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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Inhibitoren von Histondeacetylasen (HDAC-Inhibitoren, HDACi) stellen eine neuartige
Therapieoption beim Urothelkarzinom (UC) dar. Wahrend sie sich bei anderen Tumorentitdten
bereits in der klinischen Studienphase befinden oder schon zur Therapie zugelassen wurden, blieb
ihre Wirkung im invasiven Urothelkarzinom bisher hinter den Erwartungen zurilick. Vorarbeiten des
Urologischen Forschungslabors der HHU zeigten, dass UC-Zelllinien (UCC) unter der Behandlung mit
dem Pan-HDACi SAHA (Vorinostat, Zolinza) die Apoptose umgingen. Eine mégliche Erkldrung dafiir
kénnte in der unter SAHA detektierten Induktion von Zellzyklusregulatoren, wie p21<** und Cyclin
D1, und des Inhibitors der intrinsischen Apoptose BCL-XL liegen. Da diese Faktoren von Zielgenen
des klassischen NF-kB-Signalwegs kodiert werden, wurde in dieser Dissertation untersucht, ob SAHA
tatsachlich den klassischen NF-kB-Signalweg aktiviert und eruiert, ob die Kombination von HDACi
mit NF-kB-Signalweg-Inhibitoren eine Therapieoption fiir das UC bietet.

Hierfir wurde die Aktivitat des klassischen NF-kB-Signalwegs in mehreren UCC unter basalen
Bedingungen, nach Aktivierung mit dem bekannten Induktor TNFa, nach Inhibition des Signalwegs
auf der Stufe der IkBa-Phosphorylierung durch Bay11-7082 oder Bay11-7085 und nach Behandlung
mit SAHA bestimmt. Dazu wurde die Translokation der beiden wichtigsten Transkriptionsfaktoren
des klassischen NF-kB-Signalwegs, RelA (p65) und NFkB1 (p50), in den Nukleus immunzytochemisch
verfolgt, die Gesamtexpression von RelA (p65) und seines Inhibitors IkBa auf Proteinebene mittels
Western Blot-Analyse gemessen und das mRNA-Expressionsniveau der NF-kB-Zielgene CDKNI1A
(p21“™), CCND1 (Cyclin D1), BCL2L1 (BCL-XL), CXCL8 (IL8), XIAP (XIAP) und BIRC5 (Survivin) mittels
quantitativer RT-PCR analysiert.

Zu Beginn dieser Arbeit konnten die vorbeschriebenen Effekte der SAHA-Behandlung auf benigne
Urothelzellen und UCC reproduziert werden. Demnach wirkte SAHA erst in hohen Konzentrationen
(= 5 uM) deutlich zytotoxisch und Apoptosezeichen waren selten. Die Behandlung der UCC mit TNFa
hatte fast ausnahmslos die erwarteten Wirkungen, wie Translokation von RelA in den Nukleus,
Induktion der IkBa-Degradation und erhohte Expression der Zielgene, mit Ausnahme von BIRC5.
Basal war RelA im Nukleus nicht nachzuweisen. SAHA fiihrte ebenfalls zu Translokationen von RelA
und p50 in den Zellkern, jedoch generell schwéacher und zelllinienabhdngig. SAHA verminderte in
allen drei UCC die Menge von IkBa. Auf mRNA-Ebene induzierte SAHA zelllinientbergreifend die
Genexpression von CDKN1A und CXCL8 signifikant, reprimierte jedoch XIAP und BIRC5. Die Wirkung
von SAHA auf CCND1 und BCL2L1 hing von der Zelllinie ab. Bay11-7082 hemmte erwartungsgemaR
die Wirkungen von TNFa, nahm jedoch keinen Einfluss auf die von SAHA induzierten Effekte.

SchlieBlich wurde die Wirkung von NF-kB-Inhibitoren allein und in Kombination mit SAHA auf die
UCC untersucht. Die Blockierung des Signalwegs durch Bay11-7082, Bay11-7085 oder Bortezomib
verminderte die Zahl vitaler Zellen in allen UCC. Apoptosezeichen waren unter Bay11-7082 sehr
selten, lediglich eine UCC wies morphologische Zeichen der Apoptoseinduktion auf. Auf
MRNA-Ebene reprimierte Bayl1-7082 zelllinienunabhdngig die Expression von XIAP und BIRC5,
induzierte CDKN1A und CXCL8 und nahm keinen Einfluss auf die Expression von BCL2L1. Allein die
Wirkung auf CCND1 hing von der Zelllinie ab. Die Kombination von SAHA mit Bay11-7082 ergab
weder in den Zellvitalitdtsassays noch in der quantitativen RT-PCR einen mehr als additiven Effekt,
ebenso wenig wie in der Kombination mit dem 26S-Proteasominhibitor Bortezomib.

Zusammenfassend ldsst sich die Frage nach einer wesentlichen Aktivierung des kanonischen
NF-kB-Signalwegs durch SAHA verneinen, auch wenn der HDACi zum Teil auf die gleichen Zielgene
wie TNFa wirkt. Die unzureichende Wirkung von SAHA auf die UCC beruht demnach nicht auf einer
Aktivierung des klassischen NF-kB-Signalwegs. Inhibitoren des NF-kB-Signalwegs wirken zytotoxisch,
jedoch nicht synergistisch mit SAHA.



Summary

Summary

Inhibitors of histone deacetylases (HDAC inhibitors, HDACi) are being investigated as a novel
therapeutic option in urothelial carcinoma (UC). However, whereas some HDACi have entered
clinical studies or even clinical practice for other tumor entities, their efficacy in UC has been
unsatisfactory so far. Previous work in the HHU urological research lab has suggested that UC cell
lines (UCC) escape apoptosis activation by the pan-HDACi SAHA (Vorinostat, Zolinza), possibly as a
consequence of induction of the cell cycle regulators p21“™ and Cyclin D1 as well as the apoptosis
inhibitor BCL-XL by SAHA. These three factors are encoded by target genes of the canonical NF-kB
pathway. Therefore, the present thesis addressed the idea that SAHA may activate this pathway
and that the combination of HDACi with NF-kB pathway inhibitors might thus enhance their efficacy

for UC therapy.

To address these questions, the activity of the canonical NF-kB pathway was investigated under
standard culture conditions, following its activation with its established activator TNFaq, its inhibition
at the step of IkBa phosphorylation by Bay11-7082 or Bay11-7085, and following treatment with
SAHA. For that purpose, the nuclear translocation of the two most important transcription factors
of the canonical NF-kB pathway, RelA (p65) and NFkB1 (p50), was followed by
immunocytochemistry, protein expression of RelA (p65) and its inhibitor IkBa was determined by
western blot analysis and mRNA expression of the NF-kB target genes CDKN1A (p21°""), CCND1
(Cyclin D1), BCL2L1 (BCL-XL), CXCL8 (IL8), XIAP (XIAP) and BIRC5 (Survivin) was measured by
gRT-PCR.

Initially, previously described effects of SAHA on benign urothelial cells and UCC were replicated. As
expected, only high SAHA concentrations (= 5 uM) were cytotoxic and little apoptosis was apparent.
Treatment of UCC with TNFa almost throughout exerted the expected effects, including
translocation of RelA into the nucleus, degradation of IkBa and increased expression of target
genes, with the exception of BIRC5. Notably, RelA was not detectable in the nuclei under basal
growth conditions. SAHA likewise induced RelA nuclear translocation, but much more weakly than
TNFa, and in a cell line-dependent manner. Across all cell lines, SAHA induced expression of
CDKN1A and CXCL8, but repressed XIAP and BIRC5. Effects on CCND1 and BCL2L1 were cell line-
dependent. Bay11-7082 blocked TNFa effects, as expected, but did not influence those of SAHA.

Blocking NF-kB signaling by Bay11-7082, Bay11-7085 or bortezomib decreased cell viability in all
UCC. Except for one UCC, signs of apoptosis were not evident. Bay11-7082 repressed XIAP and
BIRC5 expression across all cell lines, induced CDKN1A and CXCL8, but did not influence BCL2L1
expression. Effects on CCND1 differed among the cell lines. Combining SAHA with Bay11-7082 did
not yield more than additive effects on cell viability or gene expression, likewise the combination of
SAHA with the proteasome inhibitor bortezomib.

In conclusion, SAHA does not appear to significantly activate NF-kB signaling, even though target
genes overlap. The limited efficacy of SAHA in UCC is thus not due to activation of the canonical
NF-kB pathway. Inhibitors of the pathway are cytotoxic in UCC, but do not act in a synergistic
fashion with SAHA.
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Einleitung
1 Einleitung

1.1 Das Urothelkarzinom

Beim Urothelkarzinom handelt es sich um eine Neoplasie der Transitionalzellen des
Harntraktes, dem sogenannten Urothel. Das auch als Ubergangsepithel bezeichnete
Urothel kleidet den gesamten Harntrakt von den Nierenkelchen bis in die proximale
Harnrohre aus. Es stellt die Grenzschicht nach luminal dar und ist histologisch betrachtet
eine Sonderform des prismatischen Epithelgewebes. Sein mehrschichtiger und damit
dehnfahiger Aufbau aus drei bis acht Einzelschichten ermdglicht es dem Gewebe sich an die
wechselnden Fillungszustande des Harntraktes anzupassen. Die apikal gelegenen, zum Teil
sehr groBen, di- oder sogar polyploiden Deckzellen verleihen dem Urothel unter dem
Mikroskop sein typisches Aussehen. Maligne entartete Transitionalzellen kommen im
gesamten Harntrakt vor, zeigen jedoch eine deutliche Haufung in der Harnblase (95%). Man
vermutet, dass die Kontaktzeit des Harns und der darin enthaltenen Noxen mit dem
Oberflachenepithel eine entscheidende Rolle bei der Ausbildung maligner Tumoren spielt,
so dass wahrscheinlich auch die Urinstase und die Restharnbildung ein Auftreten
beginstigen’. In den restlichen 5% der Fille tritt das Urothelkarzinom im

Nierenbeckenkelchsystem und im Harnleiter, im Verhaltnis 3:1, auf.

In der Rangliste der weltweit haufigsten Krebserkrankungen liegen die malignen Neoplasien
des Harntraktes auf Rang 5% Am weitaus haufigsten handelt es sich dabei um
Urothelkarzinome, welche fiir 94% aller Harnblasenkarzinome verantwortlich sind®. Das
Harnblasenkarzinom, als vierthaufigste Krebserkrankung des Mannes®, hat eine weltweit
hohe, in den letzten Jahren aber weitestgehend stabile Inzidenz mit deutlichen
Unterschieden zwischen einzelnen Landern. So ist die Rate der neu aufgetretenen
Erkrankungen in der westlichen Welt am hochsten, in den asiatischen Ldandern am
niedrigstens. Mit einer altersstandardisierten Rate der Neuerkrankungen von 19,1 fir
Manner und von 4,0 fiir Frauen pro 100.000 Personen/Jahr besitzt die Europaischen Union
eine der weltweit hochsten Inzidenzraten, wobei auch hier deutliche Unterschiede
zwischen den einzelnen Mitgliedsstaaten vorliegen®’. Nach Schitzungen des ZfKD betrug
die altersstandardisierte Inzidenz in Deutschland 35,5 bzw. 8,9/100.000 (22.430 Manner,
7100 Frauen) Einwohner im Jahr 2014°. Trotz des seit 1999 in Deutschland verzeichneten
Riickgangs von Neuerkrankungen des invasiven Harnblasenkarzinoms um etwa 20% bei
Mannern, beziehungsweise um 10% bei Frauen, ist es immer noch fiir etwas mehr als die
Halfte der neu registrierten Falle verantwortlich (11.680 Mannern bzw. 4170 Frauen)3. Die
altersstandardisierte Sterberate flir deutsche Manner bzw. Frauen lag im Jahr 2015 bei 5,7
bzw. 1,8/100.000 Einwohnern®.
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Einleitung

Der bedeutendste Risikofaktor fiir die Ausbildung eines Harnblasenkarzinoms ist der
Tabakkonsum. Er gilt in etwa 50% der Falle als Ausloser®® ™ und wird fiir 40% aller durch
ein Harnblasenkarzinom verursachten Todesfille verantwortlich gemacht’. Sein Riickgang
innerhalb der letzten Jahrzehnte, insbesondere in Nordamerika und vielen europaischen
Landern, wird als eine der Hauptursachen fir die sinkenden Neuerkrankungsraten
angesehen’.  Aromatische ~ Amine  (insbesondere  Benzidin,  4-Aminobiphenyl,
4-Chlor-o-Toluidin, 2-Naphthylamin) sowie polycyclische aromatische Kohlenwasserstoffe
und chlorierte Kohlenwasserstoffe gelten im Rahmen beruflicher Exposition als
zweithaufigste Ursache fiir die Ausbildung eines malignen Harnblasentumors®*. Man geht
davon aus, dass hierzu eine Exposition iber mindestens 2 Jahre nétig ist’. Verwendung
finden diese Karzinogene in Farben und Lacken, bei der Gummiherstellung und in der
Aluminiumindustrie’. In alteren Studien wurde der berufliche Kontakt mit den Noxen noch
fur rund 20% der Falle verantwortlich gemacht”, durch verbesserten Arbeitsschutz konnte

&1 Die Latenzzeit bis

in den letzten Jahren ein Riickgang auf knapp 10% verzeichnet werden
zum Auftreten erster Tumore kann zwischen 5 und 40 Jahre betragen und ist von der
Expositionsdauer und -intensitit abhingig'. Als pradisponierend gelten weiterhin die
Einnahme bestimmter Medikamente, wie Cyclophosphamid, Chlornaphazin, Phenazetin

1112 und die

und Aristolochiasdure (in Heilkrdutermischungen)®?, chronische Entzindungen
Schistosomiasis/Bilharziose (Infektion mit S. haematobium)'’. ErwiesenermaRen treten
maligne Blasenneoplasien auch nach einer Bestrahlung des kleinen Beckens auf, die Latenz
betragt hier in der Regel mehrere Jahre'’. Verschiedene Studien weisen zudem auf
genetische Faktoren, wie die weniger aktiven Allele der N-Acetyltransferase 2 (NAT2)"
und Glutathiontransferase mu 1 (GSTM1) Null-Genotypen als pradisponierend fir die
Entstehung maligner Neoplasien hin. Sie stellen kein eigenes spezifisches Risiko fiir die
Entstehung eines Harnblasenkarzinoms dar, sondern erhéhen in Kombination mit

entsprechenden Noxen die Wahrscheinlichkeit des Auftretens™.

Das Risiko an einem Harnblasenkarzinom zu erkranken steigt mit zunehmendem Alter
linear an®, wobei Manner etwa drei- bis viermal so haufig betroffen sind wie Frauen. Laut
einer 2018 veroffentlichten Studie liegt das mittlere Erkrankungsalter in Deutschland
aktuell bei 75 Jahren (invasive Form: Manner 76 J / Frauen 74 J; nicht invasive Form 72 J fur

beide Geschlechter)®.

In seltenen Fdllen kommen neben dem bereits erwdhnten Urothelkarzinom auch andere
maligne Tumore in der Harnblase vor. Hierzu zahlt neben dem Plattenepithelkarzinom das
Adenokarzinom. Laut neuester Zahlen aus Deutschland machen diese jeweils knapp 1% der
malignen Blasentumore aus. Interessanterweise kommen diese nicht-urothelialen Karzi-

nome bei Frauen mit 3,1% bzw. 1,4% haufiger vor als bei Manner mit 0,6% bzw. 0,7% 3,
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Klinisch treten Harnwegstumore typischerweise in Form einer Mikro- bzw. schmerzlosen
Makrohamaturie, unspezifischer Reizsymptome wie Pollakisurie, Dysurie oder einer

1213 zur Primardiagnostik sollte standardméRig eine

Drangsymptomatik in Erscheinung
Zystoskopie der Harnblase mit histologischer Sicherung auffallig imponierender Areale
erfolgen®®. Dabei ist zu beachten, dass Blasenkarzinome in 50% der Fille multifokal
auftreten und am haufigsten im Bereich der Seiten- und Hinterwand (70%) lokalisiert sind.
In gerade einmal 20% der Falle ist der Bereich des Blasenhalses oder das Trigonums
betroffen, am seltensten die Vorderwand (10%)™.

Da etwa 2-4% aller Patienten mit einem gesicherten Harnblasenkarzinom bei Diagnose-

15.1 . . .
>1 wird insbesondere beim

stellung einen Zweittumor im oberen Harntrakt aufweisen
nicht-invasiven Urothelkarzinom mit initial bereits multifokalem Auftreten und/oder einer
Lokalisation im Bereich des Trigonums und/oder bei einem high-grade-Tumor eine
zusatzliche Abklarung des oberen Harntraktes (iber die routinemaRige Sonographie hinaus
empfohlen®?.

Kann ein Tumor nachgewiesen werden, sollte zur weiteren Diagnostik eine sog.
differenzierte transurethrale Resektion erfolgen, bei der nicht nur die sichtbaren
Tumoranteile zur histopathologischen Beurteilung abgetragen werden, sondern dariiber
hinaus auch separate Proben der Tumorrdnder und des Tumorgrunds gewonnen werden.
Mit der vollstandigen Tumorresektion wird zudem ein kurativer Behandlungsansatz

verfolgt™.

Das Staging der Urothelkarzinome erfolgt anhand der TNM-Klassifikation der UICC (Union
internationale contre le cancer) von 2017. Fir das Grading wird die Klassifikation der WHO
verwendet. Im Jahr 2016 verdffentlichte die WHO ihre neuste Klassifikation zur
histopathologischen Einteilung uro-genitaler Tumore. Bereits 2004 hatte eine von Grund
auf neue Klassifikation die bis dahin gebrauchliche Einteilung von 1973 abgeldst. Statt der
Jahrzehnte lang verwendeten Einteilung in Grad 1-3, die aufgrund der groRen
Heterogenitat der G2-Tumore eine Herausforderung fiir Therapieempfehlungen darstellte,
wurde mit der aktuellen Klassifikation eine klare und prazise Unterscheidung zwischen
high-grade (HG)- und low-grade (LG)-Tumoren ermoglicht und damit starker homogene
Tumorgruppen gebildet. Der Begriff ,nicht-invasiv’ wurde ebenfalls neu mit in die
Klassifikation aufgenommen. Mit ihm soll eine eindeutige Trennung der papilldren LG- und

HG-Tumore von den invasiven Urothelkarzinomen geschaffen werden®*®.

Mit mehr als 70% kommen die nicht-invasiven Urothelkarzinome (pTa, pTcis, pT1l) am
haufigsten vor. Trotz ihrer sehr hohen Rezidivraten von 50-70%" ist ihre Prognose gut, da
sich nur 15-20% im Verlauf zum muskelinvasiven Wachstum weiter entwickeln'***?*.

Entscheidend fir den weiteren Verlauf ist das Grading und hier insbesondere die
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Klassifikation in LGC und HGC. LG-Tumore wie das pTaLG und die PUNLMP haben zwar
hohe Rezidivraten (PUNLMP 35%) allerdings fast nie einen Progress mit invasivem
Wachstum?®. Die Progressionsrate der aggressiveren HG-Tumore liegt dagegen bei
50-65%'2. Eine entscheidende Rolle spielt hierbei ist die Invasion der Lamina propria. Wird
sie vom Tumor infiltriert, geht dies mit einem erhohten Risiko flir eine Progression der

Erkrankung und verkiirztem Uberleben einher®.

Muskelinvasive  Tumore (2pT2) machen 25-30% aller Urothelkarzinome bei

. 11,13,17
Diagnosestellung aus'***

. 25% der Patienten weisen zu diesem Zeitpunkt bereits
Lymphknotenmetastasen auf, 5% haben Fernmetastasen. Die 5-Jahres-Uberlebensrate fiir
Patienten mit einem lokal fortgeschrittenen oder metastasierten Tumor liegt gerade einmal

bei 15%"’.

Die Therapie des Harnblasenkarzinoms ist abhangig vom Staging und Grading, wobei
insbesondere bei den nicht-invasiven Tumoren das Grading therapieentscheidend ist. Im
Anschluss an die initiale TUR-B empfielt die EAU in Abhangigkeit von der Wahrscheinlichkeit
fir das Auftreten von Rezidiven bzw. der Progressionsneigung der Neoplasien eine
adjuvante intravesikale Instillationtherapie und hat hierzu eine entsprechende
risikoadaptierte Therapieempfehlung herausgegeben. Fiir ,Low-risk“-Tumoren stellt die
einmalige Frihinstillation von Mitomycin C (MMC) die alleinige adjuvante Therapie dar. Sie
soll die Tumorzellimplantation in der Folge der TUR verhindern. Die Rezidivrate kann damit
von 59% auf 45% reduziert werden. Bei ,Intermediate-risk“-Tumoren wird zusatzlich eine
weiterfihrende Instillationstherapie in Form einer Erhaltungstherapie Gber 1 Jahr emp-
fohlen'®. Neben dem Chemotherapeutikum Mitomycin C wird der Immunmodulator BCG
(Bacillus Calmette-Guérin) verwendet, dessen immunmodulatorische Effekte nachweislich
zu einer signifikanten Reduktion der Rezidiv- und Progressionsrate fuhren. Die Therapie
der Wahl bei ,High-risk“-Tumoren stellt die BCG-Immuntherapie mit einer

1219 kommt es zu einem Frithrezidiv oder einer

Erhaltungstherapie Uber 1-3 Jahre dar
Tumorpersistenz unter der Therapie, sollte eine Zystektomie durchgefiihrt werden®?. Jeder
Patient mit einem nicht-invasiven UC bedarf einer engmaschigen, dem individuellen Risiko

angepassten lebenslangen Nachsorge®.

Der Goldstandard bei der Therapie des muskelinvasiven Urothelkarzinoms ist die radikale
Zystektomie mit pelviner Lymphadenektomie. Aufgrund eines Infiltrationsrisikos der
umliegenden Organe werden beim Mann standardmaRig auch die Prostata und die
Samenblasen entfernt, bei der Frau der Uterus. Die Entscheidung lber die Resektion der
vorderen Vaginalwand und/oder der Adnektomie kann individuell in Abhangigkeit von der
Lokalisation des Blasenkarzinoms und des Menopausenstatus der Patientin getroffen
weden®. Trotz radikaler Therapie ist die Prognose schlecht; innerhalb von 2 Jahren nach
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der Operation entwickeln 5-15% der Patienten ein Lokalrezidiv und bis zu 50% der
Patienten weisen Fernmetastasen auf’. Die 5-Jahres-Uberlebensrate bei < pT2-Tumoren
betragt etwa 75% und liegt bei organtiberschreitendem Wachstum (2pT3) bei ca. 50% (pT3)
bzw. 36% (pT4)®. Ist der Lymphknotenstatus positiv, betrigt die 5-Jahres-Uberlebensrate in
Abhingigkeit vom T-Stadium 25-50%2°. Aufgrund eines in Metaanalysen bisher nicht
nachweisbaren signifikanten Vorteils der adjuvanten Chemotherapie auf das
Gesamtiberleben®, sollte die Indikationsstellung individuell anhand strenger Kriterien
erfolgen und Patienten mit einem hohen Progressionsrisiko vorbehalten bleiben®. Wichtig
ist hierbei die Verwendung von Cisplatin-haltigen Kombinationstherapien, wobei auch sie
das mediane Gesamtiiberleben von 6 Monaten lediglich auf 12-15 Monate verldangern
konnen. Selbst die jahrelang als Standardtherapie des metastasierten Urothelkarzinom
eingesetzte MVAC-Kombinationschemotherapie (Methotrexat, Vinblastin, Adriamycin,
Cisplatin) fuhrt bei gerade einmal 3,7% der Patienten zu einer Tumorfreiheit nach

6 Jahren®.

In Anbetracht dieser Fakten wird deutlich, wie wichtig neue Behandlungsansatze fur die

Therapie des muskelinvasiven Urothelkarzinom sind und wie dringend sie bendtigt werden.

1.2 Epigenetik

Zu den Mechanismen der Krebsentstehung und der Tumorprogression gehdren neben
genetischen Mutationen auch ausgepragte epigenetische Verdanderungen. Diese kdnnen
neben DNA-Methylierung, diversen Histonmodifikationen und Chromatinremodellierung

auch lange nicht-kodierende RNAs (IncRNAs) und microRNAs betreffen®™2*

und bedingen
eine stabil gednderte Genaktivitat. Speziell fir das Urothelkarzinom wurde in mehreren
Studien eine stark ausgepragte, alle Tumorstadien umfassende DNA-Hypomethylierung

222325 und in ihrer Aktivitit verinderten

(insbesondere der LINE-1-Retrotransposons)
Histon-Acetyltransferasen/-Deacetylasen und Histon-Methyltransferasen/-Demethylasen
nachgewiesen®. In fast allen Urothelkarzinomen finden sich Mutationen in wenigstens
einem Gen, das fur Histonmethylasen (besonders KMT2C/D), Histondemethylasen
(besonders KDM6A) oder Histonacetyltransferasen (besonders CEBBP/EP300) kodiert*. Es
wird angenommen, dass Verdnderungen der DNA-Methylierung, Histonmodifikation und
der nicht-kodierenden RNA zu Storungen der Zelldifferenzierung fihren und mit einem
erhohtem metastatischen Potential einhergehen23. Wie Niegisch et al. in einem
Ubersichtsartikel zur Epigenetik des Urothelkarzinoms betonten®’, weist das
Urothelkarzinom von allen bisher untersuchten Tumorentitdten die meisten Mutationen
epigenetischer Regulatorproteine auf. Betroffen sind hiervon nicht nur Proteine der

Histonmodifikation, sondern auch der Chromatinremodellierung®***.
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In dieser Arbeit soll ein besonderes Augenmerk auf Histonacetylierungen als Histon-
Modifikation gelegt werden, insbesondere auf die Histondeacetylasen, da sie

aussichtsreiche Ansatze fiir neue Therapieoptionen bieten kdnnten.

