]. Der Tumorsuppressor p53 ist jedoch 

beispielsweise in der Urothelkarzinom-Zelllinie Umuc3 mutiert [238], was mit einer erhöhten 

Resistenz für eine Bortezomib-Behandlung einhergehen könnte. Hingegen zeichnen sich die 

Zelllinien RT-112 und 253J durch Wildtyp-p53 aus [244]. Außerdem ist bekannt, dass bei der 

Plasmazelldifferenzierung die Proteasomexpression vermindert ist, mit der Folge einer 

erhöhten Sensitivität gegenüber Proteasominhibitoren [245]. Entsprechende Analysen von 

Urothelkarzinom-Zelllinien liegen bislang noch nicht vor. Für Ovarialkarzinom-Zelllinien 

wurde außerdem gezeigt, dass diese je nach Konfluenzstadium unterschiedlich sensitiv auf 

eine Bortezomib-Behandlung reagieren [209]. Als mögliche Ursache nannten die Autoren 

eine Zellkontakt-bedingte Wachstumsinhibition der untersuchten Zellen, welche die Resistenz 

der Zellen gegenüber einer Bortezomib-Behandlung erhöhte. Analog dazu berichteten Kamat 

et al. [238], dass nach Bortezomib-Behandlung hauptsächlich eine negative Beeinflussung 

von Zellwachstum und Proliferation auftritt. Es wäre interessant zu erfahren, ob das 
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Konfluenzstadium auch in Urothelkarzinom-Zelllinien die Sensitivität für eine Bortezomib-

Behandlung beeinflusst.  

Zudem wäre es denkbar, dass die HDAC6-vermittelte Aggresomenbildung einen Einfluss auf 

die Sensitivität der Zellen für eine Proteasominhibition hat. Möglicherweise ist dieser 

Mechanismus nicht in allen Urothelkarzinom-Zelllinien ausgebildet. Folglich wären die 

Zelllinien, bei denen nach Proteasominhibition eine Aggresomenbildung möglich ist, 

resistenter als die Zelllinien, denen kein vergleichbarer Mechanismus zur Verfügung steht. 

Auf der anderen Seite wäre es denkbar gewesen, dass die Zellen mit einer erhöhten HDAC6-

Expression aufgrund einer verstärkten Aggresomenbildung weniger sensitiv auf die 

Bortezomib-Behandlung reagieren. Diese Hypothese konnte jedoch in unseren 

Zellvitalitätsanalysen nicht bestätigt werden.   

Neben der Monotherapie mit Bortezomib wurden die Urothelkarzinom-Zelllinien mit einer 

Kombination aus Bortezomib und dem HDAC6-Inhibitor Tubacin behandelt, um zu 

untersuchen, ob der zytotoxische Effekt von Bortezomib durch die Kombinationstherapie 

verstärkt werden kann. Grundlage hierfür war die Beobachtung, dass Proteine in 

eukaryotischen Zellen nicht nur über das Ubiquitin-Proteasom-System sondern auch über 

einen HDAC6-abhängigen Aggresomenweg abgebaut werden, insbesondere dann, wenn sich 

bereits Proteinaggregate gebildet haben, die vom Proteasom nicht mehr abgebaut werden 

können [223]. Kawaguchi et al. [65] haben gezeigt, dass HDAC6 ubiquitinierte Proteine 

binden kann und sie entlang der Mikrotubuli zum Mikrotubuli-organisierenden Zentrum 

transportiert, wo diese sich zu einem Aggresom formieren. Die Aggresomen werden 

letztendlich durch Autophagie degradiert. Auch hierfür scheint HDAC6 von Bedeutung zu 

sein, indem es durch Deacetylierung von Cortactin die Bildung eines Netzwerkes von F-

Aktinfilamenten fördert, welches die Fusion von Autophagosom und Lysosom ermöglicht, 

um die im Autophagosom enthaltenen Komponenten enzymatisch abbauen zu können [246]. 

