Aus der Klinik fiir Orthopadie und Unfallchirurgie
der Heinrich-Heine-Universitat Disseldorf

Direktor: Univ.-Prof. Dr. med. Joachim Windolf

Einfluss humaner Fibroblasten
auf tumorrelevante Eigenschaften

muskelinvasiver Urothelkarzinom-Zelllinien

Dissertation

zur Erlangung des Grades eines Doktors der Medizin

der Medizinischen Fakultat der Heinrich-Heine-Universitat Dusseldorf

vorgelegt von
Bastian Frerichs

2024



Als Inauguraldissertation gedruckt mit Genehmigung der

Medizinischen Fakultat der Heinrich-Heine-Universitat Disseldorf

gez.:
Dekan: Prof. Dr. med. Nikolaj Klocker
Erstgutachter: Prof. Dr. med. Bernd Bittersohl

Zweitgutachterin: Priv.-Doz. Dr. rer. nat. Michéle J. Hoffmann-Massier



Fir meine Eltern,

Marion und Lutz.



Teile dieser Arbeit wurden veroffentlicht:

Frerichs LM, Frerichs B, Petzsch P, et al. Tumorigenic effects of human mesenchymal
stromal cells and fibroblasts on bladder cancer cells. Frontiers in Oncology 2023;13

(Original Research) (in English). DOI: 10.3389/fonc.2023.1228185.



Zusammenfassung (deutsch)

Das muskelinvasive Urothelkarzinom der Harnblase (MIUC) gehoért zu den haufigsten
malignen urologischen Tumorentitaten. Auf Grund einer hochgradigen intra- und
intertumoralen Heterogenitat sowie einer hohen Mortalitatsrate bei zugleich limitierten
Therapiealternativen stellt es bis heute eine grofRe klinische und wirtschaftliche
Herausforderung dar.

Flr einige Tumorentitaten konnte mittlerweile nachgewiesen werden, dass Fibroblasten
(FB) als Bestandteil des Tumormikromilieus (TMM) den aggressiven Phanotyp der
Tumorzellen modifizieren kénnen, so dass erste medikamentdse Therapieoptionen,
abzielend auf die von Fibroblasten mitbeeinflussten Signalkaskasden, entwickelt
werden konnten. Trotz erster erfolgversprechender Ergebnisse ist das Wissen zum
Einfluss humaner FB auf tumorrelevante Eigenschaften muskelinvasiver
Urothelkarzinom-Zelllinien (UCC) noch limitiert, sodass dies Gegenstand der
vorliegenden Arbeit war.

Um die parakrine Wirkung humaner FB auf den aggressiven Phanotyp von UCC zu
untersuchen, wurde konditioniertes Medium (KM) mit Hilfe primarer FB-Kulturen
gewonnen. Dieses mit |6slichen Signalfaktoren angereicherte Medium wurde zur
Behandlung der muskelinvasiven UCC BFTC-905, VMCUB-1 und UMUC-3 genutzt. Nach
Inkubation der UCC in KM wurden die Auswirkungen des KM auf verschiedene
tumorrelevante Eigenschaften analysiert. In diesem Rahmen wurden die Effekte der FB
auf die proliferative (Zellviabilitdtsassay), migratorische (Wound-Healing-Assay) und
invasive  Kapazitdt  (Boyden-Chamber-Assay) sowie die Cisplatinresistenz
(Zellviabilitatsassay) der UCC bestimmt. Auf Grund der zunehmenden klinischen
Bedeutung von Immuntherapien fiir das MIUC wurden die Auswirkungen des KM auf die
PD-L1- und PD-L2-Expression der UCC Uberprift. Weiterhin erfolgten Untersuchungen
der apoptotischen Eigenschaften (Bcl, Bcl-XL, Survivin), des Stammzellcharakters (CK14)
und des zelluldren Phéanotyps (E-Cadherin, Vimentin, ZEB-1, a-SMA) der UCC. Die
Untersuchungen wurden durch Expressionsanalysen der Invasivitats- und
Metastasierungsmarker CXCR4 und CD44 vervollstandigt.

Mit den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit konnte fiir alle untersuchten UCC ein
Einfluss der FB auf tumorrelevante Eigenschaften nachgewiesen werden. So férderten
die l6slichen Faktoren der FB im KM die Proliferation, Cisplatinresistenz und Invasivitat
der Tumorzellen. In Bezug auf andere Aggressivitatsmerkmale fiel die Wirkung des KM
UCC-spezifisch aus, so resultierte die KM-Behandlung von BFTC-905 und UMUC-3 in
einer Epithelial-mesenchymalen Transition.

In Zusammenschau deuten die vorliegenden Ergebnisse darauf hin, dass die
pharmakologische Modulation der von FB beeinflussten Signalkaskaden eine
vielversprechende Therapieoption darstellen kénnte.



Zusammenfassung (englisch)

Muscle-invasive urothelial carcinoma of the bladder (MIUC) is one of the most common
malignant urological tumor entities and represents a significant clinical and economic
challenge due to its high degree of intra- and intertumoral heterogeneity and high
mortality rate, coupled with limited therapeutic options.

For several tumor entities, it has been demonstrated that fibroblasts (FB) within the
tumor microenvironment (TME) can modify the aggressive phenotype of tumor cells,
leading to the development of initial drug therapy strategies targeting the signaling
cascades influenced by fibroblasts. Despite promising results, knowledge regarding the
impact of human FBs on tumor-relevant properties of muscle-invasive urothelial
carcinoma cell lines (UCC) remains limited, making this topic the focus of the present
study.

To investigate the paracrine effects of human FBs on the aggressive phenotype of UCC,
conditioned medium (CM) was generated using primary FB cultures. This medium,
enriched with soluble signaling factors, was subsequently used to treat the muscle-
invasive UCCs BFTC 905, VMCUB 1, and UMUC 3. After incubation of the UCCs in CM,
subsequent experiments were conducted to analyze the effects of CM on various tumor-
relevant properties. Within this context, the effects of CM on the proliferative (cell
viability assay), migratory (wound-healing assay), and invasive capacity (Boyden
chamber assay), as well as the cisplatin resistance (cell viability assay) of the UCCs, were
determined. Regarding the increasing clinical importance of immunotherapies for MIUC,
the effects of CM on the PD-L1 and PD-L2 expression of the UCCs were also examined.
Furthermore, investigations were conducted into apoptotic properties (Bcl-2, Bcl-XL,
survivin), stem cell characteristics (CK14) and cellular phenotype (E-cadherin, vimentin,
ZEB1, a-SMA) of the UCCs. The investigations were completed by analyzing the
expression of the invasion and metastasis markers CXCR4 and CD44.

The results of the present study demonstrated an influence of FBs on tumor-relevant
properties across all UCCs examined. Soluble factors from FBs in CM promoted
proliferation, cisplatin resistance, and invasiveness of the tumor cells. Regarding other
aggressiveness traits, the effects of CM were UCC-specific; for instance, CM treatment
of BFTC 905 and UMUC 3 lead to epithelial-mesenchymal transition, while VMCUB 1
responded conversely with an enhancement of epithelial characteristics, so called a
mesenchymal-epithelial transition.

In summary, the available results suggest that pharmacological modulation of the
signaling cascades influenced by FB could represent a promising therapeutic option.
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1 Einleitung

1.1 Das Urothelkarzinom der Harnblase

Das Urothelkarzinom der Harnblase (UC) ist mit einer Inzidenz von 13500
Neuerkrankungen pro Jahr die vierthaufigste Tumorentitdt mannlicher Patienten (Daten
fur Deutschland, Stand 2020) [* 2]. Frauen erkranken zwar insgesamt seltener an einem
UC, weisen aber insbesondere fiir fortgeschrittene Tumorstadien hdohere
Sterblichkeitsraten auf [*#]. Der zu erwartende weitere Anstieg der Fallzahlen im
Rahmen der demographischen Entwicklung aber auch die hohe Mortalitatsrate
unterstreichen den Bedarf eines tiefgreifenden Verstandnisses der zugrundeliegenden
Pathophysiologie und neuer Therapiestrategien [Y°].

Zusatzlich aggraviert wird die hohe Inzidenz des UC dadurch, dass sich die betroffenen
Patienten lange symptomarm prdsentieren und eine Mikrohdmaturie als mogliches
Frihsymptom oft verkannt wird, weshalb mehrheitlich die Einleitung diagnostischer
Schritte  zeitlich verzdogert erfolgt[}]. Bis heute konnten sich weder
Vorsorgeuntersuchungen noch diagnostische Screening-Marker (z. B. Nukledres Matrix
Protein (NMP22) oder Blasentumor-assoziiertes Antigen (BTA)) im klinischen Alltag
durchsetzen [*®]. Die Diagnostik des UC der Harnblase beschrankt sich daher auf eine
vollstiandige Urethrozystoskopie sowie sono- und tomographische Bildgebungen [*°].
Entscheidend fir die Diagnosesicherung ist die Entnahme von Gewebeproben und
deren histologische Analyse [*©].

Der lberwiegende Teil aller Harnblasentumore entwickelt sich aus dem Urothel, einem
mehrschichtigen Epithel, welches die gesamten ableitenden Harnwege ausgehend vom
Nierenbecken bis hin zur proximalen Urethra luminal auskleidet [*7/8]. Ergdnzende
Informationen liber den physiologischen Aufbau aller Harnblasenwandschichten lassen

sich Abb. 1 entnehmen.
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Abb. 1: Schematische Anatomie der Harnblase. Das Urothel kleidet die Harnblase als mehrschichtiges
Ubergangsepithel von innen aus und dient als Schutzbarriere gegeniiber harnpflichtigen Substanzen [7.8].
Zusammen mit der angrenzenden Lamina propria, einer dicht vaskularisierten Bindegewebsschicht, bildet das
Urothel die Tunica mucosa [7-8]. In direktem Kontakt mit der Lamina propria steht die Tunica muscularis [?-8]. Sie
umfasst komplex angeordnete, mehrschichtige und Uberwiegend glatte Muskelstringe, die eine effiziente
Harnblasenentleerung gewahrleisten [7-8]. Die bindegewebige Tunica adventitia grenzt die Harnblase nach aulRen
hin ab [7-8]. Abb. modifiziert nach N. Ulfig, Kurzlehrbuch Histologie [7].

Die histologische Einordnung und das Staging bilden die Grundlage der
Stadieneinteilung des UC der Harnblase, die anhand der aktuellen TNM-Klassifikation
(Tabelle 1) erfolgt [']. Diese beriicksichtigt neben der Invasionstiefe der
Harnblasenwandschichten auch die Infiltration umliegender Gewebe, den

Lymphknotenbefall und den Nachweis einer Fernmetastasierung [1].

Tabelle 1: TNM-Klassifikation zur Stadieneinteilung des UC der Harnblase. Modifiziert nach der S3-Leitlinie
Friherkennung, Diagnose, Therapie und Nachsorge des Harnblasenkarzinoms, Langversion 2.0, 2020 [1].

Klassifikation Tumor

T Primadrtumor

TO Kein Nachweis von Primadrtumor

Ta Nicht-muskelinvasives papillares Karzinom

Tis Carcinoma in situ: ,Flache Neoplasie”

T1 Tumor dringt in subepitheliales Bindegewebe ein

T2 Tumor dringt in Muscularis propria ein

T2a Tumor dringt in oberflachliche Muscularis propria ein (innere Halfte)

T2b Tumor dringt tief in Muscularis propria ein (duBere Halfte)

T3 Tumor dringt in perivesikales Gewebe ein:

T3a Mikroskopisch

T3b Makroskopisch (extravesikale Masse)

T4 Tumor dringt in eines der folgenden Gewebe ein: Prostatastroma, Samenblaschen, Uterus,
Vagina, Beckenwand/Abdominalwand

T4a Tumor dringt ein in Prostatastroma, Samenbladschen, Uterus oder Vagina

T4b Tumor dringt ein in Beckenwand oder Abdominalwand

N Regiondre Lymphknoten

NO Keine regionalen Lymphknotenmetastasen




Metastase(n) in einem solitdren Lymphknoten des kleinen Beckens (hypogastrische,

N1 Obturator-, externe iliacale oder prasakrale Lymphknoten)

N2 Metastase(n) in multiplen Lymphknoten des kleinen Beckens (hypogastrische, Obturator-,
externe iliacale oder prasakrale Lymphknoten)

N3 Metastase(n) der Lymphknoten an der Arteria iliaca communis

M Fernmetastasen

MO Keine Fernmetastasen

Mila Metastasen in nichtregionare Lymphknoten

M1b Andere Fernmetastasen

Die Infiltration der Harnblasenmuskulatur gilt als kritisch hinsichtlich der
Tumorprogression mit schwerwiegenden Folgen in Bezug auf die Prognose,
Rezidivwahrscheinlichkeit und Therapie eines UC [*°]. Nicht-muskelinvasive UC (NMUC,
TNM-Stadien: cTa-T1) sind in der Regel lokalen Therapieverfahren zuganglich und
zeichnen sich durch eine 10-Jahresiiberlebensrate (JUR) von iber 80 % aus [“3].
Muskelinvasive UC (MIUC, TNM-Stadien: cT2 - T4 ctNO/NX MO) hingegen bedurfen im
kurativen Ansatz einer ausgedehnten operativen Resektion und einer (neo-) adjuvanten
cisplatinhaltigen Kombinationschemotherapie, die je nach Ansprechen auf eine
Zweitlinientherapie mit Immuncheckpoint-Inhibitoren (z. B. Pembrolizumab oder
Nivolumab als PD-1-Rezeptor-Inhibitoren (engl. programmed cell death protein 1))
eskaliert werden muss [!]. Trotz dieses aggressiven, multimodalen therapeutischen
Vorgehens liegt die 5-JUR von Patienten mit einem Tumor im T2-Stadium unter
40 % [>%>°]. Wird im Rahmen der Staging-Untersuchungen eine Fernmetastasierung
detektiert, reduziert sich die durchschnittliche Uberlebensdauer der Patienten weiter
und liegt dann bei 13 Monaten [*#>7]. Insbesondere durch den Einsatz neuer
Medikamente aus dem Bereich der Immuntherapeutika besteht die Hoffnung, die
Uberlebensrate der Patienten bessern zu kénnen. In der neoadjuvanten Behandlung von
MIUC konnten aktuelle Studien zwar keinen grundsatzlichen Vorteil der
Immuncheckpoint-Inhibitoren gegenlber  einer Kombinationschemotherapie
nachweisen, jedoch wird bei positiven PD-L1 (engl. programmed cell death ligand)
Nachweis > 1 % auf der Tumorzelloberflache fir Nivolumab als PD-1-Rezeptor-Inhibitor
die Anwendung bereits in der Erstlinientherapie empfohlen [1°]. Zudem werden

zunehmend Therapieansatze untersucht, die als sogenannte ,,Sandwich-Therapie” aus



einer neoadjuvanten Chemotherapie, einer radikalen Zystektomie sowie dem
anschlieRenden Einsatz von Immuncheckpoint-Inhibitoren bestehen [°]. Weiteres
hierzu wird in Abschnitt 1.2.4 ausfiihrlicher beschrieben.

Die hohe Pravalenz und Mortalitatsrate sowie eine rasche Resistenzentwicklung
gegeniber klassischen Chemotherapeutika machen die Notwendigkeit der Entwicklung
und Etablierung neuer Therapiestrategien deutlich [°]. In diesem Kontext riickt das
Tumormikromilieu (TMM, syn. Tumorstroma, Tumormikroumgebung) als neues
therapeutisches Ziel in diversen Forschungsgruppen zunehmend in den Fokus [V % 1112],
Als TMM wird das ndahere Umfeld eines Tumors bezeichnet, welches sich aus den
umliegenden Gewebezellen, der extrazelluliren Matrix (ECM) und sezernierten
Signalmediatoren zusammensetzt [' !2]. Die heterogenen Bestandteile des TMM (iben
bewiesenermallen einen starken Einfluss auf die Entstehung, Entwicklung und
Aggressivitit neoplastischer Zellen aus[*V'1%13], Neben anderen Zelltypen sind
Fibroblasten (FB) dabei von besonderer Bedeutung fiir die Entwicklung TMM-basierter
Therapien, da diese Bindegewebszellen in der Tumorumgebung regelhaft in hoher Zahl
vorkommen und das Wachstum, die Therapieresistenz, die Invasivitdit und
Metastasierung von Tumorzellen modulieren kénnen [ 1214 15] Obwohl Ansatze einer
antikanzerogenen medikamentésen Modulierung der FB fiir diverse Tumorentitdten im
Allgemeinen vielversprechende Ergebnisse zeigten, ist Gber ihren spezifischen Einfluss
auf tumorrelevante Eigenschaften des MIUC der Harnblase bis heute vergleichsweise
wenig publiziert [1® 17 18], Entsprechung ist das Ubergeordnete Ziel der vorliegenden
Arbeit das bisherige Wissen zu ergdnzen und ein mogliches MIUC-spezifisches

therapeutisches Potenzial von FB zu ermitteln.

1.2 Fibroblasten als Bestandteil des Tumormikromilieus (TMM)

FB reprdsentieren den haufigsten Zelltyp der verschiedenen Bindegewebsformen und
sind obligat fir den Erhalt und die Homdostase des Gewebes [*!]. Sie koordinieren
maligeblich die Zusammensetzung und Dichte der ECM, indem sie den Aufbau durch die
Sekretion verschiedener Molekiile (u. a. Kollagene, Proteoglykane, Glykoproteine)

fordern, aber auch die Degradation mit Hilfe Ilytischer Enzyme (z. B.
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Matrixmetalloproteinasen (MMPs), Kollagenasen) steuern kénnen [t 1219, Neben der
ECM beeinflussen FB auch die zelluldre Konstitution des Bindegewebes, indem sie Zellen
(bspw. Leukozyten) aktiv in das Gewebe rekrutieren[!]. Im Rahmen dieser
Eigenschaften sind FB, aber auch zellulare Subtypen wie die weiter differenzierten
Myofibroblasten, maligeblich an komplexen Prozessen wie der Wundheilung und
Geweberegeneration beteiligt [11 1% 13].

Als Bestandteil des TMM konnen FB durch eine intensive bidirektionale Interaktion mit
den Tumorzellen in einen mobilen Phanotyp mit gesteigerter proliferativer und
sekretorischer Aktivitdt (bergehen ['¥1213.20.21] " Djeser Prozess geht mit einem
veranderten Sekretom der FB einher, wodurch sie tumorrelevante Eigenschaften, die
Zusammensetzung der ECM, die Gewebevaskularisation und das immunologische
Milieu gezielter modifizieren kénnen [1%1322]_ Trotz dieser Beobachtungen ist eine
abschlielende Aussage, dass FB vorrangig einen aggressiven Phdanotyp von Tumorzellen
unterstitzen, nicht moglich [2> 2324 25], Diverse Studien weisen darauf hin, dass eine
Akkumulation von FB in der Mikroumgebung einiger Tumorarten mit einer
verschlechterten Prognose der Patienten assoziiert ist [2% 2324 2], andererseits sind fir
FB durchaus auch tumorsupprimierende Eigenschaften beschrieben worden [%°]. Die
Arbeitsgruppe Pallangyo et al. (2015) konnte bspw. eine IKK2-B-vermittelte (engl.
inhibitor of nuclear factor kappa-B kinase subunit beta) inhibitorische Wirkung von FB

auf das Wachstum kolorektaler Karzinome demonstrieren [2°].

1.2.1 Interaktionen im Tumormikromilieu

Eine wichtige Grundlage der reziproken Interaktion zwischen den FB des TMM und den
Tumorzellen ist die parakrine Signalubermittlung [*%>19]. Diese basiert auf der
Sekretion l6slicher Mediatoren in den Extrazellularraum (ECR), wodurch diese passiv zu
den Zielzellen der ndheren Umgebung diffundieren und nachfolgend eine biologische
Reaktion bewirken [¥’]. In Tabelle 2 ist eine Ubersicht beispielhafter Mediatoren
aufgefiihrt, mit deren Hilfe FB nachgewiesenermallen tumorrelevante Eigenschaften

modulieren kénnen [*% 28],



Tabelle 2: Ausgewdhlte FB-Mediatoren und ihre wichtigsten Effekte auf tumorrelevante Eigenschaften.
Ubergeordnet I3sst sich die Mehrzahl der von FB sezernierten |slichen Faktoren den Substanzklassen der Zytokine,
Chemokine, Hormone und Wachstumsfaktoren zuordnen [1% 28], Die Wirkung der Mediatoren scheint haufig

tumorspezifisch auszufallen [19 28],

Mediatoren Wirkung auf Tumorzellen

Zytokine

IL-1B Forderung der Metastasierung [28]

IL-6 Steigerung der Proliferation/Migration/Invasivitét, Neoangiogenese;
Immunsuppression, Inhibition der Apoptose [19: 28,29, 30,31]

TGF-B Forderung der Proliferation, Induktion einer Epithelial-mesenchymalen Transition
(EMT), Immunsuppression [1% 20,32]

Chemokine

CCL2 (syn. MCP-1)

EMT-Induktion [28 31]

CCL5 (syn. Rantes)

EMT-Induktion [28]

CXCL12 (syn. SDF-1)

Steigerung der Proliferation/Invasivitdt, Foérderung der Cisplatinresistenz,
Immunsuppression/antiinflammatorische Wirkung (M2-Makrophagen-Polarisation),
Neoangiogenese [19 33,34, 35]

IL-8 (syn. CXCL-8)

Erhdhung der Invasivitidt, Neoangiogenese, EMT-Induktion, Immunsuppression und
Zunahme der Resistenz gegeniiber Immuntherapien, Férderung der Cancer stem cell
(CSC, Tumorzellen mit stammzellahnlichen Eigenschaften)-Population [19 31, 32]

Wachstumsfaktoren

EGF Steigerung der Motilitat/Invasivitat [33]

HGE Erhéhung  der  Proliferation/Migration,  Forderung der Radio- und
Chemotherapieresistenz, EMT-Induktion [36:37]

PDGF Neoangiogenese, Apoptose-Inhibition [28 33]

VEGF Neoangiogenese, Steigerung der Proliferation [28 38]

Hormone

ET-1 EMT-Induktion [28]

Weitere

DKK-1 Erhdhung der Proliferation, Expansion der metastatischen Kapazitat [21]
Forderung der Proliferation/Migration/Invasivitat/Metastasierung, Apoptose-

PAI-1 Inhibition, Neoangiogenese, Immunsuppression und antiinflammatorische Wirkung
(M2-Makrophagen-Polarisation) [39 31, 40]

PGE-2 Steigerung der Proliferation [28]

Diverse MMP-Subtypen

(u. a. MMP1, MMP2,
MMP3)

Unterstltzung der Proliferation/Invasivitat/Metastasierung, EMT-Induktion, erhéhte
Chemotherapieresistenz [28 29,30, 31]

IL-1B = Interleukin-1B, IL-6 = Interleukin-6, TGF-B = Transforming growth factor, CCL2 (syn. MCP-1)=CC-chemokine ligand2, CCL5 (syn.
Rantes) = CC-chemokine ligand 5, CXCL-12 (syn. SDF-1) = C-X-C motif chemokine ligand 12, IL-8 (syn. CXCL-8) = Interleukin 8, EGF = Epidermal growth factor,
HGF = Hepatocyte growth/scatter factor, PDGF = Platelet-derived growth factor, VEGF =Vascular endothelial growth factor, ET-1=Endothelin-1,
DKK-1 = Dickkopf-1, PAI-1 = Plasminogen activator inhibitor-1, PGE-2 = Prostaglandin E;, MMP = Matrixmetalloproteinasen

Die Anwendung moderner Methoden wie z. B. der differentiellen Ultrazentrifugation
oder der Polymer-basierten Prazipitation ermdoglichten erst kirzlich die Entdeckung
weiterer Vektoren der parakrinen Signallibertragung [3® 4142 43.44], So erfolgt ein Teil
des Informationsaustausches zwischen FB und Tumorzellen bspw. mit Hilfe exosomaler
MicroRNAs (engl. micro ribonucleic acids, syn. miRNAs/miR) [3® 414243441 " Hierbei
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handelt es sich um kurze RNA-Strange, die nach ihrer Aufnahme in die Zielzelle
systematisch in die Genregulation eingreifen kdnnen [3% 414243441 " Die parakrine
Signalibermittlung bleibt allerdings nicht die einzige Kommunikationsform im TMM [3¢].
Die Arbeitsgruppe Satoyoshi et al. (2015) konnte zeigen, dass die Invasionsaktivitat von
Magenkarzinomzellen durch FB gesteigert und der Effekt durch direkte Zellkontakte mit
Hilfe von Lamellipodien und Filopodien vermittelt wurde [*°].

Die nachfolgenden Kapitel sollen einen Uberblick geben, welche tumorrelevanten

Eigenschaften durch FB nach aktuellem Kenntnisstand beeinflusst werden kénnen.