1.3 Histon-Deacetylasen

Die Acetylierung von Histonen — und ihre Deacetylierung — ist eine lange bekannte, gut
erforschte  posttranslationale ~ Modifikation. Die  Deacetylierung  katalysieren
Histondeacetylasen (HDACs), von denen im menschlichen Organismus bisher 18 Isoenzyme

nachgewiesen wurden. Die Unterschiede zwischen den Isoenzymen liegen in ihrer

26,27

zellularen Funktion, aber auch in ihrer Lokalisation”™“’". Anhand ihrer Homologien zu den

HDACs von Saccharomyces cerevisiae konnen sie in 4 Klassen unterteilt werden®. Klasse |
umfasst HDAC 1, 2, 3, 8 und entspricht dem Rpd3 Gen. Klasse Il entspricht dem Hdal Gen
und wird in Klasse lla (HDAC 4, 5, 7, 9) und Klasse llb (HDAC 6, 10) unterteilt. In Klasse Il
werden die Sirtuine zusammengefasst (SIRT 1-7), welche, im Gegensatz zu den Zink-
abhingigen Metalloproteinen der anderen Klassen, von NAD"-abhingig sind und dem Sir2

Gen der Hefe entsprechen21’26’28_3°. Die letzte Klasse, Klasse IV, enthalt HDAC 11, welches

strukturelle Anteile der Klasse | und Il in sich vereint und daher einer eigenen Klassifizierung

28,31,32
bedarf?®3%32,

Class |
HDAC1

Depsipeptide HDAC?2
SK-7041, W) [ M2

SK-7068 HDAC3

HDACS
EEmmr)  |senesnza
VPA

Class lla [— Butyrate

HDAC4 Trapoxin

[ [

HDACS

| | SAHA, TSA,
| PXD101,

L2 LBH589,

LAQ824

HDAC9

Class lIb

HDAC6
Tubacin — [N TN T

HDAC10

Class IV
HDAC11

[ Class | catalytic domain @ Class IV catalytic domain
[ Class Il catalytic domain & Coiled-coil region
[ Class Il catalytically inactive domain [ Zinc finger

SAHA, suberoylanilide hydroxamic acid; SIRT, sirtuin; TSA; trichostatin A: VPA, valproic acid.

Abb. 1.1: Familie der Histondeacetylasen. Mit freundlicher Genehmigung der Nature Publishing Group,

(Bolden et al.?®).
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Histondeacetylasen katalysieren die Abspaltung der durch Histonacetyltransferasen
angehangten Acetylgruppen von Histon-Lysinresten, meist an ihren flexibleren
N-terminalen Enden. Die Deacetylierung fiihrt (iber die Anderung der Ladung der Lysinreste
zu einer erhohten Affinitat zwischen den Histonenden und dem negativ geladenen
DNA-Grundgerust, in dessen Folge das Chromatin kondensiert und die fiir die Transkription
unerlassliche Interaktion zwischen Transkriptionsfaktor und Zielsequenz erschwert wird.
HDACs reprimieren daher in der Regel die Transkription und dariber die Expression
verschiedenartigster Gene. Neben der reinen Genrepression nehmen sie Uber die
Veranderung der Chromatinstruktur weitreichenden Einfluss auf die Anlagerung von
Transkriptionsfaktoren an regulatorische Regionen, unter anderem an Tumorsuppressor-

genen und Genen fir Proteine zur ZeIIzykIusreguIation33.

Entgegen der initialen Annahme, dass HDACs ausschlieBlich Histone zum Substrat haben,
konnten in den letzten Jahren immer mehr Nicht-Histon-Proteine identifiziert werden, die
in ihrer Funktion durch eine HDAC-vermittelte Hypoacetylierung ihrer Lysinreste beeinflusst
werden?®33* Beispielhaft seien hier c-Myc, BCL-6, NF-kB (RelA/p65), p53, HIF-1a, STAT3,
das Chaperon HSP90, das DNA-Reparaturenzym Ku70, der Androgen-Rezeptor und

313536 Uper solche Histon-unabhdngigen Lysin-Deacetylierungen sind

o-Tubulin erwahnt
HDACs in der Lage, zuséatzlich zu ihrer Schlisselfunktion bei der Genexpression, auf eine
Vielzahl biologischer Prozesse, wie die Zellproliferation, Differenzierung und den Zelltod,

. 1
Einfluss zu nehmen3'.

Die Uber viele verschiedene Tumorentitdten hinweg erhobenen Daten weisen auf eine
konsistente Dysregulation, oft Uberexpression vieler Histondeacetylasen-lsoenzyme in
maligne entarteten Zellen hin. Haufig steht eine HDAC-Uberexpression im unmittelbaren
Zusammenhang mit einer schlechten Prognose fiir die Patienten. Dem aktuellen
Wissensstand nach scheinen besonders die HDACs der Klassen | und Il in der Kanzero-
genese involviert zu sein’®. Suraweera et al. wiesen beispielsweise auf einen direkten
Zusammenhang zwischen der hohen Expression von HDAC1, 2 und 3 und einer damit

21,37,38

einhergehenden schlechten Prognose beim Magen- und Ovarialkarzinom hin . Ebenso

besteht eine direkte Assoziation zwischen der Uberexpression von HDAC8 und
fortgeschrittenen  Tumorstadien bzw. geringen Uberlebensraten bei  Neuro-

21,39

blastom-Patienten Ein erhohtes Expressionsniveau von HDAC1 geht mit einer

schlechten Prognose beim Multiplen Myelom einher?*.

Aufgrund dieser Zusammenhange stellt die Inhibition von HDACs einen sehr vielver-

sprechenden, neuen Ansatz flr die Therapie maligner Erkrankungen dar.
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1.4 Histon-Deacetylase-Inhibitoren

Unter dem Begriff der HDAC-Inhibitoren (HDACi) werden verschiedene Substanzen
zusammengefasst, die ihre hemmende Wirkung zumeist iber die Bindung des Zink-lons im
aktiven Zentrum der HDACs entfalten. Sie blockieren daher die Klassen I, Il und IV der
HDACs, also die Zink-abhingigen Metalloproteine, und lassen die NAD"-abhiangigen Sirtuine
der Klasse Il in ihrer Funktion unbeeinflusst. Die Gruppe der HDACi umfasst mehr als 15
verschiedene, in praklinischen und frihen klinischen Studien getestete Inhibitoren, denen
allen eine Zink-bindende Doméane (ZBG) gemein ist, die sich ansonsten jedoch in ihrer
chemischen Struktur und damit in ihrer Potenz und Spezifitdt gegenliber den einzelnen

. 2 41,42
HDAC-Isoenzymen unterscheiden®®?>*+*2,

Neben einer Einteilung auf Basis ihres
katalytischen Zentrums in Hydroxamsauren, Benzamide, Carbonsauren, Thiole und neueren
ZBG", bietet sich vor allem eine Einteilung anhand der durch sie blockierten HDAC-
Isoenzyme an. Unter die Pan-HDACi mit einer Blockierung der Klassen |, Il und IV fallen die
Hydroxamsauren (Trichostatin A (TSA), Vorinostat (SAHA), LAQ824, CBHA) und die
Pyroxamsdauren (PXD101 und CRA-026440). Dem gegeniiber stehen die vorwiegend
Klasse I-spezifischen HDACi der Carbonsduren (Valproinsdure und Natriumbutyrat),
Benzamide (MS275, CL-994, MGCD0103), sowie die zyklischen Tetrapeptide (Trapoxin,

Depsipeptid und Spiruchostatin A)%e.

Die molekularen Mechanismen hinter der antitumoralen Wirkung der HDAC-Inhibition sind
bis heute nur ansatzweise verstanden. Grundlegend und durch eine Vielzahl an Studien
nachgewiesen ist, dass der grofite Teil der durch HDAC-Inhibition bedingten Effekte auf
einer Acetylierung bzw. Hyperacetylierung der Lysinreste von Histonen und Nicht-Histon-
Proteinen beruht und im Falle der Histone Uuber eine offene Chromatinstruktur
transkriptionsinduzierend wirkt. Auf diese Weise konnen HDACi UGber Tumorsuppressor-
gene oder die Acetylierung von Nicht-Histon-Proteinen Einfluss auf den Zellzyklus und den
Zelltod auslben. Als Beispiel fir die Transkriptionsinduktion sei besonders p21CIPl
angefiihrt, eines der am konsistentesten durch die HDAC-Inhibition induzierten Proteine,
dessen Expressionsniveau unter der HDAC-Inhibition mit dem Grad der Acetylierung seiner

31,43,44

Promotorregion korreliert . In der Gesamtheit betrachtet, konnen die Effekte der

HDAC-Inhibition als ,pleiotrop” bezeichnet werden®?®% da sie in Abhdngigkeit von der

Funktion und Lokalisation des blockierten Enzyms zu einem ZeIIzyklusarrest28’31’33,

Einleitung der intrinsischen oder extrinsischen Apoptose?®*?®*%  Zelltod durch

Autophagie26’31, ROS-induziertem oder mitotischem Zelltod sowie Seneszenz flhren
kdnnen!. Xu et. al machen darauf aufmerksam, dass die Zellantwort zudem durch die

Konzentration des verwendeten Medikamentes und der Expositionszeit beeinflussbar ist

8|



Einleitung

und in einem nicht unerheblichen Teil vom ,zellularen Kontext” abhéngt31. Die

Wirkungsweise kann also von Zelltyp zu Zelltyp und je nach Tumorart differieren.

[ ol el il el o
HDACs

!

Non-histone substrates

£\

Iranscription w-tubulin,
factors Hsp90, Ku70

Histone hyperacetylation (P53, E2F1,
STAT1, NF-xB)

Transcription activation/repression

P MHC
r M CD40, I MICA
Gz Gi ‘}’of
3 \//
Cell-cycle arrest Angiogenesis Immune modulation Apoptosis

Abb. 1.2: Effekte der HDAC-Inhibition auf Histone und Nicht-Histon-Proteine. Mit freundlicher Genehmigung
der Nature Publishing Group, (Bolden et al.?®).

Das groRe therapeutische Potential der HDACi steckt in weiten Teilen in der Induktion des
programmierten Zelltods und hier vor allem in der Einleitung der intrinsischen

%831 Infolge der Hemmung der HDAC-Isoenzyme kommt es zur Induktion der

Apoptose
pro-apoptotischen Faktoren der BCL2-Familie, wie Bim*®, Bmf>>*, Bax, Bak und Bik*®3484°
bei gleichzeitiger Repression der Gene fiir anti-apoptotischer Faktoren derselben Familie,
wie Bcl-2, Bcl-XL, Bcl-w und Mcl-1***3*° woraus ein Ungleichgewicht zugunsten der
proapoptotischen Proteine resultiert. Daneben konnte die Transkriptionsrepression des
X-linked inhibitor of apoptosis protein (XIAP)*Y* gine Permeabilisierung der
Mitochondrienmembran und die Produktion von Reaktiven Sauerstoffspezies® als weitere
Ausloser ausgemacht werden. Wie oben erwahnt, sind die Auswirkungen der HDACi auf die

Expression pro- und anti-apoptotischer Proteine jedoch ,zellkontextabhangig®, auch, weil
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diese — selbst innerhalb von Zelllinien der gleichen Tumorentitat — in ihrem basalen
Expressionsniveau stark variieren, weshalb die Effekte der HDACi ebenso unterschiedlich

31,48

ausfallen®"®, Weiter (ben HDACi Uber die Aktivierung von Todesrezeptoren und/oder

einer erhdhte Expression von Todesrezeptoren, wie Fas, TNFR und TRAIL-Rezeptorzg'?"r"51

unmittelbaren Einfluss auf Apoptose-induzierende Signalwege aus.

Die Einflussnahme der HDACi auf den Zellzyklus betrifft pathologische und gesunde Zellen
gleichermalien und resultiert in der liberwiegenden Zahl der Falle in einem Zellzyklusarrest.
Wahrend i.A. niedrige Inhibitorkonzentrationen vorwiegend G1-Arreste induzieren,

31,44

bedingen hohe Dosen einen zusétzlichen Stopp in der G2/M-Phase®™". Bis auf wenige

Ausnahmen greifen alle bisher getesteten HDACi in den Zellzyklus ein®®®2. Als einer der
Hauptmechanismen konnte die von p53 unabhingige Uberexpression von p21<™
ausgemacht werden, welches tber die Inhibition von Cyclin D / CDK4 die G1-Progression

unterbindet®**

. Auch dadurch bedingt tritt eine Hypophosphorylierung des Retinoblastom-
Proteins (pRB) ein, in dessen Folge der Transkriptionsfaktor E2F blockiert und der Eintritt in
die S-Phase unterbunden wird. Neben p21“** fiihrt die Repression der Cycline D und A und
die eingeschrankte Funktion von CDK2 und CDK4 zu einer Hypophosphorylierung des

p RBZ8,44

Seit 2006 hat die US Food and Drug Administration (FDA) vier verschiedene HDACI fir
klinische Studien zugelassen. Als erstes Medikament (berhaupt wurde SAHA (Zolinzg,
Vorinostat) 2006 fiur die Therapie des kutanen T-Zell-Lymphom (CTCL) freigegeben. 2009
folgte FK228 (Romidepsin/Isodax) zur Behandlung von Patienten mit CTCL nach bereits
erfolgter systemischer Therapie und 2014 PDX101 (Belinostat/Beleodaq) fiir die
Behandlung des peripheren T-Zell-Lymphoms (PTCL). LBH589 (Panobinostat/Farydak) ist
das neuste Medikament und wurde fiir die Therapie des Multiplen Myeloms im Jahr 2015
freigegeben21. Die ersten Studien lieferten vielversprechende Ergebnisse. So konnte bei
Patienten mit einem kutanen T-Zelllymphom in einer groRR angelegten Phase Il Studie mit
SAHA eine objektive Ansprechrate von 30% detektiert werden und unter der Therapie mit
dem selektiven Klasse | HDACi FK228 eine objektive Ansprechrate von 32% erhoben

werden?®>3

. Bei all den positiven Ergebnissen waren Resistenzen gegeniiber HDAC-
Inhibitoren von Beginn der Studien an ein haufig gesehenes Phanomen, welches bis heute

immer noch weitgehend unklar ist?.

SAHA (suberoylanilide hydroxamic acid), auch bekannt unter dem Namen Vorinostat oder
ZoIinzaT, ist ein HDACi aus der Gruppen der Hydroxamsauren mit selektiver Toxizitat
gegeniiber Tumorzellen und guter oraler Bioverfiigbarkeit. Uber eine Bindung an das Zink-

lon im katalytischen Zentrum der Klasse | und 1l HDACs blockiert es diese in ihrer Funktion
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als Deacetylasen, wodurch acetylierte Histone und Nicht-Histon-Proteine akkumulieren.
Wie fir eine solche Substanz zu erwarten, fihrt SAHA, neben antiproliferativen Effekten als
Folge einer Hyperacetylierung der Nicht-Histon-Proteine a-Tubulin®®, p53>> und HSP90°°,

CIP1

Uber eine Uberexpression von p21~"" zu einem G1-Zellzyklusarrest und fordert tber ein

Ungleichgewicht zugunsten der pro-apoptotischen Proteine der BCL2-Familie den
programmierten Zelltod>>*44749,57,58

Unter laufender SAHA-Therapie traten als hiufigste Nebenwirkungen Midigkeit, Ubelkeit
und Durchfille auf, seltener wurden Thrombozytopenien, schwere Andamien, Lungen-

embolien, Dehydratation sowie verlangerte QT-Zeiten beobachtet®>>"°,

1.5 Der NF-kB-Signalweg

NF-kB ist die Abkirzung fir ,nukledren, an den Promotor leichter Kappa-Ketten der
B-Lymphozyten bindenden Faktor” (nuclear factor 'kappa-light-chain-enhancer' of activated
B-cells), bei dem es sich nicht um ein einzelnes Protein, sondern um eine Familie
sequenzspezifischer, dimerer Transkriptionsfaktoren handelt. Wie der Name verrat, wurden

diese Faktoren zuerst in Lymphozyten entdeckt, sind jedoch in allen Zelltypen bedeutend.

Beim Menschen, wie auch bei anderen Sdugetieren, besteht die NF-kB/Rel-Familie aus
5 bzw. 7 verschiedenen Proteinen, namlich p50/p105 (NF-kB1), p52/p100 (NF-kB2), RelA
(p65), RelB und c-Rel. lhnen allen gemein ist eine ca. 300 Aminosauren umfassende,
N-terminale Rel-Homologie-Domadne (RDH), welche zur DNA-Bindung, Interaktion mit den
IkB-Proteinen und zur Bildung der hetero- bzw. homodimeren Transkriptionsfaktoren

dient®® 3. Die Mitglieder der Rel-Unterfamilie (RelA, RelB, c-Rel) tragen dariber hinaus eine

183 Dimere ohne Rel-

transkriptionsaktivierende Domane (TAD) innerhalb ihres C-Terminus
Beteiligung sind dementsprechend nicht in der Lage, transkriptionsaktivierend zu wirken.

Ilhre Funktion wird als reprimierend beschrieben®.

Eine Besonderheit des NF-kB-Signalwegs ist die konstitutive Prasenz der NF-kB-Komplexe
unabhangig vom Aktivierungszustand der Zelle. Dies hat zum einen den Vorteil schnell mit
einer Aktivierung des Signalweges reagieren zu kdonnen, bedeutet aber zum anderen, dass
die Transkriptionsfaktoren ansonsten im inaktiven Zustand gehalten werden miissen. Dies
geschieht mit Hilfe der Familie der NF-kB-Inhibitoren (IkB) zu deren Mitgliedern IkBa, IkB
und IkBe zahlen. Durch Bindung an die Kernlokalisierungssequenz (nuclear localization
sequence, NLS), welche Teil der Rel-Homologie-Domane ist, blockieren und inaktivieren sie

die Dimere und halten sie im Cytoplasma zurtick®

. Dabei erfahren die NF-kB-Komplexe
durch IkBa keine vollstandige Blockierung ihrer NLS, wodurch die NF-kB-IkBa-Komplexe

auch in nicht stimulierten Zellen regelmaRig im Zellkern nachweisbar sind, ohne jedoch
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Einfluss auf die Genexpression auszuliben. Daflir scheint der schnelle, durch die nuclear
export sequence (NES) des IkBa vermittelte Rilcktransport verantwortlich zu sein®>®>,
Den inaktiven Zustand des Signalwegs muss man sich daher als ein dynamisches

Gleichgewicht vorstellen.

Die IkBs sind nicht die einzigen Inhibitoren der Rel-Transkriptionsfaktoren. Die
Vorlauferproteine p105 und pl100 der p50- bzw. p52-Monomere tragen auf ihrem

C-Terminus ein ankyrin-repeat motif (ANK) dhnlich dem der IkB-Molekiile, wodurch sie in

der Lage sind als IkB-like NF-kB-Inhibitoren zu agieren61'64'66'69.
a NF-xB/REL proteins KIT/S3
K218/221
K122/123 8276 8520 8536
N : - b ] 550
RELA/GS RHD NLS TAD
c-REL 4 / - i —
RELE —{[Z— ! - ) 557
pos — I 0-00-0000 069
GRA
p50 — B -443
p100 — ' EH—70-00-000-0 898
pe2 —_ ] HH— 47
DA binding Dirmarization,
kB binding
b IxB proteins AnkyTin repeats
IxBac —= 0-00:00——>
e —=-0-00—000—
By — 0000000 co7
e = 000-000—— 5w
BCL3 —O000000T"— 6

Abb. 1.3: Abbildung der NF-kB-Familie. Mit freundlicher Genehmigung der Nature Publishing Group,
(Chen & Greene 63').

Der NF-kB-Signalweg reguliert eine Vielzahl physiologischer Prozesse, wie beispielsweise
Entziindungs- und Stressreaktionen, die B-Zellreifung, die angeborene und adaptive
Immunitat, die Zellproliferation und Differenzierung bestimmter Zellen und dariiber hinaus
den programmierten Zelltod®®. Man geht davon aus, dass Stérungen innerhalb dieses
Signalwegs in direktem Zusammenhang mit inflammatorischen und Autoimmun-Erkran-

kungen sowie der Entwicklung verschiedener Malignome stehen®6%%4

. Die Aktivierung des
Signalwegs kann durch eine Vielzahl sehr unterschiedlicher Stimuli erfolgen. Neben pro-

inflammatorischen Zytokinen (TNFa, IL-1), Wachstumsfaktoren, bakteriellen und viralen
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Antigenen (Lipopolysaccharide, doppelstrangige RNA) zdhlen dazu auch DNA-schadigende

61,63,70,71 . .
. Fur die

Substanzen und physikalische Noxen, wie freie Radikale und UV-Strahlen
intrazelluldare Signaltransduktion stehen zwei Signalwege zu Verfligung; der kanonische,
welcher auch als ,klassischer NF-kB-Signalweg” bezeichnet wird, und der nicht-kanonische

Signalweg.

Im Zentrum des kanonischen Signalwegs steht der IkB-Kinase-Komplex (IKK), welcher aus
zwei katalytischen Einheiten (IKKa (IKK1), IKKB (IKK2)) und einer regulatorischen Einheit
(NEMO (IKKy)) aufgebaut ist. In der Folge einer Ligandenbindung an einen der
vorgeschalteten Membranrezeptoren vermittelt IKK die Phosphorylierung der Serine 32
und 36 von IkBa, in dessen Folge es zu einer Ubiquitin-vermittelten Degradation des
Inhibitors durch ein 26S-Proteasom und damit zur Freisetzung der Transkriptionsfaktoren
kommt. Neben IkBa phosphoryliert IKK auch den IkB-like NF-kB-Inhibitor p105, woraufhin
dieser entweder vollstandig abgebaut und die von ihm inhibierten Dimere aktiviert werden,
oder, alternativ dazu, zu p50 prozessiert wird, welches damit flir die Bildung neuer
Transkriptionsfaktoren zur Verfligung steht. Die Transkriptionsfaktoren des kanonischen
Signalwegs setzen sich charakteristischerweise aus den Monomeren NF-kB1 (p50), RelA und
cRel zusammen. Der entscheidende Schritt fiir die Aktivierung des kanonischen Signalwegs,
die Phosphorylierung des IkBa, wird durch IKKy und IKKB vermittelt; IKKa tritt in diesem

Signalweg nur in unterstiitzender Funktion aufe26469.72,

Fiir den nicht-kanonischen Signalweg ist hingegen IKKa von groRter Bedeutung, da es den
entscheidenden Schritt zur Freisetzung der Transkriptionsfaktoren, die Prozessierung von
p100, induziert. Hierfliir phosphoryliert es, nach eigener Aktivierung durch die NF-kB-
inducing kinase (NIK), die C-terminalen Serinreste 866 und 870 von p100, welches
daraufhin Ubiquitin-vermittelt zu p52 prozessiert wird und als aktiver Transkriptionsfaktor,
in den Uberwiegenden Fallen als Dimer mit RelB, in den Zellkern wandert. Ein weiterer
zentraler Schritt dieses Signalwegs ist die durch die Rezeptor-/Ligandenbindung initiierte,
de-novo-Synthese der NF-kB-inducing kinase (NIK), welche den geschwindigkeits-
limitierenden Schritt innerhalb dieser Signalibermittlung darstellt. Wahrend der
kanonische Signalweg als schnell ablaufend mit transienter Signallibermittlung beschrieben
wird, stellt der nicht-kanonische Signalweg mit seiner langsam ablaufenden,

persistierenden Signaliibertragung einen Gegensatz dazu dar®*®°.

Im Zellkern angekommen, binden die Transkriptionsfaktoren an die kB-sites (Bindungs-

stellen) ihrer Zielgene. In ihrem Einfluss auf die Genexpression werden sie durch

verschiedene weitere Faktoren unterstiitzt; allerdings sind die Prozesse im Nukleus bis

heute nicht vollstandig verstanden. Neben den Histonmodifikationen im Umfeld der NF-kB-

Zielgen-Promotoren sind fiir diese Arbeit vor allem die posttranslationalen Modifikationen
13 |



Einleitung

des NF-kB-Faktors RelA von besonderem Interesse; sie gelten als Schliisselmechanismen in

der nukledren Regulation des NF-kB-Signalwegs.

Das NF-kB-Monomer RelA agiert vorwiegend im kanonischen Signalweg und hier vor allem
in Kombination mit NF-kB1 (p50). Es unterliegt vielfaltigen posttranslationalen
Modifikationen in Form von Phosphorylierungen, Acetylierungen und Methylierungen® "3,

wobei ich mich hier auf die posttranslationalen Acetylierungen beschranken werde.

Die Acetylierung von RelA erfolgt signalgekoppelt im Nukleus nach Stimulation durch TNFa
oder PMA (Phorbol myristate acetate). Mehrere Studien konnten nachweisen, dass die
reversiblen Acetylierungen der Lysinreste in vitro und in vivo durch p300/CBP (histone
acetyltransferase p300 / CREB-binding protein), seltener durch PCAF (p300/CBP-associated
factor), katalysiert werden®*”*®. Dije Deacetylierung erfolgt durch HDAC1, HDAC3 und
SIRT1°%7>7778 " Die Effekte der Acetylierung unterscheiden sich in ihrer Wirkung in
Abhangigkeit davon, welcher der sieben Lysinreste des RelA modifiziert wurde. So fihrt die
Acetylierung von K122 und K123 zu einer verminderten Bindung zwischen NF-kB und dem
(Immunglobulin) kB-Enhancer, wohingegen die Ubertragung einer Acetylgruppe auf den
Lysinrest K310 erst die volle Transkriptionsaktivierungsaktivitdt von p50/RelA ermaglicht.
Die Acetylierung von K221 verbessert die Bindung von RelA an die DNA bei gleichzeitig
erschwerten Bindungsmoglichkeiten fiir IkBa. Eine verminderte Affinitat der kB-Inhibitoren

zu p50/RelA wird durch Acetylgruppen an K218 und K221 hervorgerufen®®747¢

. Huang et
al. duRern in ihrer Arbeit mit dem Titel , Posttranslational modifications of NF-kB: another
layer of regulation for NF-kB signaling pathway” die Vermutung, dass die verschiedenen
Effekte der RelA-Acetylierung zum einen auf einer Konformationsanderung des Proteins
selbst beruhen und zum anderen Folge einer durch die Neutralisation der ansonsten positiv
geladenen Lysinreste hervorgerufenen verminderten Bindungsaktivitat mit der negativ
geladenen DNA sind®®. Wie die Beispiele zeigen, nehmen die posttranslationalen
Acetylierungen maRgeblichen Einfluss auf die Wirkung von RelA, in Folge dessen den
beteiligten HATs und HDACs — und somit auch ihrer Inhibitoren — eine wichtige Rolle in der

Regulation des nuklearen NF-kB-Signalwegs zukommt.

Es ist lange bekannt, dass aktives NF-kB die de-novo-Synthese von IkBa induziert.
Heutzutage weiR man, dass dies nicht allein zum Auffillen der im Zytoplasma verbrauchten
Inhibitoren dient, sondern auch zu einer zeitlichen Begrenzung der Transkriptionsinduktion
beitragt, indem IkBa die an die Promotoren gebundenen Transkriptionsfaktoren bindet und

mit Hilfe seiner Shuttleeigenschaft zurlick ins Zytoplasma trégt63’79’8°.
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1.6 Inhibitoren des NF-kB-Signalwegs

Fir die Inhibition des NF-kB-Signalwegs wurden zwei verwandte direkte Inhibitoren der
IkBa-Phosphorylierung, Bay11-7082 und Bay11-7085, und der 26S-Proteasom-Inhibitor
Bortezomib ausgesucht. Diese verhindern den Abbau von IkBa und blockieren somit den

NF-kB-Signalweg. In vielen Zellen erhoht dies die Apoptoserate.