Bei einer siRNA-vermittelten Herunterregulation von HDAC6 ist eine Bildung von normal 

strukturierten Aggresomen nicht mehr möglich [65]. Diese Beobachtungen betonen nochmals 

die Bedeutung von HDAC6 und des Ubiquitin-Proteasom-Systems bei der Elimination von 

akkumulierten Proteinen. Außerdem konnte in Multiplen Myelomzellen beobachtet werden, 

dass eine medikamentöse Hemmung des Ubiquitin-Proteasom-Systems oder dessen 

Überlastung zu einer verstärkten Aggresomenbildung führt, was die Abhängigkeit der 

Tumorzellen von HDAC6 nach Proteasominhibition unterstreicht [247]. Insgesamt lässt sich 

sagen, dass die Bildung von Aggresomen vor allem dann von Bedeutung ist, wenn 
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Proteinaggregate in der Zelle akkumulieren, die über das Proteasom nicht mehr abgebaut 

werden können. Dabei scheint dieser Mechanismus jedoch nur in Tumorzellen von Bedeutung 

zu sein. Bazzaro et al haben gezeigt, dass normale Zellen auf eine Bortezomib-Behandlung 

nicht mit einer Aggresomenbildung reagieren [209]. Diese Beobachtungen deuten darauf hin, 

dass die HDAC6-vermittelte Aggresomenbildung ohne verstärkten ER-Stress nur eine 

untergeordnete Rolle spielt [247]. 

Aus den oben beschriebenen Beobachtungen entwickelte sich der Gedanke, dass man durch 

eine gleichzeitige Hemmung von HDAC6 und des Ubiquitin-Proteasom-Systems eine 

synergistische Wirkung mit der Folge einer verstärkten Zytotoxizität erzielen könnte. Ein 

solcher Effekt ist bereits bei Ovarialkarzinom-Zelllinien, Multiplen Myelomzellen und 

Pankreaskarzinom-Zelllinien beobachtet worden [132, 209, 248]. Bazzaro et al. konnten 

zeigen, dass eine solche Kombinationstherapie einen massiven Anstieg von fehlgefalteten 

Proteinen mit nachfolgendem Zelltod zur Folge hat. In Ovarialkarzinom-Zelllinien wurde der 

Proteasominhibitor Bortezomib mit dem HDAC6-Inhibitor NK84 kombiniert und die Zellen 

24 h lang inkubiert. Nach Monotherapie mit einer submaximalen Dosis von 5 µM NK84 war 

bei keiner der untersuchten Tumorzelllinien eine signifikante Vitalitätsreduktion zu 

beobachten. Eine Kombination von 10 nM Bortezomib mit 5 µM NK84 hingegen führte zu 

einer Reduktion der Zellvitalität von ca. 50 % gegenüber der alleinigen Behandlung mit 

Bortezomib. Die Zellvitalität von CD34-positiven hämatopoetischen Progenitorzellen sowie 

von immortalisierten ovarialen Oberflächenepithel-Zelllinien wurde hingegen nicht 

beeinträchtigt, was zeigt, dass die Kombination von Bortezomib mit einem HDAC6-Inhibitor 

auf normale Zellen keinen toxischen Effekt ausübt.  

In dieser Arbeit konnten in den meisten analysierten Urothelkarzinom-Zelllinien durch 

Kombination von Bortezomib mit Tubacin nur geringe synergistische Effekte beobachtet 

werden. Ein möglicher Grund wäre, dass die Aggresomenbildung keinen essenziellen Prozess 

für das Überleben der Zellen darstellt. Es wäre denkbar, dass die Proteine nach 

Proteasominhibition verstärkt über Autophagie abgebaut werden. Hierfür wäre es sinnvoll 

nachzuweisen, ob nach Behandlung mit Tubacin und Bortezomib in Urothelkarzinom-

Zelllinien ein erhöhter Proteinabbau durch Autophagie beobachtet werden kann. Zudem wäre 

es sinnvoll zu analysieren, ob mit einer HDAC6-spezifischen siRNA behandelte 

Urothelkarzinom-Zelllinien bei Kombination mit Bortezomib analog zu den mit Tubacin und 