1.2.2 Effekte der FB auf die Proliferation und Apoptose

Die Proliferationsgeschwindigkeit von Tumorzellen ist einer der Parameter, der zu den
maligeblichen Einflussfaktoren auf die Prognose und das Outcome von Patienten mit
einem MIUC der Harnblase sowie malignen Tumoren im Allgemeinen zéhlt [+ 4 4647, 48]
Im Gegensatz zu muskelinvasiven Urothelkarzinomzelllinien (UCC), zu denen im
Vergleich weniger Studien zu finden sind, ist fliir andere Tumorentitdten bereits vielfach
ein proliferationsfordernder Effekt durch FB des TMM gezeigt worden [*%°0.5152] Die
gesteigerte proliferative Kapazitdt der Tumorzellen scheint hierbei sowohl durch
parakrine Signalfaktoren (u.a. IL-8, VEGF, CXCL12 oder exosomale miRNAs wie
miR-500a-5p, miR-7) der FB als auch Uber direkte zelluldre Kontakte vermittelt zu
werden [47: 53 54,55,56]

Einige dieser Mediatoren entfalten ihren proliferationsfordernden Effekt, indem sie die
Apoptoseinduktion der malignen Zellen inhibieren [*57:%8]. Die der Apoptose
zugrundeliegenden Aktivierungswege und Regulationsmechanismen lassen sich

nachfolgender Abb. 2 entnehmen.
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Abb. 2: Extrinsischer und intrinsischer Aktivierungsweg der Apoptose. A Extrinsischer Weg: Die Aktivierung des
extrinsischen Weges erfolgt durch Mediatoren im ECR, die als Todesrezeptor-Liganden (TR-L) an zugehdrige
Todesrezeptoren (TR) der zu eliminierenden Zelle binden und denen u. a. der Tumornekrosefaktor (TNF)
angehort [27:59]. Die Aktivierung eines TR flihrt zur Rekrutierung des intrazelluldr vorliegenden Adapterproteins
FADD (engl. fas-associated death domain protein), welches wiederum an Procaspase-8-Molekiile (PC8)
bindet [27:59]. Durch Autokatalyse entsteht ein aktiviertes Caspase-8-Heterotetramer, welches die Apoptose durch
Aktivierung der Effektorcaspasen-3, -6 und -7 (ECP-3/6/7) einleitet [27.5°]. B Intrinsischer Weg: Der intrinsische
Weg wird durch intrazelluldre Prozesse (z.B. oxidativer Stress durch reaktive Sauerstoffspezies (ROS),
Chemotherapeutika) initiiert [27:39]. Initial kommt es zu einer Erhéhung der Permeabilitdt der &dufReren
Mitochondrienmembran (Mit), indem sich die mitochondrialen Proteine des Intermembranraumes BAX (engl.
Bcl-2 associated X protein) und BAK (engl. Bcl-2 homologous antagonist killer) als Heterodimer zusammenlagern
und Poren bilden [27:59]. Durch diese Poren gelangen mitochondriale Proteine wie Cytochrom C (CytC) und SMAC
(engl. second mitochondria-derived activator of caspases) ins Zytoplasma [27:59]. CytC interagiert im
Intrazellularraum (ICR) mit Apaf-1 (engl. apoptotic protease activating factor-1) [27:5°] und ermdglicht die
Rekrutierung der PC-9, die als intrinsische aktivierte Caspase-9 anschlieRend ebenfalls die Apoptose induziert [27].
Insbesondere die antiapoptotischen Proteine Bcl-2 (engl. B-cell-lymphoma-2) und Bcl-XL (engl. B-cell-lymphoma-
extra-large) inhibieren die Apoptoseinduktion durch Bindung an die Porenbildner BAX und BAK [?7-59]. SMAC
hingegen wirkt proapoptotisch, in dem es andere intrazelluldr vorliegende Apoptose-Inhibitoren (IAP), zu denen
bspw. das Protein Survivin gehort, hemmt [27:59.60], Abb. modifiziert nach Loffler et al. [27].

Eine Dysregulation der extrinsischen und intrinsischen Apoptose stellt einen wichtigen
Schritt in der Tumorgenese und -progression dar und resultiert in einer potenziellen
Immortalisierung der Tumorzellen, wodurch diese zunehmend genetische Aberrationen
akkumulieren und unkontrolliert proliferieren kénnen [?’]. Es sind diverse Mechanismen
beschrieben, tber die die oben aufgefiihrten proliferationssteigernden Mediatoren der
FB eine antiapoptotische Wirkung auf neoplastische Zellen entfalten [>”>8]. Eine
Moglichkeit besteht in einer reduzierten Expression proapoptotischer Proteine,
wodurch antiapoptotische Signalwege tberwiegen [>”'°8]. Das von FB sekretierte
Chemokin CXCL12 z. B. fihrt durch die Bindung an den zugehoérigen CXCR4-Rezeptor

(engl. C-X-C motif chemokine receptor 4) auf der Oberflaiche von Tumorzellen zu einer
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Aktivierung des MAPK- und PI3K-Signalwegs (MAPK engl. mitogen activated protein
kinase; PI3K engl. phosphoinositide 3-kinases), wodurch das Expressionsniveau des
proapoptotischen Proteins BAD sinkt [ °8]. Ein weiterer Mechanismus, (iber den FB die
Apoptoseinitiation in Tumorzellen hemmen, ist die Inhibition der Expression von
Effektorcaspasen, wodurch sowohl die intrinsische als auch extrinsische Aktivierung
supprimiert werden [6%®2]. Die Erhohung des Expressionsniveaus antiapoptotischer
Regulatorproteine reprasentiert eine dritte Moglichkeit, mit deren Hilfe FB die Apoptose
maligner Zellen verhindern kénnen [®2]. Die Arbeitsgruppen Long et al. (2019) und Yan
et al. (2016) konnten in diesem Kontext eine Expressionssteigerung der
antiapoptotischen Proteine Bcl-2 und Survivin nachweisen, die mit einer verringerten
Apoptoserate von UCC und Ovarialzelltumoren einherging [°¥©2]. Eine Hemmung der
Apoptose durch FB fiihrt jedoch nicht nur zu einer Steigerung des Tumorwachstums,
sondern tragt auch zu einer erhéhten Resistenz gegeniiber der Behandlung mit dem
Chemotherapeutikum Cisplatin bei, wenngleich zusatzliche Faktoren dabei eine Rolle
spielen [°% 53], Weitere Faktoren, Uber die FB die Cisplatinresistenz von Tumorzellen

vermitteln kdnnen, werden im folgenden Abschnitt beschrieben.

1.2.3 Modulation der Cisplatinresistenz und des Stammzellcharakters

Die Chemotherapie eines MIUC der Harnblase umfasst in der Regel verschiedene
Medikamente, wie Vinblastin oder Adriamycin, jedoch gilt Cisplatin nach wie vor als
effektivste Wahl fir die Behandlung lokal fortgeschrittener sowie metastasierter
Tumore und hat dariiber hinaus radiosensibilisierende Eigenschaften ['%*]. Die
zytotoxische Wirkung beruht maf3geblich auf der Induktion von Inter- und Intrastrang-
Quervernetzungen (engl. crosslinks) der DNA, die dann die Apoptose proliferierender
(Tumor-) Zellen ausldsen [®4]. Eine primadre oder sekundiare Cisplatinresistenz stellt
sowohl fir die Behandlung eines MIUC als auch fur andere Neoplasien (z. B. Ovarial-,
Lungen- oder Hodenkarzinom) eine gewichtige Komplikation dar und reduziert die
Gesamtuberlebenszeit der Patienten sowie die Wahrscheinlichkeit einer kurativen
Therapie signifikant [V'%°]. Die Identifizierung von Mechanismen, (ber die die

Cisplatinsensibilitdit von Tumorzellen erhéht und Resistenzen lberwunden werden



konnen, haben daher einen hohen wissenschaftlichen und klinischen
Stellenwert [ %% 5], Die Arbeiten einiger Forschungsgruppen legen nahe, dass FB des
TMM die Cisplatin-Resistenzeigenschaften von Tumorzellen wesentlich beeinflussen
kénnen [63 567,68 So konnte wiederholt gezeigt werden, dass FB der Tumorumgebung
die Cisplatinresistenz von Tumorzellverbdanden erhéhten, indem sie die Plastizitat, also
die Anpassungsfahigkeit der Turmozellen, weiter forderten [%%7% 71, Auch wenn das
Wissen Uber die zu Grunde liegenden Signalwege dieses Effektes noch begrenzt ist,
waren bereits erste Versuche einer medikamentdsen Blockade der Interaktionen
zwischen FB und Tumorzellen erfolgreich [*”'7?]. So wiesen Li et al. (2016) nach, dass der
Einsatz des CAF-Inhibitors (engl. cancer-associated fibroblasts) PT-100 die FB-Population
kolorektaler Karzinome reduzierte. PT-100 inhibiert hierbei die Aktivierung von FAP
(engl. fibroblast activation protein alpha), einem haufigen Oberflaichenmolekil in
Tumorzellen, wodurch das Tumorwachstum gehemmt und die Wirksamkeit
platinhaltiger Chemotherapeutika verbessert wurde [17/73].

Des Weiteren scheint neben der Foérderung antiapoptotischer Signale (Abschnitt 1.2.2)
insbesondere dem Umbau der ECM eine wichtige Bedeutung
zuzukommen [74 7> 76,77, 78] Der bidirektionale Kontakt mit den malignen Zellen hat eine
intensivierte Synthese von ECM-Bestandteilen und Zelladhdsionsmolekiilen (z. B.
Integrine oder Fibronektin) seitens der FB zur Folge ['* 78]. Einerseits steigen dadurch
die Dichte und Steifigkeit der ECM an (,,desmoplastisches Tumorstroma*“), andererseits
bildet sich eine wachsende zelluldre Barriere, die die Tumorzellen gegeniber der
Einwirkung von Cisplatin zunehmend abschirmt [7®77],

Ein weiteres Stellglied Uber das FB die Cisplatin-Resistenzeigenschaften modulieren
kénnen, sind Tumorzellen mit stammzelldhnlichen Eigenschaften [5% 7°]. Hierbei handelt
es sich um spezialisierte Tumorzellen, die sich durch stammzelltypische Fahigkeiten wie
die Moglichkeit einer multipotenten Differenzierung und Selbsterneuerung
auszeichnen [%7°]. Im Vergleich zu den Ubrigen Tumorzellen verfiigen sie liber einen
effizienteren DNA-Reparaturapparat, exprimieren verstarkt transmembranése MDR-
Effluxpumpen (engl. multiple drug resistance membrane transporter) und kénnen in ein
zelluldres Ruhestadium mit verlangsamter Zellzyklus-Kinetik tGbergehen [%% 7% 80] |m

Rahmen dieser Eigenschaften sind diese Tumorzellen hochgradig resistent gegeniiber
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der Behandlung mit diversen Chemotherapeutika, zu denen auch Cisplatin
gehort [6979.80.81,82]  Neben der Vermittlung von Therapieresistenzen scheint dieser
erhohten Plastizitat der Tumorzellen eine essenzielle Rolle in der Tumorgenese sowie

der Entwicklung von Metastasen und Tumorrezidiven zuzukommen [6983],

1.2.4 Effekte von FB auf den Immunphanotyp

Nicht zuletzt wegen der beschriebenen Konsequenzen einer Cisplatinresistenz
(Abschnitt 1.2.3) wurden in der jlingeren Vergangenheit zusatzliche antikanzerogene
Pharmazeutika fur die Behandlung des MIUC der Harnblase erprobt []. Insbesondere
der Einsatz von Wirkstoffen aus der Klasse der Immuncheckpoint-Inhibitoren wie
Nivolumab oder Pembrolizumab zeigte einen Uberlebensvorteil bei Patienten, weshalb
sie bereits heute fester Bestandteil der leitliniengerechten Therapie cisplatinresistenter
MIUC sind [184 8], Die Wirkung der Immuncheckpoint-Inhibitoren beruht auf einer
Unterdrickung immunsuppressiver Signale, mit deren Hilfe sich die Tumorzellen der
kérpereigenen antitumoralen Immunabwehr entziehen [%8+8°]. Die molekularen
Hintergriinde dieses als Immunevasion (engl. immune escape) bezeichneten Prozesses
werden in Abb. 3 ausfuhrlicher dargestellt.

Die bereits erwdahnte diametrale Wirkung der FB auf tumorrelevante Eigenschaften
(Abschnitt 1.2) findet sich auch in der Literatur zum immunologischen Phanotyp wieder.
So scheinen FB sowohl die kdrpereigene antitumorale immunologische Aktivitat im
TMM zu férdern als auch ein immunsuppressives Milieu etablieren zu kdnnen, welches
die Immunevasion der Tumorzellen unterstiitzt [2% 86 87,88 8] Dje zuletzt genannten
immunsuppressiven Effekte der FB basieren zum einen auf einer direkten Beeinflussung
des immunologischen Expressionsprofils der malignen Zellen, zum anderen auf einer
Rekrutierung und Verstarkung antiinflammatorischer Immunzellen im TMM (z. B.
Aktivierung regulatorischer T-Zellen (TReg), Inhibition zytotoxischer CD8*-
T- (Effektorzellen, CD engl. cluster of differentiation) und NK-Zellen (Naturliche Killer-
Zellen) [8¢ #]. Weiterhin wirkt sich, analog zu den Veranderungen der Cisplatinresistenz-
Eigenschaften, auch der von den FB induzierte desmoplastische Umbau der ECM

(Abschnitt 1.2.3) auf das immunologische Milieu in Tumorzellverbanden aus [®°]. Eine
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hohe Dichte an Kollagenfasern hindert zytotoxische CD8*-T-Zellen an der Zytokin-
vermittelten Migration ins TMM und schrankt dadurch ihre immunologische
Kontrollfunktion ein [*°]. Hierzu haben Studien gezeigt, dass die exakte molekulare
Zusammensetzung der pathologisch veranderten ECM im TMM entscheidend ist, da
zwar die Migration einzelner Zelltypen selektiv inhibiert, gleichzeitig aber das
migratorische, invasive und metastatische Potenzial der Tumorzellen gefdrdert
wird [8991.92,93] Dass die Modifikation der ECM nicht die einzige Méglichkeit einer
Einflussnahme von FB auf invasions- und metastasierungsrelevante Eigenschaften von

Tumoren ist, wird im nachfolgenden Textabschnitt deutlich.
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Abb. 3: Immunevasion von UCC. A Immunologische Kontrolle: Die immunologische Kontrolle kérpereigener
Zellen erfolgt durch CD8*-zytotoxische T-Zellen [27-94]. Diese erkennen mit Hilfe des T-Zell-Rezeptors (TZ-R)
Antigene, welche von antigenprdsentierenden  Zellen  (APZ) Uber  MHC-II-Molekile  (syn.
Haupthistokompatibilitdtskomplex, engl. major histocompatibility complex) auf der Zelloberflache prasentiert
werden [?7:94]. Erkennt ein TZ-R einen Antigen-MHC-II-Komplex, fihrt dies beim gleichzeitigem Vorliegen Co-
stimulatorischer Signale zu einer Aktivierung der T-Zelle, was nachfolgend die Apoptose der APZ induziert [27-94].
Der Prozess der T-Zell-Aktivierung unterliegt einer strengen Regulation, um auf der einen Seite einer
Autoimmunitat entgegenzuwirken, auf der anderen Seite aber defekte Zellen wie Tumorzellen (z. B. UCC) oder
viral infizierte Zellen effektiv zu erkennen und zu eliminieren [27:%4]. B Rezeptorvermittelte Immunevasion: Durch
die verstarkte Expression Co-inhibitorischer Liganden auf der Zelloberflache gelingt es UCC die T-Zell-Aktivierung
zu supprimieren, wodurch sie sich der immunologischen Kontrolle entziehen (Immunevasion) [?* 95]. Bedeutsame
Co-inhibitorische Liganden sind in diesem Kontext PD-L1 und PD-L2, die durch die Interaktion mit dem PD-1-
Rezeptor auf der T-Zell-Oberflache immunsuppressiv wirken [°495]. Die Liganden B7-1 (syn. Lymphozyten-
Aktivierungsantigen CD80 und B7-2 (syn. Lymphozyten-Aktivierungsantigen CD86) inhibieren die T-Zell-
Aktivierung durch die Bindung an den transmembrandsen CTLA-4-Rezeptor (engl. cytotoxic T-lymphocyte-
associated protein 4, CD152) [°495]. Daneben scheint die direkte Interaktion des TZ-R mit B7-H4 auf der Oberflache
von UCC ebenfalls zu einer Hemmung der T-Zell-Aktivierung zu fihren [%¢]. C Mediatorvermittelte Immunevasion:
Neben der rezeptorvermittelten Immunevasion sekretieren UCC diverse immunsuppressiv wirkende
Signalmolekiile, zu denen insbesondere IDO (Indolamin-2,3-Dioxygenase), PGE-2 (Prostaglandin E;), TGF-B und
IL-10 gehoren [?4]. Abb. modifiziert nach Yang et al. und Crispen et al. [#49].
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1.2.5 Auswirkungen der FB auf die Migration und Invasivitat

Der Begriff Migration (lat. migrare = wandern) beschreibt die aktive Beweglichkeit von
Zellen innerhalb eines Gewebes - eine Fahigkeit Uber die nicht nur Tumorzellen
verfligen, sondern die auch Voraussetzung fiir viele physiologische Prozesse (z.B.
Wundheilung, Inflammation, Embryogenese) ist [°"°%%°]. Die Invasivitat (lat.
invadere = eindringen) hingegen beschreibt eine gerichtete Bewegung maligne
transformierter Zellen, welche (ber die Grenzen des Ursprungsgewebes hinaus
geht [°79% 9], Letzteres zieht meist eine kontinuierliche destruktive Infiltration
umliegender Organe nach sich [°798 9°]. Weisen Tumorzellen ein hohes migratorisches
und invasives Potenzial auf, steigt auch die Wahrscheinlichkeit einer Metastasierung,
d. h. die Absiedelung in fern liegende Organe durch den Transfer tGber das Blut- bzw.
Lymphsystem [9%:100.101,102] " B3 der Nachweis von Fernmetastasen fir die meisten
Tumore, so auch fiir das MIUC der Harnblase, die Prognose maligeblich verschlechtert
und zudem die fihrende Todesursache darstellt, ist ein umfassendes Verstandnis der
Hintergriinde der metastatischen Kaskade (Abschnitt 1.2.6) von groRer therapeutischer
Relevanz [* 107].

Ahnlich zu den im Vorfeld bereits vorgestellten tumorrelevanten Eigenschaften
(Abschnitte 1.2.2 bis 1.2.4) kénnen FB des TMM auch die Migration und Invasivitdt von
Tumorzellen modulieren [103104.105] So bilden Gradienten l8slicher Faktoren, welche
von FB sekretiert werden, die Basis fiir eine gezielte Translokation von Tumorzellen
durch das Gewebe [%]. Zu diesen Faktoren zdhlen insbesondere verschiedene
Chemokine [27-106:107] " Djes sind proinflammatorische Signalproteine, die uber
G-Protein-gekoppelte Rezeptoren auf der Zelloberflache die Chemotaxis von (Tumor-)
Zellen koordinieren [?7-106.107] " Ein bereits genanntes prokanzerogenes und von FB
sezerniertes Chemokin ist CXCL12 [°®1%7]. Neben einer Inhibition der Apoptose von
Tumorzellen (Abschnitt 1.2.2) werden durch die Bindung an den zugehdorigen CXCR4-
Rezeptor auf der Tumorzelloberfliche weitere onkogene Signalwege (u. a.
JAK/STAT- (engl. JAK janus kinase; STAT signal transducers and activators of
transcription), PKC/MAPK- (engl. PKC protein kinase C; MAPK mitogen-activated protein
kinase), NFkB-Signalweg (engl. nuclear factor-kB)) aktiviert [°® %7]. Diese erhohen nicht

nur das migratorische, invasive und somit metastatische Potenzial der Zellen, sondern
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steigern auch die Tumorproliferation und Neoangiogenese [°®1%7]. Liu et al. (2016)
konnten darlber hinaus auch fiir andere von FB exprimierte Chemokine, darunter CCL2,
CCL5 und CCL7, einen migrations- und invasivitatsférdernden Effekt zeigen [18].

Die mobilitatssteigernde Wirkung vieler Chemokine konnte in diesem Zusammenhang
auf  eine Erhéhung des Expressionsniveaus des  transmembrandsen
Hyaluronsdurerezeptors und  CSC-Markers  CD44  zurlickgefihrt  werden
(Abschnitt 1.2.3) [109 110,111, 1121131 * Ayf zelluldrer Ebene vermittelt das Glykoprotein
CD44, welches in verschiedenen Varianten vorkommt (CD44s engl. standard isoforms;
CD44v engl. variable isoforms), diverse Funktionen wie Zellaggregation und -migration
sowie die Lympho- und Hamatopoese [114]. Fiir Tumore kennzeichnet eine hohe CD44v-
Expression in der Regel einen aggressiven Phanotyp und geht auch fur das MIUC der
Harnblase mit einer schlechten Prognose fiir die betroffenen Patienten
einher [114 1151161 Dje molekularen Hintergriinde, die dem migrations- und
invasivitatsfordernden Effekt von CD44 zu Grunde liegen, sind noch nicht abschlieBend
geklart [117/118]  Eine Hypothese ist, dass die Interaktion zwischen CD44 und der
Hyaluronséaure, jedoch auch mit weiteren Bestandteilen der ECM (z. B. Kollagen, Laminin
oder Fibronectin), mechanische Verdanderungen des Zytoskeletts
herbeifiihren [114 117.118] Gleichzeitig fiihrt eine erhéhte CD44-Expression der Zellen zu
einer verbesserten ECM-Adhdsion und einer gezielten Hyaluronsdaure-Degeneration,
was eine gerichtete Bewegung durch Gewebe mit hohem Hyaluronsaure-Anteil
begunstigt [11%117.118] Neben der Modulation des Zytoskeletts und der adhasiven
Eigenschaften, korreliert eine CD44-Aktivierung dariiber hinaus mit einer Epithelial-
mesenchymalen Transition (EMT) von Tumorzellen (Abschnitt 1.2.6.2) [**> 19], Eine EMT
zieht nicht nur eine Ausweitung der migratorischen und invasiven Kapazitat nach sich,
sie selbst stellt ein Schlisselereignis der metastatischen Kaskade dar

(Abschnitt 1.2.6.1) [*29].
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1.2.6 Einfluss auf die Metastasierung und den zellularen Phanotyp

1.2.6.1 Die metastatische Kaskade

Die zurickliegenden zwei Jahrzehnte haben zu einer umfassenden Erweiterung des bis
dahin akzeptierten Modells der Metastasierungskaskade gefuihrt [12%122], Urspriinglich
wurde postuliert, dass diese aus der Abfolge von einer Initiationsphase (Fortschritt des
Primartumors mit Zugewinn metastatischer Eigenschaften, Loslosung einzelner Zellen
aus dem primaren Tumorzellverbund), der lokalen Gewebeinvasion mit Eintritt in das
Blut- bzw. Lymphsystem, der systemischen Zirkulation sowie der Extravasation und
Kolonialisierung im Zielgewebe bestehen wirde [19%121.123]  Djese aufeinander
aufbauende Abfolge scheint in dieser Form jedoch nicht mehr haltbar. Neuere
Erkenntnisse zeigen, dass z. B. schon in sehr friihen Tumorstadien entartete Zellen mit
geringen genetischen Aberrationen und einem epithelialen Phdnotyp in fernen
Geweben nachweisbar sind und die Fahigkeit zur Metastasierung somit nicht
ausschlieBlich fortgeschrittenen Tumoren vorbehalten oder einer linearen Zeitachse
zuzuordnen ist [123124],

FB der urspriinglichen lokalen Tumorumgebung, aber auch solche des metastatischen
Zielgewebes, scheinen die einzelnen Schritte der metastatischen Kaskade entscheidend
zu beeinflussen [100 102,121, 125] " pje Auswirkungen von FB auf die Tumordissemination

werden in Abb. 4 schematisch zusammengefasst.
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Abb. 4: Der Einfluss von FB auf die metastatische Kaskade. A Lokale Dissemination: Die FB der lokalen
Tumorumgebung modulieren die migratorischen und invasiven Eigenschaften von Tumorzellen, wodurch deren
Loslosung aus dem Primartumor sowie die lokale Gewebedissemination und -infiltration beglinstigt wird [19]. Die
FB-vermittelte Mobilitdtserhdhung der Tumorzellen beruht u. a. auf der Induktion eines mesenchymalen
Phanotyps (EMT), einer Reduktion intrazelluldrer Adhdsionsmolekiile und einer gezielten Degradation der ECM,
basierend auf der Wirkung verschiedener MMPs (z. B. MMP-2, -9, -13) [102,121,126] B Systemische Dissemination:
Durch die Sekretion verschiedener Zytokine (u. a. CXCL-12, TGF-B) und Wachstumsfaktoren, wie VEGF, PDGF und
HGF entfalten FB eine proangiogene Wirkung, indem sie Zellen wie Endothelzellen ins Gewebe rekrutieren und die
Gefalpermeabilitit erhéhen. Dies erleichtert den Tumorzellen die Intravasation in das Blut- bzw.
LymphgefaRsystem [72- 102,121, 127] ' Dje urspriingliche Annahme, einzelne neoplastische Zellen wiirden sich selektiv
aus dem Primartumor I6sen und nach ihrer Intravasation isoliert und ungeschitzt im peripheren Blut zirkulieren,
gilt inzwischen als liberholt [121]. Stattdessen scheinen kleine zusammenhdngende Tumorzellverbiinde in das
Gefalsystem einzutreten, die sich wahrend des systemischen Transportes mit einem wachsenden Schutzwall aus
nicht-maligne-transformierten Gewebezellen, zu denen zirkulierende Endothelzellen und FB zdhlen,
umgeben [121.128], Durch diese Zytokin-gesteuerte (TGF-B, CXCL12) Embolisation schiitzen sich die malignen Zellen
in der tumorfeindlichen Umgebung des Blutes wirksam vor der Eliminierung durch Immunzellen und der
Einwirkung physikalischer Scherkrafte [121.128,129,130], SchlieRlich beeinflussen FB auch die letzten Abschnitte der
metastatischen Kaskade, bestehend aus der Extravasation und der Dissemination im Zielgewebe mit
anschliefender Kolonialisierung und der Ausbildung eines Zweittumors [102121,130]  Noch vor der Loslésung und
systemischen Zirkulation sekretieren Primartumorzellen |6sliche Faktoren (bspw. Exosomen, miRNAs, Zytokine),
die liber das BlutgefaRsystem zum Zielgewebe gelangen, wo sie auf die FB der metastatischen Mikroumgebung
einwirken [130]. Die aktivierten FB formen als Folge eine prametastatische Nische, indem sie insbesondere die ECM
durch vermehrte Kollagen-Produktion umwandeln, ein immunsuppressives Milieu etablieren, die Gefadichte zur
verbesserten Gewebedurchblutung erhéhen und metabolische Prozesse umprogrammieren [130]. Letzteres
resultiert in einer gesteigerten aeroben Glykolyse der FB, wodurch vermehrt energiereiche Zwischenprodukte
entstehen, die von den Tumorzellen genutzt werden kdnnen, um effektiver im Zielgewebe zu kolonialisieren und
zu proliferieren [130,131] Abb. modifiziert nach Hussain et al. und Dong et al. [121.130],

1.2.6.2 Epithelial-mesenchymale Transition (EMT)
Als EMT wird die Umwandlung eines epithelialen in einen mesenchymalen zellularen

Phianotyp bezeichnet [12°]. Sie reprasentiert ein relevantes Ereignis in der
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metastatischen Kaskade, da der Erwerb mesenchymaler Eigenschaften (bspw.
gesteigerte Mobilitat, Kontraktilitat und Invasivitat) eine Loslosung der malignen Zellen
aus dem Primartumorzellverbund und eine Dissemination in das lokale Gewebe
ermoglicht, wodurch sich die Wahrscheinlichkeit eines GefaReintritts relevant
erhdht [*29]. Inzwischen konnte demonstriert werden, dass der Prozess dynamisch
verlauft und bidirektional im Sinne einer mesenchymal-epitheliale Transition (MET)
auch umgekehrt werden kann [*32]. Wahrend die pathophysiologischen Hintergriinde
der EMT derweil weitreichend diskutiert sind, ist Gber die MET weniger bekannt [*3?].
Gleichwohl ist die MET flr die Tumormetastasierung relevant, indem die Tumorzellen
nach der Extravasation im Zielgewebe im Rahmen der Kolonialisierung erneut einen
epithelialen Phidnotyp annehmen [ 1011321331 Dje molekularen Grundlagen der EMT und
MET werden in Abb. 5 verbildlicht.