1.6.1 Bay11-7082 und Bay11-7085

Bay11-7082 ((E)3-[(4-Methylphenyl)sulfonyl]-2-propenenitrile) und Bay11-7085 ((E)-3-(4-t-
Butylphenylsulfonyl)-2-propenenitrile) sind selektive Inhibitoren des klassischen NF-kB-
Signalwegs. Uber eine irreversible Inhibition der IkB-Kinase (IKK) hemmen sie die
TNFa-induzierte Phosphorylierung von IkBa, ohne auf die konstitutive IkBa-
Autophosphorylierung einzuwirken. Aufgrund des fehlenden Abbaus von IkBa lber das
26S-Proteasom wird NF-kB inaktiv im Zytoplasma gehalten. Bei gleicher Wirkweise
unterscheiden sich die beiden Inhibitoren in den antiinflammatorischen Eigenschaften;
diese sind nur fiir Bay11-7085 auch in vivo nachgewiesen®"®2.

Die Wirksamkeit beider Inhibitoren konnte vielfach belegt werden. So gelang es zum
Beispiel, liber eine Bay11-7082 vermittelte Inhibition des klassischen NF-kB-Signalwegs die
Zellviabilitat unterschiedlicher leukamischen Zelllinien effektiv durch Apoptoseinduktion zu
senken, wobei dies Caspasen-unabhangig liber eine Induktion reaktiver Sauerstoffspezies
(ROS) erfolgtess. Des Weiteren lie sich durch die Behandlung mit Bay11-7082 in CLL-Zellen

die Apoptoserate auf 70% anheben®*®*.

1.6.2 Bortezomib

Bortezomib wurde 2003 als erster Proteasom-Inhibitor von der FDA fiir die Behandlung des
therapierefraktaren oder rezidivierenden Multiplen Myeloms (MM) zugelassen. Seitdem
konnte in einer Vielzahl von Studien eine hohe Wirksamkeit Uber alle Stadien der
Erkrankung hinweg vom neu diagnostiziertem MM bis hin zur Erhaltungstherapie

85-87

nachgewiesen werden , sodass Bortezomib zu einem wichtigen Pfeiler in der Behand-

lung des MM geworden ist.

Durch seine Interaktion mit dem 26S-Proteasom, genauer gesagt mit der Bs-Untereinheit
des 20S-Proteasoms, inhibiert es die Chymotrypsin-dhnliche Aktivitat dieser Protease, in
Folge dessen der Abbau zahlreicher, zuvor Uber Polyubiquitinierung markierter Proteine
blockiert wird. Neben pro- und anti-apoptotischen Proteinen — beispielsweise der Bcl-2-
Familie — zahlen auch viele Regulatorproteine des Zellzyklus (Cycline, p21 und p53) zu den

88-90

Substraten des 26S-Proteasoms . Uber die Hemmung des Abbaus von IkBa inhibiert
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Bortezomib zuverlassig den klassischen NF-kB-Signalweg und nimmt so Einfluss auf das

85,88

Zellwachstum und das Uberleben der Zellen . Uber die Bortezomib-induzierte Blockade

des NF-kB-Signalwegs kann beispielsweise Caspasen-unabhangig der Zelltod von B-Zell-

Lymphomen induziert werden®8%°,

1.7 Zielgene des NF-kB-Signalwegs

In dieser Arbeit wurden sechs typische Zielgene des NF-kB-Signalwegs analysiert. Die
Proteine p21“"* (Gen CDKN1A), BCL-XL (Gen BCL2L1) und Cyclin D1 (Gen CCND1) wurden
aufgrund der Ergebnisse von Niegisch et al. [2013] ausgewahlt; sie werden haufig durch
SAHA-Behandlung in UC-Zelllinien induziert. Erweitert wurde die Versuchsreihe um zwei
Vertreter aus der Familie der Apoptose-Suppressoren, XIAP (Gen XIAP) und Survivin (Gen
BIRC5), welche in malignen Zelllinien regelhaft tiberexprimiert sind und nachweislich im
direkten Zusammenhang mit der Apoptoseresistenz stehen, sowie das proinflammatorische
Interleukin 8 (Gen CXCLS).

1.7.1 CCND1 (Cyclin D1)

Das CCND1 Gen codiert ein zur Familie der Cycline gehoriges Protein, das Cyclin D1. Cyclin
D1 ist ein essentieller Regulator des Zellzyklus und fiir den Ubertritt von der G1- in die
S-Phase verantwortlich. Entgegen der fiir Cycline typischen periodischen Synthese wahrend
des Zellzyklus wird die Expression und Akkumulation von Cyclin D1 weniger durch den
Zellzyklus als im besonders hohen Mal3e durch extrazelluldre mitogene Wachstumsfaktoren
reguliert®® 2. Neben der reinen Transkriptions- und Translationsinduktion stabilisieren die
Mitogene darlber hinaus das vorliegende Cyclin D1 und fihren {iber eine Inhibition seines
Abbaus zu einer zusatzlichen Transkriptions-unabhangigen Steigerung der intrazellularen

92794 Gebunden an cyclin-dependent kinase 4 (CDK4) oder cyclin-dependent

Konzentration
kinase 6 (CDK6) reguliert Cyclin D1 die Phosphorylierung des Retinoblastom Protein (RB),
wodurch dieses in seiner Funktion als Inhibitor der E2F-Transkriptionsfaktoren blockiert

d®°>% Uber eine

wird und der Ubergang von der G1-Phase in die S-Phase eingeleitet wir
Kinase-unabhangige Sequestrierung von CDK-Inhibitoren, wie p27Kip1und p21C'P1, wirkt es
zudem aktivierend auf CDK2-Komplexe, wodurch die G1-Progression weiter vorange-

trieben wird®#1°,

Aufgrund seiner sehr haufigen Dysregulation in verschiedenen Tumoren, wie beispielsweise
dem Mammakarzinomlol, dem Harnblasenkarzinomloz, dem Mantelzelllymphomm, dem
nicht-kleinzelligen Lungenkarzinom'®* und dem Osophaguskarzinom'®, konnte Cyclin D1 als

ein entscheidender Faktor fir die Entwicklung und Progression verschiedener Malignome
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ausgemacht werden’®>?*%

. Hohe Cyclin D1-Konzentrationen fiihren jeweils Uber eine
erhohte CDK-Aktivitdit zu einer von extrazellularen Signalen unabhangigeren Zell-
proliferation®. In Brustkrebszellen waren hohe Expressionsniveaus von Cyclin D1 mit einer
Verkirzung der G1-Phase bei gleichzeitig erhohtem Anteil an Tumorzellen, welche die

G1-Phase vollstindig durchliefen, assoziiert**®*'%’.

1.7.2 CDKN1A (p21°'™")

Das CDKNIA (cyclin-dependent kinase inhibitor 1A) Gen kodiert p21“™ (auch p21), ein
Protein, welches zur CIP/KIP-Familie der cyclin-dependent kinase (CDK)-Inhibitoren (CKIs)
gehort. Uber seine Funktion, Cyclin E-CDK2 und Cyclin D-CDK4 Komplexe direkt zu binden
und zu inhibieren, ist es in der Lage, den Zellzyklus beim Ubertritt von der G1- in die

S-Phase bzw. von der G2-Phase zur Mitose zu arretieren’®®'®

108,110

. Es stellt einen (negativen)

Schlisselregulator des Zellzyklus dar

In seiner Funktion als Zellzyklusregulator steht p21“** besonders unter der Kontrolle des
Tumorsuppressor-Proteins p53. Als Antwort auf DNA-Schaden wird p53 aktiviert, welches
daraufhin im Zellkern akkumuliert und als Transkriptionsfaktor die Expression von p21CIPl

.. .108-112 . . . . .
erhoht'® 2, Daneben sind eine Reihe von Tumorsuppressor-Proteinen wie auch Onkogene

in der Lage, lGiber eine Bindung von Transkriptionsfaktoren die Expression des p21C'P1i]ber
spezifische cis-wirkende Elemente in der Promotorregion zu beeinflussen. Als Beispiel seien
der transforming growth factor (TGFB), das breast cancer gene 1 (BRCA1), der
Nervenwachstumsfaktor (NGF), der E2F-Transkriptionsfaktor (E2F) und die signal
transducers and activators of transcription (STAT)-Proteine genannt, welche alle
transkriptionsinduzierend wirken. Das Oncoprotein c-Myc inhibiert die p21“*-

Exp ression’0&111-113

. In den letzten Jahren sind zudem immer mehr posttranslationale
Modifikationen entdeckt worden, welche sich ebenfalls auf das Expressionsniveau von

p21“" auswirken®*,

Wie alle Mitglieder der CIP/KIP Familie Gbt p21“"* zusatzliche, von Cyclin-CDK-Komplexen
unabhangige, Funktionen aus und nimmt Einfluss auf Transkription, Apoptose und die
Dynamik des Actin-Zytoskelettes. Wichtig fur die verschiedenen Funktionen des p21CIPl ist,
neben den unterschiedlichen Bindungspartnern, die Lokalisation des Proteins innerhalb der
Zelle!®°  So konnte in vielen malignen Zelllinien eine Verbindung zwischen der
zytoplasmatischen Lokalisation des p21CIPl und einem aggressivem Wachstum,

109-111,114,115
. Im

Metastasierung und einer schlechten Prognose hergestellt werden
Zytoplasma inhibiert es beispielsweise die ASK1 (apoptosis-signal-reducing kinase 1) und

den SAPK/JNK-Signalweg (stress-activated protein kinase / c-Jun-N-terminal kinase 1),
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wodurch die stressinduzierte Apoptose blockiert wird. Daneben hemmt es die
Pro-Caspase 3, wodurch deren Prozessierung und damit Aktivierung verhindert

wird 1012116117 55 19P1kann also sowohl pro- als auch anti-apoptotisch agieren.

So gegensatzlich wie seine Funktionen, so gegensatzlich sind auch die Folgen der

“"Lin den unterschiedlichen Tumorzellen. Erhéhte Expressions-

Dysregulation von p21
niveaus, wie sie beispielsweise beim Mammakarzinom nachgewiesen werden konnten,
korrelierten in vielen Fallen mit einem aggressivem, invasivem Tumorwachstum,
wohingegen in Zelllinien mit reduzierter Expression die Prognose ebenfalls schlecht ausfiel,
da hier die Zellzykluskontrolle fehlte und Zellen mit DNA-Schaden ungehindert wachsen

109,118,119
konnten™""

. Ein Anstieg des Expressionsniveaus von p21CIPl lie} sich tber Tumoren
unterschiedlicher Entitat hinweg unter zytostatischer Therapie belegen. Die mit dem
Expressionsanstieg einhergehende Resistenz gegeniber dem verwendeten Zytostatikum

“PL Inhibitor erfolgreich gesenkt werden,

konnte durch eine Kombination mit einem p21
wodurch beispielsweise in Mamma-, Lungen-, Pleuramesotheliom- und Kolonkarzinom-
zelllinien die Ansprechrate auf das Chemotherapeutikum deutlich verbessert werden

109,120,121
konnte .

1.7.3 BCL2L1 (BCLX)

BCLX ist ein vom BCL2L1 Gen codiertes Protein, welches als Mitglied der B cell lymphoma 2
(BCL2) family ausschlaggebend an der Regulation der intrinsischen Apoptose beteiligt ist.
Mit seinen zwei Spleilvarianten, einer langen Apoptose-hemmenden Isoform (BCL-XL) und
einer kurzen Apoptose-fordernden Isoform (BCL-XS)'??, ist BCLX in der &uReren
Mitochondrienmembran lokalisiert, wo es Uber die voltage-dependent anion channel porin
(VDAC) modulierend auf das Membranpotential einwirkt und so die Bildung von reaktiven
Sauerstoffverbindungen (ROS) und die Freisetzung des Cytochrom C beeinflussen
kann92,122—124
werden, den anti-apoptotischen Proteinen BCL2, BCL-XL, MCL1, BCLW und BFL1, den
pro-apoptotischen Effektorproteinen BAK, BAX und BOK und den BH3-only Proteinen BID,
BIM, BAD, NOXA, PUMA'*'? |n gesunden Zellen wirken die anti-apoptotischen BCL2-

Proteine einem Apoptose-induziertem Zelltod durch Blockierung der pro-apoptotischen

. Die Mitglieder der BCL2-Familie kdnnen in drei Untergruppen aufgeteilt

Effektorproteine BAX und BAK entgegen. Zellschadigende Stimuli, wie beispielsweise
Chemotherapeutika oder Bestrahlung, heben durch BH3-only Proteine vermittelt diese
Inhibition auf, woraufhin BAX/BAK Uber eine mitochondrial outer membrane
permeabilisation (MOMP) Cytochrom C-vermittelt die Caspasen-Kaskade aktiviert und

damit den Zelltod einleitet'®.
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Die Uberexpression der anti-apoptotischen BCL2-Proteine in Tumorzellen ist ein hiufig

122123125 ynd korreliert mit der Resistenz der Tumorzellen

122,123

beobachtetes Phanomen
gegenlber Chemotherapeutika Als Ursache fur die fehlende Sensitivitat der
Tumorzellen gegeniber der cytotoxischen Behandlung konnte in einigen Fallen die
BCL2/BCL-XL-vermittelte Blockade der Cytochrom C-Freisetzung aus den Mitochondrien, als
Folge der Hemmung der VDAC und einer Neutralisation der BH3-only Proteine ausgemacht
werden'®. Entsprechend wurde nach der isolierten Herunterregulation von BCL-XL
beispielsweise in der Prostatakarzinomzelllinie PC3 ein Anstieg der Apoptoserate

. 123,126,127
verzeichnet***26127,

Studien zu BCL-XL legen den Verdacht nahe, dass es in soliden Tumorzellen deutlich 6fter

tiberexprimiert wird als BCL-2'*>'*

, welches bisher als am haufigsten Uberexprimierter
Vertreter der anti-apoptotischen BCL2-Familie in malignen Zellen galt. In einigen UC ist das

BCL2L1 Gen amplifiziert®.

1.7.4 CXCL8 (IL8)
Interleukin 8 (IL8; CXC8) ist ein inflammatorisches Zytokin aus der Familie der CXC-

Chemokine, welches von T-Lymphozyten, Neutrophilen, Macrophagen und den Epithel-

129-132

bzw. Endothelzellen gebildet werden kann Auslésende Faktoren sind neben

entzindlichen Signalen (TNFa, IL1B) auch chemische Einflisse (Chemotherapeutika,
Hypoxie) und Steroidhormone (Androgene, Ostrogene und Dexamethason)™%"3!,
Tumorzellen exprimieren haufig selbst CXCR1 und CXCR2 Rezeptoren mit den dazu
gehorigen CXC-Chemokinen und schaffen sich dadurch in ihrer direkten Umgebung ein
eigenes Mikromilieu mit optimalen Bedingungen fir ihr Wachstum und die

Zellaussaat!?91337136

. Tumorzellen kdnnen Uber eine IL8-vermittelte Migration neutrophiler
Granulozyten und myeloider Suppressorzellen (MDSC, myeloid-derived suppressor cells) in
ihr Mikroumfeld die gegen sie gerichtete Immunantworten abschwachen. Die IL8-induzierte
Angiogenese nutzen sie fir die optimale, dem intensiven Stoffwechsel des Tumors

angepasste Vaskularisation 2137138

. Das selbst produzierte IL8 ermdglicht den epithelialen
Tumorzellen dartiber hinaus eine Transdifferenzierung in mesenchymale Zellen
(Epithelial-mesenchymalen Transition (EMT)), wodurch sie ihre immunsuppressiven
Fahigkeiten, die Fahigkeit zur Migration, also auch die Metastasierung, weiter

vorantreiben®"138,

Interessanterweise lieR sich in vielen Tumorarten eine Korrelation zwischen der Hohe des

im Serum gemessenen IL8 mit dem Tumorstadium, der Tumormasse und der Prognose

129

belegen . Shanmamed et al. wiesen dies beispielsweise fiir das Hepatozelluldre-, das

19 |



Einleitung

Nierenzell-, das nicht-kleinzelligen Lungenkarzinom und das Maligne Melanom nach, wobei

139 Fir das

das Gesamtiiberleben indirekt proportional zur IL8-Serumkonzentration war
Maligne Melanom, das Mamma-, Ovarial-, Kolon- und das Prostatakarzinom konnte ein
direkter Zusammenhang zwischen der Hohe des Serum-IL8 und dem Tumorprogress

nachgewiesen werden'®.

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass der IL8-CXCR1/2-Signalachse eine
bedeutende Rolle bei der Metastasierung, der Resistenzentwicklung gegenlber
Chemotherapeutika und der Tumorprogression zukommt, vor allem, da die Uberexpression
von IL8 ein weitverbreitetes Phdnomen in Tumoren unterschiedlichster Ausgangsgewebe

darstellt**>,

1.7.5 XIAP (XIAP) und BIRCS5 (Survivin)

Der X-linked inhibitor of apoptosis, kurz X-linked 1AP oder XIAP, wird durch ein auf dem
X-Chromosom liegendes Gen (XIAP) kodiert, welches genauso wie das auf Chromosom 17
liegende baculoviral IAP repeat containing 5 Gen, kurz BIRC5, zur Familie der Apoptose-
Suppressor Gene (IAP) gehort. Allen Mitglieder dieser Familie gemein ist, dass sie Proteine
codieren, welche ein bis drei baculoviral IAP repeat (BIR)-Domanen beinhalten, die es ihnen

ermoglichen, Uber eine Suppression der Caspase-Aktivitat die Apoptose zu blockieren®.

XIAP ist der starkste Inhibitor seiner Klasse. Mit insgesamt drei BIR-Domanen ist es in der
Lage, neben den Effektorcaspasen 3 und 7, auch die Initiatorcaspase 9 Uber eine direkte
Bindung zu inhibieren. Uber eine RING-Doméne auf seinem C-Terminus verfiigt es zudem

liber eine E3-Ubiquitinligase-Aktivitat'*>**',

Aufgrund seiner effektiven Apoptose-Inhibition stellte sich die Frage, ob das
Expressionsniveau von XIAP eine Ursache fiir die hohe Apoptose-Resistenz von Tumoren
gegenuber bisherigen konservativen Therapiekonzepten sein kénnte. Yang et al. gelang es,
XIAP in Nierenzellkarzinomzellen herunter zu regulieren und damit fiir die Apoptose zu

1 Evans et al. konnten nachweisen, dass ein hohes XIAP-Expressionsniveau in

sensitivieren
unmittelbarem Zusammenhang mit einem aggressiven Tumorwachstum und einer
schlechten Prognose bei Patentinnen mit inflammatorischem Brustkrebs steht. Weiterhin
stellten sie fest, dass XIAP Uber eine Aktivierung des NF-kB-Signalwegs und seiner Zielgene

die Tumorprogression fordert**2,

Das baculoviral IAP repeat containing 5 (BIRC5) Gen codiert insgesamt 6 Isoformen des

Survivins. Als kleinster Vertreter der IAP-Familie mit einer einzelnen baculoviral IAP repeat

143,144

(BIR)-Domadne und einer a-Helix anstelle der RING-Domane ist Survivin bei fehlender
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caspase activation and recruitment domain (CARD) nicht in der Lage, selbst Caspasen zu
binden und zu inhibieren. Stattdessen interagiert es mit Adaptermolekiilen und Cofaktoren.
Uber eine Interaktion mit XIAP stirkt es beispielsweise dessen Stabilitit, wirkt ber eine
Sequestrierung von SMAC/DIABLO einer Hemmung von XIAP entgegen und verstarkt
dessen anti-apoptotische Wirkung. Daneben ist Survivin in die Regulation des Zellzyklus

. . 1
involviert'*,

Viele Untersuchungen konnten eine konsistente Uberexpression aller Survivin-lsoformen in
nahezu jedem malignen Tumor nachweisen. Die Hohe des Expressionsniveaus korrelierte
dabei mit den verminderten Apoptoseraten der Malignomzellen, einer verminderten
Sensitivitdit gegenlber Chemotherapeutika und einem erhdhten, aggressiven
Tumorwachstum. Vor dem Hintergrund, dass Survivin in normalem, ausdifferenziertem
Gewebe gar nicht, oder nur in sehr geringer MalRe vorkommt, stellt Survivin ein

143,144

vielversprechendes Zielmolekil fir neue Therapiekonzepte dar und wird zudem als

Biomarker diskutiert.
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1.8 Ziele der Arbeit

Die Arbeitshypothese dieser Dissertation schlieBt sich an die Ergebnisse von Niegisch et al.
[2013] an, wonach bestimmte Urothelkarzinomzelllinien unter der Behandlung mit dem
Pan-HDAC-Inhibitor SAHA nicht, wie erwartet, effizient die Apoptose einleiteten, sondern
im Zellzyklusarrest akkumulierten. Neben einer leicht erhéhten sub-G1-Fraktion fiel vor
allem ein deutlich erhéhter Anteil an Zellen im G2/M-Arrest auf. Zeitgleich konnte die
Arbeitsgruppe eine Induktion der Proteine p21“** (Gen CDKN1A), BCL-XL (Gen BCL2L1) und
— trotz G2/M-Anstieg — von Cyclin D1 (Gen CCND1) nachweisen, welche bekannter Weise
durch den NF-kB-Signalweg induziert werden. Es stellte sich daher die Frage, ob es unter
der Behandlung mit dem Pan-HDACi SAHA zu einer Aktivierung des NF-kB-Signalweges
kommt, welche die Induktion der Apoptose durch SAHA limitiert.

Das Ziel dieser Arbeit war es daher zu lberprifen, ob die Behandlung der Urothelkarzinom-
zelllinien mit SAHA zu einer nachweisbaren Aktivierung des klassischen NF-kB-Signalwegs
fihrt und ob sich durch die Kombination von HDAC- mit NF-kB-Inhibition neue

Therapieoptionen fiir das invasive Urothelkarzinom ergeben.

Hierfur sollte zunachst die Wirkung von SAHA auf zentrale Proteine des klassischen
NF-kB-Signalwegs, IkBa und RelA (p65), mittels Western Blot analysiert werden. Zur
weiteren Uberpriifung unserer Annahme wurden die beiden Untereinheiten des hiufigsten
Transkriptionsfaktors des klassischen NF-kB-Signalwegs, RelA (p65) und NFkB1 (p50),
immuncytochemisch angefarbt und nach einer HDACi-induzierten Translokation der beiden

Monomere vom Zytoplasma in den Zellkern gesucht.

Mit Hilfe der quantitativen Echtzeit-PCR sollte eine Induktion der Genexpression der
NF-kB-Zielgene CDKNIA (p21°"!), CCND1 (Cyclin D1), BCL2L1 (BCLX), CXCL8 (IL8), XIAP
(XIAP) und BIRC5 (Survivin) auf RNA-Ebene nachgewiesen werden. Im Vergleich zur SAHA-
Behandlung sollten die Auswirkung einer Aktivierung des klassischen Signalwegs tber den
starken Induktor TNFa bzw. die Blockade dieses Signalwegs mittels BAY11-7082 erhoben
werden. Darliber hinaus wurde die Wirkung der Kombination von HDAC- mit NF-kB-

Inhibition auf die Expression der Zielgene analysiert.

Die Sensitivitat der Urothelkarzinomzelllinien gegeniber einer NF-kB-Inhibition oder einer
Kombination aus SAHA und Bay11-7082 sollte Uiber etablierte Zellvitalitats-Assays bestimmt
werden. Erweitert wurde diese Versuchsreihe um den Proteasominhibitor Bortezomib,
welcher Uber die Blockade des 26S-Proteasoms in die Signalkaskade des klassischen NF-kB-
Signalwegs eingreift, indem es den Abbau des polyubiquitinierten IkBa blockiert. Es wirkt
dabei weniger spezifisch als die Bay-Inhibitoren, da es auch den Abbau vieler anderer, vor
allem kurzlebiger, Proteine blockiert. Neben der Einzelbehandlung sollten auch die

Auswirkungen einer Kombination mit SAHA auf die Zellvitalitat erfasst werden.
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2 Material

2.1 Zelllinien

Tabelle 2.1: Ubersicht der verwendeten Zelllinien. Ersichtlich sind, soweit bekannt, das Tumorstadium mit
dem Differenzierungsgrad des Tumorgewebes, die Herkunft, das Alter und Geschlecht des Spenders

(m: méannlich, w: weiblich), die Morphologie sowie die Literaturreferenz

5637 TCC, G2 Primartumor, m, 68 J epithelial Williams et al., 1980
Harnblase

BFTC-905 pTa, G3 Primartumor, w, 51 epithelial Tzeng et al., 1996
Harnblase

J82 pT3, G3 Primartumor, m, 58 J E/M O'Toole et al., 1978
Harnblase

RT112 (papillar),  Primartumor, w epithelial Masters et al., 2000

G2 Harnblase

T24 TCC, G3 Primartumor, w, 81 mesenchymal Williams et al., 1980
Harnblase

TERT- Normales unbekannt epithelial Chapman EJ, Kelly G,

NHUC Urothel, Knowles MA, 2008
Telomerase

immortalisiert
UP220 Normales w, 46 ) epithelial Swiatkowski S., 2003
Urothel,

Nierenbecken

UP226 Normales W, 75 epithelial Swiatkowski S., 2003
Urothel,
Harnleiter

VM-Cub1 TCC, G2 Primartumor, m, 53 E/M Williams et al.,1980;
Harnblase Earl et al, 2013

Die 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, lber Herrn
Prof. Dr. Schmitz-Drager zur Verfligung gestellt und deren lIdentitdit von der DSMZ

(Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH) tUberpriift.

Die Urothelialen Priméarkulturen (UP) wurden aus dem Harnleiter bzw. dem Nierenbecken
von Nephrektomiepraparaten entsprechend der von Southgate et al.** beschriebenen

Methode gewonnen und kultiviert. Zur Verfligung gestellt wurden die Praparate von der
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Urologischen Klinik der Universitatsklinik Diisseldorf nach Aufklarung und schriftlichem

Einverstandnis der Patienten. Das zugehorige Ethikvotum tragt die Studien-Nr. 1788.

2.2 Medien und Zusatze

Tabelle 2.2: Ubersicht tiber die verwendeten Medien und Zusitze.

DMEM GlutaMax
(Gibco, Karlsruhe)

T24, VM-Cub1l, RT112,
5637, BFTC-905, J82

UP226 Keratinocyte SFM
(Gibco, Karlsruhe)
Keratinocyte SFM
(Gibco, Karlsruhe)

TERT-NHUC (Telomerase

immortalisiert)

2.3 Chemikalien

10% FCS
BPE, EGF 1% Penicillin
1% Streptomycin
BPE, EGF, I-T-S,
(-) N-Epinephrin,
Hydrokortison

Tabelle 2.3: Ubersicht tiber die verwendeten Chemikalien.