Bortezomib behandelten Zelllinien reagieren. Dies könnte klären, ob die 

Urothelkarzinomzellen tatsächlich nicht von HDAC6 abhängig sind oder ob Tubacin in 
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Urothelkarzinom-Zelllinien möglicherweise nur bestimmte Funktionen von HDAC6 wie die 

Aggresomenbildung hemmt. Für Multiple Myelomzellen konnten Hideshima et al. zeigen, 

dass durch eine siRNA-vermittelte Herunterregulation von HDAC6 ähnliche Effekte wie 

durch Tubacin beobachtet werden können [132].  

Um den Mechanismus, dem die Reduktion der Zellvitalität nach Bortezomib-Behandlung in 

Urothelkarzinom-Zelllinien zugrunde liegt, näher zu analysieren, wurden in dieser Arbeit 

mittels Durchflusszytometrie entsprechende Analysen durchgeführt. Färbungen mit 

Annexin V und Propidiumjodid ergaben, dass die Verminderung der Vitalität durch 

Bortezomib auf Apoptoseinduktion beruht. Für Bortezomib ist in der Literatur eine Induktion 

von Apoptose in verschiedenen Tumorzellen wie Retinoblastom- oder CML-Zellen 

beschrieben worden [249, 250]. Papageorgiou et al. [251] haben in Urothelkarzinomzellen 

eine Apoptoseinduktion in Kombination mit IFN-α detektiert. Normale Zellen hingegen 

blieben von einer Bortezomib-Behandlung unbeeinflusst [252]. Es wurde gezeigt, dass die 

Apoptoseinduktion nach Bortezomib-Behandlung durch eine Erhöhung des zellulären ER-

Stresses bedingt ist [247]. Es wäre möglich, dass der durch Bortezomib induzierte ER-Stress 

bei normalen Zellen für die Auslösung einer Apoptose nicht ausreicht, sondern stattdessen 

Signalwege aktiviert, die ein Überleben der Zellen sichern. Analog dazu konnte bei 

Behandlung von Tumorzellen mit Bortezomib und dem HDAC6-Inhibitor NK84, welche 

zuvor mit dem Proteinsyntheseinhibitor Cycloheximid behandelt worden waren, eine höhere 

Zellvitalität festgestellt werden als bei Zellen ohne Cycloheximid-Behandlung [209]. 

Kamat et al. [238] beobachteten bei den Urothelkarzinom-Zelllinien 253JB-V, RT4, KU7, 

UM-UC3 und UM-UC14, dass durch Bortezomib-Behandlung bereits in geringen 

Konzentrationen auf der einen Seite das Zellwachstum dosisabhängig inhibiert wurde, die 

Rate an apoptotischen Zellen jedoch zelllinienabhängig stark variierte. Dies ließ die Autoren 

darauf schließen, dass Bortezomib vor allem die Proliferation von Urothelkarzinomzellen 

inhibiert. Umuc3-Zellen, welche auch in dieser Arbeit analysiert wurden, zeigten in beiden 

Arbeiten eine schwache Apoptoseinduktion nach Behandlung mit Bortezomib. Analog dazu 

konnte im CellTiter-Glo Assay herausgestellt werden, dass die Vitalität der Umuc3-Zellen im 

Vergleich zu den anderen Urothelkarzinom-Zelllinien am geringsten durch die Bortezomib-

Behandlung beeinflusst wurde. Die Zelllinien RT-112, 639v und VmCub1, welche neben 

Umuc3 in dieser Arbeit analysiert worden waren, zeigten eine deutlich erhöhte Rate an 

apoptotischen Zellen nach Bortezomib-Behandlung. 



4 Diskussion   120 

 

4.9 Einfluss von HDAC6 auf die Zellmigration 

HDAC6 ist in vielen Tumoren für Zellmigration und Zell-Zell-Kontakt-Bildung essenziell 

und beeinflusst die Invasivität von Zellen maßgeblich [85, 204, 253, 254]. Eine Inhibition von 

HDAC6 geht in vielen Tumorentitäten mit einer verringerten Motilität einher [59, 209]. Eine 

im Jahr 2012 veröffentlichte Arbeit deutet darauf hin, dass HDAC6 im Urothelkarzinom 

zusammen mit SIRT2 einen Einfluss auf die Migration hat [254].  