Die Beobachtung, dass FB des TMM eine EMT von Tumorzellen induzieren kénnen, ist
auch fur das UC der Harnblase von Bedeutung, denn der Nachweis einer EMT ist mit
einer gesteigerten zelluldren migratorischen, invasiven und metastatischen Kapazitat
sowie einer erhohten Chemotherapieresistenz und verstarkter Angiogenese
assoziiert [13% 134 135] Dje prognostisch ungiinstigen Folgen der EMT zeigen erneut die
Bedeutung und Notwendigkeit einer intensiven Erforschung der Auswirkungen von FB

auf den zelluldren Phdnotyp von UCC auf [133].

17



l A Epithelialer Phénotyp l l B Intermediérer Phanotyp l l C Mesenchymaler Phinotyp l

l Epithelial-mesenchymale Transition (EMT) >
< Mesenchymal-epitheliale Transition (MET) ]
Eigenschaften: Eigenschaften:
* Apikal-basale Polaritat * Spindelférmige Morphologie
* Hohe Expression interzelluldrer * Geringe Expression interzellularer
Adhéasionsmolekiile (z. B. tight junctions, Adhésionsmolekiile
gap junctions) * Intensive ECM-Interaktion
* Enger Kontakt zur Basalmembran EMT-Induktoren > * Hohe Motilitdt/Kontraktilitat/Invasivitat
- Geringe Motilitat/Kontraktilitat/Invasivitat ~_—__ T TTT Tttt ITTT
@ @ @ @ Mesenchymale Biomarker:
Epitheliale Biomarker: * Vimentin, Fibronectin, a-SMA
* E-Cadherin, B-Catenin, Desmoplakin, * N-Cadherin/P-Cadherin, S100-Proteine,
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* miR200-Familie, Plakoglobin * ZEB-1/ZEB-2, Slug, Snail, Twist

Abb. 5: Molekulare Grundlagen der EMT und MET. Die Umwandlung eines epithelialen in einen mesenchymalen
zelluldren Phanotyp wird als EMT bezeichnet [120.132], Hinsichtlich der Entwicklung und des Fortschritts maligner
Tumore gilt sie als Zeichen erhéhter Aggressivitdit, da eine durchlaufene EMT die
Metastasierungswahrscheinlichkeit potenziert [120.132], Auf molekularer Ebene kennzeichnet sich die EMT durch
eine reduzierte Expression epithelialer Marker (u. a. E-Cadherin, B-Catenin, Desmoplakin, Occludin, miR200-
Familie, Plakoglobin) bei gleichzeitiger Zunahme der Expression mesenchymaler Marker (z. B. Vimentin,
Fibronectin, a-SMA (engl. alpha smooth muscle actin), N-Cadherin/P-Cadherin, S100-Proteine, MMP2, MMP9,
ZEB-1/ZEB-2 (engl. zinc finger E-Box binding homeobox 1/2), Slug, Snail, Twist)) [112 120, 136,137,138,139] Dyrch das
veranderte Expressionsprofil verlieren die Zellen ihren urspriinglichen epithelialen Charakter, gekennzeichnet
durch eine hohe Expression zellularer Adhdsionsmolekiile sowie eine geringe Mobilitdt bei hoher Ortsstandigkeit
und erlangen stattdessen typische mesenchymale Eigenschaften wie eine gesteigerte Mobilitait und
Kontraktilitat [120.132,138] Zusdtzlich ermoglicht das veranderte Proteom des mesenchymalen Phanotyps eine
intensive Interaktion mit den Bestandteilen der ECM, wodurch die Invasivitat der Zellen zunimmt [120, 132, 138] Fjr
eine Vielzahl unterschiedlicher Faktoren konnte bis dato eine EMT-induzierende Wirkung belegt werden, zu den
wirksamsten EMT-Induktoren gehdren jedoch die Wachstumsfaktoren HGF, FGF (engl. fibroblast growth factor)
und EGF, die Zytokine TGF-B und CXCL12 sowie das Glykoprotein Wnt (engl. wingless and
int-1) [112,136,137,120,138,139,140] * Vjele der genannten EMT-Induktoren werden von FB der Tumorumgebung
produziert und freigesetzt [133.134], Abb. modifiziert nach Kalluri et al. [120].

1.2.6.3 TGF-B-Signaltransduktion als Regulator der EMT

Das Zytokin TGF-B stellt einen der potentesten EMT-Induktoren dar, der von FB des
TMM sekretiert wird [2® 141]. Das Polypeptid ist ein Prototyp der TGF-B-Superfamilie, zu
der eine groRRe Anzahl weiterer strukturell verwandter regulatorischer Proteine (z. B.
BMP (engl. bone morphogenic proteins), Aktivine, TGF-B-Isoformen) gehdren [14].
Bezliglich der Tumorprogression wird TGF-[3 eine pleiotrope Rolle zugeschrieben, da es
initial die Proliferation von Tumorzellen inhibiert und ihre Apoptose induziert, in
fortgeschrittenen Tumorphasen hingegen durch seine EMT-induzierende Wirkung die
invasive und metastatische Kapazitat fordert und folglich die Aggressivitat der
neoplastischen Zellen potenziert [%%]. Vertiefende Informationen zu den Signalwegen,

Uber die TGF-B die EMT von Tumorzellen bewirkt, lassen sich der Abb. 6 entnehmen.
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Abb. 6: TGF-B-vermittelte EMT-Induktion. A SMAD-abhdngige TGF-B-Signaltransduktion: Die SMAD-abhangige
(engl. caenorhabditis elegans SMA and mothers against decapentaplegic family) EMT-Induktion wird initiiert durch
die Bindung von TGF-B an den membranstiandigen TGF-B-Rezeptor Il (TBRII) [120.133,138, 140]  Djes bedingt die
Rekrutierung des TGF-B-Rezeptors| (TBRI), der durch den TBRIl phosphoryliert und dadurch aktiviert
wird [120.133,138, 140], Dje Aktivierung fuhrt zur Bindung und Phosphorylierung eines Heterodimers aus SMAD2 und
SMAD3, wodurch eine Bindungsstelle fir SMAD4 exponiert wird [120, 133,138, 140] Nach der Bindung von SMAD4
transloziert das Heterotrimer in den Zellkern und reguliert in Kooperation mit verschiedenen Cofaktoren (CF) als
Transkriptionsfaktor die Transkription zentraler EMT-Gene [120.133,138, 140 Hjerzu zahlen die EMT-
Transkriptionsfaktoren Snail 1/2, Slug, Twist und ZEB-1/2 [120,133,138, 140] Dje genannten Transkriptionsfaktoren
binden ihrerseits an zwei E-Boxen (engl. enhancer-Box), die Teil der Promotorregionen verschiedener EMT-Marker
sind [120,133,138, 140] Djes bewirkt eine gesteigerte Expression mesenchymaler EMT-Marker wie Vimentin sowie
eine Reduktion des Expressionsniveaus epithelialer EMT-Marker (z. B. E-Cadherin) [120, 133,136 138, 140] Ejn weiteres
Zielgen des SMAD-Heterodimers ist das Gen Serpine-1, welches fiir das Protein PAI-1 (engl. plasminogen activator
inhibitor 1) kodiert [141]. B SMAD-unabhangige TGF-B-Signaltransduktion: Neben der SMAD-assoziierten EMT-
Induktion aktiviert die Bindung von TGF-B an den TBRIl und die anschlieBende Ausbildung des TBRII-TBRI-
Heterodimers multiple intrazellulire SMAD-unabhangige Signalkaskaden, zu denen der PI3K-, PAR6- (engl.
partitioning defective 6 homolog alpha), RHOA- (engl. ras homolog family member A), RAC- (engl. rac family small
GTPase) und CD42-Signalweg gehoren [132.141], Die Aktivierung dieser Signalwege resultiert ebenfalls in der
Induktion mesenchymaler EMT-Marker und der Reduktion der Expression epithelialer Proteine [132 141], Abb.

modifiziert nach Lamouille et al. und Garg et al. [132 133],

Erste Untersuchungen zeigen, dass auch die FB im TMM des MIUC der Harnblase eine
TGF-B-induzierte EMT der Tumorzellen vermitteln kénnen [*?]. Jedoch wurden die
Untersuchungen der TGF-B-Signalaktivitat, ahnlich wie die die im Vorfeld beschriebenen
anderen Merkmale des aggressiven Tumorphanotyps (Kapitel 1.2.2 bis 1.2.5), bislang
nur fiir einige UCC-Subtypen durchgefiihrt. Um eine EMT-Induktion von MIUC via TGF-$
medikamentos gezielt unterbinden zu kénnen, bedarf es somit einer Erweiterung der

bisherigen Analysen [142].
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1.3 Ziele der Arbeit

Fur zahlreiche Tumorentitaten wurden FB des TMM inzwischen als Modifikatoren des
aggressiven Phanotyps von Tumorzellen identifiziert. Im Rahmen dieser Erkenntnisse
konnten erste Strategien einer therapeutischen Modulation der FB des TMM entwickelt
werden, die neue und vielversprechende Perspektiven fir zukilnftige antitumorale
Therapien erwarten lassen. Die hohe Inzidenz, eine zligige Resistenzentwicklung
gegenlber klassischen Chemotherapeutika sowie eine schlechte Prognose der
Patienten mit einem MIUC verdeutlichen jedoch auch den dringlichen Bedarf an neuen
Therapieoptionen. Die vorliegende Arbeit untersucht den Einfluss humaner FB auf
tumorrelevante Eigenschaften der muskelinvasiven UCC BFTC905, VMCUB1 und
UMUC3. Hierzu wurde zunachst konditioniertes Medium (KM) aus Primarkulturen
humaner FB gewonnen, prozessiert und nachfolgend zur Behandlung der UCC
verwendet. AnschlieBend wurden die Auswirkungen der I6slichen Signalfaktoren der FB
im KM auf aggressive Eigenschaften der UCC analysiert, wobei insbesondere Aspekte
der Proliferation, Cisplatinresistenz, des Immunphanotyps, der Apoptose und der
Stammzelleigenschaften der UCC fokussiert wurden. Als kritischer Zeitpunkt in Bezug
auf die Therapie und Prognose der Patienten mit einem MIUC der Harnblase gilt der
Moment der Metastasierung, weshalb die Untersuchungen ebenfalls Analysen der
migratorischen, invasiven und metastatischen Eigenschaften der UCC inkludierten. Die
Ergebnisse dieser Arbeit sollten dazu dienen die folgenden zentralen Fragestellungen zu

beantworten:

1) Beeinflussen humane FB die Eigenschaften eines aggressiven Phanotyps der UCC
(BFTC-905, VMCUB-1 und UMUC-3)?

2) Konnten FB bzw. die durch FB beeinflussten Signalkaskaden zukinftig ein
Therapieziel im Rahmen der Behandlung des MIUC der Harnblase darstellen?

3) Verandert sich die Wirkung des KM auf die UCC durch eine zusatzliche Behandlung

mit Cisplatin, insbesondere in Hinblick auf eine Chemotherapieresistenz?
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2 Material

2.1 Chemikalien, Reagenzien, Kits, Antikorper und weitere Materialien

Tabelle 3: Aligemeine Chemikalien und Reagenzien

Chemikalien

Hersteller

2-Propanol (> 98 %)

VWR® Chemicals

2-Mercaptoethanol (B-Mercaptoethanol)

Sigma-Aldrich®

BCA Working Reagent A

Thermo Scientific™

BCA Working Reagent B

Thermo Scientific™

Bovine Serum Albumin Fraction V (BSA) Carl Roth®
Bromphenolblau CigH9BrsOsSNa Carl Roth®
CellTiter-Blue® Reagent Promega

CellWASH

BD® Biosciences

Cisplatin Accord (1 mg/ml)

Accord Healthcare

Collagenase Type 1 (270 U/mg)

Merck KGaA

Complete Mini (EDTA Free)

Roche Diagnostics

Demi-Wasser (A. dest)

Otto Fischar GmbH

DePeX

Serva

Dimethylsulfoxid (> 99,5 %, DMSO)

Sigma-Aldrich®

Dispase Il

Gibco®

Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline with
CaZ* and Mg?* (DPBS)

Pan Biotech™

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM)

Gibco®

Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline without
CaZ* and Mg?* (PBS)

Sigma-Aldrich®

Ethanol

VWR® Chemicals

FCS (Hitzeinaktiviertes fotales Rinderserum)

PAN Biotech™

Glycerol (> 99,5 %) Carl Roth®
Glycin (> 99,0 %) Carl Roth®
GlutaMAX™ Supplement Gibco®

HEPES Solution (1 M) Sigma-Aldrich®
Hydrochloric acid (HCL, Salzsdure, 37 %) Merck KGaA
Immobilon® Forte Western HRP Substrat Milipore®

Kristallviolett-Fertiglosung (1 %)

Sigma-Aldrich®

Matrigel® Matrix phenolrotfrei Corning®
Methanol Merck KGaA
Natriumchlorid (99,5 %, NaCl) Carl Roth®

Natrium Deoxycholat (> 98,0 %)

Sigma-Aldrich®

Neonidet-P40 (NP40)

US Biological

Opti-MEM® Reduced-Serum Medium
without Phenol Red

Gibco®

PowerUp™ SYBR™ Green Master Mix

Applied Biosystems®

Roti®-Mark WESTERN-Marker

Carl Roth®

RLT Puffer

Qiagen®




RPE Puffer Qiagen®
RW1 Puffer Qiagen®
SDS C15H2sNAOSS (> 99,5 %) Carl Roth®
Tris (> 99,3 %) C4H11NO3 Carl Roth®

Tris-Base

Calbiochem®

Tris-Hydrochlorid (Tris-HCL)

Calbiochem®

Trypan Blue Solution (0,4 %)

Sigma-Aldrich®

Trypsin 0,5 %/EDTA 0,2 % (5,3 mM) in PBS, w/o: Ca and Mg

Pan Biotech™

UltraPure™ Water for Molecular Biology (RNase-freies Wasser)

Milipore®Sigma™

Xylol

VWR® Chemicals

Tabelle 4: Biochemische Kits

Biochemische Kits Hersteller
Human Serpin E1/PAI-1 Quantikine® ELISA Kit R&D Systems®
Pierce™ BCA Protein Assay Kit R&D Systems®
QlAshredder® Qiagen®
Quantitect® Reverse Transcription Kit Qiagen®
RNase® free DNase Kit Qiagen®
RNeasy® Mini Kit Qiagen®
Roti®-Mark WESTERN-Set Carl Roth®

Tabelle 5: Oligonukleotidprimer
Transkript Primer-Sequenz 5‘-3* AT (°C)
Bcl-2 Fw CCTGTGGATGACTGAGTACCTG, Rv CAGAGGCCGCATGCTGGG 60
Bcl-XL Fw CACAGCAGCAGTTTGGATGC, Rv ATATGCTGTCCCTGGGGTGA 55
CK14 Fw GCGCACCATGCAGAACCTG, Rv CCTCCACGCTGCCAATCATC 60
E-Cadherin Fw ACCAGAATAAAGACCAAGTGACCA, Rv AGCAAGAGCAGCAGAATCAGAAT 60
GAPDH Fw CCCTTCATTGACCTC, Rv ATGACAAGCTTCCCG 60
Survivin Fw AGGACCACCGCATCTCTACAT, Rv AAGTCTGGCTCGTTCTCAGTG 60
Vimentin Fw AATGGCTCGTCACCTTCGTGAAT, Rv CAGATTAGTTTCCCTCAGGTTCAG 60
ZEB-1 Fw TCACATAAATCAGGAAGAGATC, Rv CACTGTGAATTCTTAAGTGCTC 55

Fw = forward, Rv = reverse

Tabelle 6: Primarantikoérper

Primarantikorper Katalognummer Hersteller

a -Smooth Muscle Actin (a-SMA) ab7817 Abcam®
CD273/PD-L2 557926 BD® Biosciences
CD274/PD-L1 563741 BD® Biosciences
CD44 550989 BD® Biosciences
CXCR4 PA5-19856 Invitrogen™
E-Cadherin ab15148 Abcam®

22



SMAD4 sc-7966 Santa Cruz Biotechnology®
Vimentin MA5-14564 Invitrogen™

Tabelle 7: Sekundarantikorper
Sekundarantikorper Katalognummer Hersteller

Allophycocyanin (APC)-Goat-Anti-Rabbit-1gG 111-136-144 Jackson ImmunoResearch
BD® Pharmingen™ APC-Mouse Anti-Human CD44 559942 BD® Biosciences

BD® Pharmingen™ FTC-Mouse Anti-Human CD274 558065 BD® Biosciences

BD® Pharmingen™ PE-Mouse Anti-Human CD273 558066 BD® Biosciences
Goat-Anti-Rabbit-IgG-Biotin Alel14 Invitrogen™

Roti®-Mark WESTERN-HRP-Konjugat (aus Kaninchen) 2245.2 Carl Roth®

Tabelle 8: Lésungen und Ndhrmedien fiir Zellkultur und Zellbasierte Experimente

Lésungen/Medien Komponenten Endkonzentration

Dispase Il 2 ug/mi
Dispase-Losung Hepes Solution 5%

ad DPBS 95 %

DMSO (Dimethylsulfoxid) 10%
DMSO-L6sung

FCS 90 %

Dulbecco’s  Modified Eagle  Medium
Fibroblasten-Ndhrmedium und (4,5 g/L D-Glucose)
UCC-Ndhrmedium (fur die FCS 10%

Experimente)*

Penicillin/Streptomycin (Pen/Strep)

10 000 U/ml/10 000 pg/ml

BSA

1,5%

Kollagenase-Losung Kollagenase Typ 1 (270 U/mg) 0,2%
ad DPBS
Kristallviolett-Fertiglésung Kristallviolett-Fertiglosung 1%

Matrigel-Gebrauchsldsung

Corning® Matrigel®

2,7 % (216 - 270 pg/ml)

Trypsin-PBS-Losung

Trypsin 0,5 %/EDTA 0,2 % (5,3 mM) in PBS

ad PBS 0,05/0,02 %
Dulbecco’s Modified Eagle Medium mit
UCC-Ndhrmedium (auferhalb der GlutaMAX™ (4,5 g/L D-Glucose)
Experimente) FCS 10%

Penicillin/Streptomycin (Pen/Strep)

10 000 U/ml/10 000 pg/ml

*Im Rahmen aller Experimente wurden UCC der Kontrollgruppe in diesem Ndhrmedium ohne GlutaMAX-Zusatz inkubiert. Vereinfacht wird das
Zellkulturmedium der UCC-Kontrollgruppe nachfolgend als ,,DMEM*“ bezeichnet.
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Tabelle 9: Puffer und Losungen fiir molekulare Analysen

Lésungen/Puffer Komponenten Endkonzentration

BSA 5%
Blockier-Puffer (1 x)

ad A. dest

Methanol 10%
Blotting-Puffer (1 x) Transferpuffer 25 x

ad A. dest

Cellwash 97 %
Cellwash-Lésung FCS 3%

ad PBS

BCA Reagent A 50:1
Farblésung Working Reagent

BCA Reagent B 1:50

Bromphenolblau 0,01%

Glycerol 40 %

SDS 8%
Laemmli-Pufferlosung (4 x)

Tris-HCL pH 6,8 252 mM

Vor Gebrauch: B-Mercaptoethanol 20%

ad A. dest.

Glycin 192 mM

SDS 0,1%
Laufpuffer (1 x)

Tris, pH 8,3-8,8 25 mM

ad A. dest

Complete Mini 1Tbl. in 10 ml RIPA

NaCl 150 mM

Natrium Deoxycholat 0,5%
Proteinlysepuffer RIPA

NP-40 1%

SDS 0,1%

Tris, pH 8,0 50 mM

B-ME 1%
RLT-Puffer

ad A. dest.

NaCl 150 mM
TBS-Waschpuffer (1 x) Tris (ph 7,5) 7,7 mM

ad A. dest

Glycin 96 mM
Transferpuffer (1 x) Tris-Base 12 mM

ad A. dest

Tabelle 10: Verbrauchsmaterialien

Verbrauchsmaterialien Hersteller

4 - 15 % Mini-PROTEAN® TGX Stain-Free™ Protein Gels

Bio-Rad Laboratories GmbH

7,5 % Mini-PROTEAN® TGX Stain-Free™ Protein Gels

Bio-Rad Laboratories GmbH

5 ml Rundbodenrdhrchen Corning®
50 ml Einmalspritze B. Braun SE
Blotting Filter Paper (2,5 mm; 7,5 x 8,4 mm) Invitrogen™

24



CELLSTAR® 75 cm? Zellkulturflaschen

Greiner Bio-One

CELLSTAR® 175 cm? Zellkulturflaschen

Greiner Bio-One

Cell Lifter Polyethylene 3008

Corning® Costar®

Cell Scraper M

TPP®

CELLSTAR® Cell Culture Dishes, PS, 145/20 mm

Greiner Bio-One GmbH

CELLSTAR® Zellkulturplatten (6, 12, 96 Well-Format)

Greiner Bio-One GmbH

Collection Tubes (2 ml)

Qiagen®

Combitips advanced® (2 ml, 5 ml, 10 ml)

Eppendorf SE

Deckglaser fiir Mikroskopie

Engelbrecht GmbH

Filtropur S (0,2 um)

Sarstedt AG & Co. KG

Glas Pasteurpipetten

Brand

ibidi® 2-Well-Zellkultureinsitze

ibidi® GmbH

Kryoréhrchen (1,5 ml)

Nalgene®

MicroAmp™ 48-Well Optical Adhesive Film

Applied Biosystems®

MicroAmp™ Fast Optical 48-Well Reaction Plate (0,1 mL)

Applied Biosystems®

Mikrotiterplatte 96-Well Greiner AG
Objekttrager Engelbrecht GmbH
Omnifix®-F Tuberkulin/Tuberculin (1 ml) B. Braun SE

Peha® Wattestibchen Hartmann
Pipettenspitzen Eppendorf SE

PVDF Western Blotting Membranes
(Nitrocellulose-Membran)

ROCHE Diagnostics GmbH

QIAShredder® Qiagen®
RNeasy® Mini spin column Qiagen®
Safe-Lock Tubes (0,5 ml; 1,0 ml; 1,5 ml; 2,0 ml) Eppendorf SE
Safeshield Scalpel No. 11 Feather®

Stripetten (5 ml; 10 ml;25 ml; 50 ml)

Corning® Costar®

ThinCert® Zellkultur Einsatz
(24-Well; 8 um PorengrofRe, transluzent)

Greiner Bio-One GmbH

Vakuumfiltrationseinheit Filtropur V25
(250 ml; 0,2 um Porengrélie)

Sarstedt AG & Co. KG

Zentrifugenroéhrchen (15 ml; 50 ml)

Greiner Bio-One GmbH
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2.2 Gerate, Software und Datenbanken

Tabelle 11: Gerdte

Gerate

Hersteller

Analysenwaage Extend

Sartorius AG

AxioCam MRc Carl Zeiss GmbH
Axioskop 40 Carl Zeiss GmbH
Axiovert Al Carl Zeiss GmbH

BD® FACSVia™

BD® Biosciences

BioRad ChemiDoct™ MP Imaging System

Bio-Rad Laboratories GmbH

Cryo 1 C Freezing Container

Nalgene®

Dry bath FB15101

Thermo Scientific™

DX-90 Autoklav

Systec GmbH

Euroflow EF5E

CleanAir by Baker

Feinwaage M-prove

Sartorius AG

Gelelektrophoresekammer

Bio-Rad Laboratories GmbH

HAT 5786-AC

Hettich Holding GmbH & Co. oHG

Heracell™ 150i

Thermo Scientific™

Heraeus Megafuge 1.0R

Thermo Scientific™

Heraeus Megafuge 16R

Thermo Scientific™

Integra Biosciences™ Vacusafe™
Comfort Absaugsystem

Integra Biosciences AG

Inverses Fluoreszenz Mikroskop Axiovert 200

Carl Zeiss GmbH

Kuhlgerat

Phillipp Kirsch GmbH

Locator™ 4 Plus (Stickstofftank)

Thermo Scientific™

MBQ 52 ac power supply

Carl Zeiss GmbH

MBT-Rollenschittler

neolab® Migge GmbH

Multichannel Pipetten

Eppendorf SE

Nanodrop™ 2000

Thermo Scientific™

Neubauer-Zdahlkammer (0,1 mm, 0,0025 mm?2)

Paul Marienfeld GmbH & Co.KG

Pipetus®

Hirschmann GmbH & Co. KG

PowerPac™ Basic Power Supply

Bio-Rad Laboratories GmbH

Singlechannel Pipetten

Eppendorf SE

StepOne™ Real-Time PCR System

Applied Biosystems®

T100™ ThermalCycler

Bio-Rad Laboratories GmbH

ThermoStat® plus

Eppendorf SE

Trans-Blot® Turbo™ Transfer System

Bio-Rad Laboratories GmbH

Typ 5424

Eppendorf SE

Typ 5810 R

Eppendorf SE

UP 50H Ultraschallprozessor

Hielscher Ultrasonics GmbH

Victor™ X3 Multilabel-Reader

PerkinElmer®

Vortex Mixer 7-2020

neolab® Migge GmbH

WNB 45 Wasserbad

Memmert GmbH & Co.KG

WTB CB 150

Binder GmbH
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Tabelle 12: Softwares

Software

BD® FACS Suite 1.4

EndNote™ 21

GraphPad Prism® (9. Version)

Image Lab Software

Image)

Microsoft® Excel fur Mac 16.36

Microsoft® Power Point fiir Mac 16.84

Microsoft® Word fir Mac 16.91

NanoDrop 2000/2000c Software

StepOne® Software Applied Biosystems

Victor® X3 Workstation Software

Zen 3.0 Mikroskopsoftware

Tabelle 13: Datenbanken

Datenbanken

ExPASy Zelldatenbank

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov

https://scholar.google.de
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3 Methoden

3.1 Rahmenbedingungen

Alle praktischen Arbeiten im Rahmen der Zellkultur sowie der funktionellen
Experimente erfolgten grundsatzlich unter aseptischen Bedingungen. Die Kulturen
wurden taglich mikroskopisch auf Vitalitat und Sterilitat geprift. Jegliche nachfolgend
aufgefihrten Inkubationsschritte und die Kultivierung erfolgten bei 37 °C, 5% CO;-
Raumluftanteil und 100 % wasserdampfgesattigter Atmosphadre im Zellkulturschrank.
Nahrmedien und Losungen wurden, sofern nicht anders beschrieben, vor Verwendung
im Wasserbad auf 37 °C erwdarmt und regelmaRig frisch angesetzt. Standardgemaf}
wurden Zellsuspensionen in der Zellkultur (Abschnitt3.2) bei 300g fir 5 min

zentrifugiert.