SAHA

PBS-Losung

Fotales Kalberserum
Dimethylsulfoxid (DMSO)

DAPI (4‘-6-Diamidino-2-phenylindol)
Bortezomib

Triton-X-100

Trypsin/EDTA

Vectashield Mounting Medium
Collagen IV-Lyophilisat
Essigsaure 0,1%
Trypsin-Inhibitor

Formaldehyd 3,7%

BSA

Penicillin

Streptomycin

BPE

EGF

Cayman, Michigan (USA)
Biochrom, Berlin

Biowest, Nuaillé (Frankreich)
Sigma Aldrich Chemie, Steinheim
Sigma Aldrich Chemie,Steinheim
Selleck Chemicals, Miinchen
Fluka, Deisenhofen

Sigma Aldrich Chemie, Steinheim
Vector Laboratories, Burlingame (USA)
Sigma Aldrich Chemie, Steinheim
Merck, Darmstadt

Sigma Aldrich Chemie, Steinheim
Sigma Aldrich Chemie, Steinheim
Sigma Aldrich Chemie, Steinheim
Sigma Aldrich Chemie, Steinheim
Invitrogen, Karlsruhe

Gibco, Karlsruhe

Gibco, Karlsruhe
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(-) N-Epinephrin

I-T-S (Insulin, Transferrin, Selenit)

Hydrokortison
Trypanblau (0,25%)
Bay11-7082/-85
Bortezomib
Ethanol
Protease-Inhibitor-Cocktail
SDS ultra pure
Tween 20

Glycin

HCl 37%

NP-40

Phosphataseinhibitoren-Cocktail
B-Mercapthoethanol

Prestained Protein Ladder

Annexin V FITC markiert

10x Annexin Binding Buffer

Propidiumiodid
TNFa

SyBr Green

Lipofectamine RNAiMax Reagent
Optimem

Stealth™ RNAi Negative Control Duplexes
Methanol

Material

Sigma Aldrich Chemie, Steinheim

Life Technologies, Carlsbad, Kalifornien
(USA)

Sigma Aldrich Chemie, Steinheim
Serva Feinbiochemika, Heidelberg
Calbiochem®, Nottingham (UK)
Selleck Chemicals, Miinchen

Merck; Darmstadt

Sigma Aldrich Chemie, Steinheim
Roth; Karlsruhe

Serva; Heidelberg

Merck; Darmstadt

Merck; Darmstadt

Thermo Scientific, Waltham,
Massachusetts (USA)

Sigma Aldrich Chemie, Steinheim
Sigma Aldrich Chemie, Steinheim
Thermo Scientific, Waltham,
Massachusetts (USA)

Becton Dickinson, Franklin Lakes, New
Jersey (USA)

Becton Dickinson, Franklin Lakes, New
Jersey (USA)

Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim
Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch
Gladbach

Qiagen, Hilden

Invitrogen, Karlsruhe

Invitrogen, Karlsruhe

Invitrogen, Karlsruhe

Prolabo (VWR), Radnor, Pennsylvania
(USA)
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2.4 Puffer

Tabelle 2.4: Ubersicht iiber die verwendeten Puffer. Ersichtlich sind die zur Herstellung verwendeten

Substanzen.

Milder Stripping-Buffer
(pH 2,2)

Protein-Lysis-Puffer: , Ripa-Art”
(pH 7,6)

TBS-Puffer
(pH 7,4)

TBS-T-Puffer

6-fach Laemmli-Puffer

SDS-Laufpuffer (Thermo Scientific)

5-fach Western Blotting-Puffer

Western Blotting-Puffer

Nicoletti-Puffer

Material

1,5% Glycerin

0,1% SDS

1% Tween 20

150 mM NaCl

1% NP-40

0,5% DOC

0,1% SDS

1 mM EDTA

50 mM Tris (pH 7,6)

ad 100 ml Aqua destillata
unmittelbar vor Verwendung 10 pl Protease-
Inhibitor-Cocktail pro 1 ml Puffer hinzufligen
8,77 g NaCl

1,21 g Tris

ad 1000 ml Aqua destillata
8,77 g NaCl

1,21 g Tris

0,1% Tween 20

ad 1000 ml Aqua destillata
350 mM Tris, pH 6,8

350 mM SDS

30% Glycerol

3,3% DTT

1,2 mg Bromphenolblau
B-Mercapthoethanol 1:20 unmittelbar vor Ver-
wendung zusetzen

100 mM Tris

100 mM Hepes

3 mM SDS,

pH 8

34 g Tris

144 g Glycin

ad 2000 ml Aqua destillata,
pH 8,3

200 ml 5-fach WB-Puffer
100 Methanol (100%)

ad 1000 ml Aqua destillata
0,1% Natriumcitrat

0,1% Triton X-100

50 pg/ml Propidiumiodid
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2.5 Verwendete Kits

Tabelle 2.5: Ubersicht tiber die verwendeten Kits.

BCA™ Protein Assay Pierce, Bonn

Blotting Detection Kit Femto Thermo Scientific, USA
CellTiter-Glo® Luminescent Cell Viability Assay Promega, Mannheim
QuantiTect® Reverse Transcription Kit Qiagen, Hilden
QuantiTect® SYBR® Green RT-PCR Kit Qiagen, Hilden
RNeasy® Mini Kit Qiagen, Hilden
Nuclear Extract Kit Active Motif, Belgien

2.6 Programme

Tabelle 2.6: Ubersicht der verwendeten Programme.

NIS-Elements D2-30
SPSS
OriginPro 9G

2.7 Primer

Tabelle 2.7: Ubersicht der verwendeten Primer. Ersichtlich sind die einzelnen Sequenzen in 5°-3" Richtung

und die Temperatur des Schmelzpunktes (Tm). Fwd: Forward, Rev: Reverse, °C: Temperatur

BCL-XL Fwd: AGACCCCCAGTGCCATCAAT 55°C
Rev: CCCTCAGCGCTTGCTTTACT

BIRC4 Fwd: ACGAATGGGGTTCAGTTTCAAG 55°C
Rev: TGCAACCAGAACCTCAAGTGATT

BIRC5 Fwd: CTCAAGGACCACCGCATCT 58 °C
Rev: TCGTTCTCAGTGGGGCAGT

CCND1 Fwd: CGCAAACACGCGCAGACCT 58 °C
Rev: GGAGGGCGGATTGGAAATG

IL8 Fwd: TGCAGCTCTGTGTGAAGGTG 58 °C
Rev: TGGTCCACTCTCAATCACTCTC

p21 Fwd: GGCGTTTGGAGTGGTAGAAA 55°C
Rev: GGAAGACCATGTGGACCTGT

TBP Fwd: GAATAGGCTGTGGGGTCAGT 55°C

Rev: ACAACAGCCTGCCACCTTA
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2.8 Antikorper

2.8.1 Antikorper Western Blot

Material

Tabelle 2.8: Ubersicht der verwendeten Western Blot Antikérper. Ersichtlich sind der Wirt, die Verwendung,

die Blockierung und der Hersteller. AK: Antikdrper, TBS-T: Tris-buffered

RT: Raumtemperatur

a-Tubulin Maus

Anti-NF-kB p65 Maus

IkB-a(C21):sc-371 Kaninchen

NF-kB p105/50 Kaninchen

TBP Maus
goat anti mouse Ziege
goat anti rabbit Ziege

1:50.000 in 1%
Magermilchpulver in 0,1%
TBS-T, 1 h bei RT

1:500 in 1% Magermilch in
0,1% TBS-T, Giber Nacht bei
4°C

1:1000 in 1%
Magermilchpulver in 0,1%
TBS-T, Uber Nacht bei 4 °C
1:1000 in 1%
Magermilchpulver in 0,1%
TBS-T, Gber Nacht bei 4 °C
1:2000in 1%
Magermilchpulver in 0,1%
TBS-T, 1 h bei RT

1:100.000 bis 1:200.000 in
1% Magermilchpulver in
0,1% TBS-T, 1 h bei RT
1:200.000 in 1%
Magermilchpulver in 0,1%
TBS-T, 1 h bei RT

5% Magermilchpulver
in TBS-T flir 1 h bei RT

5% Magermilchpulver
in TBS-T flir 1 h bei RT

5% Magermilchpulver
in TBS-T fir 1 h bei RT

5% Magermilchpulver
in TBS-T fr 1 h bei RT

5% Magermilchpulver
in TBS-T flir 1 h bei RT

saline with Tween20,

Sigma Aldrich

BD Biosciences

Santa Cruz

Cell signaling

Invitrogen

Invitrogen
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2.8.2 Antikorper Inmuncytochemie

Material

Tabelle 2.9: Ubersicht der verwendeten Antikdrper bei der Immuncytochemie. Ersichtlich sind die Spezifitit,

der Wirt, die Verwendung, die Blockierung und der Hersteller. AK: Antikérper, BSA: Bovines-Serum-Albumin,

RT: Raumtemperatur

Anti-NF-kB p65 Maus

1:100 in 1% BSA, 2 h bei RT

1% BSA in PBS BD Transduction

Laboratories

NFkB p105/50 Kaninchen  1:100in 1% BSA, 2 h bei RT 1% BSA in PBS Cell signaling
goat anti mouse, Ziege 1:500 in 1% BSA, Invitrogen
Alexa Fluor 488 1 h bei RT

goat anti rabbit, Ziege 1:500 in 1% BSA, Invitrogen

Alexa Fluor 488

2.9 Gerate

Tabelle 2.10: Ubersicht der verwendeten Gerite.

Victor 1420 Multilabel

Mikroskop Nikon Eclipse 400
Zellkulturwerkbank

Zentrifuge Avanti™30

Zentrifuge Allegra 21R

Tischzentrifuge 5415D

Lichtmikroskop Dialux 22EB
Brutschrank, Typ B5061

ELISA Easy Reader
Multipipette/Multistepper

Nanodrop ND-1000

FACS Scan (Fluorescence Activated Cell
Sorting)

Curix 60, Filmentwickler

ABI 7500HT

Light Cycler 96

Blotkammer

Elektrophoresekammer

SDS-Page, Gelelektrophoreseapparatur
TRIO Thermoblock

1 h bei RT

Wallac, Turku (Finnland)

Nikon, Dusseldorf

Gelaire, Meckenheim

Beckman Coulter, Brea, Kalifornien (USA)
Beckman Coulter, Brea, Kalifornien (USA)
Eppendorf, Hamburg

Leitz, Wetzlar

Heraeus, Hanau

SLT-Labinstruments, Osterreich
Eppendorf, Hamburg

NanoDrop Technologies, Wilmington (USA)
Becton Dickinson, Franklin Lakes, New
Jersey (USA)

AGFA, KbIn

Applied Biosystems, Darmstadt

Roche, Basel (Schweiz)

Biorad, Minchen

Biorad, Biometra, Miinchen, Gottingen
Whatman, Maidstone (UK)

Biometra, Gottingen
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3 Methoden

3.1 Zellkultivierung und Passagierung

Die Kultivierung der Zelllinien erfolgte in mittelgroBen Zellkulturflaschen (75 cm?) bei
Inkubationsbedingungen von 37 °C, 100% Wasserdampfsattigung und 5% CO,. Die Zelllinie
TERT-NHUC und normale Urothelzellen (UP) wurden in kleinen, mit Collagen IV
beschichteten Zellkulturflaschen (25 cm?) bei ansonsten identischen Inkubations-

bedingungen kultiviert.

Bei allen Urothelkarzinomzelllinien diente DMEM GlutaMax (Gibco, Karlsruhe) als
Kulturmedium, welchem 10% hitzeinaktiviertes fetales Kalberserum (FCS) zugegeben
wurde. Die UPs wurden in Keratinocyte SFM versetzt mit BPE, EGF und je 1% Penicillin und
1% Streptomycin kultiviert. Zur Kultivierung der TERT-NHUC diente Keratinocyte SFM
supplementiert mit BPE, EGF, I-T-S, (-) N-Epinephrin und Hydrokortison.

Das Passagieren der Zellen erfolgte bei 70-80% Zellkonfluenz. Nach Abnahme des Mediums
wurden die Zellen mit PBS gewaschen und anschlieBend mit Trypsin-EDTA (Sigma) (2 ml bei
Verwendung einer 75 cm? Zellkulturflasche bzw. 1 ml bei einer 25 cm? Zellkulturflasche)
vom Boden der Zellkulturflasche abgel6st. Je nach Zelllinie und Zellkonfluenz war hierfir
eine Inkubation fir 1-4 min bei 37 °C notwendig. Durch die Zugabe von neuem Medium
wurde das Trypsin inaktiviert und die Zellsuspension anschlieRend in ein 15 ml Greiner
Rohrchen Uberfihrt, um danach bei 1000 rpm lber 5 min zentrifugiert zu werden. Das
entstandene Zellpellet wurde, nach Abnahme des Uberstands, in neues Medium {berfiihrt

und entsprechend der Wachstumsgeschwindigkeit anteilig neu ausgesat.

Fiir Zellen, die fir ihre Kultivierung Collagen IV beschichtete Zellkulturflaschen benétigten,
wurde zunachst eine neue 25 cm? Zellkulturflasche mit 2 ml einer 0,1%-igen Essigsaure und
100 ul geléstem Collagen IV-Lyophilisat (Sigma) fir 30 min bei RT inkubiert. Vor Hinzugabe
der passagierten Zellen wurde die Losung abgenommen und das angehaftete Kollagen

zweimal mit PBS gewaschen.

3.2 Darstellung morphologischer Veranderungen nach Behandlung der
Urothelkarzinomzellen mit SAHA und Bay11-7082/-85

Die Aussaat der Zellen erfolgte ca. 24 h vor der Behandlung in 6-Well-Zellkulturplatten zu je
100.000 Zellen pro Well. Die verwendeten Substanzen wurden aus den Stocklésungen mit
Kulturmedium auf die gewilinschten Endkonzentrationen verdiinnt, wobei fir jede
Konzentration Doppelproben angesetzt wurden. SAHA wurde in Konzentrationen von 2 uM,
5 UM und 10 uM verwendet, Bay11-7082/-85 in 1 uM und 2,5 uM eingesetzt. Um mogliche
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zytotoxische Effekte des DMSOs, welches in den Stocklésungen als Losungsmittel
verwendet wurde, zu bericksichtigen, wurden je 2 Kontrollproben mit der fir die
Testsubstanzen verwendeten Hochstkonzentration angesetzt, mindestens jedoch 1:1000.
Die Dokumentation der morphologischen Zellveranderungen erfolgte nach 24 h, 48 h und

72 h mittels Mikroskop und der zugehdorigen Software.

3.3 Zellproliferationsmessung mittels CellTiterGlow® Luminescent Cell
Viability Assay

Bei dieser Methode wird die Anzahl vitaler, metabolisch aktiver Zellen anhand ihres
ATP-Gehaltes ermittelt. Das durch Zelllyse freigesetzte ATP reagiert in einer
Luciferase-abhangigen Reaktion mit Luciferin zu Oxyluciferin, wobei Lumineszenz entsteht.
Das Lumineszenzsignal ist proportional zum Gesamt-ATP-Gehalt, welches wiederum unter

den meisten Umstanden direkt proportional zur Zellzahl ist.

Fir diese Messung wurden die Zellen 24 h vor Behandlung in 50 pl ihres jeweiligen
Kulturmediums in weilRen 96-Well-Zellkulturplatten ausgesdt. Um eine einheitliche
Konfluenz zwischen den verschiedenen Zelllinien zu erhalten, wurden sie, entsprechend
ihrer  Wachstumsgeschwindigkeit, in unterschiedlicher Ausgangszellzahl ausgesat
(T24: 1x103, VM-Cub1 und RT112: 2x103, TERT-NHUC: 3x103 Zellen/Well). Die Zugabe der
Inhibitoren erfolgte nach vollstandigem Anwachsen der Zellen. Hierzu wurde die jeweilige
Substanz mit entsprechendem Medium auf die gewiinschte Endkonzentration verdiinnt. Da
alle Inhibitoren in DMSO geldst vorlagen, wurde DMSO anteilig zugesetzt, um eine
einheitliche Konzentration Uber alle Verdliinnungsreihen zu erhalten. Bei Messungen der
Zellproliferation nach Behandlung mit Einzelsubstanzen wurden je Stoffkonzentration
4 Wells, bei Kombinationstherapien je 3 Wells pro Stoffkonzentration behandelt. Zum
Ausschluss eines zytotoxischen Effekts des DMSOs auf die Zellproliferation wurden bei
jeder durchgefihrten Messung je 4 Wells mit einer Kombination aus Medium und DMSO
versetzt, wobei die eingesetzte DMSO-Menge immer der hochsten verwendeten Konzen-
tration entsprach, mindestens jedoch 1:1000. Um das Hintergrundsignal des Mediums

herausrechnen zu kénnen, wurden 4 Wells nur mit Medium befillt (Blank).

Bei der Monotherapie mit dem Pan-HADCi SAHA, sowie dem selektiven IKK-Inhibitor
Bay11-7082 bzw. Bay11-7085 wurden Konzentrationen von 0,5 uM bis 10 uM verwendet.
Der Proteasominhibitor Bortezomib wurde in Konzentrationen von 5 nM bis 20 mM
verwendet. In Kombinationstherapien in denen Bay11-7082 verwendet wurde, wurde dies

unter Berlicksichtigung der Wirklatenz 60 min vor Zugabe der zweiten Substanz auf die
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Zellen gegeben. Im Rahmen der Kombinationsbehandlungen wurden die Konzentrationen
von SAHA von 0,1 uM bis 5 uM variiert.

Nach Ablauf der angesetzten Inkubationszeit von 72 h wurde der Uberstand abgesaugt und
100 ul PBS sowie 100 pl einer 1:1 Lésung aus CellTiter-Glo® Substrat und CellTiter-Glo®
Puffer je Well hinzugegeben. Nach 10-mindtiger Inkubation auf der Rittelplatte bei RT,
welche zur Einleitung der Zelllyse und zur Stabilisierung des Lumineszenzsignals diente,
erfolgte die Auswertung im Victor Counter mit der Testwellenldnge von 570 nm und der

Referenzwellenldange von 630 nm.

3.4 Immuncytochemie

Mit Hilfe der Immuncytochemie ist es moglich, die intrazelluldre Lokalisation spezieller
Proteine zu bestimmen. Grundlage ist eine Antigen-Antikorper-Reaktion, bei der das Epitop
des gesuchten Proteins durch einen spezifischen Primarantikorper gebunden wird, welcher
wiederum selbst durch den Sekundarantikérper nachgewiesen wird. Dieser Sekundar-
antikérper ist mit einem Fluoreszenzfarbstoff gekoppelt, Gber den die Bindung im

Fluoreszenzmikroskop sichtbar wird.

3.4.1 Versuchsaufbau

Die Zellen wurden zundchst mit einer Dichte von 200.000 Zellen/Well in 6-Well-
Zellkulturplatten ausgesat, welche zuvor mit je 3 autoklavierten Deckglaschen bestiickt
worden waren. Nach dem Anwachsen der Zellen Gber Nacht konnte am nachsten Morgen
das Medium abgesaugt und die Zellen, nach einer einmaligen Waschung mittels PBS, fixiert

werden.

In der Versuchsreihe mit vorbehandelten Zellen erfolgte bei adhdrentem Zellwachstum
zunachst die Behandlung. Die hierbei verwendeten Substanzen wurden unter Zuhilfenahme
des Mediums auf die gewiinschten Endkonzentrationen verdinnt. Fir die SAHA-
Behandlung wurden die Zellen fiir 30 min, 60 min, 90 min, 2 h, 3 h, 4 h und 5 h mit einer

Konzentration von 2 uM behandelt.

In der Kombinationstherapie mit Bay11-7082 und TNFa wurden die Zellen zunachst fir
60 min mit 10 uM Bay11-7082 inkubiert und nach Mediumwechsel fiir weitere 30 min mit
1000 U/ml TNFa inkubiert. Die zeitversetzte Behandlung sollte sicherstellen, dass die
irreversible Hemmung von IKKa bereits vollstindig eingetreten war, bevor TNFa
hinzugegeben wurde. Als Positivkontrolle diente TNFa (1000 U/ml fir 10 min), als
Negativkontrolle wurde DMSO (1:1000) verwendet. Nach Ablauf der entsprechenden

Inkubationszeiten wurden die Zellen fixiert.
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Die Fixierung erfolgte mit 3,7% Formaldehyd, welches fiir 10 min bei Raumtemperatur
einwirken musste. Nach anschliefender Waschung mit PBS wurden die Deckglaschen in
eine 12-Well-Platte (1 Deckglaschen/Well) Gberfihrt und zur Permeabilisierung der
Zellmembran fiir 10 min mit je 500 ul einer 0,5% Triton-X100 Losung bedeckt.

Nach erneuter 3-maliger Waschung wurde, zur Blockierung unspezifischer
Antikorperbindestellen, jedes Deckglas mit 1 ml einer 1% BSA Losung bedeckt und fir 1 h
bei RT inkubiert. Es folgte die Antikorperfarbung.

Hierzu wurden die Zellen zunachst fir 2 h mit dem Priméarantikorper und anschlieBend 1 h
lang mit dem Sekundarantikorper (abgedunkelt) bei RT inkubiert. Die Entfernung
ungebundener Primarantikorper mittels 3-facher PBS-Waschung erfolgte als
Zwischenschritt. Die Zellfarbung wurde mit der Gegenfarbung mittels DAPI (0,5 mg/ml,
1:1000 in PBS abgedunkelt fir 10 min) vervollstandigt. Vor dem Eindeckeln mittels
Mounting medium (Vectashield Vector) wurden die Zellen ein letztes Mal gewaschen und

anschlielend bei 4 °C gelagert.

Die Auswertung erfolgte mit dem Mikroskop Nikon Eclipse 400 mit dem Fluoreszenzfilter
GFP (R)-LP/HQ-FITC- LP (EX 400-500, DM 505, BA 510) und dem DAPI Filter UV-2E/C
(EX340-380, DM400, BA 435-485). Es wurde die Software NIS-Elements D2-30 verwendet.

3.5 Proteinanalyse

3.5.1 Herstellung des Protein-Lysats

Nach 24-stlindiger Kultivierung der Zellen in 6-Well-Platten erfolgte bei einer Konfluenz von
ca. 80% die Behandlung der Zellen mit Inhibitoren. Nach abgeschlossener Inkubation wurde
zundchst das Medium-Inhibitor-Gemisch abgenommen und in je ein 15 ml Greiner-
Réhrchen Gberfiihrt. Das zur nachfolgenden Zellwaschung verwendete PBS wurde ebenfalls
in das entsprechenden Greiner-Réhrchen tberfihrt und die Suspension fir 7 min bei 300 g
zentrifugiert.

Zur Ablosung der gereinigten Zellen von den Béden der Zellkulturflaschen wurden je Well
50 pl Protein-Lysis-Puffer ,Ripa-Art“ incl. 10 pl/ml Proteaseinhibitor-Cocktail (Sigma-
Aldrich) und 10 ul/ml Phosphataseinhibitoren-Cocktail 3 (Sigma-Aldrich) verwendet und
alles auf Eis gelagert. Nach kurzer Einwirkzeit wurden die Zellen mit einem Zellschaber
abgeldst und in ein 1,5 ml Reagenzgefal} Gberfihrt. Diesem ReagenzgefaR wurde dann das
entsprechende Zellpellet aus den Greiner-Réhrchen hinzugegeben. Die folgende
30-mindtige Inkubation auf Eis diente der Zelllyse. Zur Homogenisierung des Proteinlysates

folgte die Uberfiihrung auf eine Qiashredder Mini spin Séule (Qiagen) mit nachfolgender
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kurzer Zentrifugierung bei maximaler Geschwindigkeit. Das homogenisierte Lysat wurde bei

-70 °C gelagert.

3.5.2 Fraktionierte Proteinlysate

Die Herstellung fraktionierter Proteinlysate erfolgte durch Frau Dr. Annette Schldsser nach

dem in Lang et al. [2019]**° beschriebenen Protokoll.

3.5.3 Quantitative Proteinbestimmung mittels BCA-Assay

Die Bestimmung des Proteingehaltes erfolgte unter Verwendung des BCA™ Protein Assay
Kit von Pierce. Als Standard diente BSA, welches im Rahmen einer Standardreihe von
2 mg/ml (Maximalkonzentration) mittels Ripa-Puffer in Verdiinnungsschritten von 1:2 bis
auf 32 pg/ml verdiinnt wurde. Zur Messung wurden 10 pl jeder Probe und Standardreihe
als Doppelwert in eine Mikropipettierplatte gegeben. Die Proben wurden hierfir im
Verhaltnis 1:5 mit Ripa verdinnt. AnschlieRend erfolgte die Zugabe von je 200 ul
Farbreagenz im Verhaltnis 1:50 von Reagenz B zu Reagenz A. Als Blank wurden 4 Wells mit
je 10 ul Ripa Puffer verwendet. Nach 30-minttiger Inkubation bei 37 °C wurde die
Proteinkonzentration mit Hilfe des ELISA Reader bei einer Absorption von 570 nm

gemessen.

3.6 Western Blot

3.6.1 Gel-Elektrophorese

Fir die Gelelektrophorese wurden 15 ug Protein je Probe verwendet, welche mit Ripa-
Puffer auf ein Gesamtvolumen von 15 pl aufgefiillt und anschlieBend im Verhaltnis 1:1 mit
6x Lammli-Puffer versetzt wurden. Die Denaturierung erfolgte bei 95 °C fir 5 min. Bei den
verwendeten Gelen handelte es sich um AnykD Fertiggele der Firma BioRad; der SDS-PAGE
Laufpuffer stammte von der Firma Thermo Scientific. Als GroRenmarker dienten 10 ul des
Prestained Protein Ladder des Herstellers Thermo Scientific. Die elektrophoretische

Auftrennung der Proteine erfolgte eisgekihlt bei 150-160 V fir ca. 90 min.

3.6.2 Blotting und Detektion

Die im Rahmen der Gel-Elektrophorese nach ihrem Molekulargewicht aufgetrennten
Proteine wurden mit Hilfe eines elektrischen Feldes (bei 180 mA) unter Eiskiihlung auf eine
PVDF-Membran transferiert, deren Bindungsstellen zuvor durch Inkubation in reinem
Methanol aktiviert worden waren. Der Vorgang dauerte ca. 90 min. Freie Bindungsstellen
flr unspezifische Proteine wurden mit 5% Magermilchpulver gel6st in 0,1% TBS-T geblockt.