Daher wurde die Migrationsfähigkeit von Urothelkarzinom-Zelllinien nach Tubacin- sowie 

siRNA-Behandlung mittels Scratch-Assay untersucht. Insgesamt wiesen die Zellen eine eher 

langsame Migrationsgeschwindigkeit auf. Bei BFTC905 konnten wir sowohl nach 

medikamentöser Inhibition als auch nach siRNA-Behandlung keine signifikanten 

Unterschiede hinsichtlich des Migrationsverhaltens feststellen. Bei der Zelllinie RT-112 

hingegen ließ sich in beiden Fällen eine leichte Migrationshemmung beobachten. 5637-Zellen 

wiederum zeigten lediglich nach siRNA-Behandlung ein verändertes Migrationsverhalten. 

Auffällig war zudem, dass die Migrationsfähigkeit der mit siRNA-behandelten Zellen deutlich 

geringer war als nach Tubacin-Behandlung.  

Bazzaro et al. konnten für Ovarialkarzinom-Zelllinien beobachten, dass konfluent gewachsene 

Zellen aufgrund ihrer durch Zell-Zell-Kontakt bedingten verminderten Proliferationsfähigkeit 

durch Tubacin weniger beeinflusst wurden als proliferierende Zellen [209]. Bazzaro et al. 

führten dieses Phänomen auf den mit einer erhöhten Proliferation verbundenen ER-Stress 

zurück, der die Abhängigkeit der Zellen von HDAC6 und dem Ubiquitin-Proteasom-System 

erhöht. Urothelkarzinom-Zelllinien sind hingegen stark in ihrem epithelialen Zellverband 

eingebunden. Für eine Zell-Zell-Kontakt-bedingte Wachstumsinhibition gibt es bislang nur 

wenig Hinweise. 

 

4.10 Effekt von HDAC6 auf Proliferation und Klonogenität 

Neben dem aktuellen Effekt auf die Zellvitalität wurde zudem die Wirkung von HDAC6 auf 

die langfristige Proliferation untersucht. Diese wurde durch Tubacin-Behandlung deutlich 

negativ beeinflusst, stärker in VmCub1- als in 639v-Zellen. Von einer negativen 

Beeinflussung der Proliferation von Tumorzellen durch Tubacin wurde bereits in mehreren 

Arbeiten berichtet [217]. Für Urothelkarzinom-Zelllinien liegen diesbezüglich bislang keine 

Daten vor.  
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Neben der Proliferationsfähigkeit nach HDAC6-Inhibition wurde auch die Klonogenität 

untersucht. Hierbei wurde Bortezomib, von welchem eine Inhibition der Klonogenität bereits 

bekannt ist, als Kontrolle mitgeführt. Von einer Beeinflussung der Klonogenität nach 

HDAC6-Inhibition ist in einer Arbeit mit der Darmkrebs-Zelllinie Caco-2 berichtet worden 

[255]. Analog wurde in dieser Arbeit für die Zelllinie VmCub1 eine deutliche Reduktion der 

Klonogenität im Vergleich zur DMSO-Kontrolle beobachtet. Bei der Zelllinie 639v hingegen 

waren keine entsprechenden Veränderungen sichtbar. Die Tatsache, dass die Klonogenität der 

Zelllinie VmCub1 durch Tubacin stärker negativ beeinflusst wurde als die der Zelllinie 639v, 

passt zu der Beobachtung, dass auch die Proliferationsfähigkeit der VmCub1-Zellen nach 

Tubacin-Behandlung geringer ausfiel als die der 639v-Zellen. Auffällig ist hierbei, dass das 

HDAC6-Expressionsniveau der Zelllinie VmCub1 deutlich niedriger liegt als das der Zelllinie 

639v. 
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