3.2 Zellkultur

3.2.1 Wechsel des Nahrmediums und Passagieren von Zellkulturen

Beim Wechsel des Nahrmediums einer Kultur wurde zunachst das alte Medium
abgesaugt und frisches Medium in das ZellkulturgefaRR eingebracht. Die Passagierung
erfolgte bei einer Konfluenz von visuell ca. 80 %, indem das Ndahrmedium aus dem
KulturgefaB entfernt, die Zellen gemaRR den Herstellerangaben mit Trypsinlésung
trypsiniert und die Abldsungsreaktion durch die Hinzugabe von Nahrmedium beendet
wurde. Nach Uberfiihrung der Zellsuspension in ein Falcon-Réhrchen erfolgte im
Anschluss die Zentrifugation. Nach Abnahme des Uberstandes wurde das verbliebene
Zellpellet erneutin 1 mlI Nahrmedium resuspendiert, ausgezahlt und in der gewiinschten

Dilution in ein neues Zellkulturgefal Gberfihrt.

3.2.2 Zellzahlung und Vitalitatstestung

Um die Zellzahl einer Kultur mit Hilfe der Neubauer-Zahlkammer zu ermitteln, wurden
die Zellen zunachst wie beschrieben trypsiniert und in Nahrmedium resuspendiert.
Danach wurden jeweils 50 pl der Zellsuspension mit 50 ul Trypanblau in einem
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Eppendorf-ReaktionsgefaR gemischt und 10 ul der Suspension in die Neubauer-
Zahlkammer Uberfihrt. Es folgte die lichtmikroskopische Auszahlung der vitalen Zellen
bei 10 x VergroBerung und die Berechnung der Zellzahl pro Volumeneinheit unter

Anwendung der folgenden Formel:

2ellzahl | Anzahl der gezdhlten Zellen 5 % 10°
ellzahl pro ml = X 2 X
zantp Anzahl der ausgezdhlten Quadrate

3.2.3 Einfrieren und Auftauen von Zellen

Um FB oder UCC dauerhaft zu lagern und zu kryokonservieren wurde zunachst das
Nahrmedium entfernt. Danach wurden die Zellen entsprechend dem in Abschnitt 3.2.1
geschilderten Vorgehen trypsiniert, pelletiert, resuspendiert, ausgezahlt und auf eine
Zellzahl von 10° Zellen pro ml verdinnt. Zur Resuspension wurde 1 ml DMSO-Lésung
verwendet, wobei die Arbeitsschritte zligig auf Eis durchgehfiihrt wurden. Die Zellen in
der DMSO-Losung wurden in Kryoréhrchen bei -80°C in Isopropanolbehdltern
kontrolliert eingefroren und anschlieBend in fllissigem Stickstoff gelagert.

Im Rahmen der Rekultivierung wurden die Réhrchen mit den kryokonservierten Zellen
in DMSO-Lésung kurzzeitig im Wasserbad erwidrmt. Es folgten die ziigige Uberfiihrung
der Zellsuspension in ein Falcon-Réhrchen mit 10 ml vorgelegtem Nahrmedium, eine
Zentrifugation und die anschlieRende Abnahme des Uberstandes. Das im Konus
verbliebene Zellpellet wurde in 1 ml Nahrmedium aufgenommen und in eine

T75-Zellkulturflasche mit 14 ml vorgelegtem Nahrmedium Gberfihrt.

3.2.4 Patientenmaterial

Die zur Herstellung des KM genutzten FB wurden aus Haut von Operationspradparaten
extrahiert, die wahrend plastisch-dasthetischer Eingriffe der Abteilung fiir Plastische
Chirurgie des Krankenhauses Kéln Merheim als Uberschissiges Gewebe anfielen.
Praoperativ erhielten die Patienten eine ausfihrliche arztliche Aufklarung und erteilten
ihr schriftliches Einverstandnis. Zu keinem Zeitpunkt wurde vom (Ublichen
standardisierten operativen Prozedere abgewichen und es wurde ausschlielich solches
Gewebematerial verwendet, welches andernfalls entsorgt worden wadre. Die
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Rahmenbedingungen fir die Probenentnahme, -verarbeitung und -lagerung sind in dem
vorliegenden Ethikantrag der kooperierenden Universitdit Witten/Herdecke
(Antragsnummer: 78/2017, positives Votum der Ethikkommission am 08.06.2017)

beschrieben und festgelegt.

3.2.4.1 Isolation und Kultivierung der Fibroblasten

Fir die lsolation der FB wurden humane Bauchdeckenpraparate verwendet. Die
Praparate wurden steril sowie geklhlt verpackt und unmittelbar zur weiteren
Verarbeitung transportiert. Die Arbeitsschritte zur Isolation der FB erfolgten spatestens
innerhalb der ersten 24 h nach Probenentnahme unter aseptischen Bedingungen.
Initial wurde die Cutis von der Subcutis mit Hilfe eines Einmalskalpells abgetrennt und
in ca. 5x5mm grolRe Stiicke zerteilt. Die prdparierten Cutis-Stiicke wurden in ein
Falcon-Réhrchen mit 25 ml vorgelegter Dispase-II-Losung Giberfiuhrt und bei 4 °Cfiir 24 h
auf einem Rollenmischer geschwenkt. Am Folgetag wurden die praparierten Cutis-
Stlicke nach Abnahme der Dispase-Losung mit DPBS gewaschen und in ein frisches
Falcon-Réhrchen mit 50 ml Kollagenase I-Lésung Gberfihrt. Im Anschluss erfolgte eine
Inkubation fiir 60 min im Zellkulturschrank. Bis zur weiteren Verwendung erfolgte die
Lagerung bei RT fir einen effizienteren Gewebeaufschluss erneut auf einem
Rollenmischer. Nach der Abnahme der verbliebenen Kollagenase-Losung folgte die
Sterilfiltration. Dazu wurde das angedaute Gewebe mit einem sterilen Stempel einer
2 ml Einmalspritze durch ein Sieb mit einer PorengréBe von 100 um, aufliegend auf
einem frischen Falcon-Rohrchen, gepresst. Abschlielend erfolgten die Spillung des
Siebes und die Fiillung des Falcon-Réhrchen mit PBS auf ein Gesamtvolumen von 50 ml.
Das Roéhrchen wurde im Anschluss fir 5 min bei 300 g zentrifugiert, so dass sich im
Konus ein sichtbares Zellpellet bilden konnte. Nach der Abnahme des Uberstandes
wurde das Pellet mit 1 ml Nahrmedium resuspendiert und in eine T75-Zellkulturflasche
mit vorgelegtem FB-Nahrmedium gegeben. Die Zellkulturflasche wurde im
Zellkulturschrank inkubiert, ein erster Wechsel des Nahrmediums wurde nach 24 h
durchgefiihrt. Ergdnzende Informationen zur Aussaat und Kultivierung der FB sind in

Tabelle 14 aufgelistet.
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Tabelle 14: Kultivierungsschema der FB.

Zellkulturgefa Zellzahl bei Aussaat Menge des Ndhrmediums Menge der Trypsin-Lésung
T75 3x10° 15 ml 5ml
T175 7 x 105 35 ml 17 ml

3.2.4.2 Gewinnung und Verarbeitung von konditioniertem Medium

Die Untersuchung der Auswirkungen parakriner Signalfaktoren der FB auf
tumorrelevante Eigenschaften der UCC erfolgte mit Hilfe von KM. Zur Gewinnung dieses
Spezialmediums wurden FB in den Passagen 3 - 8 wie in Tabelle 14 beschrieben in T175-
Zellkulturflaschen ausgesat. Die Kulturen wurden fiir 72 h und 96 h im Zellkulturschrank
inkubiert. Danach wurde das Ndhrmedium aus den Zellkulturen entnommen und
zunachst bis zur weiteren Verarbeitung bei -80°C gelagert. Zur Reduktion von
Schwankungen wurden die Nahrmedium-Proben von 6 verschiedenen Spendern gemafR
der in Abb. 7 dargestellten Vorgehensweise im Wasserbad aufgetaut, gepoolt, unter
Einsatz einer Filtrationseinheit (0,2 um PorengroRe) steril filtriert und abschlieRend
aliquotiert. Auf diese Weise wurden so insgesamt 21 unterschiedliche KM-Pools
generiert, die dann in den Versuchsansdtzen zur Behandlung der UCC eingesetzt

wurden.

s1|s2
- 72/96 h — Spenderauswahl =

Q) - T et > -
- .
4 sa|ss

A FB-Kultur (P3 - P8) ‘ B Abnahme des Nahrmediums & Pooling des Nahrmediums von 6 Spendern zu einem KM-Pool (n = 1) ‘ ‘ C Versuchsansatz mit UCC im KM ‘

Abb. 7: Produktion von KM und Einsatz in den Experimenten. A: Zur Herstellung von KM wurde Ndhrmedium
verwendet, in welchem FB-Kulturen der Passagen P3 - P8 fiir 72 h oder 96 h im Zellkulturschrank kultiviert wurden.
Die Spender-ID, Passage und Inkubationszeit wurden dokumentiert und archiviert. B: Das Nahrmedium von
insgesamt 6 unterschiedlichen Donoren wurde nach im Vorfeld festgelegten Kriterien ausgewahlt. Aspekte, die in
der Spenderauswahl beriicksichtigt wurden, waren, dass jede Passage (P3 - P8) einmalig vertreten war und eine
ausgewogene Anzahl von Proben mit einer Inkubationszeit von 72 h bzw. 96 h (jeweils 3) vorlag. Aus den
gewahlten Nahrmedien der verschiedenen Spender wurde ein KM-Pool erstellt, der dann steril filtriert wurde
(n=1). C: Der steril filtrierte KM-Pool wurde anschlieRend in den Versuchsansatzen zur Behandlung der UCC
eingesetzt. Insgesamt wurden durch Anwendung dieses Verfahrens 21 unterschiedliche KM-Pools generiert, die
jeweils eine einzigartige, individuelle Spenderkombination reprasentierten.
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3.2.5 Urothelkarzinom-Zelllinien

Die im Rahmen der Versuchsansitze dieser Arbeit untersuchten UCC (Tabelle 15)
wurden durch das Forschungslabor der Klinik fir Urologie des Universitatsklinikums

Dusseldorf zur Verfuigung gestellt.

Tabelle 15: Ubersicht relevanter Eigenschaften der untersuchten UCC.

ucc Geschlecht Staging Grading Phdnotyp Referenz

BFTC-905 weiblich pT4 G3 epithelial Tzeng et al. (1996) [143]
VMCUB-1 mannlich > pT2 G2 epithelial Williams (1980) [144]
UMUC-3 mannlich > pT2 unbekannt mesenchymal Grossmann et al. (1986) [14°]

3.2.5.1 Kultivierung und Versuchsansatz

Fir die Standardkultivierung der UCC auBerhalb der Kokultivierungsexperimente wurde
DMEM-N&ahrmedium mit GlutaMAX™-Zusatz genutzt. Wahrend der
Kokultivierungsexperimente wurde zusatzlich zu den in KM kultivierten UCC stets eine
Kontrollgruppe mitgefiihrt, deren UCC iber die gesamte Dauer des Versuchsansatzes in
Standard-Nahrmedium ohne GlutaMAX™ (kurz DMEM) inkubiert wurden. Die
Zusammensetzung der Zellkulturmedien findet sich in Tabelle 8 wieder. Das Schema zur

Aussaat der UCC fur die Experimente ist der nachfolgenden Tabelle 16 zu entnehmen.

Tabelle 16: Aussaat der UCC im Rahmen der Experimente.

Zellkulturgefa Zellzahl bei Aussaat Volumen Medium

BFTC-905 1 x 105/Well

6-Well VMCUB-1 3,5 x 104/Well 2ml
UMUC-3 3,5 x 10%/Well
BFTC-905 2,5 x 103/Well

96-Well VMCUB-1 1,5 x 103/Well 200 pl
UMUC-3 1,5 x 103/Well
BFTC-905 40000/Kammer

ibidi®-Einsatz (Migrationsanalyse) VMCUB-1 23000/Kammer 75 ul
UMUC-3 24000/Kammer

ThinCert® Zellkultur-Einsatz BFTC-905 50000/Insert 100 ul

24-Well-Inserts (Invasionsanalyse) VMCUB-1 30000/ Insert H

UMUC-3 30000/Insert
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3.2.5.2 Behandlung mit KM

Um zu untersuchen, ob die Kultivierung der UCC in KM zu einer Verdanderung des
aggressiven Phanotyps fihrt, wurden sowohl funktionelle Experimente (Proliferations-,
Resistenz-, Migrations-, Invasionsanalyse — Abschnitt 3.3) als auch molekulare
Methoden (Gen- und Proteinexpressionsanalysen, lichtmikroskopische
Phanotypisierung — Abschnitte 3.4/3.5) durchgefiihrt. Die Inkubationszeiten der UCC
mit KM fir die funktionellen und molekularen Untersuchungen sind in Tabelle 17

dargestellt.

Tabelle 17: Uberblick iiber die Behandlung der UCC mit KM fiir die einzelnen Versuchsansitze.

Experiment/Methode Behandlungsschema Inkubationszeit

Tag 1: Aussaat (96-Well-Format) in KM

Proliferationsanalyse Inkubation fiir 96 h 96 h

Tag 5: Auswertung mit
Zellviabilitatsassay

Tag 1: Aussaat (96-Well-Format) in KM
Inkubation fiir 24 h

Tag 2: Cisplatinzusatz (0 - 16 uM) 96 h
Inkubation fir 72 h
Tag 5: Auswertung mit

Cisplatin-Resistenzanalyse

Funktionelle Zellviabilitatsassay
Experimente Tag 1: Aussaat (ibidi®-Einsatze)
Migrationsanalyse Tag2: Zugabe von KM (+/-3uM 12h

Cisplatinzusatz), Inkubation &
Auswertung Gber 12 h

Tag 1: Aussaat (ThinCert® Zellkultur-
Einsatze)

UCC-spezifische Inkubationszeit:
Invasionsanalyse e  BFTC-905:24 h 20/24 h
e VMCUB-1:20h
o UMUC-3:20 h

Tag 2: Auswertung
Tag 1: Aussaat (6-Well-Format) in KM

Gen- (PCR*) und
Proteinexpressionsanalysen | Inkubation fiir 48 h

(Western  Blot, FACS*, | Tag 3: Passagieren, Aussaat in frischem
ELISA*), KM (ggf. Cisplatinzusatz (3 uM/Well))

Lichtmikroskopische Inkubation fiir 72 h
Phanotypisierung

Molekulare und
zellmorphologische
Analysen

120 h

Tag 6: Auswertung

PCR = Polymerase chain reaction, FACS = Fluorescence activated cell sorting, ELISA = Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay
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3.3 Zellbasierte Experimente

3.3.1 Viabilitatsbestimmung mit CellTiter®-Blue

Fir die Proliferations- und Resistenzanalysen wurde ein CellTiter®-Blue-Assay zur
relativen Quantifizierung der Zellzahl verwendet. Der im CellTiter®-Blue-Reagenz
enthaltene Farbstoff Resazurin wird durch vitale Zellen zu Resorufin umgesetzt. Durch
die Messung der Signalintensitdt beim Absorptionsmaximum von Resorufin
(A =573 nm) mit einem Spektralphotometer kann so auf die Zellzahl zurlickgeschlossen
werden. Zur Durchfiihrung des Assays wurde das CellTiter®-Blue-Reagenz im
Wasserbad erwarmt und mit DMEM (Verhéltnis 1:10) verdinnt. Nach der Entfernung
des Nahrmediums aus den Wells mit den UCC (96-Well-Platten) wurden diese mit 200 pl
des CellTiter®-Blue-Reagenz beflllt und fir 120 min im Zellkulturschrank in Dunkelheit
bei Standardbedingungen inkubiert. Danach wurden jeweils 100 pl der Reaktionslésung
auf eine frische 96-Well-Platte Gberfiihrt und die Signalintensitat bei A =573 nm unter

Einsatz eines Victor X3-Spektralphotometers detektiert.

3.3.2 Proliferations- und Resistenzanalyse

3.3.2.1 Proliferationsanalyse

Um den Einfluss des KM auf die Proliferation der UCC zu bestimmen, wurden UCC auf
96-Well-Platten in KM bzw. in DMEM (Kontrollgruppe) ausgesat und entsprechend dem
Behandlungsplan in Tabelle 17 fir 96h in KM kultiviert. Nach Abschluss der
Inkubationszeit wurde die relative Zellzahl beider Gruppen mit Hilfe des CellTiter®-Blue-
Assays bestimmt und verglichen. Insgesamt wurde der Effekt von 10 KM-Pools auf das

Wachstum der UCC getestet.

3.3.2.2 Uberpriifung der Nahrstoffkonstitution des KM

Zum Ausschluss eines Nahrstoffmangels durch die urspriingliche Kultivierung der FB zur
Gewinnung von KM wurde dieses mit einem erweiterten Proliferations-Experiment
Uberprift. Hierdurch sollte sichergestellt werden, dass die Effekte des KM auf die UCC

nicht durch ein reduziertes Nahrstoffangebot im Medium im Vergleich zum DMEM
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verzerrt wurden. In Abweichung zum in Abschnitt 3.3.2.1 geschilderten Ablauf der
Proliferationsanalyse wurde eine weitere UCC-Gruppe in KM ausgesat, welches zuvor
mit zusatzlichen 3 % FCS zum Ausgleich eines potenziellen Nahrstoffdefizits versetzt
wurde. Insgesamt wurden auf diesem Weg 2 KM-Pools stichprobenartig auf einen

Nahrstoffmangel hin untersucht.

3.3.2.3 Resistenzanalyse nach Anwendung des KM

Die Auswirkungen von KM auf die Cisplatinresistenz der UCC wurde untersucht, indem
die UCC auf 96-Well-Platten in KM bzw. DMEM (Kontrolle) ausgesat wurden. Nach 24 h
Inkubationszeit wurde den Zellkulturmedien Cisplatin in aufsteigenden Dosen von
0,4 uM - 16 puM hinzugefligt. Die Inkubation wurde entsprechend dem Behandlungsplan
in Tabelle 17 fortgefiihrt. AbschlieBend wurde die relative Anzahl der Uberlebenden
Zellen fir beide Gruppen unter Einsatz des CellTiter®-Blue-Assays ermittelt und

miteinander verglichen. Hierfiir wurden 9 KM-Pools analysiert.

3.3.3 Einfluss der FB auf die Migration der UCC

Um den Einfluss des KM auf die migratorischen Eigenschaften der UCC zu analysieren,
wurde ein sogenanntes wound-healing-assay durchgefiihrt. Zundachst wurden ibidi®-
Einsdatze auf den Boden einer 12-Well-Platte platziert. Daran anschliefend wurden die
UCC in DMEM in die beiden Kammern der Einsdtze ausgesat (Aussaatschema gemal}
Tabelle 16) und die Platten flr 24 h im Zellkulturschrank inkubiert. Am Folgetag wurden
die ibidi®-Einsdtze mit einer sterilen Pinzette vorsichtig entfernt und mit 1500 pl KM
bzw. DMEM (jeweils +/-3 uM Cisplatin) geflutet. Das zu Grunde liegende

Funktionsprinzip des wound-healing-assays ist in nachfolgender Abb. 8 visualisiert.
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A ibidi®-Einsatz mit B Nach Entfernung des C Dokumentation der
ausgesdten UCC ibidi®-Einsatzes Migration der UCC

Abb. 8: Funktionsprinzip des wound-healing-assays mit einem 2-Kammer ibidi®-Einsatz. A ibidi®-Einsatz mit
ausgesaten UCC: Die UCC wurden in DMEM in die beiden Kammern des auf dem Wellboden fest haftenden ibidi®-
Einsatzes ausgesat und fiir 24 h im Zellkulturschrank inkubiert. B Nach Entfernung des ibidi®-Einsatzes: Nach der
vorsichtigen Loslosung des Einsatzes wurden lichtmikroskopisch zwei einschichtige Zellrasen sichtbar, die mittig
durch ein zellfreies Areal von 500 um Breite voneinander separiert waren. C Dokumentation der Migration der
UCC: Uber einen Zeitraum von bis zu 12 h wurde die ungerichtete Migration der UCC in das zellfreie Areal
beobachtet und dokumentiert. Hierzu wurden lichtmikroskopische Aufnahmen im oberen und unteren Ende des
Spaltes in angefertigt. Je schneller das zellfreie Areal mit migrierten Zellen bedeckt war, desto héher wurde die
migratorische Kapazitat der UCC interpretiert.

Die Dokumentation der Migration der UCC erfolgte mit Hilfe eines Auflichtmikroskops
Uber einen Zeitraum von maximal 12 h, indem alle zwei Stunden lichtmikroskopische
Aufnahmen in 10-facher VergroRerung angefertigt wurden. Zwischen den Aufnahmen
wurden die Platten im Zellkulturschrank zwischengelagert. Jeder Einsatz wurde hierzu
an zwei definierten Stellen fotografiert (entsprechend 2 technischen Replikaten). Mit
Hilfe der Software Imagel und dem freehand selection Tool wurde die mit migrierten
Zellen besetzte Flache berechnet. Die technischen Replikate eines Einsatzes wurden im

Zuge der Auswertung gemittelt und so insgesamt 9 KM-Pools getestet.

3.3.4 Invasionsanalyse

Fiur die Invasionsanalysen wurden zunichst 20 pl Corning®-Matrigel-Gebrauchslésung
mit einer sterilen Pipette auf den Boden der ThinCert®-Zellkultur-Einsitze aufgetragen,
die gemaR den Herstellerangaben in die Vertiefungen einer 24-Well-Platte eingehdngt
wurden. Die Platten wurden fiir 20 min im Zellkulturschrank zwischengelagert, bis das
Matrigel eine festere Konsistenz angenommen hatte. Der Beschichtungsschritt wurde
mit weiteren 20 pl Corning®-Matrigel und einer anschlieRenden weiteren Inkubation fiir
60 min wiederholt. Danach wurden die UCC, wie in Tabelle 16 beschrieben, in Opti-
MEM® Reduced-Serum-Medium in die Einsdtze ausgesit. Der Wellboden der 24-

Wellplatte wurde mit 500 ul KM bzw. DMEM (Kontrolle) befiillt. Die Platten wurden
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erneut im Zellkulturschrank platziert und entsprechend der in Tabelle 17 aufgefiihrten
UCC-spezifischen Inkubationszeiten aufbewahrt. Die Funktionsweise dieser Methode

mit ThinCert®-Zellkultur-Einsdtzen veranschaulicht nachfolgende Abb. 9.