Im Anschluss erfolgte die Zugabe des Primadrantikérpers. Um nach abgeschlossener
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Inkubationszeit noch freie, ungebundene Antikérper zu entfernen, erfolgte vor Zugabe des
Sekundar-Antikérpers eine 30-minttige Waschung der Membran in 0,1% TBS-T, wobei die
Losung alle 10 Minuten erneuert wurde. Dieser Schritt wurde auch nach abgeschlossener
Inkubationszeit des Sekundarantikorpers wiederholt.

Zur Detektion wurde das Super Signal West Femto Trial Kit des Herstellers Thermo Scientific
verwendet. Die Entwicklung und Fixierung erfolgte mit Hilfe des Curix 60 Filmentwicklers
der Firma AGFA.

3.7 RNA-Isolation

Die RNA-Isolation wurde mit Hilfe des RNeasy® Mini Kit von Qiagen durchgefiihrt. Lysiert
wurden die Zellen nach Behandlung und PBS-Aufreinigung mittels 350 pl RLT-Buffer (inkl.
10 pl B-Mercapthoethanol pro ml) je 6-Well. Es folgte die Uberfiihrung auf QiaShredder-
Sdulen mit anschlieBender Zentrifugierung fir 2 min bei maximaler Geschwindigkeit. Dem
so homogenisierten Lysat wurden 350 pl 70% Ethanol zugesetzt und die Mischung
anschlieBend zur RNA-Aufreinigung auf QiaRNeasy-Séulen gegeben. Die Aufreinigung
erfolgte in drei Zentrifugationsschritten unter Verwendung von 700 pul RW1- und insgesamt
1000 pl (2x 500 pl) RPE-Puffer. Nach Elution der aufgereinigten RNA mit Hilfe von je 30 pl
RNase-freiem Wasser wurde die Konzentration und die Qualitdt mittels NanoDrop 1000
Spektrophotometer (Peglab, Erlangen) bestimmt. Bis zur weiteren Verarbeitung wurden die

Proben bei -70 °C gelagert.

3.8 RT-PCR

3.8.1 cDNA-Synthese durch reverse Transkription

Bei der reversen Transkription wird mit Hilfe von RNA-abhdngigen DNA-Polymerasen
(reversen Transkriptasen) eine der eingesetzten RNA komplementare Einzelstrang-DNA
(cDNA) gebildet.

Die cDNA-Synthese erfolgte in unserem Fall unter Verwendung des QuantiTect® Reverse
Transcription Kit von Qiagen. Hierzu wurde 1 pg RNA zunachst mit RNase-freiem Wasser
auf ein Gesamtvolumen von 12 pl aufgefillt und anschlieRend 2 pl des DNA Wipeout Buffer
zugesetzt. Es folgte die Denaturierung bei 42 °C flir 2 min. Auf Eis gelagert wurden den
Proben je 6 ul des Mastermixes zugegeben und anschlieend zur cDNA-Synthese bei 42 °C
fir 15 Minuten inkubiert. Gestoppt wurde die Reaktion durch eine 3-miniitige Inkubation
bei 95 °C. Zur weiteren Verarbeitung wurden 1:20 Verdiinnungen hergestellt, welche bei

-20 °C gelagert wurden.
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3.8.2 Quantitative Real-time PCR

Die quantitative Real-Time PCR (qPCR) ermdglicht neben der reinen Amplifikation auch die
Quantifizierung der gebildeten DNA. Die Quantifizierung erfolgt fluoreszenzgestiitzt
wahrend der exponentiellen Phase eines Zyklus, gemessen in Echtzeit. Der verwendete
Fluoreszenzfarbstoff SyBrGreen interkaliert in die doppelstrangige DNA und erhoht dadurch
sein Fluoreszenzsignal. Die Menge des Amplifikats ist proportional zu der gemessenen
Fluoreszenz. Um die vorhandenen Templates bestimmen zu kénnen, wurden die Zyklen
ermittelt, die es zum Erreichen des Ct-Werts (cycle threshold) bendtigte. Fir eine relative
Quantifizierung wurde TBP als Referenz-Gen gemessen. Fir die Messung wurde das
QuantiTect® SYBR® Green RT-PCR Kit von Qiagen verwendet und in den Programmen des
ABI7500 oder Lightcyclers ausgewertet. Je Probe wurden 2 pl cDNA mit 18 ul des

Mastermixes eingesetzt.

Table 3.1: Ubersicht des Mastermixes.

2fach QuantiTect SyBr Green 10 ul

Primer forward 1 pl (100 pmol/ml)
Primer reverse 1 pl (100 pmol/ml)
Aqua ad inj. 6 ul

cDNA 1:20 2 ul
Gesamtvolumen 20 pl

3.9 Durchflusszytometrie

Mir der Durchflusszytometrie (FACS) lassen sich mit Hilfe von Streustrahlung und
Fluoreszenz qualitative Aussagen Uber einzelne Zellen machen. Das Zellvolumen kann
mittels Vorwartsstreulicht (FCS = Forward Scatter), die interzelluldren Bestandteile, wie
Granula und Zellkern, mittels Seitwartsstreulicht (SSC= Side scatter) ermittelt werden. Um
Aussagen (Uber Zellzyklus, Apoptose und Nekrose machen zu konnen, muss mit

fluoreszierenden Markern gefarbt werden.

In Vorbereitung auf die Messung wurden die Zelllinien in 25-cm? Zellkulturflaschen
kultiviert und fir 48 h mit 5 uM SAHA bzw. 2 uM Bay117082/-85 behandelt. Als Kontrolle
diente 0,1% DMSO. Fiir jede Konzentration wurden Doppelproben angesetzt. Nach Ablauf
der Inkubationszeit wurde das Medium abgenommen und mit dem zuvor zur Zellwaschung
verwendeten PBS in 15-ml Falcon-R6hrchen gesammelt. Die Trypsinierung der Zellen

erfolgte mit Hilfe von 1 ml Trypsin-EDTA, welches mit dem zuvor abgenommenen Medium
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inaktiviert wurde. Es folgte die Zentrifugation fir 5 min bei 300 rpom. An deren Ende wurde
der Uberstand verworfen, das Zellpellet in 1000 pl PBS resuspendiert und bis zur Messung

auf Eis gelagert.

Zur Bestimmung des Anteils apoptotischer und nekrotischer Zellen an der Gesamtzellzahl
wurden 100 ul der Zellsuspension in ein FACS-Rohrchen Uberfiihrt und bei 1500 rpm fir
5 min zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in 500 pl 1x Annexin Binding-Buffer resuspendiert,
welchem zuvor 1 pl/ml Propidiumiodid und 5 pl FITC markiertes Annexin V zugesetzt
worden war. Nach Durchmischung mittels Vortexen wurden die Proben fir

10 min abgedunkelt inkubiert. Je Probe wurden 10* Zellen ausgewertet.
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4 Ergebnisse

4.1 Reproduktion der SAHA-induzierten Effekte auf ausgewahlite Zelllinien

Zu Beginn dieser Arbeit sollten zunéchst wichtige Experimente von Niegisch et al."*’ zu den

Effekten von SAHA auf unsere ausgewahlten Urothelkarzinomzelllinien wiederholt werden.

4.1.2 Auswirkungen von SAHA auf die Zellvitalitat

Zunachst wurden die Effekte von SAHA auf die Zellvitalitat der Urothelkarzinomzelllinien
VM-Cub1l, T24 und RT112 gemessen. Die Behandlung mit dem Inhibitor erfolgte dabei liber
einen Zeitraum von 72 h. Zur Kontrolle wurde die benigne Urothelzelllinie TERT-NHUC
mitgefihrt. Der Versuch wurde 4-fach wiederholt, fir TERT-NHUC einmal. Die Ergebnisse
sind in der folgenden Abbildung dargestellt.
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Abb. 4.1: Zellvitalitdsassay zur Beurteilung der Auswirkungen von SAHA auf die Viabilitdt der Zelllinien
VM-Cub1l (A), T24 (B), RT112 (C), TERT-NHUC (D). Die Zellen wurden einmalig mit SAHA behandelt und nach
72-stlindiger Inkubation ausgewertet. SAHA wurde in den Konzentrationen 0,5 uM, 1 uM, 2 uM, 5 uM, 7,5 uM
und 10 uM verwendet. Als Losungsmittelkontrolle diente DMSO. Signifikante Unterschiede laut T-Test sind
mit einem Sternchen markiert, *: p<0,05; **: p<0,01; ***: p<0,001. Die Messungen wurden jeweils mit
Vierfachwerten durchgefiihrt, aus denen das arithmetische Mittel errechnet wurde.
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Wie erwartet, fuhrt SAHA in allen vier Zelllinien mit steigender Konzentration zu einer
Reduktion der Zellvitalitait. Am sensitivsten, mit einem ICsq unter 2 uM, reagierte die
benigne Zelllinie TERT-NHUC, welche auch schon in niedrigen Konzentrationen deutlich auf
SAHA ansprach. Die malignen Zelllinien sprachen dagegen nur schlecht auf geringe Dosen
SAHA (0,5 uM, 1 uM) an (T24), oder reagierten sogar mit einer leichten Zunahme der
Zellzahl. Am wenigsten sensitiv war die VM-Cubl, welche bei 1 uM SAHA zudem deutlich
mehr vitale Zellen als die Kontrollprobe aufwies. Erst ab 5 uM kam es in allen Zelllinien zu
ausgepragten zytotoxischen Effekten. Von den malignen Zelllinien stellte sich die T24 am

empfindlichsten mit einem berechneten ICsq von 3,48 uM heraus.

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass SAHA erst in vergleichsweise hohen
Konzentrationen zu zytotoxischen Effekten bei den malignen Zelllinien fihrte. Niedrige
Dosen konnten dagegen zelllinienabhangig sogar einen positiven Einfluss auf das

Zellwachstum haben.

4.1.3 Morphologische Veranderungen unter Einfachbehandlung mit SAHA

Zur Dokumentation morphologischer Veranderung unter der Behandlung mit SAHA wurden
drei Urothelkarzinomzelllinien sowie eine urotheliale Primarkultur (UP) mit Konzentra-
tionen von 2 puM und 10 pM SAHA behandelt und nach 24 h und 48 h mittels

Lichtmikroskop ausgewertet.

A VM-Cubl

10 uM SAHA
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Abb. 4.2: Morphologische Verdnderungen der Zelllinien VM-Cub1 (A), T24 (B), RT112 (C) und UP220 (D)
unter SAHA-Einfachbehandlung. Die Zellen wurden einmalig mit 2 pM bzw. 10 pM SAHA behandelt. Die
lichtmikroskopische Auswertung erfolgte nach 24 h und 48 h. Als Kontrolle dienten mit DMSO behandelte
Zellen. 100-fache VergroBerung.
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Wie in Abbildung 4.2 zu sehen ist, nahm in allen vier Zelllinien in Abhangigkeit von
Konzentration und Zeit die Zellzahl stark ab. Nach 48 h waren Uber alle Zelllinien hinweg bei
10 uM SAHA nur noch sehr wenige vitale Zellen nachweisbar. Die Zelllinie VM-Cub1 zeigte
bereits nach 24-stiindiger Behandlung, unabhangig von der Konzentration, morphologische
Verdanderungen in Form von langen schlanken Zellausldufern; im weiteren Verlauf
entwickelten die Zellen verstarkt Granula und Vakuolen und begannen sich abzul6sen. In
der RT112 erkennt man nach 48-stindiger Inkubation mit 10 uM SAHA neu aufgetretene
zytoplasmatische, dem Nukleus angelagerte Granula und ebenfalls verstarkt Zellauslaufer.
Eindeutige Apoptose-Morphologien waren selten. Die urotheliale Priméarkultur (UP220) und

die T24 zeigten wenige morphologische Verdanderungen.

4.1.4 Induktion von Apoptose/Nekrose durch Behandlung mit SAHA

Um zu differenzieren durch welchen Mechanismus der Zelltod unter der SAHA-Behandlung
eingeleitet wird, wurde eine FACS-Analyse nach Farbung mit Propidium-lodid und
Annexin-V durchgefiihrt. Die ausgewdhlte SAHA-Konzentration lag bei 5 uM. Aufgrund des
zytotoxischen Effekts dieser Konzentration und der damit zu erwartenden geringen Zellzahl

wurde die Behandlungszeit auf 48 h reduziert.

VM-Cub1 T24 RT112

100

Zellenin %
= N w H (0] [e)) ~ o] (o)
o o o o o o o o o o
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
L

Abb. 4.3: FACS-Analyse zur Bestimmung des Anteils von Apoptose und Nekrose in Urothelkarzinomzellen
(VM-Cub1, T24, RT112) unter SAHA-Einfachbehandlung. Die Zellen wurden einmalig mit 5 pM SAHA
behandelt und nach 48 h mit Propidiumiodid und Annexin-V angefarbt und ausgewertet. DMSO diente zur
Losungsmittelkontrolle. apoptotische Zellen: hellgrau, nekrotische Zellen: dunkelgrau, vitale Zellen: schwarz.
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In allen Zelllinien stieg unter der Behandlung sowohl der Anteil von apoptotischen als auch
nekrotischen Zellen an (Abbildung 4.3). Ferner zeichnet sich eine Korrelation zwischen der
SAHA-Sensitivitat und dem Anteil der apoptotischen Zellen ab. Je empfindlicher die Zelllinie
auf SAHA reagierte, desto mehr Zellen starben durch Apoptose. Am deutlichsten ist dies bei
der T24 zu sehen. Nach 48 h sind 70% der Zellen abgestorben, davon 52% durch Apoptose.
Bei der RT112 betragt der Anteil toter Zellen 54%, mit einem apoptotischen Anteil von 30%.
Die VM-Cub1 zeigt mit 63% vitaler Zellen nach 48 h die geringste Sensitivitat. Die Zellen sind

hier zu gleichen Teilen durch Apoptose und Nekrose zu Grunde gegangen.

4.2 Hinweise auf die NF-kB-Aktivierung auf Proteinebene
Um eine Aktivierung des NF-kB-Signalwegs durch SAHA auf Proteinebene nachweisen zu
konnen, wurden Western Blot-Analysen der zentralen Proteine des klassischen NF-kB-
Signalwegs, IkBa und RelA (p65), unter SAHA-Behandlung durchgefiihrt. Des Weiteren
sollte mittels Immuncytochemie eine SAHA-induzierte Translokation der NF-kB-Proteine
RelA (p65) und NF-kB1 (p50) in den Zellkern sichtbar gemacht werden.

4.2.1 Intrazellulare Lokalisation der Proteine RelA und p50 in Urothelkarzinomzell-
linien

Zunachst sollte anhand von unbehandelten Zellen die intrazelluldre Lokalisation der
Proteine RelA und p50 bestimmt werden. Hierzu wurden die Zelllinien VM-Cub1, T24 und
RT112 in nukledare und zytoplasmatische Fraktionen fraktioniert und die daraus

gewonnenen Proteinextrakte anschlieRend geblottet.

T24 RT112 VM-Cubl

RelA =Sl . w» * W 65 kDa
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Abb. 4.4: Western Blot zum Nachweis der intrazelluldren Lokalisation der NF-kB-Monomere RelA und p50 in
unbehandelten Urothelkarzinomzelllinien. Verwendet wurden die Zelllinien T24, RT112 und VM-Cub1l. Als
Ladekontrolle dienten a-Tubulin (zytoplasmatisch (z)) und TBP (nuklear (n)).
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Aus der Abbildung 4.4 wird deutlich, dass bereits im unbehandelten Zustand Unterschiede
zwischen den Zelllinien in der intrazellularen Lokalisation von RelA und p50 bestehen. RelA
und p50 kommen in der Zelllinie RT112 rein zytoplasmatisch vor, wohingegen bei der T24
beide Proteine in beiden Zellkompartimenten nachweisbar sind. Die Zelllinie VM-Cubl
weist RelA rein zytoplasmatisch auf, p50 konnte in beiden Zellkompartimenten detektiert

werden. In der Zelllinie T24 sind allerdings nukledr Reste von a-Tubulin nachweisbar.

4.2.2 Effekte von SAHA auf die Expression von IkBa und RelA in Urothelkarzinom-
zelllinien

Um eine mogliche Aktivierung des NF-kB-Signalwegs durch SAHA Uber die Zeit zu verfolgen,
wurden die drei Zelllinien je fiir 30 min, 60 min, 90 min und 5 h mit 10 uM SAHA behandelt.
Als Positivkontrolle diente der Hauptinduktor des klassischen NF-kB-Signalwegs, TNFa, in

einer Konzentration von 1000 U/ml.

VM-Cub1l T24

IkBat ....--O‘ 37kDa IKBa el ) —— ] 1T
RelA ™ s wum oo s oo s == = 65kDa RelA ~-_-'-\—_—< 65 kDa
a-Tubulin “------‘ 55 kDa a-Tubulin -----...' 55 kDa

30 60 90 300 30 60 90 300 30 60 90 300 30 60 90 300

min min min min

TNFa SAHA Co TNFa SAHA Co
RT112
IkBa 37 kDa

- ——— -

RelA -------—- 65 kDa

a-Tubulin W 55 kDa

30 60 90 300 30 60 90 300

min min

TNFa SAHA Co

Abb. 4.5: Western Blot zur Bestimmung der IkBa- und RelA-Expression in den malignen Zelllinien
VM-Cub1l (A), T24 (B) und RT112 (C) nach Exposition mit SAHA. Als Positivkontrolle diente TNFa. SAHA
wurde in einer Konzentration von 10 uM und TNFa in einer Konzentration von 1000 U/ml eingesetzt. Fir die
Ladekontrolle wurde a-Tubulin verwendet. Als Lésungsmittelkontrolle diente DMSO.

Wie in der Abbildung 4.5A zu sehen ist, fiihrt die Behandlung der Zelllinie VM-Cub1 mit
TNFa wie erwartet zu einer initialen Abnahme der IkBa-Expression mit vollstandigem
Fehlen nach 30 min und anschlieBender langsamer Zunahme der Proteinmenge Uber die

Behandlungsdauer. Das Maximum ist nach 90 min erreicht, danach sinkt die Expression
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wieder ab. Dieser wellenformige Verlauf ist in der Literatur bekannt und basiert auf dem
Mechanismus der negativen Riickkopplung, bei dem unter anderem das Gen fiir IkBa durch
RelA aktiviert wird. Unter Behandlung mit SAHA kommt es nach 30 min zu einer deutlichen
Zunahme von IkBa, welche in abgeschwéachter Form auch nach 60 min weiter besteht. Nach
90-minltiger Behandlungszeit entspricht die Proteinmenge der Kontrolle; die 5-stiindige
SAHA-Behandlung fiihrte zu einer Abnahme der IkBa-Expression. Im Vergleich zur TNFa-
Behandlung erscheint der Verlauf gegenldufig. Im Gegensatz zu IkBa verdnderte sich die

Menge an RelA bei beiden Behandlungen kaum.

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass in der Zelllinie VM-Cub1 die erwartete
Abnahme der IkBa-Expression als Zeichen der Induktion des NF-kB-Signalweges durch SAHA
nur nach 5 h nachweisbar war. Kiirzere Behandlungszeiten zeigen dagegen eine Zunahme
der Expression und legen damit die Vermutung nahe, dass SAHA in Abhangigkeit von der
Behandlungsdauer aktivierend oder inhibierend auf den NF-kB-Signalweg einzuwirken

scheint. Die Gesamtmenge an RelA veranderte sich in keinem Fall.

In der Zelllinie T24 (Abb. 4.5B) verhédlt sich das Expressionsniveau von IkBa unter
Behandlung mit TNFa dhnlich zu dem in der VM-Cubl. Nach initial nicht nachweisbarem
IkBa unter 30-minltiger Behandlung mit TNFa nimmt die Proteinmenge Uber die
Behandlungsdauer wieder zu und erreicht ihr Maximum nach 90 Minuten. Anschliefend
sinkt der Proteingehalt wieder ab. Anders als bei der VM-Cub1 kann in allen Proben dieser
Zelllinie eine geringe Zunahme der RelA-Expression detektiert werden. Ein direkter
Zusammenhang mit der IkBa-Expression besteht allerdings nicht.

In den mit SAHA behandelten Proben féllt eine Abnahme der IkBa-Expression nach 30-, 60-
und 90-minutiger Behandlungsdauer mit einer dazu korrelierenden Zunahme der RelA-
Expression auf. Die Probe nach 5-stlindiger Behandlung zeigt keinerlei Expressions-
veranderung, wohingegen die Ergebnisse der Positivkontrolle fiir die IkBa-Expression den

Werten der Zelllinie VM-Cubl entsprechen.

In Zusammenschau der Ergebnisse kann in dieser Zelllinie von einer SAHA-bedingten
Induktion des NF-kB-Signalwegs mit Abnahme von IkBa Uber eine Behandlungsdauer von
30 bis 90 Minuten ausgegangen werden, wobei das Maximum bei 60 und 90 Minuten lag.

Korrelierend dazu stieg die RelA-Expression an.

Die TNFa-Behandlung fiihrte bei der RT112 (Abb. 4.5C), wie in den beiden vorherigen
Zelllinien, zu einer eindeutigen Verdanderung im IkBa-Expressionsniveau, wobei der

Wiederanstieg der Proteinkonzentration in dieser Zelllinie nicht, wie bei den vorherigen
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Zelllinien gesehen, wellenformig tber die Behandlungszeit verldauft, sondern eher langsam
und kontinuierlich zunehmend. Die RelA-Expression blieb unter TNFa unverandert. Die
Behandlung der Zellen mit SAHA fiihrte ausschlieRlich nach 5 h zu einer Anderung der IkBa-
Expression, welche sich in Form einer verminderten Proteinmenge detektieren lieB. Auch

unter SAHA kam es zu keinerlei Veranderung des RelA-Expressionsniveaus.

Zusammenfassend fiihrte SAHA ausschlieBlich nach 5-stiindiger Behandlung zu einer
nachweisbaren Induktion des NF-kB-Signalwegs mit Abnahme der IkBa-Expression, wobei

keine korrelierende Anderungen der RelA-Expression nachweisbar waren.

Betrachtet man die Ergebnisse fiir alle Zelllinien Ubergreifend, lasst sich festhalten, dass
sich die Ergebnisse nach Behandlung mit TNFa dahneln. Die Abnahme von IkBa ist in allen
Fallen nach 30 Minuten maximal, in der Zelllinie RT112 scheint die Wiederherstellung des
Basalzustandes jedoch verzogert gegenliber den beiden anderen Linien. Die Reaktion auf
SAHA ist zwischen den Zelllinien jedoch unterschiedlich. Wahrend SAHA in der Zelllinie T24
zu einer Induktion des NF-kB-Signalwegs mit maximaler Abnahme des IkBa nach 60 und
90 Minuten mit dazu korrelierendem Anstieg der RelA-Expression flhrte, kam es in den
beiden anderen Zelllinien erst nach 5-stiindiger Inkubation mit SAHA zu einer Induktion des
NF-kB-Signalwegs mit reduziertem IkBa-Expressionsniveau. Ein korrelierender RelA-Anstieg

blieb aus.

4.3 Immunfluoreszenz

Ein weiterer Ansatz, um die Aktivierung des klassischen NF-kB-Signalwegs nachweisen zu
kénnen, war die Immunfluoreszenz. Dabei wurde die Lokalisation von RelA innerhalb
unbehandelter Zelllinien und unter Behandlung mit TNFa und SAHA mit Hilfe
immuncytochemischer Anfarbung bestimmt. Da nicht ausgeschlossen werden konnte, dass
die Aktivierung dieses Signalwegs unabhangig von RelA erfolgen wiirde, wurde NF-kB1
(p50), welches an RelA gekoppelt den am hé&ufigsten vorkommenden dimeren
Transkriptionsfaktor des klassischen NF-kB-Signalwegs darstellt, ergdanzend immuncyto-

chemisch angefarbt.

4.3.1 Intrazelluldre Lokalisation von RelA in unbehandelten Zelllinien

Um die intrazelluldre Lokalisation von RelA in unbehandelten Zelllinien zu charakterisieren,
wurde dieses in verschiedene Zelllinien immunzytochemisch angefarbt. Um Unterschiede
zwischen normalen und malignen Zellen erfassen zu kénnen, wurden zusatzlich zu den

bisher verwendeten Zelllinien eine urotheliale Priméarkultur (UP) sowie weitere
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Tumorzelllinien mitgefihrt. Die UP wurden hierfiir auf Kollagen-beschichteten Deckglasern

kultiviert und nach 24 h mit dem spezifischen AK gefarbt.

FITC Merged FITC Merged

5637 UP226
T24 VM-Cubl
182 BFTC905

Abb. 4.6: Immunzytochemische Fiarbung von RelA (FITC, griin) in den Zelllinien 5637, T24, 182, UP226,
VM-Cub1 und BFTC905. Die Zellkerne wurden mit DAPI (blau) markiert (in den als Merged markierten Spalten
zu sehen).

Die Farbungen lassen sich so interpretieren, dass in allen Zelllinien unabhangig von ihrer

Dignitat RelA Gberwiegend bis rein zytoplasmatisch lokalisiert ist.

4.3.2 Effekte der SAHA-Behandlung auf die intrazelluldre Lokalisation von RelA und
NF-kB1 (p50)

Zum Nachweis einer SAHA-induzierten Aktivierung des klassischen NF-kB-Signalweges
wurden die Zelllinien zundachst mit SAHA vorbehandelt und anschlieRend
immuncytochemisch auf RelA und NF-kB1 (p50) gefarbt. Dabei wurden Behandlungszeiten
von 30 min, 60 min, 90 min, 3 h, 4 h und 5 h ausgewahlt.

Als Positivkontrolle fiir die Aktivierung des klassischen NF-kB-Signalwegs diente TNFa; als
weitere Kontrolle wurden die Zellen vor der Zugabe von TNFa mit dem IKK-Inhibitor
Bay11-7082 behandelt. Dieses Experiment diente zugleich als molekularer Wirknachweis

fur diesen Inhibitor.
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RelA

A FITC Merged B FITC Merged

Co

TNFa

30 min SAHA

60 min SAHA

120 min SAHA

Abb. 4.7: Immunzytochemische Farbung von RelA (FITC, griin) in der Urothelkarzinomzelllinie T24 (A) im
Vergleich mit der urothelialen Primarkultur UP226 (B) nach Behandlung mit TNFa und SAHA. Die Zellen
wurden mit 2 uM SAHA fir 30 min, 60 min und 120 min inkubiert. Als Positivkontrolle diente TNFa, als
Losungsmittelkontrolle DMSO. Die Zellkerne wurden mit DAPI (blau) markiert (in den als Merged markierten
Spalten zu sehen).

In der Zelllinie T24 und der urothelialen Primarkultur (UP226) liel sich mit Hilfe von TNFa
die Translokation von RelA in den Zellkern auslosen. Hervorzuheben ist, dass TNFa in der
T24 Gber alle Zellen hinweg zu einem ausgeglichenen Verhdltnis zwischen
zytoplasmatischer und intranukledrer RelA-Konzentration flihrte, wohingegen es in der

urothelialen Primarkultur zu einer deutlichen Verschiebung zu Gunsten des Zellkerns kam.