UCC-Aussaat 20-24h

TOwO @ ©® @

A ThinCert®-Zellkultur- B Aussaat der UCC in Opti-MEM® C Dokumentation der
Einsatz mit Matrigel Reduced-Serum-Medium invasiven Zellen

Abb. 9: Funktionsprinzip der Invasionsanalyse mittels ThinCert®-zellkultur-Einsatz. A ThinCert®-zellkultur-
Einsatz mit Matrigel: Der Boden des Einsatzes wird mit Matrigel beschichtet und in eine 24-Well-Platte
eingehangen. Das Matrigel simuliert eine Basalmembran-Matrix, die in ihrer Zusammensetzung der ECM
nachempfunden ist. B Aussaat der UCC in Opti-MEM® Reduced-Serum-Medium: Eine Zellsuspension aus UCC in
Opti-MEM® Reduced-Serum-Medium wird in die Einsitze auf die Matrigelschicht pipettiert und der Wellboden
mit KM bzw. DMEM gefiillt. C Dokumentation der invasiven Zellen: Sofern das Medium im Wellboden tber einen
anderen Gehalt an Nahrstoffen und chemotaktisch wirksamen Signalmolekiile enthalt, die die invasiven
Eigenschaften der UCC beeinflussen, wandern diese durch die Matrigelschicht auf die AuRenseite des Einsatzes.
Die invadierten Zellen auf der MembranauBenseite wurden abschliefend durch eine Kristallviolettfarbung
visualisiert und lichtmikroskopisch dokumentiert. Je groRer das chemotaktische Potenzial des Mediums im
Wellboden ist, desto mehr invasive UCC gelangen auf die Membranunterseite.

Nach Abschluss der Inkubationszeit wurden die ThinCert®-Zellkultur-Einsitze mit den
UCC aus den Vertiefungen der 24-Well-Platten herausgehoben. Die Innenseiten der
Kammern wurden mit einem Wattestdabchen gereinigt und mit PBS gewaschen. Durch
Uberfiihrung der Einsitze in eiskaltes Methanol (10 min) wurden die adhirenten,
invadierten Zellen auf der Membranaullenseite fixiert. Zur anschlieRenden Farbung
wurden die Einsatze fur 25 min in Kristallviolett-Fertiglésung bei RT in Dunkelheit
inkubiert. Danach wurden die Farbriickstinde in den Kammern mit Leitungswasser
entfernt, fir 20 min getrocknet und die Bodenmembran mit einem Skalpell
herausgetrennt. Die Bodenmembranen mit den fixierten und gefarbten UCC wurden in
Xylol getrankt und mit Hilfe von DePeX und Deckgldasern auf einem Objekttrager fixiert.
Die Membranen wurden an 6 reprasentativen Stellen lichtmikroskopisch in 10-facher
VergrofRerung fotografiert. Die Auswertung der Bilder erfolgte mit der Software Image)
(n=9). Im Unterschied zu den weiteren Zell-basierten Experimenten erfolgte fir die

Invasionsanalyse fiir BFTC-905 zusatzlich eine Vorkonditionierung mit langerer KM-
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Kontaktzeit im Vorfeld (Behandlungsplan im Rahmen molekularer Analysen siehe

Tabelle 17).

3.4 Molekulare Analysen

3.4.1 Genexpressionsanalysen (QRT-PCR)

3.4.1.1 RNA-Extraktion, reverse Transkription und cDNA-Synthese

Zur Durchfihrung der Genexpressionsanalysen wurden die UCC auf 6-Well-Platten
ausgesat (Tabelle 16) und gemall dem Behandlungskonzept in Tabelle 17
vorkonditioniert. Dabei wurde ein Teil der UCC in KM bzw. DMEM mit Cisplatin
behandelt, um neben den Auswirkungen der Signalmediatoren im KM auch die Effekte
des Chemotherapeutikums zu analysieren. An die Vorkonditionierung der Zellen
schlossen sich die RNA-Extraktion sowie der DNase-Verdau an. Zur Qualitatssicherung
wurden die Proben anschlieBend unter Einsatz eines NanoDrop™2000 auf eine
A260/280-Ratio zwischen 1,9 und 2,1 hin spektralphotometrisch (berprift.
AbschlieBend folgte die reverse Transkription der aufgereinigten RNA in cDNA (engl.
complementary DNA). Fir die genannten Schritte wurden verschiedene Kits der Firma
Qiagen unter Befolgung des Herstellerprotokolls verwendet. Diese kdnnen Tabelle 18

entnommen werden.

Tabelle 18: Ubersicht der eingesetzten Kits zur RNA-Extraktion, -Aufbereitung und -Umschreibung.

Kit Verwendungszweck weitere Angaben Probenlagerung
RNeasy Mini Kits® Extraktion der RNA der Zelllyse: 350ul RLT-Puffer (1% -80°C
vorkonditionierten UCC B-Mercaptoethanol)/
RNA-Verdiinnung: 60 pl RNase-freies
Wasser

RNase free DNase®  Aufreinigung, Entfernung Inkubationszeit Thermoblock: 30 min
von DNA-Rickstanden

QuantiTect Reverse Umschreiben der Verwendete RNA-Menge: 1 ug/Probe -20°C
Transcription Kit® extrahierten ~ RNA  in  AbschlieBende Verdiinnung cDNA:
komplementdre DNA 1:20 mit RNase-freiem Wasser

3.4.1.2 Quantitative real-time Polymerase-Kettenreaktion (qRT-PCR)
Die cDNA-Proben (Abschnitt3.4.1.1) wurden mit der quantitativen Polymerase-
Kettenreaktion amplifiziert und analysiert. Dazu wurde der PowerUp™ SYBR® Green
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Master Mix entsprechend den Angaben des Herstellers verwendet. Die
Zusammensetzung des Reaktionsvolumens fiir eine einzelne cDNA-Probe ist zur

besseren Ubersicht in Tabelle 19 aufgelistet.

Tabelle 19: Zusammensetzung des Master Mix fiir die qRT-PCR-Analysen. Vor ihrer Verwendung wurden die
Oligonukleotidprimer mit RNase-freiem Wasser im Verhaltnis 1:10 verdinnt.

Komponente Volumen Funktion
Durch die Analyse der cDNA mit Hilfe der qRT-PCR kann auf
cDNA-Probe (1:20) 2ul das Genexpressionsmuster der vorkonditionierten UCC

riickgeschlossen werden.

Der PowerUp™ SYBR® Green Master Mix enthilt u. a. die
DNA-Polymerase und den SYBR® Green-Farbstoff. Die
Polymerase synthetisiert die komplementdren DNA-

™ ®

E/(I)a\\’\slteerrul\rjlix SYBR™ Green woul Strange an die Amplicons der cDNA-Probe. An die
entstehenden doppelstriangigen DNA-Amplifikate bindet
der SYBR® Green-Farbstoff, wodurch ein Fluoreszenzsignal
entsteht.

Primer Forward (10 pmol/ul) 0,5ul Die Primer werden von der DNA-Polymerase als Start- und

Primer Reverse (10 pmol/pl) 0,5 ul Endpunkt bendtigt, um das gesuchte Gen zu amplifizieren.

RNase freies Wasser 7u Vervollstandigung des Reaktionsvolumens.

Die Detektion und Auswertung der Amplifikation erfolgte mit dem StepOne™ Real-Time
PCR-System im Fast-Cycling-Modus (40 Zyklen + Schmelzkurvenanalyse). Die
Einstellungen der Primer-spezifischen Annealing-Temperaturen sind Tabelle 5 zu
entnehmen. Zur relativen Quantifizierung der einzelnen Amplifikate wurde jeweils eine
Standardreihe mit drei Verdiinnungsstufen (1:10, 1:100, 1:1000) mit analysiert. Eine

Negativkontrolle ohne cDNA diente der Qualitatssicherung.

3.4.2 Proteinexpressionsanalysen (Western Blot, ELISA, FACS)

Auch fir die Untersuchung der Expression ausgewahlter Proteine (Western Blot, ELISA,
FACS) wurden UCC auf 6-Well-Platten ausgesat (Tabelle 16), mit KM vorkonditioniert
(Tabelle 17) und mit UCC in DMEM (Kontrolle) verglichen.

3.4.2.1 Proteinextraktion und -bestimmung
Zu Beginn der Proteinextraktion wurden die UCC trypsiniert (Abschnitt 3.2.1). Es folgten

ein Zentrifugationsschritt (300 g, 5 min, RT) und die Aufnahme des Zellpellets in 30 pl
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eisgeklhltem RIPA-Puffer (engl. Radioimmunoprecipitation assay buffer). Die chemische
Lyse der Zellen mittels des RIPA-Puffers wurde zusatzlich mechanisch mit Hilfe eines
UP 50H Ultraschallprozessors (10 Impulse, 80 % Amplitude, 500 ms Cycle) unterstitzt.
Nach einem weiteren Zentrifugationsschritt (15000 g, 5 min, 4°C) wurde die obere
flissige, proteinhaltige Phase abgenommen und in ein neues Rohrchen UGberfihrt. Die
Zellreste der festen Phase im Konus wurden verworfen. Es folgte die Verdiinnung des
Proteinlysats mit PBS im Verhdltnis 1:6. Fir die anschlieBende Quantifizierung der
Proteinmenge der einzelnen Proben wurde das Pierce™ BCA Protein Assay Kit gemafR
den Vorgaben des Herstellers verwendet, wobei das ,,Microplate Procedure”-Protokoll
mit einem eingesetzten Proben- bzw. Standardvolumen (BSA-Standardreihe im Kit
enthalten) von 10 pl befolgt wurde. Wie im Protokoll beschrieben, erfolgte abschlieBend
die spektralphotometrische Messung der Signalintensitdt bei A= 562 nm und die

Einordnung der Blindwert-korrigierten Messwerte auf einer Standardgeraden.

3.4.2.2 Western Blot-Analyse der UCC nach Inkubation in KM

Im Anschluss an die Proteinbestimmung wurden die Proben fir die Western Blot-
Analysen vorbereitet. Die eingesetzte Proteinmenge richtete sich nach dem
verwendeten Primarantikorper (Tabelle 20). Einleitend erfolgte die Zugabe von 4 ul
Laemmli-Pufferlésung zum Proteinlysat. Das Reaktionsgemisch wurde mit A dest. auf
ein Gesamtvolumen von 14 pl gebracht. Es folgten ein Zentrifugations- (13 800 g, 2 min)
und Inkubationsschritt der Proben (95 °C, 5 min). Danach wurde die Gelelektrophorese-
Kammer mit dem ausgewidhlten Mini-PROTEAN®-Gel (Tabelle 20) beladen und mit
Laufpuffer geflutet. Der Kamm wurde aus dem Trenngel entfernt. Die Probentaschen
des Trenngels wurden jeweils mit 12 ul einer Probe beladen. Zusatzlich wurde der
Molekulargewichtsmarker aus dem ROTI® Mark WESTERN-Set nach Herstellerangaben
aufgetragen. An die Ladung des Gels schloss sich die Auftrennung der Proteine bei
Spannungen zwischen 80 V und 100 V Uber einen Zeitraum von 1 h an.

Fir den Proteintransfer wurde das Trenngel auf eine Polyvinylidendifluorid (PVDF)
Blotting-Membran der Fa. Invitrogen™ gelegt und im Blotting-Puffer (3 min) inkubiert.
Der Transfer erfolgte im Novex® Semi-Dry Blotter (25V, 2,5 A, 20 min), im Anschluss

wurde die Blotting-Membran mit TBS gewaschen und zur Reduktion unspezifischer
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Antikorperbindungen in 10 ml TBS 5 % FCS inkubiert (RT, 1 h). Nachfolgend wurde die
Blotting-Membran mit 5ml der verdiinnten Primarantikorper-Lésung (Tabelle 20)
benetzt, auf einem Rollenmischer deponiert und tGber Nacht inkubiert (4 °C, 16 h). Nach
mehrmaligem Waschen mit 10 ml TBS-T-Waschpuffer wurden die Primarantikérper-
Protein-Komplexe auf der Blotting-Membran durch die Zugabe von 4 ml
Sekundarantikérper-Losung und einen weiteren Inkubationsschritt in Dunkelheit (RT,
1 h) gebunden. AbschlieBend wurde die Membran zur Detektion der Proteinbanden mit
3 ml der Pierce™ ECL-Western Blotting-Losung getrankt und in die Fotokammer des
BioRad ChemiDoct™ MP Imaging Systems transferiert. Die semiquantitative
Auswertung der Bandenintensitdit mitsamt der Normierung auf das Totalprotein

erfolgte mit Imagelab.

Tabelle 20: Ubersicht {iber die in den Western Blot-Analysen genutzten Priméarantikdrpern (Verdiinnung), die
eingesetzten Proteinmengen und das verwendete Polyacrylamid-Gel.

Antikorper (Verdiinnung) Eingesetzte Proteinmenge Polyacrylamid-Gel Katalognummer
a-SMA (1:4000) 10 pg 4-15% ab7817

CXCR4 (1:1000) 20 pg 7,5% PA5-19856
E-Cadherin (1:1000) 20 pg 7,5% ab15148
SMAD4 (1:2000) 10 pg 4-15% sc-7966
Vimentin (1:1000) 20 pg 4-15% MAS5-14564

3.4.2.3 Serpin E1/PAI-1-ELISA

Das Human Serpin E1/PAI-1 Quantikine® ELISA (engl. enzyme-linked immunosorbent
assay) Kit diente zur semiquantitativen PAI-1-Analyse in den KM- bzw. DMEM-
Uberstinden (Kontrolle), die zum Abschluss der Vorkonditionierung der UCC
(Tabelle 17) anfielen. Dazu wurden die Uberstidnde aus den UCC-Kulturen an Tag 6 des
Behandlungsplans (Tabelle 17) entnommen und mit dem Reagent Diluent des Kits
verdinnt (500 ul Probe, 1:3). Die weitere Durchfiihrung erfolgte anhand des
Herstellerprotokolls. AbschlieBend wurde die Signalintensitat beim
Absorptionsmaximums des im Kit verwendeten Fluorophor Streptavidin-Horseradish-
Peroxidase (A =450nm) mit einem Victor X3-Spektralphotometer detektiert. Ein
Blindwert wurde mitgefiihrt. Die Blindwert-korrigierten Messwerte wurden Uber eine

Standardgerade quantifiziert.
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3.4.2.4 Analyse der Antigenexpression mittels Fluorescence Activated Cell Scanning
(FACS)
Die adhadrenten vorkonditionierten UCC wurden zu Beginn der FACS-Analysen abgel6st
(Abschnitt 3.2.1). Im Anschluss wurde die Zellsuspension in eisgekiihlte FACS-R6hrchen
Uberfuhrt. Die Suspensionen wurden zentrifugiert (300 g, 5 min, 4 °C) und das im Konus
befindliche Zellpellet mit 50 pl FCS resuspendiert und fir 30 min inkubiert. Nach
Hinzugabe des Antikorpers schloss sich ein Inkubationsschritt in Dunkelheit an (30 min,
auf Eis). Die verwendeten Volumina sowie relevante Eigenschaften der eingesetzten
Antikorper sind in Tabelle 21 aufgelistet. Nach Abschluss der Inkubation wurden die UCC
mit Cellwash-L6sung gewaschen und abschliefend in 200 ul resuspendiert. Bei primar-
gekoppelten Antikorpern erfolgte direkt die Messung der Signalintensitat beim
Absorptionsmaximum des konjugierten Fluorophors (Tabelle 21) mit Hilfe des BD®
FACSVia™-Durchflusszytometers (Analyse von 2 x 10%Zellen/Probe) Fiur den
unkonjugierten CXCR4-Antikorper schlossen sich weitere Arbeitsschritte an, in deren
Rahmen 1 pl des APC-Fluorophors hinzugefiigt, die Zellen anschlieBRend erneut
abgedunkelt inkubiert (30 min, auf Eis), gewaschen und in Cellwash-Lésung
aufgenommen wurden. Erst hiernach wurde mit der durchflusszytometrischen Analyse
wie bereits beschrieben fortgefahren. Die gemessenen Werte wurden im Rahmen der

Auswertung auf eine mitgefiihrte Negativkontrolle ohne Farbung normiert.

Tabelle 21: Uberblick iiber die eingesetzten Antikdrper in den FACS-Analysen.

Antikorper Fluorophor Absoprtionsmaximum
Primér-gekoppelte CD44 (2 ug/50 pl) Allophycocyanin 650 nm
Antikdrper PD-L1 (2,5 pg/50 ul) Fluoresceinisothiocyanat 490 nm

PD-L2 (20 pg/50 ul) R-Phycoerythrin 565 nm
Sekundar-gekoppelte CXCR4 (2 pg/50 ul) Allophycocyanin (1 ul) 650 nm

Antikorper

3.5 Lichtmikroskopische Phanotypisierung

Ergdnzend zu den Gen- und Proteinexpressionsanalysen wurde die Zellmorphologie
lichtmikroskopisch dokumentiert. Hierfliir wurden die UCC wie in Tabelle 16 angegeben
auf 6-Well-Platten ausgesat und mit KM vorkonditioniert (Tabelle 17). Zu Beginn und

42



Abschluss der Behandlung erfolgte die Aufnahme lichtmikroskopischer Bilder der UCC
in KM bzw. DMEM (Kontrolle) in 10-facher VergroRerung.

3.6 Statistik

Sowohl die Auswertung, grafische Aufbereitung und Uberpriiffung der
Versuchsergebnisse auf statistische Signifikanz erfolgten mit der Software GraphPad®
Prism (9. Version). Unter Durchfiihrung eines Shapiro-Wilk-Tests wurden die Datenséatze
auf eine Normalverteilung geprift. Um den Unterschied zweier Gruppen auf statistische
Signifikanz zu testen, wurde der gepaarte studentische t-Test (engl. paired student’s t-
test) durchgefiihrt. Bei mehr als zwei Gruppen fand die zweifaktorielle Varianzanalyse
(engl. two-way analysis of variance, two-way ANOVA) Anwendung. Bei einer
angenommenen a-Fehlerwahrscheinlichkeit von <5 % wurden Ergebnisse mit einem p-
Wert <0,05 als statistisch signifikant gewertet und entsprechend gekennzeichnet (*).
Als Effektmall wurde fir jedes signifikante Ergebnis das zugehorige 95 %-
Konfidenzintervall (KI) angegeben. Ergebnisse mit einem p-Wert von <0,01 (**) und
<0,001 (***) sowie nicht signifikante Ergebnisse (ns) wurden gesondert markiert. Fiir
jeden Versuchsansatz wurde die Anzahl der jeweils untersuchten KM-Pools

(Abschnitt 3.2.4.2) mit ,,n“ sowie der technischen Replikate mit ,tR“ vermerkt.
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4 Ergebnisse

4.1 Uberpriifung der Nihrstoffkonstitution des KM

Wie in Abschnitt 3.3.2.1 beschrieben war eine grundsatzliche Uberlegung, ob das KM
durch die vorherige Nutzung im Rahmen der Kultivierung der FB noch genug Nahrstoffe
enthielt, um die Proliferation der UCC zu gewahrleisten (Abb. 7). Entsprechend ergab
sich hieraus die Notwendigkeit, das KM vor Beginn der Versuchsansitze
stichprobenartig auf einen moglichen Nahrstoffmangel hin zu Uberprifen. Dafir
wurden UCC jeweils in KM ausgesat, wobei einem KM-Pool zusatzlich 3 % FCS zugesetzt
wurde. Nach Beendigung der Inkubationszeit wurde die relative Zellzahl der Kulturen
analysiert. Verglichen wurden die Messwerte mit UCC, die in KM ohne additiven FCS-
Zusatz kultiviert wurden. Ein die Viabilitat der Zellen einschrankender Nahrstoffmangel
sollte hierdurch demaskiert werden.

Abb. 10 veranschaulicht, dass aus dem Zusatz von 3 % FCS zum KM keine signifikante

Anderung der Viabilitat und somit Proliferation von BFTC-905 resultierte.

BFTC-905 B KM Bl KM +3 % FCS

ns

-

150j
100+

50

Relative Viabilitat (%)

0
KM KM + FCS

Abb. 10: Uberpriifung des KM auf einen Nahrstoffmangel fiir die Inkubation von BFTC-905. Die Erginzung des
KM um zusitzliche 3 % FCS fiihrte zu keiner signifikanten Anderung der Zellviabilitat fiir BFTC-905 (Mittelwert + SD
normalisiert auf die KM-Gruppe (n = 2, tR = 6)).

Gleiches galt fir VMCUB-1, welche nach der Zugabe von 3 % FCS zum KM ebenfalls keine

signifikante Anderung der proliferativen Kapazitat aufwies (Abb. 11).
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Abb. 11: Uberpriifung des KM auf einen Nihrstoffmangel fiir die Inkubation von VMCUB-1. Die Erginzung des
KM um zusitzliche 3 % FCS fiihrte zu keiner signifikanten Anderung der Zellviabilitat fir VMCUB-1 (Mittelwert + SD
normalisiert auf die KM-Gruppe (n = 2, tR = 6)).

Fir UMUC-3 konnte nach Abschluss der Inkubationszeit ebenso kein relevanter

Unterschied in der Viabilitat der untersuchten Gruppen detektiert werden (Abb. 12).
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Abb. 12: Uberpriifung des KM auf einen Nihrstoffmangel fiir die Inkubation von UMUC-3. Die Erginzung des KM
um zusitzliche 3 % FCS filhrte zu keiner signifikanten Anderung der Zellviabilitat fir UMUC-3 (Mittelwert + SD
normalisiert auf die KM-Gruppe (n = 2, tR = 6)).

Zusammengefasst flihrte der Zusatz von 3 % FCS zum KM fiir keine der untersuchten

UCC zu einer relevanten Anderung der Viabilitat.

4.2 Einfluss von KM auf den aggressiven Phanotyp von UCC

4.2.1 Effekte auf die Proliferation

Es wurde der Einfluss des KM auf die proliferative Kapazitat der UCC untersucht. Nach
der Inkubation der UCC mit KM wurde dazu die relative Zellzahl in der Kultur bestimmt
und mit einer DMEM-Kontrolle verglichen.

Abb. 13 zeigt, dass die Proliferation von BFTC-905 nach der Kultivierung im KM im
Vergleich zur DMEM-Kontrolle signifikant gesteigert war (p < 0,001, KI 19,6 - 48,7).
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Abb. 13: Proliferation von BFTC-905 nach der Inkubation mit KM. Die Kultivierung von BFTC-905 in KM flihrte zu
einer relevanten Zunahme der Zellviabilitdt im Vergleich zur DMEM-Kontrolle (Mittelwert + SD normalisiert auf
die DMEM-Kontrolle (n = 10, tR = 4)).

VMCUB-1 wies nach der Inkubation mit KM (Abb. 14) ebenfalls eine hohere proliferative
Kapazitat der Zellen auf (p 0,01, KI 10,2 - 32,6).
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Abb. 14: Proliferation von VMCUB-1 nach der Inkubation mit KM. Die Kultivierung von VMCUB-1 in KM fiihrte zu
einer relevanten Zunahme der Viabilitdt und somit der Zellzahl im Vergleich zur DMEM-Kontrolle (Mittelwert + SD
normalisiert auf die DMEM-Kontrolle (n =9, tR = 4)).

Im Vergleich zu den lbrigen UCC zeigte sich nach der Kultivierung von UMUC-3 im KM
lediglich eine tendenzielle, statistisch jedoch nicht signifikante Erhéhung der Viabilitat

(Abb. 15).
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Abb. 15: Proliferation von UMUC-3 nach Inkubation mit KM. Die Kultivierung von UMUC-3 im KM fiihrte zu keiner
signifikanten Anderung der Zellviabilitit (Mittelwert + SD normalisiert auf die DMEM-Kontrolle (n = 10, tR = 4)).
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4.2.2 Auswirkungen der FB auf die Apoptose der UCC

Es wurde die Veranderung der Expression der antiapoptotischen Regulatorproteine
Bcl-XL, Survivin und Bcl-2 in den UCC analysiert, nachdem diese mit dem KM der FB
inkubiert worden sind und jeweils mit einer in DMEM-kultivierten Kontrolle verglichen.
Zusatzlich wurde in diesem Zusammenhang auch der Einfluss einer Cisplatinbehandlung
im jeweiligen Kulturmedium eruiert. Eine erhdhte Expression der genannten Proteine
inhibiert die Apoptoseinduktion in Tumorzellen (Abschnitt 1.2.2), was zu einer weiteren
Akkumulation von genetischen Mutationen und Proliferation fihren kann [6% 2],
Umgekehrt wirkt sich ein reduziertes Expressionsniveau potenziell proapoptotisch auf
die Zellen aus [®% ©2].

Abb. 16 verdeutlicht, dass die Kultivierung von BFTC-905 in KM die Expression von Bcl-XL
(A) und Survivin (B) im Vergleich zur DMEM-Kontrolle nicht signifikant beeinflusste,
wohingegen das Bcl-2-Expressionsniveau (C) signifikant reduziert war (p < 0,001, C: Kl
(KM): 0,02 -0,06). Auch die Zugabe von Cisplatin (CP) bewirkte, unabhangig vom
verwendeten Kulturmedium, eine relevante Expressionsabnahme des antiapoptotisch
wirkenden Bcl-2 (p 0,001, C: KI (DMEM + CP): 0,1 - 0,16, KI (KM + CP): 0,1 - 0,14).
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Abb. 16: Auswirkungen von KM und Cisplatin auf die mRNA-Expression von Bcl-XL (A), Survivin (B) und Bcl-2 fiir
BFTC-905. Die Kultivierung von BFTC-905 in KM sowie die Behandlung mit Cisplatin reduzierte insbesondere die
Bcl-2-Expression (C) der Zellen signifikant (Mittelwert + SD normalisiert auf die DMEM-Kontrolle (A/B/C: n=3,
tR = 3)).
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Die Kultivierung von VMCUB-1 (Abb. 17) in KM bewirkte eine signifikante Zunahme von
Bcl-XL- (A) und einer tendenziellen Erhéhung der Bcl-2-Expression (B) (p < 0,001, A: Kl
(KM): -0,7 - -0,02). Ahnlich wie fiir BFTC-905 induzierte die Behandlung von VMCUB-1
mit Cisplatin eine relevante Reduktion des Bcl-XL-Expressionsniveaus in DMEM sowie im

KM (p £0,01 bzw. p £0,05, A: KI (DMEM + CP): 0,14 - 0,94, KI (KM + CP): 0,05 - 0,7).
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Abb. 17: Auswirkungen von KM und Cisplatin auf die mRNA-Expression von Bcl-XL (A), Survivin (B) und Bcl-2 fiir
VMCUB-1. Die Kultivierung von VMCUB-1 in KM steigerte die Expression von Bcl-XL (A) signifikant und von Bcl-2
(C) tendenziell. Die Behandlung der Zellen mit Cisplatin reduzierte umgekehrt hierzu die Expression von Bcl-XL (A)
relevant (Mittelwert + SD normalisiert auf die DMEM-Kontrolle (A/B/C: n =3, tR = 3)).

Auch auf UMUC-3 (Abb. 18) wirkte sich die Inkubation mit KM aus, indem die Zellen
relevant mehr Bcl-2 (C) exprimierten (p <0,001, C: KI (KM): -1,17--0,53). Die
Behandlung von UMUC-3 mit Cisplatin zeigte in Kongruenz zu den Gbrigen untersuchten
UCC ebenfalls einen Effekt, der sich in einer Abnahme des Expressionsniveaus der
untersuchten antiapoptotischen Proteine widerspiegelte (A: p <0,01, KI (DMEM + CP):
0,49-0,99, KI (KM +CP): 0,23-0,64; B: p<0,05 KI (DMEM +CP): 0,05-0,5; C:
p £0,001, KI (DMEM + CP): 0,46 - 1,23, KI (KM + CP): 0,19 - 0,82). Auch fir UMUC-3
stellte sich der beobachtete Effekt von Cisplatin unabhdngig vom eingesetzten

Kulturmedium dar.
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Abb. 18: Auswirkungen von KM und Cisplatin auf die mRNA-Expression von Bcl-XL (A), Survivin (B) und Bcl-2 fiir
UMUC-3. Die Kultivierung von UMUC-3 in KM erhohte die Bcl-2-Expression (C) signifikant. Die Behandlung der
Zellen mit Cisplatin senkte insbesondere das Expressionsniveau von Bcl-XL (A) und Bcl-2 (C) unabhéngig vom
eingesetzten Kulturmedium (Mittelwert + SD normalisiert auf die DMEM-Kontrolle (A/B/C: n = 3, tR = 3)).
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4.2.3 Modulation der Cisplatinresistenz durch das KM

Eine relevante Eigenschaft des aggressiven Phdanotyps von UCC stellt die
Cisplatinresistenz dar, insbesondere da Cisplatin eine Hauptsaule der antitumoralen
Therapie des MIUC der Harnblase reprasentiert [ ®1]. Zur Evaluation eines Einflusses
von KM und ob Signalmediatoren im KM maoglicherweise Resistenzeigenschaften
vermitteln kénnen, wurden UCC in KM kultiviert und mit aufsteigenden Cisplatindosen
von 0,4 uM bis 16 uM versetzt. Nach Ende der Inkubation erfolgte die Bestimmung der
relativen Anzahl Gberlebender Zellen fiir die einzelnen Konzentrationen im Vergleich mit
einer DMEM-Kontrolle.

In Gegenuberstellung zur DMEM-Kontrolle war die Viabilitdt von BFTC-905-Zellen bei
Cisplatinkonzentrationen von 0,4 - 2 uM im KM signifikant erhéht (Abb. 19) (p < 0,001,
KI (0,4 uM): 14,0 — 29,5, KI (1 uM): 9,2 — 22,3, KI (2 pM): 6,1 — 13,7).
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Abb. 19: Einfluss von KM auf die Cisplatinresistenz von BFTC-905. Die Inkubation von BFTC-905 mit KM fiihrte zu
einer erhohten Viabilitatim Vergleich zur DMEM-Kontrolle im Konzentrationsbereich zwischen 0,4 - 2 uM Cisplatin
(Mittelwert £ SD normalisiert auf eine Proliferations-Kontrolle desselben Ndhrmediums ohne Cisplatinzusatz
(nicht abgebildet, n = 10, tR = 3)).

Auch fir VMCUB-1 (Abb. 20) konnte im KM eine gesteigerte Anzahl vitaler Zellen im
Bereich zwischen 0,4 und 1 uM Cisplatin nachgewiesen werden (p < 0,001, KI (0,4 uM):
9,1-21,7,Kl (1 uM): 7,3 -18,4).
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Abb. 20: Einfluss von KM auf die Cisplatinresistenz von VMCUB-1. Die Inkubation von VMCUB-1 mit KM fiihrte zu
einer erhohten Viabilitdt der Zellen im Vergleich zur DMEM-Kontrolle fiir die Konzentrationen von 0,4 uM und
1 uM Cisplatin (Mittelwert £ SD normalisiert auf eine Proliferations-Kontrolle desselben Ndahrmediums ohne
Cisplatinzusatz (nicht abgebildet, n = 10, tR = 3)).

Abb. 21 demonstriert, dass die Inkubation von UMUC-3 mit KM ebenfalls mit einer
erhohten Zellviabilitdat im Konzentrationsbereich von 0,4 - 2 uM einherging (p < 0,001

bzw. p < 0,01, KI (0,4 uM): 8,8 - 22,3, KI (1 uM): 10,3 - 23,0, KI (2 uM): 8,9 - 24,2).
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Abb. 21: Einfluss von KM auf die Cisplatinresistenz von UMUC-3. Die Inkubation von UMUC-3 mit KM fiihrte zu
einer erhohten Viabilitdt der Zellen im Vergleich zur DMEM-Kontrolle im Konzentrationsbereich zwischen
0,4 - 2 uM Cisplatin (Mittelwert + SD normalisiert auf eine Proliferations-Kontrolle desselben Nahrmediums ohne
Cisplatinzusatz (nicht abgebildet, n = 10, tR = 3)).

4.2.4 Einfluss auf den Stammzellcharakter der UCC

Fir epitheliale UCC gilt das Filamentprotein CK14 als aussagekraftiger Marker des
besonders  aggressiven  CSC-Phanotyps, der u.a. mit einer erhdhten
Chemotherapieresistenz der Zellen assoziiert ist[”°] (Abschnitt 1.2.3). Fir die
epithelialen UCC BFTC-905 und VMCUB-1 wurde daher im direkten Anschluss an die
Inkubation der Zellen mit KM die CK14-Expression ermittelt. Zusatzlich wurde auch der

Einfluss von Cisplatin betrachtet. Da CK14 von mesenchymalen UCC nicht exprimiert
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wird, wurde auf die Untersuchung der mesenchymalen UCC UMUC-3 in diesem
Versuchsansatz verzichtet [7°].

Abb. 22 |3sst sich entnehmen, dass die Inkubation von BFTC-905 in KM zu keiner
relevanten Anderung des CK14-Expressionsniveaus fiihrte. Nach der Behandlung von
BFTC-905 mit Cisplatin hingegen exprimierten die Zellen sowohl in DMEM als auch in
KM signifikant mehr CK14 im Vergleich zur DMEM-Kontrolle ohne Cisplatin (p < 0,001
bzw. p £0,01, KI (DMEM + CP): -14,1 - -5,9, KI (KM + CP): -11,5 - -1,5).
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Abb. 22: Effekte der FB (KM) und Cisplatin auf die mRNA-Expression von CK14 fiir BFTC-905. Nach der
Behandlung von BFTC-905 mit Cisplatin exprimierten die Zellen sowohl in DMEM als auch in KM signifikant mehr
CK14 (Mittelwert + SD normalisiert auf die DMEM-Kontrolle (n = 3, tR = 3)).

Die l6slichen Signalstoffe im KM bewirkten eine tendenzielle Zunahme der CK14-
Expression von VMCUB-1 (Abb. 23). Ahnlich wie fiir BFTC-905 steigerte die Zugabe von
Cisplatin im KM der FB signifikant das Expressionsniveau von CK14 (p<0,01, Kl
(KM + CP): -5,8 - -2,0).
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Abb. 23: Effekte von KM und Cisplatin auf die mRNA-Expression von CK14 fiir VMCUB-1. Insbesondere die
Behandlung von VMCUB-1 mit Cisplatin resultierte in einer tendenziellen (DMEM) bzw. signifikanten Steigerung
(KM) der CK14-Expression der Zellen (Mittelwert £ SD normalisiert auf die DMEM-Kontrolle (n = 3, tR = 3)).

Zusammengefasst induzierte insbesondere die Behandlung der VMCUB-1 mit Cisplatin
eine Zunahme der CK14-Expression, welche zusatzlich in der Tendenz durch KM der FB

verstarkt wurde.
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4.2.5 Effekte des KM auf den Immunphadnotyp

Durch eine erhohte Expression der Proteine PD-L1 und PD-L2 auf der Zelloberflache
inhibieren UCC die antitumorale T-Zellaktivitdt und entziehen sich dadurch der
kérpereigenen Immunabwehr [*#¢]. Zur Untersuchung des Einflusses von KM auf den
Immunphanotyp der UCC wurde die PD-L1- und PD-L2-Expression nach Kultivierung in
KM bzw. DMEM (Kontrolle) bestimmt.

Abb. 24 veranschaulicht, dass BFTC-905 im Vergleich zur DMEM-Kontrolle nach der
Inkubation mit KM signifikant mehr PD-L1 (A) und PD-L2 (B) exprimierten (p < 0,01, Kl
(PD-L1): 0,8 - 2,3, KI (PD-L2): 0,9 - 2,8).
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Abb. 24: Effekte von KM auf die Proteinexpression von PD-L1 (A) und PD-L2 (B) fiir BFTC-905. BFTC-905
exprimierten nach der Kultivierung im KM signifikant mehr PD-L1 (A) und PD-L2 (B) (Mittelwert + SD normalisiert
auf die DMEM-Kontrolle (A/B: n =9, tR = 3)).
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Fir VMCUB-1 (Abb.25, A/B) zeigten sich durch die Inkubation mit KM keine

signifikanten Anderungen des Expressionsniveaus von PD-L1- und PD-L2.
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Abb. 25: Effekte von KM auf die Proteinexpression von PD-L1 (A) und PD-L2 (B) fiir VMCUB-1. VMCUB-1 wies
nach der Kultivierung im KM keine relevante Anderung der PD-L1- (A) und PD-L2-Expression (B) auf
(Mittelwert £ SD normalisiert auf die DMEM-Kontrolle (A/B: n =9, tR = 3)).

Komplettiert wurden die Ergebnisse zum immunologischen Phdnotyp der UCC durch die

Ergebnisse flir UMUC-3. Abb. 26 verdeutlicht, dass das PD-L1-Expressionsniveau von
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UMUC-3 im KM tendenziell erniedrigt war, wohingegen die PD-L2-Expression
weitgehend unbeeinflusst blieb (Abb. 26).
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Abb. 26: Effekte des FB-KM auf die Proteinexpression von PD-L1 (A) und PD-L2 (B) fiir UMUC-3. Signifikante
Anderungen der PD-L1- und PD-L2-Expression blieben nach der Kultivierung von UMUC-3 in KM aus (A: n = 2/B:
h=6,tR =3)).

4.2.6 Auswirkungen des KM auf die Migration

Eine gesteigerte migratorische Aktivitat gilt als ein Merkmal fiir den aggressiven
Phanotyp von UCC, sodass entsprechend auch die Auswirkungen des KM beziglich der
Migration der Zellen analysiert wurde (siehe Abschnitt 1.2.5).

Die lichtmikroskopischen Bilder der BFTC-905 in Abb. 27 (A) zeigten, dass bis zum
Abschluss des Beobachtungszeitraumes nach 12 h sowohl in DMEM als auch KM eine
ahnliche Anzahl von Zellen in das zellfreie Areal migriert waren. Die weiterfiihrenden
Analysen (B) bestatigten, dass sich die migratorische Kapazitat der Zellen in KM und
DMEM nicht signifikant voneinander unterschied. Nach der Zugabe von Cisplatin (B)
konnten in DMEM hingegen tendenziell und in KM signifikant weniger migrierte Zellen

nachgewiesen werden (p < 0,01, KI (KM + CP): 8,6 - 73,7).
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Abb. 27: Einfluss von KM und Cisplatin auf die Migration von BFTC-905. Nach der Behandlung mit Cisplatin
migrierten im KM signifikant weniger Zellen in den urspriinglich zellfreien Bereich im Vergleich zur DMEM-

Kontrolle ohne Cisplatinzusatz (A Lichtmikroskopische Aufnahmen zu Beginn (0 h) und Abschluss (12 h) der
Migrationsanalyse in 10 x VergréRerung, B Mittelwert + SD normalisiert auf die DMEM-Kontrolle (n = 7, tR = 2)).

Fiir VMCUB-1 zeigte weder die Inkubation im KM noch die Cisplatinbehandlung der

Zellen eine relevante Anderung der migratorischen Aktivitit (Abb. 28 A/B).
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Abb. 28: Einfluss von KM und Cisplatin auf die Migration von VMCUB-1. Die migratorische Kapazitdt von
VMCUB-1 blieb sowohl von der Kultivierung in KM als auch vom Cisplatinzusatz unbeeinflusst

(A Lichtmikroskopische Aufnahmen zu Beginn (0h) und Abschluss (10h) der Migrationsanalyse in
10 x VergroRerung, B Mittelwert + SD normalisiert auf die DMEM-Kontrolle (n = 8, tR = 2)).

Die Inkubation von UMUC-3 mit KM der FB hatte im Vergleich eine Reduktion der
Migration zur Folge, die sich sowohl in den lichtmikroskopischen Aufnahmen (A) als auch
in dem zugehorigen Graphen (B) in Abb.29 widerspiegelte (p<0,01, KiI

(KM): -40,8 - -14,7). Die Zugabe von Cisplatin zu den Zellen veranderte die Migration von
UMUC-3 nicht relevant.

54



UMUC-3 [ DMEM [0 DMEM + 3 pMol Cisplatin EE KM HE KM + 3 uMol Cisplatin
A B

%

150 4

100

504

Migrierte Zellen (%)

DMEM KM

Abb. 29: Einfluss von KM und Cisplatin auf die Migration von UMUC-3. Die Kultivierung von UMUC-3 im KM
reduzierte die migratorische Kapazitat signifikant (A Lichtmikroskopische Aufnahmen zu Beginn (0 h) und

Abschluss (12 h) der Migrationsanalyse in 10 x VergroBerung, B Mittelwert + SD normalisiert auf die DMEM-
Kontrolle (n =9, tR = 2)).

4.2.7 Modulation der Invasivitat der UCC

Neben den migratorischen Aspekten wurden die invasiven Eigenschaften der UCC ndher
betrachtet. Zudem wurden neben einer Invasionsanalyse die Effekte des KM auf die

Proteinexpression des CSC-Markers CD44 auf der Zelloberflache eruiert.

4.2.7.1 Invasionsanalyse

Wie in Abb.30 dargelegt, konnte fir BFTC-905 nach einer Inkubation mit den
Uberstdnden (KM) der FB nach 24 h im Vergleich zur DMEM-Kontrolle keine wesentliche
Anderung der Anzahl invasiver Zellen detektiert werden (A). Wurden die BFTC-905
allerdings mit KM vorkonditioniert (VK-KM-Gruppe, Abschnitt 3.3.4) kam es zu einem
visuell deutlich erkennbaren Anstieg der invasiven Zellen auf der Membran. Die
zugehorige Auswertung (B) belegt die statistische Signifikanz dieses Invasivitadt-
fordernden Effekts einer Vorkonditionierung der BFTC-905 (p <0,001, Kl (VK-KM):
5789 - 7545).
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Abb. 30: Invasionsanalyse von BFTC-905 nach 24h Inkubation und nach Vorkonditionierung mit KM. Die
Vorkonditionierung von BFTC-905 steigerte die Anzahl invasiver Zellen signifikant (A Lichtmikroskopische

Aufnahmen der Membranen nach Abschluss der Inkubationszeit in 10 x VergroRerung, B Mittelwert + SD
normalisiert auf die DMEM-Kontrolle (n = 6, tR = 6)).

Flr VMCUB-1 (Abb. 31) lieRen sich lichtmikroskopisch nach Inkubation in KM sichtbar
mehr invasive Zellen auf den Membranen erkennen (A), weshalb auf eine erganzende
Vorkonditionierung der Zellen verzichtet wurde. Auch fiir VMCUB-1 stellte sich die
Invasivitat-fordernde Wirkung (B) des KM statistisch signifikant dar (p <0,01, KI:
55,5 - 187).
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Abb. 31: Invasionsanalyse von VMCUB-1 im KM. Nach dem Einsatz von KM wurden fiir VMCUB-1 (20 h) signifikant
mehr invasive Zellen detektiert (A Lichtmikroskopische Aufnahmen der Membranen nach Abschluss der
Inkubationszeit in 10 x VergroRerung, B Mittelwert + SD normalisiert auf die DMEM-Kontrolle (n = 6, tR = 6)).

Ebenso demonstrierten die lichtmikroskopischen Aufnahmen fiir UMUC-3 (Abb. 32) (A)
eine deutliche Zunahme der invasiven Zellen auf der Membran fiir die KM-Gruppe im

Vergleich zur DMEM-Kontrolle. Dieser Effekt (B) war ebenfalls statistisch signifikant
(p 0,05, KI: 45,3 — 207).
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Abb. 32: Invasionsanalyse von UMUC-3 im KM. Nach Einsatz von KM (20h) wurden fiir UMUC-3 signifikant mehr
invasive Zellen detektiert (A Lichtmikroskopische Aufnahmen der Membranen nach Abschluss der Inkubationszeit
in 10 x VergroRerung, B Mittelwert £ SD normalisiert auf die DMEM-Kontrolle (n = 6, tR = 6)).

In Zusammenschau der vorliegenden Ergebnisse fiihrte der Einsatz von KM in den

Invasionsanalysen fiir alle untersuchten UCC zu einer gesteigerten Invasivitat.

4.2.7.2 Evaluation der CD44-Expression

Im Anschluss an die Invasionsanalysen wurden die Auswirkungen der FB auf die
Proteinexpression des Invasivitats- und CSC-Markers CD44 untersucht, dessen
gesteigerte Expression gemaR Literatur mit einer erhéhten Invasivitat, Migration und
EMT-Induktion von MIUC assoziiert ist [1°°].

Die Vorkonditionierung von BFTC-905 (Abb. 33) mit KM bewirkte eine Zunahme der
CD44-Expression um ca. das 12-Fache verglichen mit der DMEM-Kontrolle (p < 0,01, Kl:
10,7 - 32,8).
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Abb. 33: Einfluss von KM auf die Proteinexpression von CD44 fiir BFTC-905. Die Inkubation von BFTC-905 mit KM

steigerte die Expression von CD44 signifikant im Vergleich zur DMEM-Kontrolle (Mittelwert + SD normalisiert auf
die DMEM-Kontrolle (n = 3, tR = 3)).
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Im Unterschied hierzu exprimierte VMCUB-1 (Abb. 34) im KM signifikant weniger CD44
auf der Zelloberflache (p < 0,001, KI: -2,5 - -1,8).

VMCUB-1 1 DMEM EHR KM
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Abb. 34: Einfluss von KM auf die Proteinexpression von CD44 fiir VMCUB-1. Die Inkubation von VMCUB-1 mit

KM reduzierte die Expression von CD44 signifikant im Vergleich zur DMEM-Kontrolle (Mittelwert + SD normalisiert
auf die DMEM-Kontrolle (n = 3, tR = 3)).

Auch fir UMUC-3 (Abb. 35) konnte nach der Vorkonditionierung mit KM ein signifikant

niedrigeres CD44-Expressionsniveau detektiert werden (p < 0,01, KI: -3,4 - -1,7).
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Abb. 35: Einfluss von KM auf die Proteinexpression von CD44 fiir UMUC-3. Die Inkubation von UMUC-3 mit KM
reduzierte die Expression von CD44 signifikant im Vergleich zur DMEM-Kontrolle (Mittelwert + SD normalisiert auf
die DMEM-Kontrolle (n = 3, 3 tR)).

4.2.8 Einfluss von FB auf die Metastasierung und den zelluldren Phanotyp

Da nach der Ausbildung von Fernmetastasen in aller Regel keine kurative Therapie eines
MIUC der Harnblase mehr moglich ist, sind die Untersuchungen zum Einfluss des KM auf
Aspekte der Metastasierung der UCC ein zentraler Schwerpunkt dieser Arbeit [']. Im
Fokus standen insbesondere die Analysen des zellularen Phanotyps auf Ebene der
Gen- und Proteinexpression inklusive der damit einhergehenden Aufarbeitung eines

EMT-induzierenden Potenzials des KM auf die UCC.
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4.2.8.1 Lichtmikroskopische Phanotypisierung

Initial erfolgte der Vergleich lichtmikroskopischer Aufnahmen der UCC nach Inkubation
im KM und DMEM, um hier einen ersten Eindruck zu den Auswirkungen des KM auf den
Phanotyp der UCC zu gewinnen.

Beim Vergleich der Bilder in Abb. 36 fadllt auf, dass die urspringlich epithelialen
Zellverbiinde der BFTC-905 nach der Kultivierung im KM sichtbar aufgelockert
erschienen. Zudem waren bei BFTC-905 im KM insgesamt mehr Zellen mit einer

spindelférmigen, mesenchymalen Morphologie erkennbar.

BFTC-905 1 DMEM EHE KM

Abb. 36: Zellmorphologie von BFTC-905 nach Vorkonditionierung mit KM. Die Kultivierung von BFTC-905 in KM
bewirkte eine Auflockerung der epithelialen Zellverbiinde sowie eine Zunahme von Zellen mit einem visuell
mesenchymalen Phanotyp (lichtmikroskopische Aufnahmen, 10 x VergroRerung).

Fir VMCUB-1 lieRen sich lichtmikroskopisch keine wesentlichen morphologischen

Veranderungen nach der Inkubation mit KM erfassen (Abb. 37).

VMCUB-1 1 DMEM EHE KM

[owew] [ v ]

Abb. 37: Zellmorphologie von VMCUB-1 nach Vorkonditionierung mit KM. Die Kultivierung von VMCUB-1 in KM
bewirkte keine mikroskopisch sichtbaren Veranderungen der Zellmorphologie von VMCUB-1 (lichtmikroskopische
Aufnahmen, 10 x VergréRerung).

Ahnlich wie fir VMCUB-1 waren auch fiir UMUC-3 keine deutlichen Verdnderungen der
Zellmorphologie nach dem Kontakt mit den parakrinen Faktoren der FB im KM sichtbar

(Abb. 38).
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UMUC-3 1 DMEM ER KM

Abb. 38: Zellmorphologie von UMUC-3 nach Vorkonditionierung mit KM. Die Kultivierung von UMUC-3 in KM
bewirkte keine mikroskopisch sichtbaren Veranderungen der Zellmorphologie von UMUC-3 (lichtmikroskopische
Aufnahmen, 10 x VergroRerung).

4.2.8.2 Epithelial-mesenchymale Transition (EMT)

Nachfolgend wurden die lichtmikroskopischen Untersuchungen der Zellmorphologie
um molekularbiologische Analysen des zelluldaren Phanotyps ergdnzt.

Auf Genexpressionsebene wurde, soweit moglich, E-Cadherin als epithelialer Marker
bestimmt, dessen erhohte Expression die Zunahme epithelialer Eigenschaften
annehmen lasst. Als Korrelat des mesenchymalen Phanotyps wurde das Filamentprotein
Vimentin  ausgewahlt.  Zusatzlich wurde als EffektmalR der jeweilige
Vimentin/E-Cadherin-Quotient gebildet. Je groRer der genannte Quotient ausfiel, desto
starker war der EMT-induzierende Effekt des KM auf die untersuchte UCC. Eine
Abnahme des Quotienten sprach hingegen filir eine Verstarkung epithelialer
Eigenschaften und somit einer MET-Induktion. Die Ergebnisse wurden anschlieBend auf
Proteinexpressionsebene verifiziert, wobei neben Vimentin a-SMA als zusatzlicher
zweiter mesenchymaler Marker bestimmt wurde. Auf Genexpressionsebene wurden
zusatzlich die Auswirkungen einer Cisplatinbehandlung auf die UCC untersucht.

In Abb.39 werden die Ergebnisse der Genexpressionsanalysen fiir BFTC-905
zusammengefasst. Es fallt auf, dass die FB keine relevante Anderung der E-Cadherin-
Expression in BFTC-905 induzieren konnten (A), jedoch signifikant mehr Vimentin (B)
exprimierte als die BFTC-905 der DMEM-Kontrolle (p < 0,05, KI (KM): -0,009 - -0,0008).
Diese Verstarkung mesenchymaler Eigenschaften von BFTC-905 durch die
Signalfaktoren im KM spiegelte sich in einem héheren Vimentin/E-Cadherin-Quotienten

wider. Im Gegensatz hierzu fiihrte die Behandlung von BFTC-905 mit Cisplatin sowohl in
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DMEM als auch in KM zu einer signifikanten Zunahme der E-Cadherin-Expression (A)

(p £0,001, KI (DMEM + CP): -0,6 - -0,3).