Die mit SAHA vorbehandelten Zellen der Zelllinie T24 zeigten nach 30 min und 60 min eine
Translokation des zytoplasmatischen RelA in den Zellkern, anders als bei TNFa war dieser
Effekt jedoch nicht Gber alle Zellen hinweg erkennbar. Zu allen spateren Zeitpunkten war

RelA nicht mehr im Zellkern zu erkennen.
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In der mit SAHA behandelten UP226 konnte nach 30 min und 120 min ein vermehrtes
nukledres Signal detektiert werden, welches, wie in der Zelllinie T24, nur flr einen Teil der

angefarbten Zellen deutlich erkennbar war.

p50
A FITC Merged B FITC Merged
Co
TNFa
30 min SAHA
60 min SAHA
120 min SAHA

Abb. 4.8: Immunzytochemische Farbung von p50 (FITC, griin) in der Urothelzelllinie T24 (A) im Vergleich mit
der urothelialen Primarkultur UP226 (B) nach Behandlung mit TNFa und SAHA. Die Zellen wurden mit 2 uM
SAHA fiir 30 min, 60 min und 120 min inkubiert. Als Positivkontrolle diente TNF a, als Lésungsmittelkontrolle
DMSO. Die Zellkerne wurden mit DAPI (blau) markiert (in den als Merged markierten Spalten zu sehen).

Wie die Abbildung 4.8 zeigt, lieB sich durch TNFa in allen Zellen der Zelllinie T24 eine
Translokation des zytoplasmatischen p50 in den Nukleus mit ausgeglichenem Verhaltnis
zwischen intranukledrer und zytoplasmatischer Konzentration auslosen. Bei der
urothelialen Primarkultur (UP226) war p50 bereits im unbehandelten Zustand in den
beiden Zellkompartimenten detektierbar, jedoch ohne einheitliche Verteilung zu Gunsten
eines bestimmten Kompartimentes. Die Vorbehandlung mit TNFa verdanderte die

p50-Verteilung in der urothelialen Primarkultur nicht erkennbar.
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Uber alle Behandlungszeiten hinweg konnte mittels SAHA eine Translokation des p50 in den
Nukleus der Zellen der Zelllinie T24 ausgelost werden, wobei dieser Effekt nicht einheitlich
in allen Zellen erkennbar war. Neben Zellen mit ausgeglichenem p50-Verhaltnis zwischen
Kern und Zytoplasma konnten auch immer wieder vereinzelte Zellen mit Gberwiegend
intranukledrem p50 detektieren werden.

Bei der urothelialen Primarkultur (UP226) lieB sich durch die 120-minitige Vorbehandlung
mit SAHA in allen Zellen eine Translokation des p50 in den Zellkern auslosen. Zu allen

anderen Expositionszeiten nahm SAHA keinen erkennbaren Einfluss auf die p50-Verteilung.

Zur Vervollstandigung dieser Versuchsreihe wurden die Versuche ebenfalls mit der Zelllinie
VM-Cubl durchgefiihrt. Da hierbei weder eine Veranderung der RelA- noch der
p50-Lokalisation unter SAHA-Exposition zu detektieren war, wurde auf eine Abbildung der
Ergebnisse verzichtet. Dr. Margaretha Skowron wiederholte, unabhangig von meinen
Versuchen, die Immuncytochemie zur Zelllinie VM-Cubl mit gleichen Ergebnissen.

Die hier abgebildeten Fotos stammen aus meinem Experiment.

4.3.3 Molekularer Wirknachweis von Bay11-7082

Um eine wirksame Blockierung der TNFa-induzierten Translokation von RelA bzw. p50 in
den Zellkern durch Bay11-7082 nachzuweisen, wurden die Zellen der Zelllinie T24 zunachst
fir 60 min mit dem Inhibitor behandelt und anschlieBend fiir weitere 30 min mit TNFa

inkubiert.

A FITC Merged B FITC Merged

Co

TNFa

Bay11-7082
+ TNFa

Abb. 4.9: Immunzytochemische Farbung von RelA (A) und p50 (B) in der Urothelkarzinomzelllinie T24 zum
Nachweis der Inhibition des NF-kB-Signalwegs durch Bay11-7082. Die Zellen wurden hierflir zundchst mit
10 uM Bay11-7082 fiir 60 min vorbehandelt und anschlieRend fir weitere 10 min mit 1000 U/ml TNFa
inkubiert. Als Positivkontrolle diente TNFa in gleicher Konzentration, als Lésungsmittelkontrolle DMSO. Die
Zellkerne wurden mit DAPI (blau) markiert (in den als Merged markierten Spalten zu sehen).
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Wie aus der Abbildung 4.9 ersichtlich, verhinderte Bay11-7082 erwartungsgemal} die

Induktion der nukledren Translokation von RelA und p50 durch TNFa.

44 RT-PCR Analyse der Expression von NF-kB-Zielgenen

Zur Messung der SAHA-vermittelten Effekte auf die Expression der Zielgene CDKNIA
(p21“""), CCND1 (Cyclin D1), BCL2L1 (BCL-XL), CXCL8 (IL8), XIAP (XIAP), BIRC5 (Survivin) des
NF-kB-Signalwegs wurde eine quantitative RT-PCR durchgefiihrt. Hierflir wurden in
Zusammenschau mit den bisherigen Versuchsergebnissen die Zelllinien VM-Cubl vom

epithelialen Phanotyp und T24 vom mesenchymalen Phanotyp ausgewahlt.

Um neben dem Einfluss unterschiedlicher SAHA-Konzentrationen auch den Einfluss der
Expositionszeit auf die Genexpression abbilden zu kénnen, wurden die Zellen fir jeweils 5 h
und 24 h mit SAHA inkubiert. Dabei wurde eine Konzentration nahe des errechneten ICso
beider Zelllinien (2 uM nach 72 h Inkubation) sowie die deutlich dariber liegende
Konzentration von 10 uM ausgewadhlt, um auch nach kurzer Inkubationszeit von 5 h
messbare Effekt zu erzielen. Die Inkubationszeiten wurden aufgrund eines Pilotexperiments

ausgewahlt, das hier nicht gezeigt wird.

Die Kombination von SAHA mit Bayl11-7082 sollte die Frage klaren, ob die Substanz als
selektiver und irreversibler Inhibitor der TNFa-induzierten Phosphorylierung von IkBa
zuverldssig den unter SAHA-Exposition erwarteten Anstieg der Zielgen-Expression
verhindern kann. Zur Kontrolle wurde Bay11-7082 als Einfachbehandlung mitgefihrt;
TNFa-Behandlung diente als Positivkontrolle fur die Aktivierung des klassischen NF-kB-

Signalwegs.
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Abb. 4.10: Vergleichende Darstellung des relativen Expressionsniveaus der Gene A: CDKN1A (p21c'P1),

B: CCND1 (Cyclin D1), C: BCL2L1 (BCL-XL), D: CXCL8 (IL8), E: XIAP (XIAP), F: BIRC5 (Survivin) in der Zelllinie
T24 nach 5 h bzw. 24 h Inkubation mit SAHA (2 pM, 10 pM) und Bay11-7082 (5 uM) als Monosubstanz
sowie einer Kombinationsapplikation beider Inhibitoren (in gleicher Konzentration wie in der jeweiligen
Einfachbehandlung) (A1-F1) oder nach 2 h, 5 h und 24 h Inkubation mit TNFa (A2-F2). Die Normierung
erfolgte mit TBP als Referenzgen. Als Losungsmittelkontrolle diente DMSO. Signifikante Unterschiede laut
MWU-Test sind mit einem Sternchen markiert, p<0,05.

p21“": Nach Behandlung mit TNFa stieg das p21“"*-Expressionsniveau zu allen
Zeitpunkten signifikant an. Passend dazu fiihrte die Inkubation mit Bay11-7082 Uber 24 h zu

einem signifikanten Absinken von p21°"*

. Nach 5 h lieB sich keine Expressionsveranderung
detektieren.

Die Behandlung mit SAHA fihrte mit beiden Konzentrationen und Uber alle Zeitpunkte
hinweg zu einem signifikanten Anstieg des Expressionsniveaus. Auch unter kombinierter
Behandlung mit Bay11-7082 kam es zu einer signifikanten Induktion der Genexpression

nach 5 und 24 h, wobei hier die Kombination mit 10 uM SAHA hervorstach.

Cyclin D1: Betrachtet man zuerst die Positivkontrolle fiir den klassischen NF-kB-Signalweg,

TNFa, so fuhrt die Aktivierung dieses Signalwegs nach 2 h und 24 h zu einer signifikanten
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Veranderung des Cyclin D1-Expressionsniveaus mit einem Abfall nach 2 h und einem
Anstieg nach 24 h. Eine entsprechende Erhéhung durch die Bayl11-7082-Behandlung war
nicht detektierbar.

Die Exposition mit SAHA fihrte nach 5 h zu einer signifikanten Expressionsminderung von
Cyclin D1 unter beiden Konzentrationen, die Kombination von 2 uM SAHA mit 5 uM
Bay11-7082 lie} das Expressionsniveau signifikant ansteigen. In den nach 24 h
ausgewerteten Proben fihrte SAHA in der 2 uM-Konzentration zu einem signifikanten
Expressionsanstieg, wohingegen die Konzentration von 10 uM in der Einzelbehandlung, wie
auch in der Kombination mit Bay11-7082, zu einer signifikanten Abnahme gegeniber der

Kontrollprobe fiihrte.

BCL-XL: Wie in den Diagrammen C1 und C2 ersichtlich, nimmt weder die Aktivierung noch
die Inhibition des klassischen NF-kB-Signalwegs modulierenden Einfluss auf die Expression
von BCL-XL. SAHA fiihrte in beiden Dosierungen zu einer signifikanten Abnahme des BCL-XL
nach 5 h, induzierte jedoch UGber 24 h einen Anstieg der Genexpression. Dieser Anstieg war
unter 2 uM SAHA, aber nicht unter 10 uM SAHA statistisch signifikant. Die Kombination aus
Bay11-7082 mit 10 uM SAHA fihrte nach 24 h zu einer signifikanten Verminderung der
BCL-XL Genexpression.

IL8: TNFa induzierte nach 5 und 24 h einen signifikanten Anstieg der IL8-Genexpression.
Uberraschenderweise fiihrte auch die Behandlung mit Bay11-7082 zu einem Anstieg der
Genexpression, welche allerdings nur nach 24 h einen signifikanten Wert erreichte. Unter
2 uM SAHA stieg die Expression nach 5 h signifikant an, fiel jedoch nach gleicher
Inkubationszeit unter der Kombinationstherapie mit Bay11-7082 signifikant ab. Nach 24 h
kam es Uber alle Behandlungen hinweg zu einem signifikanten Anstieg des

Expressionsniveaus von IL8.

XIAP: Ahnlich wie bei Cyclin D1 induzierte TNFa eine signifikante Verminderung der XIAP-
Expression nach 2-stiindiger Inkubation und einen signifikanten Anstieg nach 24 h.
Bay11-7082 fiihrte jedoch zu keinem entsprechenden Abfall nach 24 h, verminderte aber
die Expression von XIAP nach 5 h signifikant.

Nach 5 h nahm das Expressionsniveau von XIAP unter beiden SAHA-Konzentrationen und
unter der Kombination aus niedriger SAHA-Konzentration mit Bay11-7082 signifikant ab.
Nach 24 h war ein signifikanter Abfall der Expression unter 10 uM SAHA und unter beiden

Kombinationstherapien mit Bay11-7082 zu verzeichnen.
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Survivin: Bei der Expressionsanalyse von Survivin fallt auf, dass weder TNFa noch SAHA und

Bay11-7082 nach 5 h signifikanten Einfluss auf die Genexpression genommen haben.

Ausschlieflich die Kombination beider Inhibitoren l6ste einen signifikanten Anstieg von

Survivin aus. Die 24-stiindige Versuchsreihe zeigte einen signifikanten Expressionsabfall

unter SAHA 10 uM, Bay11-7082 und beiden Kombinationstherapien.
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Abb. 4.11: Vergleichende Darstellung des relativen Expressionsniveaus der Gene A: CDKN1A (p21c'P1),

B: CCND1 (Cyclin D1), C: BCL2L1 (BCL-XL), D: CXCL8 (IL8), E: XIAP (XIAP), F: BIRC5 (Survivin) in der Zelllinie
VM-CUB1 nach 5 h bzw. 24 h Inkubation mit SAHA (2 uM, 10 uM) und Bay11-7082 (5uM) als Monotherapie
sowie einer Kombinationstherapie beider Inhibitoren (in gleicher Konzentration wie in der jeweiligen
Einfachbehandlung) (A1-F1) oder nach 2 h, 5 h und 24 h Inkubation mit TNFa (A2-F2). Die Normierung
erfolgte mit TBP als Referenzgen. Als Losungsmittelkontrolle diente DMSO. Signifikante Unterschiede laut
MWU-Test sind mit einem Sternchen markiert, p<0,05.
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p21c'P1: Die Expression von p21CIPl wurde durch TNFa in der Zelllinie VM-Cub1 signifikant
Uber alle erhobenen Zeiten hinweg verandert. Wahrend sich unter der 2-stiindigen und
5-stiindigen Behandlung mit TNFa ein Anstieg, im Sinne einer Aktivierung des klassischen
NF-kB-Signalwegs, nachweisen lieR, flihrte die Inkubation (iber 24 h zu einer im Vergleich
mit der Kontrollprobe niedrigeren Genexpression. Die Inhibition des NF-kB-Signalwegs auf
der Stufe von IKKa durch Bay11-7082 ergab entsprechend signifikante Verminderungen der
Expression.

Entsprechend der Erwartungen konnte unter der Behandlung mit SAHA ein signifikanter
Anstieg des Expressionsniveaus fiir beide Konzentrationen und Zeiten detektiert werden.

Dieser Anstieg wurde durch die Kombination von SAHA mit Bay11-7082 nicht verhindert.

Cyclin D1: Bei der Expressionsanalyse von Cyclin D1 fallt auf, dass die Inkubation der
Zelllinie VM-Cub1 mit TNFa zu jeweils signifikanten Veranderungen der Genexpression mit
Abfall nach 5 h und Anstieg nach 24 h fiihrte. Entgegen der Erwartung fihrte die
Behandlung mit Bay11-7082 hier zu gleichgerichteten Veranderungen.

Die Behandlung mit SAHA, wie auch die Kombination mit Bay11-7082, verminderten die

Genexpression von Cyclin D1 signifikant, unabhangig von der Inkubationszeit.

BCL-XL: Wie aus den Diagrammen ersichtlich, [6ste TNFa, unabhangig von der
Inkubationszeit, einen signifikanten Anstieg der Genexpression von BCL-XL aus.

Alle weiteren Behandlungen veranderten die Expression von BCL-XL gegeniiber den
Kontrollproben nach 5 h nicht signifikant. Allein die 24-stlindige Monotherapie mit SAHA
fihrte in der Konzentration von 2 pM zu einem signifikanten Anstieg des BCL-XL-
Expressionsniveaus, wdhrend 10 pM SAHA bei gleicher Inkubationszeit zu einem
gegenldufigen Ergebnis, also einem signifikantem Abfall der Expression fihrte. Alle
weiteren Mono- und Kombinationsbehandlungen mit 24-stiindiger Inkubation hatten
keinen relevanten Effekt auf die BCL-XL-Expression. Selbst der nach positivem Ansprechen

auf TNFa zu erwartende Abfall der Genexpression unter Bay11-7082 blieb aus.

IL8: In der Expressionsanalyse von IL8 fielen die hochsignifikanten, von der Inkubationszeit
unabhangigen Anstiege des Expressionsniveaus unter TNFa auf, wobei die dazu
korrelierende Reduktion der Genexpression unter Bay11-7082 nach 5 und 24 h ausblieb.
Nach 5-stiindiger Inhibition des klassischen Signalwegs konnte sogar eine signifikante
Zunahme der Proteinmenge nachgewiesen werden. SAHA fiihrte, wie im Vorfeld vermutet,
zu einem signifikanten Anstieg des IL8-Expressionsniveaus Uber beide Behandlungszeiten

hinweg.
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Die Kombinationsbehandlung mit SAHA und Bayl1-7082 ergab, trotz des unter beiden
Einzelbehandlungen detektierten Expressionsanstiegs, nach 5 h keine relevante
Veranderung des IL8-Expressionsniveaus. Erst nach 24-stiindiger Behandlung der Zellen
konnte ein signifikanter Anstieg unter beiden Konzentrationskombinationen detektiert

werden.

XIAP: TNFa induzierte die Expression von XIAP nach 24-stlindiger Inkubation signifikant.
Alle Einzelbehandlungen mit Bay11-7082 und SAHA verminderten die Genexpression im
Vergleich mit den Kontrollproben, jedoch nicht statistisch signifikant. Nur die 24-stiindigen
Inkubation mit der Kombination aus Bay11-7082 und 10 puM SAHA bedingte ein

signifikantes Absinken des Expressionsniveaus.

Survivin: Die Behandlung mit TNFa flihrte nach 24 h zu einer signifikant erhdhten
Expression von Survivin mit dazu korrelierendem Abfall unter 5 uM Bay11-7082 (iber die
gleiche Behandlungsdauer. SAHA induzierte dagegen nicht, sondern verminderte
tendenziell die Genexpression mit Signifikanz nach 24-stiindiger Inkubation mit 10 uM des
Inhibitors. Die Kombinationstherapie aus 2 uM und 10 uM SAHA mit Bay11-7082 ergab
ebenfalls einen signifikanten Abfall des Expressionsniveaus nach 24-stiindiger
Behandlungsdauer. Nach 5 h zeigten sich keine relevanten Veranderungen der Survivin-

Expression gegeniber der Kontrollprobe.

Fasst man die Ergebnisse aus beiden Zelllinien zusammen, so lassen sich die Ergebnisse
dahingehen deuten, dass der NF-kB-Signalweg in Urothelkarzinomzelllinien unter basalen
Wachstumsbedingungen wenig aktiv ist. Durch TNFa lasst sich eine deutliche Aktivierung
erzielen; allerdings ist die Wirkung auf die Expression der kanonischen Zielgene
unterschiedlich (vgl. Diskussion, Abschnitt 5.2). Die Auswirkungen der SAHA-Behandlung
auf den Signalweg sind demgegeniiber sehr begrenzt und zudem nicht einheitlich in den

beiden untersuchten Zelllinien.

4.5 Wirkung der Behandlung von Urothelkarzinomzelllinien mit Bay11-7082
und Bay11-7085

4.5.1 Effekte von IKK-Inhibitoren auf die Vitalitat der Urothelkarzinomzelllinien

Um die Frage beantworten zu konnen, welchen Effekt die Inhibition des klassischen NF-kB-

Signalwegs auf die Vitalitat der Urothelkarzinomzelllinien hat, wurde der Signalweg auf

Hohe von IkBa blockiert und 72 h spater die Zellvitalitat bestimmt. Als Inhibitoren dienten

Bay11-7082 und Bay11-7085, welche selektiv und irreversibel die Phosphorylierung der
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Serinreste des IkBa Uber eine Blockierung der IkB-Kinase verhindern. Sie unterbinden

darliber die Polyubiquitinierung und den proteasomalen Abbau von IkBa.

Das Experiment wurde mit den drei bisher durchgidngig verwendeten Urothelkarzinom-
zelllinien (VM-Cubl, T24, RT112) sowie der urothelialen Normalzelllinie TERT-NHUC
durchgefiihrt. Die Behandlung erfolgte einmalig Gber 72 h.
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Abb. 4.12: Zellvitalitdtsassay zur Beurteilung des Effekts der selektiven IKK-Inhibition auf die Viabilitdt der
Zelllinien VM-Cub1 (A), T24 (B), RT112 (C), TERT-NHUC (D). Die Zellen wurden einmalig mit Bay11-7085
(dunkelgrau) bzw. Bay11-7082 (hellgrau) in den Konzentrationen 0,5 uM, 1 uM, 2,5 uM, 5 uM, 7,5 uM und
10 uM behandelt und anschlieBend fiir 72 h inkubiert. Die Messungen wurden jeweils in Vierfachwerten
durchgefiihrt aus denen das arithmetische Mittel errechnet wurde. Als Kontrolle diente DMSO. Signifikante
Unterschiede laut T-Test sind mit einem Sternchen markiert, **: p<0,01., ***: p<0,001.

Wie aus der Abbildung 4.12 ersichtlich, fihrte die Blockierung des klassischen NF-kB-
Signalwegs in den malignen Zelllinien durchweg zu einer Abnahme der Zellzahl. Am
sensitivsten reagierte die VM-Cubl mit berechneten ICso-Werten von etwa 0,86 uM
(Bay11-7082) bzw. 0,95 uM (Bay11-7085), gefolgt von der T24 mit ICso-Werten von 1,4 uM
(Bay11-7082) bzw. 1,98 uM (Bay11-7085). Die benigne Zelllinie TERT-NHUC zeigte bei
niedrigen Inhibitorkonzentrationen (0,5 uM und 1 uM) zunéachst einen deutlichen Anstieg

der Zellvitalitat. Erst bei 2,5 uM traten ausgepragte zytotoxische Effekte auf.
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4.5.2 Morphologische Veranderungen der Urothelkarzinomzelllinien unter der
Therapie mit dem selektiven NF-kB-Inhibitor Bay11-7082

Parallel zur Zellvitalitdtsanalyse wurden die Zellen, die 24 h, 48 h oder 72 h lang mit
Bay11-7082 behandelt worden waren, auf morphologische Veranderungen hin

lichtmikroskopisch ausgewertet.

A VM-Cub1 B T24

24h 2%

48h

72h

Abb. 4.13: Morphologische Verdnderungen der Zelllinien VM-Cub1 (A), T24 (B), RT112 (C) unter Bay11-7082
Einfachbehandlung. Die Zellen wurden einmalig mit 1 pM bzw. 2,5 pM des selektiven IKK-Inhibitors
behandelt. Die lichtmikroskopische Auswertung erfolgte jeweils nach 24 h, 48 h und 72 h. Als Kontrolle
dienten mit DMSO behandelte Zellen. 100-fache VergroRerung.

Die Zelllinie RT112 zeigte in der hohen Konzentration (2,5 uM) bereits nach 48 h, sowie in
beiden Konzentrationen nach 72 h eine ausgeprdgte Vakuolenbildung, welche die
betroffenen Zellen auf ein Vielfaches ihrer AusgangsgroBe anwachsen lieS und als Zeichen
der eingeleiteten Apoptose zu werten sind. In den Zelllinien T24 und VM-Cub1 vielen die
morphologischen Verdnderungen weniger deutlich aus. Uber die Zeit hinweg schien die
Zellzahl eher abzunehmen und die Anzahl von abgel6sten Zellen mit Apoptosezeichen
anzusteigen. Zelllinienunabhangig nahm unter steigender Konzentration und Dauer der

Behandlung die Zellzahl ab; allerdings fielen die Effekte insgesamt gering aus.
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4.5.3 Bestimmung der Apoptoserate durch Durchflusszytometrie nach IKK-
Inhibition

Um die Wirkung von Bay11-7082 auf die Apoptose zu analysieren, wurde eine FACS-
Analyse durchgefiihrt. Die eingesetzte Konzentration von 2 uM wurde anhand des zuvor

ermittelten ICsq festgelegt.
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Abb. 4.14: FACS-Analyse zur Bestimmung des Anteils von Apoptose und Nekrose in Urothelkarzinomzellen
(VM-Cubl, T24, RT112) unter Bay11-7082-Behandlung. Die Zellen wurden einmalig mit 2 uM Bay11-7082
behandelt und nach 48 h mit Propidiumiodid und Annexin-V angefarbt und ausgewertet. DMSO diente als
Losungsmittelkontrolle. apoptotische Zellen: hellgrau, nekrotische Zellen: dunkelgrau, vitale Zellen: schwarz

Wie die Abbildung 4.14 zeigt, stieg der Anteil der apoptotischen Zellen in allen Zelllinien
unter der Inhibition des kanonischen NF-kB-Signalwegs an, allerdings fielen die Effekte nur
schwach aus. Der Anteil der nekrotischen Zellen nahm ausschlieRlich bei der T24 zu, wobei
diese insgesamt auch am sensitivsten auf die Behandlung reagierte, mit 24% toten Zellen
nach 48 h.

4.6 Behandlung der Urothelkarzinomzelllinien mit einer Kombination aus
SAHA und Bay11-7082

Um die Auswirkungen der Kombination von HDAC-Inhibition durch SAHA und der Inhibition
des NF-kB-Signalwegs durch Bay11-7082 auf die Vitalitait der Zellen quantitativ zu
bestimmen, wurden CellTiter-Glo® Assays fur jede der drei UCC durchgefihrt.
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Dosiswirkungskurve der Kombinationstherapie mit SAHA und Bay11-7082
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Abb. 4.15: Bestimmung der Zellviabilitdt der Zelllinien VM-CUB1 (A), T24 (B), RT112 (C) nach Behandlung
Assay. Die Zellen wurden einmalig mit der

mit SAHA und Bay11-7082 mittels CellTiter-Glo®

Wirkstoffkombination behandelt und nach einer Inkubationszeit von 72 h ausgewertet. SAHA wurde in den
Konzentrationen 0,1 pM, 0,5 uM, 1 puM, 2 uM und 5 uM eingesetzt, Bay11-7082 in den Konzentrationen
0,1 uM, 0,5 uM, 1 uM, 2 uM und 5 pM. Als Lésungsmittelkontrolle diente DMSO. (1) Darstellung der
Ergebnisse in Form eines Kurvendiagramms. (2) Zur Verdeutlichung der Kombinationseffekte wurde zusatzlich
jeweils ein Isobologramm erstellt.
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Bei Betrachtung der Diagramme A und B lasst sich festhalten, dass die Hinzunahme von
Bay11-7082 zu den mit SAHA behandelten Zellen zu keiner relevanten Reduktion der
Zellzahlen im Sinne eines additiven Effektes oder gar eines Synergismus fihrte. Allein in der

Zellinie RT112 (Diagramme C) konnte marginal ein synergistischer Effekt vorliegen.

4.7 Behandlung der Urothelkarzinomzelllinien mit dem Proteasominhibitor
Bortezomib

Um die Wirkung eines weiteren Inhibitors des NF-kB-Signalwegs auf die Zellvitalitat der
Urothelkarzinomzellinien zu testen, wurde der Proteasominhibitor Bortezomib ausgewahlt.
Dieser greift in die Signalkaskade des klassischen NF-kB-Signalwegs ein, indem es das
26S-Proteasom inhibiert und so den Abbau des polyubiquitinierten IkBa blockiert und
damit der Freisetzung der Transkriptionsfaktoren entgegenwirkt. Bortezomib wirkt dabei
weniger spezifisch als die IKK-Inhibitoren, da es auch den Abbau vieler anderer, vor allem

kurzlebiger Proteine blockiert.