BFTC-905 1 DMEM = DMEM + 3 pMol Cisplatin EE KM HE KM + 3 pMol Cisplatin
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Abb. 39: Auswirkungen von KM und Cisplatin auf die mRNA-Expression von E-Cadherin (A), Vimentin (B) und
den Vimentin/E-Cadherin-Quotienten (C) fiir BFTC-905. Die Vorkonditionierung von BFTC-905 mit KM bewirkte
eine gesteigerte Vimentin-Expression (B), was in einer relevanten Erhéhung des Vimentin/E-Cadherin-Quotienten
(C) resultierte. Nach der Cisplatinbehandlung exprimierten die Zellen hingegen mehr E-Cadherin (A)
Mittelwert + SD normalisiert auf die DMEM-Kontrolle (A/B/C: n =5, tR = 3)).

Auf Proteinexpressionsebene (Abb. 40) lieR sich der EMT-induzierende Effekt des KM
auf BFTC-905 bedingt in Form einer unveranderten E-Cadherin (A) und einer tendenziell
gesteigerten Vimentin-Expression (B) bestdtigen. Fiar die Forderung eines
mesenchymalen Phanotyps von BFTC-905 durch die Wirkung des KM sprach zudem ein
signifikant erhdhtes Expressionsniveau von a-SMA (C: p £ 0,05, Kl: -3,3 - -102).
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Abb. 40: Effekte von KM auf die Proteinexpression von E-Cadherin (A), Vimentin (B) und a-SMA (C) fiir BFTC-905.
Auf Proteinebene lieRBen sich im Anschluss an die Vorkonditionierung von BFTC-905 mit KM eine tendenzielle
Steigerung der Vimentin-Expression (B) sowie ein signifikant erhohtes a-SMA-Expressionsniveau feststellen (C)
(Mittelwert £ SD normalisiert auf die DMEM-Kontrolle (A/B/C: n = 3).

Im Gegensatz zum EMT-induzierenden Effekt des KM auf BFTC-905 wies VMCUB-1

(Abb. 41) als Folge der Inkubation mit KM eine Verstarkung des epithelialen Phanotyps
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in Form einer signifikant erhohten E-Cadherin- (A) und zugleich erniedrigten Vimentin-
Expression (B) auf (A: p<0,001, KI (KM): -0,1--0,03; B: p<0,001, KI
(KM): -0,0006 - -0,002). Die Inkubation in KM resultierte bei VMCUB-1 in einer
relevanten Reduktion des Vimentin/E-Cadherin-Quotienten (C: p <0,001, KI (KM):
0,5 - 1,3). Der Cisplatinzusatz zu den Zellen fiihrte zu keiner signifikanten Anderung des

Expressionsniveaus der untersuchten Zielgene.
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Abb. 41: Auswirkungen von FB und Cisplatin auf die mRNA-Expression von E-Cadherin (A), Vimentin (B) und den
Vimentin/E-Cadherin-Quotienten (C) fiir VMCUB-1. Die Vorkonditionierung von VMCUB-1 mit KM bewirkte eine
MET-Induktion in Form einer erhdhten E-Cadherin- (A) und erniedrigten Vimentin-Expression (B), was in einer
relevanten Reduktion des Vimentin/E-Cadherin-Quotienten (C) resultierte (Mittelwert + SD normalisiert auf die
DMEM-Kontrolle (A/B/C: n =5, tR = 3)).

Die Ergebnisse der Proteinexpressionsanalysen fiir VMCUB-1 (Abb. 42) deckten sich
weitgehend mit dem zuvor beschriebenen MET-induzierenden Effekt des KM. So
konnten auch auf Proteinebene ein gesteigertes E-Cadherin (A) und erniedrigtes
Vimentin-Expressionsniveau (B) der Zellen nachgewiesen werden, die mit dem KM der
FB inkubiert wurden (A: p < 0,05, KI: 10,7 - 137,4; B: p £0,01, KI: -91,0 - -58,7), wobei die
Zellen nach der Kultivierung im KM dennoch signifikant mehr a-SMA exprimierten (C:

p <0,05, KI: 19,6 - 93,4).
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Abb. 42: Effekte von drei unterschiedlichen KM (1 - 3) auf die Proteinexpression von E-Cadherin (A), Vimentin
(B) und a-SMA (C) fiir VMCUB-1. Nach der Vorkonditionierung mit KM exprimierten die Zellen signifikant mehr
E-Cadherin (A) und weniger Vimentin (B). Trotz dieser MET-induzierenden Wirkung des KM auf VMCUB-1, wurde
eine erhéhte a-SMA-Expression (C) der Zellen im KM detektiert (Mittelwert £ SD normalisiert auf die DMEM-
Kontrolle (A/B/C: n = 3).

Da sich UMUC-3 im Vergleich zu den anderen beiden untersuchten UCC durch einen
urspriinglich  mesenchymalen Phdnotyp mit sehr niedrigem E-Cadherin-
Expressionsniveau kennzeichnet (Tabelle 15), gelang im Zuge der
Genexpressionsanalysen keine addquate E-Cadherin-Detektion. Alternativ erfolgte
daher die Bestimmung des Transkriptionsfaktors ZEB-1, der wie auch Vimentin zu den
mesenchymalen Markern gehdért und dessen erhéhte Expression daher auf eine EMT
hinweist [*3’]. Wie Abb. 43 veranschaulicht, exprimierte UMUC-3 nach der Kultivierung
im KM mehr ZEB-1 (A), wohingegen das Vimentin-Expressionsniveau (B) nahezu
unverandert blieb (A: p<0,05, KI (KM): -1,5--0,1). Nach dem Zusatz von Cisplatin
exprimierten die Zellen in DMEM signifikant mehr Vimentin (B: p<0,05, Kl
(DMEM +CP): -1,3--0,01). In Summe konnten also Marker des mesenchymalen
Phanotyps von UMUC-3 sowohl durch die Signalfaktoren im KM als auch durch die

Zugabe von Cisplatin verstarkt nachgewiesen werden.
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Abb. 43: Auswirkungen von KM und Cisplatin auf die mRNA-Expression von ZEB-1 (A) und Vimentin (B) fiir
UMUC-3. Die Vorkonditionierung von UMUC-3 mit KM bewirkte eine Verstarkung der mesenchymalen
Eigenschaften in Form einer erhéhten ZEB-1-Expression (A). Die Cisplatinbehandlung fiihrte in DMEM ebenfalls zu
einer Verstarkung mesenchymaler Eigenschaften, da die Zellen signifikant mehr Vimentin exprimierten
(Mittelwert £ SD normalisiert auf die DMEM-Kontrolle (A/B: n =5, tR = 3)).

Auf Proteinebene gelang fiir UMUC-3 der Nachweis von E-Cadherin, jedoch konnte fiir
keines der untersuchten Zielproteine eine relevante Anderung des jeweiligen
Expressionsniveaus nach der Inkubation der Zellen mit KM nachgewiesen werden

(Abb. 44).
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Abb. 44: Effekte von drei unterschiedlichen KM (1 - 3) auf die Proteinexpression von E-Cadherin (A), Vimentin
(B) und a-SMA (C) fiir UMUC-3. Die Vorkonditionierung von UMUC-3 mit KM bewirkte keine relevante Anderung
(Mittelwert £ SD normalisiert auf die DMEM-Kontrolle (A/B/C: n = 3).

In Zusammenschau der Ergebnisse konnte ein UCC-spezifischer Effekt des KM auf den
molekularen Phanotyp der Zellen festgehalten werden, der fiir BFTC-905 und UMUC-3
in einer Verstarkung mesenchymaler Eigenschaften (EMT-Induktion) und fir VMCUB-1

in einer Férderung epithelialer Charakteristika (MET-Induktion) bestand.
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4.2.8.3 Auswirkungen auf die TGF-B-Signaltransduktion durch FB
Zusatzlich wurde die Wirkung von FB auf Zielgene des kanonischen TGF-Signalwegs als

Induktor der EMT untersucht (Abschnitt 1.2.6.3) [*4°].

4.2.8.3.1 PAI-1-Expression in UCC

Das Protein PAI-1 wird als ein Produkt der SMAD-abhangigen TGF-B-Signaltransduktion
von Zellen in den Extrazellularraum sekretiert, so dass eine erhohte PAI-1-Konzentration
im Uberstand auf eine verstirkte Aktivierung der TGF-B-Signalwegs hinweisen kann
(Abb. 6) [**1].

Abb. 45 veranschaulicht, dass die PAI-1-Konzentration in den Zellkulturiiberstdnden
nach der Vorkonditionierung von BFTC-905 mit KM mehr als doppelt so hoch war wie in

der DMEM-Kontrolle (p £ 0,001, KI: 153 - 173).
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Abb. 45: Auswirkungen von KM auf die PAI-1-Sekretion von BFTC-905. Nach der Vorkonditionierung der Zellen
mit KM fiel eine signifikant erhohte PAI-1-Konzentration in den entnommenen Zellkulturiiberstanden auf
(Mittelwert + SD normalisiert auf die DMEM-Kontrolle (n = 3, tR = 3)).

Nach der Kultivierung von VMCUB-1 (Abb.46) im KM lag die gemessene PAI-1-

Konzentration sogar um das 4-fache hoher als in den Zellkulturiberstanden der DMEM-

Kontrolle (p £ 0,001, KI: 333 - 384).
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Abb. 46: Auswirkungen von KM auf die PAI-1-Sekretion von VMCUB-1. Nach der Vorkonditionierung der Zellen

mit KM fiel eine signifikant erhdhte PAI-1-Konzentration in den entnommenen Zellkulturiiberstanden auf
(Mittelwert + SD normalisiert auf die DMEM-Kontrolle (n = 3, tR = 3)).

Ebenso konnte auch fir UMUC-3 nach erfolgter Vorkonditionierung eine signifikant
erhdhte PAI-1-Konzentration in den KM-Uberstinden detektiert werden (Abb. 47)

(p <0,001, KI: 70 - 82).
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Abb. 47: Auswirkungen von KM auf die PAI-1-Sekretion von UMUC-3. Nach Vorkonditionierung der Zellen mit
KM fiel eine signifikant erhohte PAI-1-Konzentration um mehr als das Doppelte in den entnommenen
Zellkulturiiberstanden auf (Mittelwert £ SD normalisiert auf die DMEM-Kontrolle (n = 3, tR = 3)).

4.2.8.3.2 SMAD4-Expression

In Analogie zu PAI-1 weist auch eine erhdhte Expression des Transkriptionsfaktors
SMAD4 auf eine Aktivierung der TGF-B-Signaltransduktion hin (Abb. 6) [**°]. Daher
wurde im Anschluss an die Kultivierung der UCC im KM der FB das Expressionsniveau
von SMADA4 analysiert.

Die zuvor gezeigte aktivierende Wirkung des KM auf den TGF-B-Signalweg fiir BFTC-905
(Abschnitt 4.2.8.3.1) liel8 sich im Zuge der SMAD4-Expressionsanalysen (Abb. 48) nicht
bestatigen. Erstaunlicherweise exprimierte BFTC-905 nach der Kultivierung im KM sogar

weniger SMAD4 als die DMEM-Kontrolle (p £0,01, KI: -63,6 - -17,1).
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Abb. 48: Effekte von KM auf die Proteinexpression von SMADA4 fiir BFTC-905. Nach der Vorkonditionierung von
BFTC-905 mit KM fiel ein signifikant erniedrigtes SMAD4-Expressionsniveau im Vergleich zur DMEM-Kontrolle auf
(Mittelwert = SD normalisiert auf die DMEM-Kontrolle (n = 6)).

Im Gegensatz hierzu stieg das SMAD4-Expressionsniveau von VMCUB-1 (Abb. 49) nach
der Inkubation mit KM an (p < 0,05, KI: 19,9 - 105,3). In Kongruenz zu den Ergebnissen
der PAI-1-Untersuchungen konnte fir VMCUB-1 somit auch beziglich der SMAD4-

Analysen eine aktivierende Wirkung des KM auf den TGF-B-Signalweg belegt werden.
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Abb. 49: Effekte von KM auf die Proteinexpression von SMAD4 fiir VMCUB-1. Nach der Vorkonditionierung von
VMCUB-1 mit KM stieg das SMADA4-Expressionsniveaus im Vergleich zur DMEM-Kontrolle um anndhernd 50 %
(Mittelwert = SD normalisiert auf die DMEM-Kontrolle (n = 6)).

Ebenso fiel die SMAD4-Expression von UMUC-3 dhnlich wie fiir BFTC-905 (Abb. 50) nach
der Vorkonditionierung mit KM relevant ab (p < 0,001, KI: -54,1 - -25,1).
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Abb. 50: Effekte von KM auf die Proteinexpression von SMAD4 fiir UMUC-3. Nach der Vorkonditionierung von
UMUC-3 mit KM fiel ein signifikant erniedrigtes SMAD4-Expressionsniveau im Vergleich zur DMEM-Kontrolle auf
(Mittelwert = SD normalisiert auf die DMEM-Kontrolle (n = 6)).

4.2.8.4 Evaluation der CXCR4-Expression

AbschlieBend erfolgten die Untersuchungen zum Einfluss der FB auf die metastatische
Kapazitat der UCC durch Proteinexpressionsanalysen des Chemokinrezeptors und
Metastasierungsmarkers CXCR4, wobei ein erhohtes Expressionsniveau mit einer
gesteigerten Metastasierungswahrscheinlichkeit assoziiert ist [°%]. Die Bestimmung der
CXCR4-Expression an der Zelloberflache erfolgte mittels FACS- (Abschnitt 3.4.2.4), die
Ermittlung der Gesamtproteinmenge mittels Western Blot-Analyse (Abschnitt 3.4.2.2).
Wie Abb. 51 (A/B) zusammenfasst, wurde das CXCR4-Expressionsniveau von BFTC-905

durch die Inkubation mit KM nicht relevant beeinflusst.
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Abb. 51: Effekte von KM auf die Proteinexpression von CXCR4 fiir BFTC-905 via FACS- (A) und Western
Blot-Analyse (B). Die Vorkonditionierung von BFTC-905 mit KM fiihrte zu keiner signifikanten Anderung der
CXCR4-Expression (Mittelwert + SD normalisiert auf die DMEM-Kontrolle (A: n =8, tR =3, B: n = 6)).
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Nach der Kultivierung der VMCUB-1 (Abb. 52) mit KM exprimierten die Zellen hingegen
mehr CXCR4. Dieser Effekt stellte sich in der FACS-Analyse tendenziell (A) und in der
Western Blot-Analyse (B) statistisch signifikant dar (B: p < 0,05, KI: 28,6 - 242,7).
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Abb. 52: Effekte von KM auf die Proteinexpression von CXCR4 fiir VMCUB-1 via FACS- (A) und Western
Blot-Analyse (B). Die Vorkonditionierung von VMCUB-1 mit KM resultierte in der FACS-Analyse (A) in einer
tendenziellen und in der Western Blot-Analyse (B) in einer signifikanten Zunahme der CXCR4-Expression der Zellen
(Mittelwert = SD normalisiert auf die DMEM-Kontrolle (A: n=9, tR = 3, B: n =3)).

Fir UMUC-3 (Abb. 53) bewirkte die Vorkonditionierung der Zellen mit KM einen
relevanten Abfall des CXCR4-Expressionsniveaus in der FACS-Analyse (A), der in der
Western Blot-Analyse (B) jedoch allenfalls tendenziell reproduzierbar war (A: p < 0,001,

Kl: -2,3 - -2,1).
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Abb. 53: Effekte von KM auf die Proteinexpression von CXCR4 fiir UMUC-3 via FACS- (A) und Western
Blot-Analyse (B). Die Vorkonditionierung von UMUC-3 mit KM reduzierte die CXCR4-Expression der Zellen in der
FACS-Analyse relevant (Mittelwert + SD normalisiert auf die DMEM-Kontrolle (A: n =9, tR =3, B: n =3)).
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5 Diskussion

5.1 Einfluss von KM auf tumorrelevante Eigenschaften von UCC

5.1.1 Effekte auf die Proliferation und Apoptose

Tumore in fortgeschrittenen Tumorstadien wie das muskelinvasive Harnblasenkarzinom
sind mit einer erhdhten Rezidiv- und Metastasierungswahrscheinlichkeit assoziiert [*].
Ein wichtiger Aspekt dieser Tumorprogression ist die unkontrollierte Proliferation der
Tumorzellen und stellt somit einen wichtigen prognostischen Faktor dar [*]. Daher
wurden die Auswirkungen der FB mittels KM auf die Proliferation der UCC
analysiert (Abschnitt 1.2.2). Far alle untersuchten ucc konnte eine
proliferationssteigernde Wirkung durch die Inkubation mit KM detektiert
werden (Abschnitt 4.2.1). Ein derartiger wachstumsfordernder Effekt von KM auf UCC
wird von den Untersuchungsergebnissen anderer Arbeitsgruppen unterstitzt [°% >% 2],
Yang et al. (2021) zeigten in diesem Zusammenhang eine erhohte Proliferation der
muskelinvasiven UCC T24 und J82 nach der Behandlung mit FB-KM und auch fiir andere
Tumorsubtypen (z. B. Prostata-, Mamma- und kolorektale Karzinome) konnte eine
Proliferationssteigerung durch FB demonstriert werden [>%>152],

Diesbezlglich finden sich in der Literatur gleich mehrere Erklarungsansatze. U. a. scheint
das von FB sezernierte IL-6 (iber die Bindung an den gp130-gekoppelten (Glykoprotein
130) IL-6-Rezeptor zu einer Aktivierung des JAK/STAT-3-Signalswegs zu flihren, was
wiederum in einer verstarkten Expression der Zellzyklusproteine Cyclin D, PIM1/2 (engl.
Proto-oncogene  serine/threonine  protein  kinase = PIM-1/2) und c-Myc
resultiert [147- 148 149] Diese Effektorproteine beeinflussen den Ubertritt der Zelle aus
dem  Go-Stadium in  den  Zellzyklus und entsprechend auch die
Tumorzellproliferation [**148]. Im Rahmen einer im Nachgang durchgefiihrten
Proteomanalyse des KM, die in einer Folgearbeit durchgefiihrt wurden (ndheres in
Abschnitt 5.2.1), konnten passenderweise erhéhte IL-6-Spiegel detektiert werden [3!].
Weiterfihrende Analysen sollten daher die Auswirkungen des KM auf die Aktivitat des
IL-6-JAK/STAT-3-Signalwegs der UCC detaillierter explorieren und Expressionsanalysen
relevanter Zellzyklusproteine einschlieBen. Erganzend kdnnte eine gezielte Inhibition
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der IL-6-JAK/STAT-3-Signaltransduktion, z. B. durch den Einsatz des STAT-3-Inhibitors
WP1066, Rickschlisse auf das Potenzial einer therapeutischen Adressierung dieses
wachstumsférdernden Signalwegs ermdoglichen [1°0].

Ein anderer denkbarer Erklarungsansatz fiir die gezeigte proliferationssteigernde
Wirkung des KM auf die UCC besteht in einer Inhibition der Apoptose der
Tumorzellen [*7-°8]. Daher wurde ergidnzend zu den Proliferationsanalysen der Einfluss
des KM auf die Apoptose der UCC untersucht. Hierzu erfolgten Expressionsanalysen der
antiapoptotischen Regulatorproteine Bcl-XL, Survivin und Bcl-2
(Abschnitt 4.2.2) [6%¢12] Fiar VMCUB-1 und UMUC-3 konnte in diesem Kontext
tatsachlich eine erhohte Expression von Bcl-XL (VMCUB-1) bzw. Bcl-2 (UMUC-3)
registriert und somit eine vermutlich antiapoptotische Wirkung des KM nachgewiesen
werden. Da sich die I6slichen Faktoren im KM auf BFTC-905 jedoch in Summe eher
proapoptotisch auswirkte, sind die Ergebnisse weder ganzlich kongruent, noch kénnen
diese Effekte die beschriebene Proliferationssteigerung fir sich alleinstehend erklaren.
Auf Grund der heterogenen und UCC-spezifischen Ergebnisse sollten weiterfiihrende
Untersuchungen unter Einbezug ergdanzender Methoden (bspw. FACS oder Western
Blot) und erweiterter Zielparameter (BAX, BAK, BAD, Effektorcaspasen 3/6/7)
angestrebt werden, wobei letzteres dazu beitragt sowohl die intrinsische als auch
extrinsische Aktivierung der Apoptose naher zu beleuchten (Abb. 2).

Da Cisplatin als Chemotherapeutikum erwiesenermalien einen proapoptotischen Effekt
auf Tumorzellen hat, wurde in den Apoptoseanalysen zusatzlich die Fragestellung
beleuchtet, ob die beschriebenen Effekte des KM durch einen Zusatz von Cisplatin
weiter beeinflusst werden [**]. Zwar konnte die zu erwartende proapoptotische
Wirkung des Cisplatin flr alle drei UCC bestatigt werden, Hinweise auf eine Verstarkung

der proapoptotischen Wirkung des KM ergaben sich hingegen nicht.

5.1.2 Modulation der Cisplatinresistenz und des Stammzellcharakters

Mit Hilfe der Analysen zur Cisplatinresistenz konnte demonstriert werden, dass sich die
|6slichen Faktoren der FB im KM protektiv auf die UCC auswirken, indem die

Cisplatinsensitivitdt gesenkt wurde (Abschnitt 4.2.3). Dieser Effekt erwies sich fir alle
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UCC im niedrigen Cisplatin-Konzentrationsbereich (0,4 uM -2 uM) als statistisch
signifikant. Da die genauen Cisplatinkonzentrationen im Gewebe im Laufe einer
Chemotherapie von einer Vielzahl von Einflussfaktoren (Anzahl der Chemotherapie-
Zyklen, eingesetzte Cisplatin-Dosen, Struktur des Zielgewebes, Applikationsform
(peritoneal vs. peripher) und Weitere) abhidngig sind, sollte ein moglichst
reprasentativer Cisplatin-Konzentrationsbereich abgedeckt werden [Y 1°1152], Allenfalls
30 - 40 % aller Patienten mit einem MIUC sprechen primar auf eine Cisplatin-basierte
Chemotherapie an, zugleich gibt es keine wirksameren monotherapeutischen
Alternativen [*°]. Im Rahmen dieser erschreckend niedrigen Zahlen ist der gezeigte
protektive Effekt der FB durchaus von hoher Bedeutung[**3]. Auch andere
Projektgruppen konnten einen solchen schiitzenden Einfluss von FB auf UCC gegenliber
Cisplatin belegen [61 %% 67], So zeigten Long et al. (2019) in diesem Zusammenhang nicht
nur eine signifikante Reduktion der Cisplatinsensitivitat der muskelinvasiven UCC T24
und 5637 durch FB, sondern identifizierten auch einen potenziellen zu Grunde liegenden
Resistenzmechanismus in Form einer verstarkten Aktivitat der IGF-1/ERB (IGF-1 engl.
insulin-like growth factor; ERB Ostrogenrezeptor B) [*!]. Da die Apoptoseanalysen
keinen Hinweis auf ein generell erhohtes Bcl-2-Expressionsniveau lieferten
(Abschnitt 4.2.2) ist anzunehmen, dass die von Long et al. beschriebene Signalkaskade
fur den resistenzfordernden Effekt des KM in dieser Arbeit allenfalls eine
untergeordnete Rolle spielte [°!]. Gleichwohl sind auch fur andere Signalwege, die
Gegenstand der vorliegenden Arbeit waren, in der Literatur eine Cisplatinresistenz-
fordernde Wirkung beschrieben [2® 1>4]. Ein Beispiel stellen die Analysen des zelluldren
Phdanotyps dar, da eine EMT-Induktion bekanntermallen mit einer verringerten
Cisplatinsensitivitat einhergeht [2® 154]. Ein dhnlicher Effekt wurde auch fiir eine erhéhte
tumorale CXCR4-Expression nachgewiesen [1°*>156:157] Da die KM-Wirkung in Bezug auf
die genannten Zielparameter fir die einzelnen UCC teils heterogen ausfiel, ist jedoch
von weiteren unabhingigen Resistenz-vermittelnden Faktoren auszugehen [3!]. Die
bereits erwahnten Proteomanalysen des KM (Abschnitt 5.2.1) lieferten hierzu einige
Hinweise. Bereits bevor das KM in Kontakt mit den UCC gelangte, konnte in diesem eine
relevant erhdhte PAI-1-Konzentration detektiert werden [3!]. Die in Abschnitt 4.2.8.3.1

dargelegten Ergebnisse im Rahmen der durchgefiihrten PAI-1-Analysen lassen sich
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entsprechend schwer interpretieren, da davon auszugehen ist, dass bereits vor der
Inkubation der UCC im KM erhéhte Mengen von PAI-1 vorlagen (weitere Details hierzu
in Abschnitt 5.1.5.2) [*'].