4.7.1 Effekte der Bortezomib-Behandlung auf die Zellvitalitat

Zunachst sollte der Effekt der reinen Bortezomib-Behandlung auf die malignen Zelllinien

gemessen werden. Dies erfolgte mittels eines Zellviabillitiassays.
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Abb. 4.16: Zellvitalititsassay zur Beurteilung der Auswirkungen von Bortezomib auf die Viabilitit der
Zelllinien VM-Cubl (A), T24 (B) und RT112 (C). Die Zellen wurden einmalig mit Bortezomib in den
Konzentrationen 5 nM, 10 nM und 20 nM behandelt. Die Auswertung erfolgte nach 72 h. Als
Losungsmittelkontrolle diente DMSO. Signifikante Unterschiede laut T-Test sind mit einem Sternchen
markiert, **: p<0,01; ***: p<0,001.
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Wie aus der Abbildung 4.16 ersichtlich wird, flihrte die Behandlung mit Bortezomib zu einer
konzentrationsabhangigen Abnahme der Zellzahl. Am sensitivsten reagierte die RT112,

gefolgt von der T24.

Vergleicht man die Ergebnisse dieses Versuchs mit der Zellvitalitditsmessung nach
Einfachbehandlung mit Bay11-7082 bzw. Bay11-7085, so fallt auf, dass nicht wie erwartet
die VM-Cub1, welche unter der Bay-Behandlung den niedrigsten 1Csq aufwies, auch hier am
sensitivsten reagierte, sondern dass gerade bei dieser Zelllinie erst die hochste Bortezomib-
Konzentration zu zytotoxischen Effekte flihrte. Am sensitivsten reagierte vielmehr die
Zelllinie RT112, gefolgt von T24. Die geringste Bortezomib-Konzentration von 5 nM nahm

Uber alle drei Zelllinien hinweg keinen nennenswerten Einfluss auf die Zellvitalitat.

4.7.2 Dosiswirkungskurve der Kombinationstherapie mit SAHA und Bortezomib
Um die Auswirkungen der Kombination von HDAC-Inhibition durch SAHA und der Inhibition
des NF-kB-Signalwegs durch Bortezomib, an Stelle von Bay11-7082, auf die Vitalitat der

Zellen quantitativ zu bestimmen, wurden CellTiter-Glo® Assays fiir jede der drei UCC

durchgefihrt.
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Abb. 4.17: Bestimmung der Zellviabilitat der Zelllinien VM-CUB1 (A), T24 (B), RT112 (C) nach Behandlung
mit SAHA und Bortezomib mittels CellTiter-Glo® Assay. Die Zellen wurden einmalig mit der
Wirkstoffkombination behandelt und nach einer Inkubationszeit von 72 h ausgewertet. SAHA wurde in den
Konzentrationen 0,1 uM, 0,5 uM, 1 uM, 2 uM und 5 uM eingesetzt, Bortezomib in den Konzentrationen 5 nM,
10 nM und 20 nM. Als Losungsmittelkontrolle diente DMSO. (1) Darstellung der Ergebnisse in Form eines
Kurvendiagrammes, (2) Isobologramm.

In  Betrachtung der Diagramme fallt, entsprechend den Untersuchungen zur
Kombinationstherapie von SAHA mit Bay11-7082, auf, dass auch die Kombination mit
Bortezomib nicht den erhofften Effekt in Form einer synergistischen Verminderung der

Zellzahl in allen drei UCC zeigte.
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5 Diskussion

5.1  Wirkung von SAHA

Das Urothelkarzinom weist im Vergleich mit anderen Malignomen eine besonders hohe

Rate an somatischen Mutationen auf'*®

22,149,150
d

, von denen epigenetische Regulatorproteine
besonders haufig betroffen sin . Dies gilt auch fur Histonacetyltransferasen (HATSs),
nur selten fiir ihre Gegenspieler, die HDACs, die vielmehr haufig dereguliert sind. Daraus
ergibt sich eine Hemmung von HDACs als moglicher therapeutischer Ansatz. Diese
Moglichkeit ist in einer Reihe von Arbeiten im Urologischen Forschungslabor der HHU

untersucht worden (Ubersicht in'*).

In der vorliegenden Arbeit sollte die Frage
beantwortet werden, in welchem Male die Wirkung von HDAC-Inhibitoren durch eine

Aktivierung des NF-kB-Signalwegs limitiert sein konnte.

Eine regelhafte Hyperacetylierung von RelA ist in mehreren Arbeiten, welche sich mit den
molekularen Wirkmechanismen der HDAC-Hemmung beschéftigen, nachgewiesen worden.
In Abhangigkeit der modifizierten Lysinreste kann die Genexpression positiv oder negativ
beeinflusst werden, wobei sich die Acetylierung auf die Transkriptionskapazitdt, die
Fahigkeit der Promoterbindung oder die Dauer des ausgelosten Transkriptionssignals
auswirken kann®®®', Neben der Hyperacetylierung von RelA konnten weitere
Auswirkungen einer HDACi auf den NF-kB-Signalweg nachgewiesen werden. So regulierte
SAHA beispielsweise in NSCLC-Zelllinien (non small cell lung carcinoma) den TNFa-
Rezeptor 1 massiv herunter, wodurch die Aktivitat der nachgeschalteten Signalwege

reduziert und die Genexpression supprimiert wurde®?

. In Malignen Myelom-Zellen fiihrte
SAHA dagegen zu einer IKK-abhangigen Phosphorylierung von RelA (Ser-536), was zum
einen zu einer verstarkten Translokation in den Zellkern mit dortiger Akkumulation flihrte
und zum anderen die Acetylierung von RelA hochregulierte. In beiden Fallen wurde die
DNA-Bindung und die Genexpression verstarkt, bei gleichzeitig herabgesetzter Interaktion

153

mit IkBa~". Die Auswirkungen einer HDAC-Inhibition auf den NF-kB-Signalweg kdnnen also

unterschiedlich ausfallen und lassen sich nicht ohne weiteres generell vorhersagen.

Die Frage, inwieweit SAHA zu einer Aktivierung des klassischen NF-kB-Signalwegs in den
von uns getesteten Urothelkarzinomzelllinien fihrte, konnte erst nach Auswertung der
guantitativen RT-PCR Ergebnisse eindeutig beantwortet werden. Wahrend die Ergebnisse
der Immuncytochemie und des WB noch eher fiir eine Induktion des klassischen NF-kB-
Signalwegs durch SAHA sprachen, zeigte die Auswertung der quantitativen RT-PCR, dass die
HDACi zwar spezifische Zielgene wie CDKNIA (p21“"Y), CXCL8 (IL8) und BCL2L1 (BCL-XL)
induzierte, allerdings im Gegensatz zu TNFa, XIAP (XIAP), CCND1 (Cyclin D1) und BIRC5

(Survivin) signifikant reprimierte. Dariber hinaus hatte die Blockade des Signalwegs auf
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Hohe von IkBa (durch Bay11-7082) keinerlei Auswirkungen auf die von SAHA induzierten
Effekte. Dazu passt, dass die Kombinationsbehandlung von SAHA mit Bay11-7082 oder

Bortezomib keine mehr als additiven Effekte auf die Vitalitat der Zellen austbte.

Dass Bay11-7082 im Prinzip in der Lage ist von SAHA induzierte Effekte auf den NF-kB-
Signalweg effektiv zu blockieren, wurde in der Zelllinie U937 gezeigt. Dabei inhibierte
Bay11-7082 zuverlassig die durch SAHA-induzierte Gesamtexpression und Phosphorylierung
von IKKB/a genauso, wie die IKK-Aktivitat. Darliber hinaus reduzierte es die SAHA-

vermittelte Hyperacetylierung des RelA deutlich®™*.
Effekte der HDACi auf die Expression von p21C'P T und Survivin

Die von uns unter Pan-HDACi detektierten Induktionen von CDKN1A (p21c'P1) und CXCL8
(IL8) sind nicht spezifisch fir das UC, sondern ein haufig nachgewiesenes Phdnomen in
malignen Zellen, unabhangig von ihrer Entitdt. Durch detaillierte Untersuchungen zu
selektiven Veranderungen der Genexpression unter HDACi ist belegt, dass SAHA (iber eine
Kombination aus Histonmodifikationen und Verdnderungen in dem mit dem Promoter
assoziierten Proteinkomplex, bestehend aus HDAC1, HDAC2, p300, Spl, Myc, GCNS5,
BAF155 und Brg-1, die Geninduktion von CDKNIA (p21°™) positiv beeinflusst. In ARP-1
Zellen induzierten Pan-HDACi eine Acetylierung und Methylierung der H3 und H4 Histone
im Promoter von CDKN1A, verminderten HDAC1 und Myc innerhalb des Proteinkomplexes
und verstarkten auf diese Weise die Rekrutierung der RNA-Polymerase 113443,
Interessanterweise stieg in der Urothelkarzinomzelllinie 5637 unter dem HDACi TSA der
Proteingehalt von p21C'P1transkriptionsunabhéngig (also bei konstantem mRNA-Niveau) an.
Als ursichlich wurden Anderung in der Translation oder dem Proteinabbau unter HDACi

155 Glaser et al. wiesen in

vermutet. Weiterfiihrende Untersuchungen fehlen allerdings
einer Clusteranalyse zu den Genexpressionsmustern unter HDACi eine durch SAHA
induzierte Hochregulation von 282 Genen gegeniber einer Reprimierung von 341 Genen in
der UCC T24 nach™®. Die 24-stiindige Inkubation mit 5 pM SAHA fiihrte zu einer deutlichen
Hyperacetylierung von Histon H4 und einer Uberexpression von p21CIP1 auf mRNA- und
Proteinebene. Durch die Testung mit dem inaktiven strukturellen SAHA-Analogon, 812,
konnte bestdtigt werden, dass die veranderte Genexpression spezifisch auf der
Enzyminhibition durch SAHA basierte. SAHA induzierte in der UCC T24 die Expression von
p21“"1 dosisabhingig mit einer positiven Korrelation zwischen seiner Dosis und der

156

detektierten Proteinmenge™". Richon et al. hatten bereits zuvor eine Hyperacetylierung der

H3 und H4 Histone in der gesamten Promoterregion des CDKN1A Gensunter SAHA mit bis

CIP1
1

zu 9-facher Zunahme des mRNA- und Proteinsniveaus von p2 in der gleichen Zelllinie

nachgewiesen44.
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In seiner Funktion als Schlisselregulator des ZeIIzykIusmg’110 ist p21CIP1 in der Lage, den
Ubertritt von der G1- in die S-Phase bzw. von der G2-Phase zur Mitose zu verhindern'®*%.
Seine Uberexpression fiihrt zur Arretierung des Zellzyklus, wobei Studien mit p21-/- Zellen

157,158
. Qu et al.
CIP1

nachwiesen, dass es nicht allein fir den Zellzyklusarrest verantwortlich ist

postulierten, dass in der T24 unter HDACi die Kombination aus Uberexpression des p21

18 Die Uberexpression

106,159
7

mit herunter reguliertem Cyclin A den G1-Zellzyklusarrest bedingte
von Cyclin D1, einem essentiellen Regulator fir den Durchgang durch die G1-Phase ist

92,94,96

mit der Entwicklung und Progression vieler Malignome assoziiert und entsprechend

haufig im malignen Tumoren dysreguIiert92'94’96'106. Seine mRNA wurde durch SAHA in
unseren Versuchen zelllinienlibergreifend reprimiert. Interessanterweise wiesen Wang et
al. in der malignen Urothelzelllinien 5637 eine durch das 26S-Proteasom vermittelte

h'>®. Dies kdénnte mit Beobachtungen

154

Verminderung von Cyclin D1 unter HDACi nac
zusammenhangen, wonach SAHA u.a. zu einer Aktivierung von IKKa fiihrt™", welche lber
eine direkte Phosphorylierung des Thr-286 die Degradation des Cyclin D1 bedingtsl. Uber
welche intrazelluldren Regulationssysteme SAHA die Expression dieses Cyclins auf mRNA-
Ebene beeinflusst, ist m. W. bisher nicht im Einzelnen bekannt. Eine vollstandige Inhibition

159

der Genexpression verhindert in der Regel den Ubertritt der Zelle in die S-Phase™”. Eine

Genrepression, wie in unseren Zellen detektiert, sollte daher mit einem G1-Arrest

“P1 ebenfalls negativ auf die

einhergehen, zumal sich die Uberexpression des p21
Zellzyklusprogression auswirkt. Die von Niegisch et al. 2013 vero6ffentlichten Ergebnisse,
wonach SAHA in UCC zu keinem relevanten Anstieg der Zellfraktion in der G1-Phase

fihrte’

, lassen sich damit nicht erklaren. Vielmehr induzierte die HDAC-Inhibition in
verschiedenen Urothelkarzinomzelllinien einen Anstieg der Zellpopulation in der

GZ/M_Phasel47,160,161

Auch aufgrund des Anstiegs der Zellpopulation in der G2/M-Phase schauten wir uns die
Wirkung von SAHA auf die Expression von Survivin an. Zu den Hauptfunktionen von
Survivin, dem kleinsten Vertreter der IAP-Familie gehort, neben der Apoptoseinhibition
durch Caspaseninaktivierung, die Regulation der mitotischen Zellteilung in der G2/M-
Phase'®®'®*'%  Wihrend es in ausdifferenzierten Geweben normalerweise nicht
nachweisbar ist, sind all seine Isoformen in nahezu jedem malignen Tumor konsistent
Uberexprimiert. Im UC, wie in vielen anderen Tumoren, kann Survivin als molekularer,

143,144,160,164 . . .
3144160164 gaine  siRNA-vermittelte

krebsspezifischer Biomarker genutzt werden
Herunterregulation fihrte in verschiedenen UCC neben einem G2/M-Arrest zu einer
Reduktion der Zellzahl und einer Induktion der Apoptosem. Wahrend durch den
knockdown fur UCC, wie 5637 und J82, eine Reduktion der Survivin-mRNA und

des -Proteins um mindestens 50% bis 99% erreicht werden konnte, zeigte die
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Herunterregulation in der UCC RT112 interessanterweise keinen wirksamen Effekt®”.

Takizawa et al. untersuchten den Einfluss des Survivin siRNA-vermittelten knockdowns auf
T24-Zellen und fanden neben einem G2/M-Arrest, vermindertem Zellwachstum und einer
verstarkten Cytochrom c Freisetzung in einer Microarray-Analyse heraus, dass 14 von
144 apoptotischen Genen durch die effektive Herunterregulation des Survivins in ihrer
Expression moduliert wurden. Hierzu gehorten unter anderem die TNF-Rezeptoren TNFR1,
DR3 wund LTBR, funf BCL2-verwandte Gene, die Proteinkinasen AKT sowie die
Initiatorcaspasen CASP-2 und CASP-8'®*. Hervorzuheben ist, dass der siRNA knockdown von
Survivin in den ersten 48 h die Expression zu Gunsten einer pro-apoptotischen Wirkung
veranderte, wihrend danach die anti-apoptotischen Proteine dominierten*®*,

Mittels qRT-PCR wiesen wir zelllinienlibergreifend eine Repression von Survivin durch SAHA
nach. Hervorzuheben ist, dass die Expression dieses Proteins in keiner unserer UCC durch
TNFa zu induzieren war. Unseren Ergebnissen stehen die Ergebnisse von Cui et al.
gegeniber, wonach TNFa Survivin in der T24-Zelllinie induzierte und zudem eine effektive

160 _ diese Frage wird im Abschnitt

Repression durch Bay11-7082 erreicht werden konnte
5.2 weitergehend besprochen.
Die Genrepression von Survivin passt in jedem Fall gut zu dem unter HDAC-Inhibition in den

UCC beschriebenen G2/M-Arrest und kénnte selbst dazu beitragen.
Effekte der HDACi auf die Expression von IL8, BCL-XL und XIAP

Die niedrigen Apoptoseraten der UCC unter SAHA legten den Verdacht nahe, dass die
Inhibition der HDACs zu einer NF-kB-vermittelten Induktion weiterer anti-apototischer
Proteine, wie BCL-XL und XIAP, sowie dem in Tumoren pro-proliferativ und anti-apoptotisch
wirkenden Interleukin 8 fiihren kdonnte. Wir ergdanzten daher unsere Versuchsreihe um

diese NF-kB-Zielgene.

Interleukin 8 ist im Blasenkarzinom als urinbasierter prognostischer Marker fiir das
Auftreten bzw. rezidivierende Urothelkarzinom verstarkt untersucht worden,

.1°®. Welche funktionelle Rolle es bei der Entstehung des

beispielsweise durch Gogalic et a
Urothelkarzinoms spielt, ist demgegentiber bisher nicht geklart. Seine Genexpression wird
von NF-kB, einem der potentesten Regulatoren der Expression von Zytokingenen

insgesamt, kontrolliert'® und gehort wie p21“"* zu den haufig unter HDAC-Inhibition

168169 |n  Hela-Zellen  konnte beispielsweise  eine

Uberexprimierten  Genen
Hyperacetylierung des IL8-Promoters als Ursache der von TSA ausgeldsten Hochregulation
der IL8-Expression nachgewiesen werden™®. Zelllinientbergreifend und zu allen
Messzeitpunkten induzierte SAHA in unserer Versuchsreihe eine signifikante

Uberexpression von IL8, dhnlich wie TNFa. Interessanterweise lbte die Inhibition des
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NF-kB-Signalwegs mittels Bayl11-7082 keinen reprimierenden Einfluss auf die SAHA-
induzierte Genexpression aus. Hier ware es wichtig gewesen den Einfluss von Bay11-7082
auf die Wirkung von TNFa nachvollziehen zu kénnen, um unsere Ergebnisse klar einordnen
zu konnen. Auf diese weitere Kontrolle wurde in dieser Dissertation jedoch verzichtet, um

den Versuchsaufbau praktisch und finanziell handhabbar zu halten.

Selektive Untersuchungen zu HDACi-vermittelten Modifikationen der Genexpression von
NF-kB-Zielgenen, wie oben fir p21CIPl beschrieben, sind im Urothelkarzinom kaum erfolgt.
Uberexpression oder Repression wurden beschrieben, die zu Grunde liegenden
Mechanismen sind bisher nicht im Detail geklart, so auch fir die Induktion von BCL-XL,

170,171

welches in malignen Urothelzellen bereits regelhaft Gberexprimiert ist . Lebedeva et al.

gelang es nachzuweisen, dass die stabile Uberexpression von BCL-XL in der Zelllinie T24 zu
einer Desensibilisierung der malignen Zellen gegeniber cytotoxischen Substanzen fuhrte'’?.
Damit Ubereinstimmend belegten mehrere Studien, dass die erhéhte BCL-XL-Expression
mitverantwortlich fiir die Chemoresistenz, beispielsweise gegeniiber Cisplatinm, ist. Eine
Herunterregulation von mRNA und Protein dieses anti-apoptotischen Mitglieds der BCL2-
Familie durch spezifische Antisense-Oligonukleotide oder small interfering RNAs (siRNA)
erhohte die Empfindlichkeit von malignen Urothelzellen (T24, 5637) gegeniber

170 El-zawahry et al. beschrieben eine Herunter-

herkémmlichen Chemotherapeutika
regulation von BCL-XL durch TSA speziell fir die UCC T24'3, wohingegen SAHA eine
effektive Herunterregulation des anti-apoptotischen Proteins im Malignen Melanom
bewirkte'”.

Korrelierend zu den Ergebnissen publizierter Studien, welche sich mit der Auswirkung der
HDACi auf die Genexpression von BCL-XL beschaftigten, fanden wir eine zelllinien-
Uibergreifende Uberexpression von BCL-XL unter SAHA. Vrana et al. zeigten in U937 Zellen,
dass Uberexprimiertes BCL-XL einen effektiven Gegenspieler der SAHA-vermittelten
Apoptose  darstellt, mit vollstandiger  Blockierung  der  HDACi-vermittelten

175 Unter Beriicksichtigung dieser Ergebnisse kann man annehmen, dass

Apoptoseinduktion
die geringen Apoptoseraten der UCC unter SAHA, zumindest anteilsweise, durch die

Induktion der Expression von BCL-XL bedingt sind.

Die Testung eines weiteren anti-apoptotischen Proteins, XIAP, welches als potentester
Vertreter der IAP-Familie in der Lage ist die Initiatorkaspase 9 sowie die beiden

141,176-1 . .
176180 \yurde in unserer Versuchsreihe

Effektorkaspasen Casp-3 und Casp-7 zu inhibieren
zelllinientbergreifend und zu allen Messzeitpunkten auf mRNA-Ebene durch SAHA
signifikant reprimiert. Welche Auswirkungen die HDACi auf die Expression dieses Gens im
Urothelkarzinom nehmen, ist meines Wissens bisher noch nicht untersucht worden.

Ausfiihrliche  Erkenntnisse liegen dagegen zur HDAC-Inhibition in malignen
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hamatologischen Erkrankungen vor. So reprimiert SAHA beispielsweise in CLL-Zellen die
XIAP-Expression auf mRNA-Ebene signifikantlgl. In den Brustkrebszelllinien MCF7 und
MDA-MB-231 verminderte SAHA das Expressionsniveau von XIAP und destabilisierte tber
eine veranderte Expression und Aktivitdt des 26S-Proteasoms und des Chaperons HSP90
das vorhandene Protein'®. Unsere Ergebnisse zur XIAP-Expression unter SAHA im UC
passen zu diesen und weiteren Beobachtungen. Dass niedrige XIAP-Expressionsniveaus mit
einer erhohten Sensitivitat zur Apoptosinduktion einhergehen, wiesen Yang et al. in
Nierenzellkarzinomzelllinien'** und Bilim et al. in der UCC T24 nach'®. Die Herunter-
regulation des basal tGberexprimierten XIAPs in der T24 durch Antisense Phosphorothioate-
Oligodeoxynucleotide sensitivierte die Zellen gegeniiber Doxorubicin'®. Niedrige XIAP-

Expressionsspiegel wirken proapoptotisch.

Zusammenfassend kann fir die Wirkung des Pan-HDACi SAHA auf die Zielgene des
NF-kB-Signalwegs festgehalten werden, dass SAHA zu keiner generellen Aktivierung des
NF-kB-Signalwegs in den UCC fihrte. Interessanterweise induziert dieser Pan-HDACiI
gleichermalen tumorhemmende wie tumorfordernde Gene. Wéahrend die Repression von
CCND1, CDKN1A und BIRC5 den Zellzyklus hemmt und die Suppression von XIAP fir die
Apoptoseinduktion sensitivieren, sollte die Induktion von CDKN1A, CXCL8 und BCL2L1
antiapoptotisch wirken. Wenn die selektive Inhibition einzelner HDACs zu weniger
gegenlaufigen Effekten flihren sollte, konnte sie eine vielversprechende Alternative zur
Pan-HDAC-Inhibition im UCC darstellen.

Effekte der NF-kB-Inhibition auf die UCC allein und in Kombination mit SAHA

Bemerkenswerterweise wirkte Bayl1-7082 als Einzelsubstanz in gleicher Weise wie
TNFa — nur in schwéacherer Auspragung — auf die Expression mehrerer Zielgene ein.
Zelllinienunabhangig induzierte es beispielsweise die Expression von CXCL8. Fir die
Einordnung dieser Effekte ware es wichtig gewesen, die Auswirkungen einer
Kombinationsbehandlung aus Bay11-7082 mit TNFa untersucht zu haben. Aus den bereits
erorterten Grinden musste in dieser Doktorarbeit auf die Erweiterung des
Versuchsaufbaus verzichtet werden. Warum die Inhibition des NF-kB-Signalwegs zu einer
Induktion von CXCL8 fihrte, bleibt unklar. Zu untersuchen waéaren hierzu die
Aktivitatszustande der Komponenten entlang der Signaltransduktionskette im kanonischen

und idealerweise auch im nicht-kanonischen NF-kB-Signalweg.

Bortezomib, ein weiterer Inhibitior des NF-kB-Signalwegs, welcher iber das 26S-Proteasom
die Proteolyse des IkBa hemmt, erhéht in einer Vielzahl unterschiedlicher Tumoren die

85,88

Neigung der Tumorzellen zur Apoptoseinduktion™"". In Tumorzellen, welche resistent

gegentber Chemo-, Radio- oder endokrinen Therapien waren, hob die NF-kB-Inhibition
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Uber das 26S-Proteasom die Resistenz insoweit auf, dass in Kombination mit einer
Chemotherapie oder Radiotherapie wieder erhohte Apoptoseraten erreicht werden
konnten89,184,185

untersuchten UCC nicht erzielen. Wie bereits bei der NF-kB-Inhibition mit Bay11-7082

. Solche Ergebnisse lieBen sich in der Kombination mit SAHA in den von uns

beobachtet, zeigte sich auch in der Kombination aus SAHA mit Bortezomib weder ein
additiver Effekt noch ein deutlicherer Synergismus. Dies bestatigte indirekt die unter

Bay11-7082 Behandlung detektierten Ergebnisse.
Effekte der HDACi auf Proteinebene

Eher als die Ergebnisse der mRNA-Messungen wiesen — wie bereits zum Anfang dieser
Diskussion erwahnt — die Ergebnisse aus der Immuncytochemie und der Western Blot-
Analyse auf eine Induktion des NF-kB-Signalwegs durch SAHA hin; sie sollen an dieser Stelle

nochmals einzeln diskutiert werden.

In der immuncytochemischen Farbung von RelA konnte in T24-Zellen und einer urothelialen
Primarkultur gleichermaRBen eine nukledre Translokation unter SAHA nachgewiesen
werden; allein die Zeitpunkte der nukledaren Translokation wichen voneinander ab.
Interessanterweise lieR sich unter der Stimulation mit SAHA die Zunahme des nukledren
Signals nicht einheitlich in allen Zellen detektieren. Passend hierzu wiesen Sung et al. %
nach, dass transiente Stimuli keine synchrone Reizantwort in Zellen einer Zellpopulation
auslosen. In Einzelzellversuchen zur Langzeitdynamik des RelAs nach TNFa-Stimulation
beobachteten sie, dass RelA in manchen Zellen fir 1-2 Zyklen in den Kern translozierte, in
anderen Zellen mit Oszillationen von 6-7 Zyklen reagierten und einige wenige Zellen sogar
nur eine monophasische Translokation des Proteins in den Zellkern aufwiesen’®. Dass
TNFa in unseren Versuchen zu einem scheinbar einheitlichen Effekt in allen abgebildeten
Zellen fuhrte, mag zum einen in einer, im Vergleich mit SAHA, starkeren Induktion des
Signalwegs liegen, zum anderen sei angemerkt, dass die von uns verwendete
Mikroskopanalytik nicht die ausreichende Auflésung hatte, um solch feine Unterschiede,
wie oben beschrieben, abzubilden. Es ist denkbar, dass die im Rahmen der Oszillationen
auftretenden spateren und in ihrer Amplitude gediampften Peaks'®, eine Translokation von

RelA induzierten, welche von uns nicht detektiert werden konnte.

Da der haufigste Transkriptionsfaktor des klassischen NF-kB-Signalwegs sich aus den NF-kB-
Untereinheiten RelA und p50 zusammensetzt, untersuchten wir auch die Auswirkungen von

SAHA und TNFa auf die intrazelluldare Lokalisation des p50.

Wahrend in der malignen Zelllinie T24 unter basalen Bedingungen keine erhohte Aktivitat

des NF-kB-Signalwegs zu detektieren war und TNFa die Translokation des p50 in den
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Zellkern mit ausgeglichenen Verhaltnis zwischen Kern und Plasma bedingte, wies die
urotheliale Primarkultur bereits basal nukledres p50 auf mit ausgeglichenem Verhaltnis zum
Zytoplasma. Bemerkenswerterweise nahm die Behandlung mit TNFa keinen erkennbaren
Einfluss auf die Verteilung des p50. Eine mogliche Erklarung koénnte in einem
ausgeglichenen Verhaltnis zwischen zytoplasmatisch-nukledrer Translokation von p50 und
seinem nukledren Export bzw. Abbau zu finden sein. Da TNFa nicht nur zur IKK-vermittelten
Phosphorylierung des IkBa mit Freisetzung der p50/RelA-Transkriptionsfaktoren fihrt,
sondern dartber hinaus auch die Phosphorylierung des NF-kB1 (p105)-Vorlduferproteins

187-189

induziert'®, welches p50/p50 Homodimere inaktiv im Zytoplasma zurtick halt , ware

auch ein Anstieg der p50-Konzentration im Nukleus erwartbar gewesen.

SAHA induzierte in beiden Zellarten, T24 wie auch UP226, die Translokation des p50 in den
Zellkern. Die Zugabe von Bay11-7082 vor TNFa verhinderte zuverldssig den Ubertritt von
p50 in den Nukleus. Die Kombination aus SAHA mit Bay11-7082 wurde leider nicht getestet.
Unter der Annahme, dass die Kombinationstherapie von SAHA mit Bay11-7082 die p50
Translokation in den Nukleus, entsprechend der Ergebnisse aus der quantitativen RT-PCR,
nicht verhindert hatte, waren wir mit diesem Versuch gegebenenfalls in der Lage gewesen
eine durch HDAC-Inhibition induzierte, vom NF-kB-Signalweg unabhangige Aktivierung des

p50 nachzuweisen.

Korrelierend zu den Ergebnissen der Immuncytochemie, konnte auch auf Proteinebene
zelllinientbergreifend eine durch SAHA ausgeloste Abnahme der IkBa-Expression
nachgewiesen werden. Interessanterweise zeigte die VM-Cubl eine Zunahme von IkBa
30 Minuten nach SAHA Zugabe, welche nach den Ergebnissen anderer Arbeiten weder auf
mMRNA-Ebene noch auf Proteinebene durch TNFa so kurz nach Stimulationsbeginn zu

190191 D3 die Histone in den kB-Stellen innerhalb des Promoter des IkBa-

detektieren war
Gens bereits basal stark acetyliert und somit frei zugénglich fur NF-kB sind®*??, stellt die
Chromatin-Remodellierung nicht den geschwindigkeits-limitierenden Schritt in der
Geninduktion des IkBas dar. Die Ursache konnte daher eher in der, fiir maligne Zellen unter
HDAC-Inhibition vorbeschriebenen Hyperacetylierung des RelA und einer damit
verbundenen positiven Beeinflussung der Bindungsaffinitat oder Transkriptionsaktivierung

zu finden sein.
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5.2  Aktivitat des NF-kB-Signalwegs im Urothelkarzinom

Die NF-kB-Transkriptionsfaktoren spielen eine entscheidende Rolle in der Entwicklung von
Tumoren, ihrer Progression und der Ausbildung von Resistenzen. In Tumoren
unterschiedlicher Entitat wurde eine konstitutive NF-kB-Aktivitdt beobachtet, die zum
Wachstum, Uberleben und Interaktion der Tumorzellen mit dem Stroma beitragen

193-195
kann .

Da liber den NF-kB-Signalweg im Urothelkarzinom bisher nur wenig bekannt ist, musste zu
Beginn dieser Arbeit zunachst die Frage geklart werden, in wieweit der Signalweg basal
aktiv ist und ob seine Aktivierung Uber TNFa Uberhaupt zu den erwarteten Effekten mit

Induktion seiner typischen Zielgene fiihrte.
Aktivitdt des NF-kB-Signalwegs in UCC basal und nach Induktion mit TNFa

Fir die Bestimmung der NF-kB-Aktivitat in den UCC wurde mittels immunzytochemischer
Farbung die Lokalisation des wichtigsten Transkriptionsfaktors dieses Signalwegs, RelA,
unter basalen Bedingungen ausgewertet. In allen Zelllinien, unabhdngig von ihrer Dignitat,
dem Wachstumsverhalten (oberflachlich, invasiv) und ihrer Morphologie (epithelial bzw.
mesennchymal) lag RelA zytoplasmatisch vor. In den wenigen bisherig publizierten Arbeiten
zum Thema ist beschrieben, dass die basale Aktivitat des NF-kB-Signalwegs zwischen UCC
teils deutlich variiert. Wahrend demnach in den meisten malignen urothelialen Zelllinien
und Geweben RelA zytoplasmatisch und nukledr lokalisiert ist, weist ein nicht
unwesentlicher Anteil RelA rein nukledr oder rein zytoplasmatisch exprimiert auf'?*%7,
Levidou et al. publizierten beispielsweise fiir 18% der untersuchten UCC und Gewebe eine
rein zytoplasmatische und fur 15% eine rein nukledre RelA Lokalisation. Die Menge des
nukledr detektierten RelA korrelierte dabei positiv mit steigendem Malignitatsgrad und

TumorgréRe und negativ mit dem Gesamtiberleben'®

. Vor diesem Hintergrund ware
zumindest bei invasiv wachsenden und schlecht differenzierten UCC wie J82 ein nukledres
Signal zu erwarten gewesen. Der fehlende Nachweis kodnnte der verwendeten
Mikroskoptechnik geschuldet sein, da sie nicht die ausreichende Auflésung hatte, um eine
schwache nukledre Lokalisation abzubilden. Da sich die Aktivitat des Signalwegs aus dem
Anteil des nukledaren RelA ergibt, kann fiir die von uns getesteten Zelllinien eine geringe

basale Aktivitat des NF-kB-Signalwegs postuliert werden.

TNFa induzierte in allen Zelllinien erwartungsgemal die Translokation von RelA in den
Zellkern. Allerdings unterschied sich der Anteil des nuklear lokalisierten RelA zwischen der
normalen Primarkultur mit starkem, hauptsachlich nukledren RelA von der UCC T24 mit

ausgeglichenem Verteilungsmuster zwischen Zellkern und Zytoplasma. Eine mogliche
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Erklarung fiir die Ergebnisse in der malignen UCC koénnte in der von Inoue et al. fir das
Urothelkarzinom beschriebenen Uberexpression von phosphoryliertem RelA (Ser-536)

liegen™’

. TNFa gilt als Induktor dieser posttranslationalen Modifikation, welche Uber die
IKK-vermittelte Phosphorylierung des innerhalb der Transaktivierungsdomane (TAD)
liegenden Serinrestes 536 zu einer verstarkten CBP/p300 Bindung mit Acetylierung des
K310 fuhrt, in Folge dessen die Genexpression der NF-kB-Zielgene gesteigert wird*®%_Ein
weiterer passender Effekt dieser RelA-Modifikation liegt in der reduzierten
Bindungsaffinitat gegenliber neusynthetisiertem IkBa. Normalerweise limitiert IkBa die
Dauer des Transkriptionssignals, indem es die Transkriptionsfaktoren von der DNA [6st
nachdem die NF-kB-Bindung an den Promoter zuvor durch eine von p300- oder PCAF-
vermittelte Acetylierung des Lysins 122 und 123 destabilisiert wurde’® und vermittelt den
nukledaren Export. Durch die Phosphorylierung des RelA entzieht sich dieses der Kontrolle
durch IkBa, wodurch zum einen die Limitierung der Genexpression wegfallt und zum
anderen eine Verstarkung der Genexpression resultiert, aufgrund der Akkumulation der
Transkriptionsfaktoren im Zellkern bei gleichzeitig erhohter zytoplasmatisch-nuklearer

72,198,200,201

Translokation bei fehlender zytosolischen IkBa-Inhibition . Das wirde den von

Sasaki et al. beschriebenen fehlenden Einfluss von IkBa auf die p-RelA-induzierte

20 1m Urothelkarzinom kénnte eine IL8-Uber-

IL8-Genexpression in Hela-Zellen erklaren
expression als Folge einer RelA-Phosphorylierung zu der positiven Korrelation zwischen
p-RelA-Expressionsstirke, Tumorprogression und Entdifferenzierung beitragen™®’.

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass TNFa in den UCC zu einer Aktivierung
des NF-kB-Signalwegs mit unterschiedlich hohem Anteil des ,nativen” RelA im Zellkern

fuhrt.

Effekte der TNFa-Stimulation auf die Expression von IkBa und RelA

In Ubereinstimmung mit den Ergebnissen aus der Immuncytochemie konnte auch auf
Proteinebene in allen UCC eine TNFa vermittelte Induktion des klassischen NF-kB-Signal-
wegs erzielt werden. Dies zeigte sich in einem wellenférmigen Expressionsmuster des IkBa,
wie es bekanntermallen unter andauernder TNFa-Stimulation auftritt und auf dem Kreis-
lauf aus IKK-vermittelter Degradation und NF-kB-induzierter Resynthese beruht’*!81%0:191
In Mausembryofibroblasten (MEF) wiesen Kearns et al. einen relevanten Anstieg des
IkBa-mRNA-Spiegels bereits 30 Minuten nach Beginn der kontinuierlichen TNFa-Stimulation
nach, deren Spitzenwert nach circa einer Stunde erreicht war und danach langsam Uber

Stunden absank®°

. Hoffmann et al. hatten zuvor in den gleichen Zellen den Nachweis
erbringen konnen, dass der Proteinspiegel von IkBa nach initialem rapidem Abfall
ca. 60 Minuten nach Beginn der TNFa-Stimulation wieder anstieg'®*, womit beide Studien

zu Ubereinstimmenden Ergebnissen kamen.
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Es kann also festgehalten werden, dass wir mit der Bestimmung des IkBa-Proteinspiegels
nicht nur die TNFa-vermittelte Induktion des NF-kB-Signalwegs mit erfolgreicher Zielgen
Expression in den UCC belegen konnten, darlber hinaus deuten unsere Ergebnisse darauf
hin, dass der zeitliche Ablauf von der Aktivierung des Signalwegs bis zur abgeschlossenen

Neusynthese des IkBa dhnlich wie in den MEFs erfolgt.

In der Westen Blot-Analyse verdanderte TNFa in zwei UCC die Proteinmenge von RelA nicht.
Dies schlieBt eine Aktivierung der Transkriptionsfaktoren nicht aus, da hier die
Gesamtexpression des Proteins bestimmt wurde ohne Beriicksichtigung der zelluldren
Lokalisation. Zudem waren auch hier posttranslationale Modifikationen denkbar, wie sie
bei malignen Zellen haufig nach Aktivierung des NF-kB-Signalwegs in Form von
Acetylierungen oder Phosphorylierungen beobachtet werden®®®!. In der Zelllinie T24,
welche von den UCC bisher die starksten durch TNFa induzierten Effekte aufwies, konnte
eine inverse Korrelation zwischen der Hohe der RelA- und IkBa-Expression detektiert
werden. Die Zunahme des RelA-Expressionsniveaus vermag dabei durch Phosphatasen
vermittelt zu werden. Phosphorylierungen modulieren in entscheidender Weise die
Transkriptions-antwort, indem sie die Wechselwirkungen zwischen RelA und
Transkriptions-Cofaktoren beeinflussen®. Beispielsweise wirkt die von TNFa induzierte und
MSK1-vermittelte Phosphorylierung des Serin 276 transkriptionsverstirkend®®?. Die
Ubertragung einer Phosphatgruppe auf den Serinrest 276 (PKAZ% oder MSK12%? vermittelt)
oder den Serinrest 311 (PKCZ vermittelt2°4) flhrt zu einer verbesserten Interaktion des RelA
mit CBP und p300°®, in Folge dessen transkriptionsreprimierende HDAC-Komplexe,
besonders p50/HDAC1, effektiver von den kB-sites der Zielgene verdrangt werden

63205 Dariiber hinaus hemmt phosphoryliertes RelA die Interaktion mit IkBa (s.0)*%.

kénnen
Huang et al. machten auf die Dephosphorylierung des RelA als einen wichtigen
limitierenden Schritt der NF-kB-Aktivierung in Hinblick auf eine erneute Aktivierung des
Signalwegs aufmerksam®. Neben der PP2A (Protein Phosphatase 2A) konnte in mehreren
Studien auch fiir die WIP1-Phosphatase eine transkriptionshemmende Wirkung gegeniiber
RelA nachgewiesen werden. Wahrend die PP2A-vermittelte Dephosphorylierung des RelA

207

die Genexpression direkt supprimiert™’, vermindert WIP1 Uber die Entfernung der

Phosphatgruppe des Serin 536 die Interaktion von RelA mit p300 und in Folge dessen die

60,208

Transkription der NF-kB-Zielgene . Beide Phosphatasen erhohen den Anteil des

,hativen” RelA.

Eine weitere denkbare Erklarung fiir den Anstieg von RelA nach Aktivierung des Signalwegs
koénnte in der durch HDAC3 vermittelten Limitierung der NF-kB-Antwort in Vorbereitung auf
eine erneute Stimulation des Signalwegs liegen. Dabei katalysiert HDACS3, in vitro wie auch

in vivo, die Entfernung der Acetylgruppe an den Lysinen 218 und 221 in Folge dessen die
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Bindungsaffinitat zum IkBa deutlich erhoht wird und RelA schnell, durch CRM1 vermittelt,
zurick ins Zytoplasma exportiert wird um den ,Pool” an NF-kB/IkBa-Komplexen fir eine

erneute Aktivierung aufzufillen®®’>7%2%,

Studien zu Expression des HDAC3 im
Urothelkarzinom bilden ein inhomogenes Expressionsmuster ab. Wahrend manche
Arbeiten (iber eine regelhafte Uberexpression berichten?'%*'!, beschreiben andere eine

148,149

variable Expression in malignen Urothelgeweben . Pinkerneil et al. fielen dalberhinaus

erhdhte Expressionniveaus von HDAC3 in den benigen Kontrollproben auf**.

Effekte der Aktivierung des NF-kB-Signalwegs auf die Genexpression

Mit Hilfe der quantitativen RT-PCR wurden die Effekte der Signalweginduktion auf die
Expression der Gene CDKNIA (p21“™), CCND1 (Cyclin D1), BCL2L1 (BCL-XL), CXCL8 (IL8),
XIAP (XIAP) und BIRC5 (Survivin) bestimmt. TNFa induzierte in beiden Zelllinien (T24 und
VM-Cub1l) die Genexpression von CXCL8 (IL8) und CDKNI1A (p21C'P1), nahm keinen Einfluss
auf die Genexpression von BIRC5 (Survivin) und fihrte bei CCND1 (Cyclin D1) und XIAP
(XIAP) in Abhangigkeit von der Expositionsdauer zu einer Repression oder Induktion der
Genexpression. Die Expression von BCL-XL unterschied sich zwischen den Zelllinien, mit
einem Anstieg in der VM-Cub1 und fehlendem Effekt in der T24.

Diese Ergebnisse sind insofern nicht einfach einzuordnen, als dass es nur eine sehr
Uberschaubare Anzahl publizierter Studien zum NF-kB-Signalweg im UCC gibt und bisher
wenig Uber die Kinetik der Induktion der NF-kB-Zielgene im Einzelnen bekannt ist. Tian et
al. publizierten als erste Arbeitsgruppe eine systematische Analyse zur Kinetik von 74
NF-kB-Zielgenen®*2. Demnach fithrt NF-kB zu einer stufenartigen Induktion verschiedener
Zielgen-Gruppen, namlich friihe (1 h), mittlere (3 h) und spate (6 h), deren Expression in
separaten Wellen erfolgte und interessanterweise gruppenabhdngig bestimmte zellulare
Prozesse steuert. Zytokine und negative Regulatoren des IKK-NF-kB-Signalwegs werden
beispielsweise von Genen aus der friihen Gruppe kodiert, wahrend Zelloberflachen-
rezeptoren, Adaptorproteine und Adhdsionsmolekiile von spdten Genen verschlisselt

werden?®?,

Es sei daher vorweg bemerkt, dass die von uns gewdhlten Messzeitpunkte anhand von
Ergebnissen SAHA-induzierter Effekte auf die malignen Urothelzelllinien ausgewahlt
wurden. Die Aktivitdtsmuster von NF-kB und die Kinetik der Zielgene nach TNFa-
Stimulation wurden nicht separat untersucht. Mit unseren Messzeiten nach 2 h, 5 h und

[ 212

24 h wirden, wenn die Ergebnisse von Tian et a auf Urothelzellen Gbertragbar sind,

Effekte der sehr transienten (frihen) Signalwegstimulation nur im Abklingen erfasst.
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Bei der Diskussion unserer qRT-PCR Ergebnisse ist zu bedenken, dass es zwei
unterschiedliche Aktivitatsverlaufe der Aktivierung von NF-kB gibt. Neben einem
monophasischen Aktivitatsmuster, welches durch einen transienten, < 60 Minuten
andauernden TNFa-Impuls ausgeldst wird, induziert ein kontinuierlicher TNFa-Stimulus die

91212 Diese Oszillationen entstehen, wenn

Ausbildung einer oszillierenden NF-kB-Aktivitat
unter anhaltender TNFa-Stimulation IkBa durch eine dauerhafte IKK-Aktivitat kontinuierlich
abgebaut wird und damit ein Kreislauf aus zytoplasmatisch-nukledrer Translokation mit
Resynthese des IkBas und nukledrem Export von NF-kB aufrechterhalten wird*?%!9%212213,
Bei diesem Aktivitatsmuster handelt es sich nicht um eine harmonische, ungedampfte
Schwingung, sondern um eine initale, stimulussynchrone Schwingung auf die asynchrone,

L2 Kearns et al. belegten, dass die Diampfung

gedampfte Schwingungen folgen
IkBe-vermittelt erfolgt, welches durch NF-kB selbst, 45 Minuten nach der Expression des
IkBa, in seinen mRNA-Spiegel ansteigt und den nukledren, IkBa-induzierten Schwingungen
von NF-kB entgegenwirktlgo. Dies stellt eine weitere, zum IkBa gegenlaufige, negative
Rickkopplung dar, deren Funktion in einer Modulation der NF-kB-Aktivitdat zu liegen

190,214

scheint . Weniger gut bekannt ist, welche Rolle den beiden Aktivitatsmustern des

NF-kBs bei der Induktion der Zielgene zukommt.

Die Datenauswertung unserer qRT-PCR Ergebnisse wies flir mehrere Zielgene eine
Induktion nach 5- und 24-stlindiger kontinuierlicher TNFa-Stimulation auf. Eine mogliche
Erklarung konnte in den nukledren Oszillationen des NF-kB liegen, da fir verschiedene
Zelllinien ein zweiphasiges Bindungsmuster von NF-kB an die kB-Bindestellen im Verlauf der
nukledren NF-kB-Schwingungen publiziert wurde*>?*>%'®, Die Geninduktion nach 24 h I&sst
sich gut mit der von Ladner et al. beobachteten zweiten Welle der NF-kB1/RelA-
DNA-Bindung erklaren, welche lber mehr als 24 h anhielt und mit einer Geninduktion
einherging®". Der Anstieg des mRNA-Niveaus nach 5 h ist vereinbar mit den von Tian et al.
publizierten Ergebnissen zur Kinetik der , spaten” NF-kB-Zielgene. Zwar waren, bis auf IL8,
keines unserer Gene Gegenstand dieser Studie, doch wurden fiir BIRC2 und BID mittlere

2 so dass man zumindest fir die Mitglieder der IAP- wie

Ansprechraten nachgewiesen21
auch BCL2-Familie, XIAP und BCL-XL, eine ahnliche Kinetik vermuten darf. Die Kombination
aus einer initialen spaten Geninduktion, mehreren Stunden nach Beginn des Stimulus, in
Kombination mit einer erneuten, zweiten Bindung der Transkriptionsfaktoren im Verlauf ist
meines Wissens bisher noch nicht publiziert worden. In den oben erwahnten Studien
handelte es sich bei der ersten NF-kB-Bindung an die kB-Bindungsstellen um eine
Geninduktion unter transientem Impuls mit daran anschlieBender erneuter DNA-Bindung

im Verlauf, wobei die Versuchsreihen, bis auf Ladner et al., keine Zeiten Gber mehr als 6 h
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nach initialem Stimulus untersucht haben. Eine erneute Geninduktion der ,spaten" Gene

wadre also in vielen Arbeiten gar nicht erfasst worden.

CCND1 (Cyclin D1) und XIAP (XIAP) zeigten in Abhédngigkeit von der Linge der TNFa-
Exposition ein zueinander gegenldufiges Expressionsniveau mit Repression 5 h nach
Stimulationsbeginn, welche als Folge eines Gegenregulationsmechanismus oder
limitierenden Schrittes im Anschluss an eine friihere Geninduktion, wie sie beispielsweise
nach transientem Impuls auftritt, erklart werden kann. Das Expressionsniveau von IL8,
welches von Tian et al. der Gruppe der friihen Gene zugeordnet wurde, sank beispielsweise
drei Stunden nach initialem Reiz auf Kontrollwerte ab, obwohl anzunehmen ist, dass
NF-kB1/RelA weiterhin fest an die kB-Stellen bindet, wie in der Literatur mittels EMSA und
ChlIP-Assay nachgewiesen wurde?™?. Die von uns, weitere zwei Stunden spater detektierte
Repression kdnnte eine Fortfiihrung dieser Gegenregulation darstellen. Die Ursache des
Expressionsabfalls unter gleichbleibender Bindung von NF-kB1/RelA an die Genpromotoren
ist bisher nicht geklart. Eine mdgliche Erklarung konnte in einer, durch NF-kB selbst
ausgelosten, Hochregulierung negativer Regulatoren des Signalwegs, wie A20 und CYLD, zu

194,217.218 der durch einen crosstalk mit anderen Transkriptionfaktoren bedingt

finden sein
sein. Es ist eine Vielzahl moglicher Ursachen denkbar und weitere Untersuchungen waren
sinnvoll, um die Kinetik der Zielgenexpression des NF-kB-Signalwegs in normalen und

transformierten Urothelzellen zu verstehen.

Zelllinientbergreifend wiesen wir eine Geninduktion von CXCL8 (IL8) nach 5 und 24 h nach
TNFa-Stimulation nach. Eine Erklarung der scheinbar steten Genaktivitdt des IL8 kdnnte in
einer Dysregulation des NF-kB-Signalwegs liegen. In Urothelkarzinomzelllinien wurde eine
erhohte Expression der Methyltransferase SEDT6 nachgewiesen, welche mit der
konstitutiven Aktivitit des NF-kB-Signalwegs, einer Uberexpression von RelA, einer erhéhen
Aktivitat von IKKB und signifikant erhohtem phosphorylierten RelA (Ser-536) einherging, bei
gleichzeitig abgesenkter IkBa-Expression’. Wie bereits zuvor beschrieben, entzieht sich
phosphoryliertes RelA der IkBa-Kontrolle und hat insbesondere auf die p-RelA-induzierte

20 Allerdings sprechen auRer der IL8-Induktion keine

IL8-Genexpression kaum Einfluss
unserer Ergebnisse fiir eine generell verstarkte Aktivitdt des Signalwegs in den

untersuchten Urothelkarzinomzellen.

160.219-221 " gaine Expression

Survivin ist in vielen Studien als NF-kB-Zielgen beschrieben
wurde in unserer Versuchsreihe weder in der T24 noch in der VM-Cubl durch TNFa
verandert, jedoch durch Bayl11-7082 vermindert. Demnach scheint TNFa nicht den

richtigen "Impulsgeber" fir die Geninduktion von Survivin darzustellen.
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Trotz der Vielzahl der Publikationen zur Uberexpression von Survivin in Tumoren, und
speziell im Urothelkarzinom, sind die zugrunde liegenden Mechanismen bis heute noch
nicht vollstandig aufgeklart'*. Die einzige mir bekannte Studie zur Survivinexpression im
Urothelkarzinom in Abhingigkeit von der NF-kB-Aktivitit wurde von Cui et al.*®° publiziert.
In der Zelllinie T24 wurde Survivin-Protein durch TNFa induziert und durch Bay11-7082
supprimiert. Mittels Luciferase-Reporterassay wiesen die Autoren die Wirkung von TNFa
auf den Survivin-Promoter nach, die durch knockdown von RelA mittels siRNA verhindert
wurde. Demnach kann man von einer durch TNFa induzierten und von RelA vermittelten

Geninduktion des Survivins ausgehen160

. Warum unsere Ergebnisse in der gleichen Zelllinie
beziliglich der Genexpression des Survivins unter TNFa von diesen Ergebnissen von Cui et al.
abwichen, ist unklar, zumal auch wir eine signifikante Repression des Survivins auf mRNA-
Ebene durch Bayl11-7082 detektieren konnten. Eine mogliche Erklarung kdnnte in der
bereits unter basalen Bedingungen hohen Aktivitat des NF-kB-Signalwegs in der von Cui et
al. verwendeten Zelllinie liegen, mit erheblichem Anteil nukledren RelAs'®. Dies deckte sich
weder mit unseren Ergebnissen aus der Immuncytochemie noch aus der Zellfraktionierung,
welche eine geringe nukledre Aktivitat des NF-kB-Signalwegs nahelegen. Allerdings
verwendeten Cui et al. eine 5-fach hohere TNFa-Konzentration in ihren Versuchen. Eine

genaue Abklarung bedirfte weiterer Untersuchungen.

Zusammenfassend ldsst sich flr unsere Versuchsreihe in Bezug auf die Aktivitdt des NF-kB-
Signalwegs im UC festhalten, dass TNFa die Expression aller Zielgene, ausgenommen von
Survivin, beeinflusste; dies steht zumeist im Einklang mit der aktuellen Literatur zu anderen

Zelltypen.
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