Nichtsdestotrotz gilt das PAI-1-Protein nicht nur als Indikator einer verstarkten TGF-B-
Signaltransduktion (Abschnitt 1.2.6.3), sondern hat selbst fir viele Tumorarten eine
bedeutende Funktion bei der Resistenzvermittlung gegeniber dem Wirkstoff
Cisplatin [1°8159:160] Der Arbeitsgruppe Xi et al. (2019) ist es sogar gelungen die Wirkung
von Cisplatin durch den synergistischen Einsatz des PAI-1-Inhibitors ACT001 auf
Glioblastomzellen effektiv zu erhohen [*%°]. Vor diesem Hintergrund erscheint es
sinnvoll in Folgearbeiten die Cisplatinresistenz-Analysen unter zusatzlichem Einsatz
eines PAI-1-Inhibitors zu wiederholen, um dadurch kausale Zusammenhadnge beziiglich
der resistenzfordernden Wirkung des KM aufzudecken. Neben PAI-1 wurde in den
Proteomanalysen des KM auch ein signifikant erhéhter IL-8-Spiegel gemessen [31]. Auch
fur dieses von FB sezernierte C-X-C-Motiv-Chemokin ist in der Literatur fir verschiedene
Tumorarten eine Erhohung der Cisplatinresistenz durch die Aktivierung des
NF-kB-Signalwegs beschrieben [77- 161, 162],

Neben diesen Faktoren, die den Cisplatinresistenz-fordernden Effekt des KM erklaren
kénnten, wurde im Rahmen des vorliegenden Projektes noch ein weiterer bedeutsamer
Einflussfaktor analysiert. Wie in Abschnitt 1.2.3 erklart wird, scheinen auch Tumorzellen
mit  stammzelldhnlichen  Eigenschaften maRgeblich fiir eine gesteigerte
Cisplatinresistenz des MIUC der Harnblase verantwortlich zu sein [3% 8% 133], Um diesem
Umstand Rechnung zu tragen wurde der Einfluss des KM auf die Expression von zwei
Markern von Tumorzellen mit stammzelldhnlichen Eigenschaften analysiert. In den
CK14-Expressionsanalysen (Abschnitt 4.2.4) konnte weder fir BFTC-905, noch fiir
VMCUB-1 eine Verdanderung der Expression durch die I6slichen Faktoren im KM
registriert werden. Zwar erhdhte die Zugabe von Cisplatin das CK14-Expressionsniveau,
dieser Effekt stellte sich allerdings unabhangig vom verwendeten Nahrmedium ein. Da
CK14 nur von epithelialen UCC exprimiert wird, wurde UMUC-3 als mesenchymale
Zelllinie in den Untersuchungen nicht bertcksichtigt [°].

Fir den CSC- und Invasivitaitsmarker CD44 fiel im Vergleich dazu eine gesteigerte

Expression durch BFTC-905 im KM auf, jedoch exprimierten VMCUB-1 und UMUC-3 das
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Glykoprotein in signifikant geringerem AusmaR [10% 115.183] D3 die CSC-Marker durch das
MIUC der Harnblase variabel exprimiert werden und der fehlende Nachweis einzelner
weniger Oberflaichenmarker nur wenig aussagekraftig ist, sollten in zukinftigen

Untersuchungen zusatzliche CSC-Marker beriicksichtigt werden [*°3].

5.1.3 Effekte auf den Immunphanotyp

Der Umstand einer hohen Rate an cisplatinresistenten MIUC untermauert die grol3e
klinische Bedeutung und den Bedarf an Untersuchungen zu den Auswirkungen von KM
auf den Immunphadnotyp der UCC, insbesondere hinsichtlich der Entwicklung weiterer
Therapiealternativen wie die bereits zugelassenen Immuncheckpoint-Inhibitoren [].
Das KM bewirkte fiir BFTC-905 eine relevante Erhéhung des Expressionsniveaus von
PD-L1 wund PD-L2. Da eine Zunahme der genannten Co-inhibitorischen
immunmodulatorischen Liganden auf der Tumorzelloberflache als Schutzmechanismus
vor den zytotoxischen Effekten der CD8*-T-Zellen dient, ldsst sich aus den
Untersuchungsergebnissen ein prokanzerogener immunsuppressiver Effekt des KM auf
BFTC-905 ableiten [1#¢]. In Kongruenz hierzu konnten auch Zhang et al. (2023) in einer
aktuellen Studie nachweisen, dass FB die PD-L1-Expression der muskelinvasiven UCC
T24 signifikant steigerte [1®4]. Die Autoren fihrten den immunsupprimierenden Effekt
der FB auf das von ihnen sekretierte Zytokin CXCL12 zuriick, welches die Autophagie und
somit den intrazelluldren Abbau von PD-L1 inhibiert [1%4]. Eine vergleichbare von FB
ausgehende immunsupprimierende Wirkung findet sich in der Literatur auch fiir andere
Tumorentitaten [16> 166,167, 168] 'Bspw. konnten die Autoren Mu et al. (2019) darlegen,
dass FB die PD-L1-Expression von Magenkarzinomzellen relevant steigerten und die
Arbeitsgruppe Inoue et al. (2019) beschrieb eine auf FB zurlickzufiihrende CXCL2-
vermittelte PD-L1-Expressionserh6hung bei pulmonalen Adenokarzinomzellen [167-168],
Dennoch ist der Einfluss von FB auf den Immunphdnotyp des MIUC der Harnblase ein
eher neues Forschungsfeld, denn mit den PD-L1- und PD-L2-Expressionsanalysen wurde
bis dato nur ein kleiner Teil der Wirkung von FB auf das immunologische Milieu der UCC
betrachtet [®¢]. Viele der Faktoren, die in den im Anschluss an diese Arbeit

durchgefiihrten Proteomanalysen des KM detektiert werden konnten, gelten als
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hochgradig immunogen (u. a. CXCL8/IL-8, CCL2/MCP-1, MMPs und IL-6) [3¥8]. lhre
immunmodulatorischen Effekte entfalten sich nicht nur durch eine direkte Einwirkung
auf die Tumorzellen (z. B. MMP-induzierte Resistenzerhohung der Tumorzellen
gegenlber der Zelllyse durch NK-Zellen), sondern auch indirekt durch eine
Beeinflussung anderer immunologisch relevanter Zellen [#°]. Beispiele fiir eine indirekte
Beeinflussung des immunologischen Milieus des TMM durch FB sind sowohl ein
gesicherter IL-6-induzierter M1-zu-M2-Phanotypen-Shift der Tumor-assoziierten
Makrophagen als auch eine TGF-B-abhdngige Inhibierung der Aktivitat
proinflammatorischer  dendritischer  Zellen [®% 18], Die aufgefiihrten Effekte
verdeutlichen, wie komplex und facettenreich die immunologischen Auswirkungen der

FB im TMM sind.

5.1.4 Auswirkungen auf die Migration und Invasivitat

Obwohl einige Autoren auf einen migrationsférdernden Effekt von FB auf verschiedene
Tumorsubtypen (z. B. Bronchial- und Magenkarzinome, Glioblastome) hinweisen, zeigte
sich in den Migrationsanalysen fir UMUC-3 ein geringer migrationshemmender Einfluss
des KM (Abschnitt 4.2.6) [17%-171.172] " Die migratorische Aktivitdt von BFTC-905 und
VMCUB-1 blieb im Wesentlichen unverandert. Eine Wiederholung der Untersuchungen
mit vorkonditionierten UCC kdnnte eine sinnvolle Erganzung darstellen (Tabelle 17).

Obwohl die Ergebnisse der Invasivitatsanalysen prinzipiell die Auswirkungen einer
langeren KM-Inkubationszeit der UCC insbesondere fiir BFTC-905 unterstreichen,
genlgte fir VMCUB-1 und UMUC-3 nichtsdestotrotz bereits eine vergleichsweise kurze
Inkubation, um signifikante Effekte zu erheben. Zusammengefasst konnte fir alle drei
UCC ein invasionsfordernder Effekt des KM ermittelt werden (Abschnitt 4.2.7.1). Diese
Erkenntnisse decken sich mit den Resultaten der Arbeitsgruppe Yeh et al. (2015), die
ebenfalls eine durch FB induzierte signifikant gesteigerte Invasivitat der muskelinvasiven
UCC T24, UMUC-3 und 5637 nachweisen konnten ['73]. Fir die besagte Arbeit wurden
immortalisierte FB mit UCC Co-kultiviert, sodass die Ergebnisse der vorliegenden
Dissertation eine sinnvolle Erganzung zur Wirkung primdrer FB auf die invasiven

Eigenschaften von UCC darstellt [*73]. Der einheitliche invasivitatsférdernde Effekt der
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FB ist hinsichtlich der Heterogenitdt des MIUC (Abschnitt 5.2.4) bemerkenswert, da
verschiedenste UCC in dhnlicher Weise auf die I6slichen Faktoren des KM
reagierten [173]. Eine Inhibierung der von den FB ausgehenden Invasivitidtsférderung
kdnnte somit ein vielversprechender Therapieansatz sein. Yeh et al. (2015) fiihrten die
Effekte der FB auf die Sekretion und Wirkung von IL-6 zuriick, da die Addition eines IL-6-
neutralisierenden Antikérpers die Invasivitatsforderung aufhob [*73]. Wie es auch fur
andere tumorrelevante Eigenschaften diskutiert wurde, konnte IL-6 den gezeigten
invasivitatsfordernden Effekt fiir die untersuchten UCC dieser Arbeit erkldren, da in den
angeschlossenen Proteomanalysen des KM relevant erhohte IL-6-Spiegel registriert
wurden [31]. Eine Wiederholung der Invasivitdtsanalysen unter zusatzlichem Einsatz
eines IL-6-Inhibitors wie z. B Tocilizumab kénnte folglich einen kausalen Zusammenhang
diesbeziglich  aufdecken[!”®]. Da  mutmaRBlich  verschiedenste relevante
prokanzerogene Effekte der FB durch die Wirkung von IL-6 vermittelt werden, kénnte
dieser Inhibitor, der z. B. seit einigen Jahren in der Therapie der rheumatoiden Arthritis
Anwendung findet, auch fiir die Behandlung des MIUC der Harnblase eingesetzt
werden [174].

Ergdnzend zu den zellbasierten Invasivitatsanalysen wurden die Auswirkungen des KM
auf die Expression des Invasivitats- und CSC-Markers CD44 der UCC eruiert
(Abschnitt 4.2.7.2). Ein gesteigertes Expressionsniveau dieses Glykoproteins korreliert
fiur das MIUC der Harnblase gemadll Literatur mit einem fortgeschrittenen
Tumorstadium, einem verschlechterten Outcome und einer lymphonoduldren
Metastasierung [1>17°]. AuRerdem weisen CD44*-Tumorzellen eine erhdhte Invasivitat
und Metastasierungsrate auf und exprimieren verstarkt mesenchymale EMT-
Marker [11>173], Vor diesem Hintergrund wiesen Wu et al. (2018) sowohl in vitro als auch
in vivo eine positive Korrelation zwischen erhohten IL-6-Spiegeln, einer
Invasivitatssteigerung und einer vermehrten CD44-Expression von UCC nach [11°].
Diese Beobachtungen konnten mit den Ergebnissen der CD44-Expressionsanalysen
dieser Arbeit jedoch nicht vollumfanglich bestdtigt werden. Trotz des dargestellten
einheitlichen invasivitatsférdernden Effekts des KM auf die UCC exprimierte lediglich

BFTC-905 im KM vermehrt CD44 auf der Zelloberflache.
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5.1.5 Einfluss auf den zelluldaren Phanotyp und die Metastasierung

5.1.5.1 Effekte auf die Epithelial-mesenchymale Transition

Die Untersuchungen zum Einfluss des KM auf den zelluldren Phanotyp zeigten UCC-
spezifische Ergebnisse. Flir BFTC-905 bestand die Wirkung des KM am ehesten in einer
EMT-Induktion [13>176]. Die damit einhergehende Verstirkung mesenchymaler
Eigenschaften spiegelte sich in einer relevanten Steigerung der Vimentin- und a-SMA-
Expression  wider (Abschnitt 4.2.8) [*?%176].  Passend hierzu wurden auch
lichtmikroskopisch vermehrt BFTC-905-Zellen mit einer mesenchymalen Morphologie
nach der Inkubation mit KM beobachtet (Abschnitt 4.2.8). Eine EMT-Induktion fir das
MIUC der Harnblase ist mit einer erhohten Chemotherapieresistenz, Muskelinvasivitat,
Neoangiogenese und Metastasierungsrate sowie einer unglinstigen Gesamtprognose
assoziiert [12% 133 135] Hieraus l3sst sich ableiten, dass sich die l6slichen Faktoren der FB
im KM auch auf diese tumorrelevante Eigenschaft von BFTC-905 prokanzerogen und
aggressivitatssteigernd auswirkten. Eine EMT-induzierende Wirkung von FB auf die
muskelinvasive UCC RT4 wurde ebenfalls durch die Arbeitsgruppe Goulet et al. (2019)
beschrieben [177]. Das in einigen vorherigen Abschnitten bereits erwahnte IL-8/CXCL8
konnte auch im Kontext der EMT-induzierenden Wirkung des KM auf BFTC-905 eine
wichtige Funktion (ibernehmen, da Zhou et al. (2021) fiir dieses Chemokin bereits eine
Expressionssteigerung der mesenchymalen Marker Vimentin, Snail, Slug und Twist
durch Aktivierung des ERK/AKT/STAT3-Signalwegs (engl. ERK extracellular-signal-
regulated kinase; AKT syn. PKB protein kinase B) nachweisen konnten [3%178]. Doch auch
fur weitere von FB sezernierte Faktoren, wie CCL2/MCP-1 und IL-6, wurde ein EMT-
induzierender Effekt auf muskelinvasive UCC beschrieben [3% 1901771791 " 7ykiinftige
Projekte sollten daher mogliche Zusammenhdnge zwischen den aufgefiihrten
Mediatoren und der demonstrierten EMT-induzierenden Wirkung des KM auf BFTC-905
verifizieren.

Ahnlich zu BFTC-905 bewirkte das KM auch fiir UMUC-3 eine Verstirkung
mesenchymaler Eigenschaften, hier durch eine gesteigerte ZEB-1-Expression
(Abschnitt 4.2.8.2). Dieser mesenchymale Transkriptionsfaktor wurde in den

Genexpressionsanalysen an Stelle von E-Cadherin bestimmt, da UMUC-3 als primar
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mesenchymale UCC nur ein sehr niedriges E-Cadherin-Expressionsniveau aufweist [137].
Da eine gesteigerte ZEB-1-Expression eine Reduktion der E-Cadherin-Expression bedingt
[120:133,135] sprechen die vorliegenden Ergebnisse ebenfalls fiir eine EMT-induzierende
Wirkung des KM auf UMUC-3 und somit fiir eine Verstarkung des aggressiven Phanotyps
dieser UCC. Neben den schon fiir BFTC-905 beschriebenen allgemeinen Folgen einer
EMT finden sich in der Literatur diverse Hinweise dafiir, dass ZEB-1 selbst ein Onkogen
ist [18]. So gilt eine verstarkte ZEB-1-Expression u. a. fiir Endometrium- und kolorektale
Karzinome als prognoseweisendes Aggressivititsmerkmal [18% 181, 182] Auf Proteinebene
konnten keine signifikanten Anderungen in der E-Cadherin-, Vimentin- und a-SMA-
Expression fir UMUC-3 registriert werden, sodass eine Ausweitung der Analysen mit
Erfassung zusatzlicher EMT-Marker wie der mesenchymalen Transkriptionsfaktoren
Snail, Slug und Twist zielfiihrend sein konnte (Abb. 5).

Erstaunlicherweise reagierte VMCUB-1 auf die Behandlung mit dem KM gegensatzlich
zu den anderen beiden UCC im Sinne einer MET-Induktion. Sowohl in den Gen- als auch
Proteinexpressionsanalysen lieR sich dieser Effekt aus einer erhdhten E-Cadherin- bei
zugleich erniedrigter Vimentin-Expression der Zellen in KM ableiten. Wie in
Abschnitt 1.2.6.1 erldutert ist die genaue tumorbiologische Bedeutung des MET-
Phdnomens noch nicht in Ganze geklart ['83]. Nach aktuellem Kenntnisstand ist das
Wiederelangen epithelialer Charakteristika flir metastasierte Tumorzellen im
Zielgewebe jedoch auch ein essenzieller Bestandteil der metastatischen Kaskade
(Abb. 4) [17%183], Die Erkenntnis, dass die Veranderungen des zelluldren Phdnotyps nicht
irreversibel und unidirektional sind, sondern vielmehr eine hochgradige Plastizitat
aufweisen, fuhrte zu der Entwicklung des Hybrid-EMT-Modells [1’®]. Hierbei wird
postuliert, dass sich der zellulare Phanotyp von Tumorzellen dynamisch an die aktuellen
Gegebenheiten anpasst, so dass es nicht nur einen EMT- (E) bzw. MET (M)-Phanotyp
gibt, sondern eine Vielzahl von Zwischenstadien (E/M), in denen jeweils epitheliale oder
mesenchymale Charakteristika Uberwiegen [17%18]. Gleichwohl h3ufen sich die
Hinweise darauf, dass eine MET-Induktion bzw. die Verstarkung epithelialer
Eigenschaften von Tumorzellen mit einer reduzierten Aggressivitdat durch eine

herabgesetzte migratorische, invasive und metastatische Kapazitat einhergeht ['84]. Ob
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die MET-Induktion von VMCUB-1 durch die 16slichen Faktoren der FB im KM somit als
pro- oder antikanzerogen zu werten ist, lasst sich abschlieBend nicht bewerten.
Nichtsdestotrotz lasst sich aus den Ergebnissen der Untersuchungen zum zelluldren
Phanotyp von BFTC-905 und UMUC-3 ein therapeutisches Potenzial durch eine
Modulation der Signalfaktoren der FB im TMM ableiten. Sollte es im Verlauf moglich
sein die EMT-induzierenden Faktoren zu identifizieren, kdnnte ihre Wirkung aller
Wabhrscheinlichkeit nach medikamentds unterbunden werden. Denkbar ware z. B. der
Einsatz selektiver Inhibitoren, die die entsprechenden Zytokine neutralisieren oder den
Zytokin-Rezeptorkomplex bzw. die nachgeschaltete intrazelluldre Signaltransduktion
binden oder inhibieren, wie es bereits Siveen et al. in ihrer Arbeit zur medikamentosen
Modulation des STAT3-Weges darlegen konnten (2014) [*¥°]. Dennoch untermauert der
fir VMCUB-1 beobachtete entgegengesetzte Effekt des KM die Heterogenitat der
Tumorzellen und sollte die Einbindung weiterer UCC in kiinftigen Arbeiten nach sich
ziehen (Abschnitt 5.2.4).

Neben dem Einfluss des KM, wurde auf mRNA-Ebene zusatzlich die Fragestellung
bearbeitet, ob die Wirkung der |6slichen Mediatoren der FB durch eine additive
Cisplatinzugabe zusatzlich moduliert wird. Zwar bewirkte Cisplatin fir BFTC-905 eine
weitere Verstarkung epithelialer Eigenschaften (MET) und fir UMUC-3 entgegengesetzt
eine EMT-Induktion, die jeweiligen Effekte wurden im Wesentlichen aber nicht durch

das verwendete Nahrmedium beeinflusst.

5.1.5.2 Auswirkungen auf die TGF-B-Signaltransduktion

TGF-B gilt als potenter EMT-Induktor fir Tumorzellen, der tumorrelevante
Eigenschaften wie die Proliferation, Chemotherapieresistenz und Zellmotilitat
beeinflussen kann, weshalb die Auswirkungen des KM auf den TGF-B-Signalweg der UCC
untersucht wurde (Abschnitt 1.2.6.3) [140:142.186] Mit Hilfe der PAI-1- und SMADA4-
Analysen wurden in dieser Arbeit direkt zwei Aspekte der SMAD-abhangigen-TGF-3-
Signaltransduktion betrachtet. Im Zuge der PAI-1-Untersuchungen fiel fiir alle drei UCC
eine signifikant erhéhte PAI-1-Konzentration in den KM-Uberstanden im Vergleich zur
Kontrolle auf, die auf eine verstirkte TGF-B-Signalaktivitat hinweisend sein
konnte [1#+159], Allerdings schranken die Ergebnisse der in einem Folgeprojekt
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durchgefliihrten Proteomanalysen des KM die Aussagekraft der PAI-1-Untersuchungen
ein [31]. In diesem Rahmen konnten bereits unmittelbar nach der Entnahme des KM aus
den FB-Kulturen erhohte PAI-1-Spiegel gemessen werden, so dass unklar ist, ob das
PAI-1 ausschlieBlich durch die FB oder zusatzlich auch durch die UCC in das Medium
sezerniert wurde [3!]. Ein weiterer limitierender Faktor der PAI-1-Analysen ist, dass
dieses nicht ausschliellich TGF-B-abhdngig exprimiert wird, sondern auch der
Regulation anderer Signalmolekiile unterliegt (wie z. B. den Transkriptionsfaktoren SP1
(engl. specificity protein 1), AP1 (engl. activator protein 1) und p53) [**°]. Es bleibt daher
unklar, ob die erhohten PAI-1-Konzentrationen im KM tatsachlich auf eine verstarkte
Aktivitat der SMAD-abhangigen-TGF-B-Signaltransduktion zurlickzufiihren sind.
Dennoch ist es denkbar, dass PAI-1, welches bereits durch die FB in das KM gelangte,
einige der gezeigten Effekte vermittelt haben kdnnte. Denn neben der bereits
diskutierten Cisplatinresistenzférderung (Abschnitt 5.1.2), scheint PAI-1 bspw. auch die
Invasivitat von Tumorzellen zu steigern [*°% 159].

Erschwert wurde die Interpretation der Ergebnisse durch die erganzenden
Untersuchungen zur Wirkung des KM auf die SMAD4-Expression der UCC. Auch wenn
die erhohten PAI-1-Spiegel im KM grundsatzlich eher auf eine Aktivierung der TGF-B-
Signaltransduktion hinwiesen und fiir BFTC-905 und UMUC-3 eine EMT-Induktion
gezeigt werden konnte, exprimierten diese nach Kontakt mit KM signifikant weniger
SMAD4 (Abschnitt 4.2.8.3.2). Im Gegensatz hierzu konnte fiir VMCUB-1 eine erhdhte
Expression von SMAD4 nach der Inkubation mit KM nachgewiesen werden, obwohl
zuvor eine MET-induzierende Wirkung der I6slichen FB-Faktoren auf diese UCC
festgehalten werden konnte. Moglicherweise kdnnten daher Expressionsanalysen
weiterer Bestandteile des TGF-B-Signalwegs (z. B. TGF-B-Rezeptor I/Il [1#0]) die
Interpretation der aufgefiihrten Ergebnisse zu erleichtern. Ebenso wadren
Untersuchungen der SMAD-unabhangigen Signalwege hilfreich, um eine zielgerichtete
Aussage zur Bedeutung von TGF-B fur die in dieser Arbeit gezeigten Effekte zu treffen.
Wie grol} das therapeutische Potenzial durch eine gezielte medikamentdse Inhibition
der TGF-B-Signaltransduktion sein kdnnte, ist durch die Vielzahl aktuell laufender

Phase-l und Phase-Il Studien bereits erkennbar [*¥].
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5.1.5.3 Einfluss auf die CXCR4-Expression

Die Aktivierung des CXCR4-Chemokinrezeptors durch die Interaktion mit seinem
spezifischen Liganden CXCL12 (syn. SDF-1) ist fir maligne Tumore wie das MIUC mit
einer gesteigerten invasiven und metastatischen Kapazitat assoziiert [*8 189]. Daher
wird CXCR4 als gdngiger Metastasierungsmarker bestimmt und eine verstarkte
Expression kann als Kenneichen des aggressiven Phanotyps von UCC gewertet
werden [188189] Die CXCR4-abhingige Erweiterung der metastatischen und invasiven
Kapazitdit der Tumorzellen wird in diesem Zusammenhang auf die Aktivierung
verschiedener Signalwege (z. B. RAS/RAF/MAPK-Signalweg (engl. RAS rat sarcoma; RAF
rapidly accelerated fibrosarcoma; MAPK mitogen-activated protein kinase)
zuriickgefiihrt, die u. a. eine intrazelluldre Aktin-Polymerisation, die Ausbildung von
Pseudopodien und einen generellen zytoskelettalen Umbau bewirken, wodurch die
Zellmobilitdt zunimmt [*88]. Auf Grund dieser Beobachtungen wurden erste Ansitze
einer therapeutischen Inhibierung der CXCL12-CXCR4-Interaktion erprobt und
tatsachlich konnten u. a. Wang et al. (2011) eine reduzierte Invasivitat der UCC EJ-M3
durch die Blockade des CXCR4-Rezeptors zeigen [18189]. Neben den verdnderten
metastatischen Fahigkeiten der Tumorzellen scheint CXCL12, das in groflen Mengen von
FB des TMM produziert und sekretiert wird, auch die Extravasation disseminierter
Tumorzellen im Zielgewebe zu beeinflussen (Abschnitt 1.2.6.1) [1°¢189], Hierbei
wandern die metastasierenden Tumorzellen anhand des CXCL12-
Konzentrationsgradienten mit Hilfe des CXCR4-Rezeptors auf ihrer Zelloberflache
zielgerichtet durch das Gewebe, wo sie anschlieBend Metastasen ausbilden [105 18],
Vor diesem Hintergrund wurden die Auswirkungen des KM auf die CXCR4-Expression
der UCC untersucht, wobei sowohl FACS- als auch Western Blot-Analysen durchgefiihrt
wurden (Abschnitt 4.2.8.4). Fir BFTC-905 bewirkte die Inkubation mit KM keine
relevante  Anderung der CXCR4-Expression. VMCUB-1 exprimierte den
Chemokinrezeptor im KM insbesondere in den Western Blot-Analysen signifikant
starker als in der Kontrolle, wohingegen das CXCR4-Expressionsniveau von UMUC-3
zumindest in den FACS-Untersuchungen im KM reduziert war. Da fiir alle drei UCC in den

Invasionsanalysen eine signifikant gesteigerte Invasivitat nachgewiesen werden konnte,
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scheint dieser Effekt nicht, vor allem nicht ausschliefSlich, auf eine verdnderte CXCR4-

Expression zurlickzufiihren zu sein.

5.2 Limitationen und Perspektiven des Versuchskonzept

5.2.1 Vor- und Nachteile von KM

Ein relevanter Anteil der aktuellen Datenlage beziliglich der Wirkung parakriner
Signalstoffe im TMM konnte mit Hilfe von KM generiert werden [39 14190191 Dgas
Grundprinzip der KM-Methode ist sowohl in Hinblick auf die Gewinnung als auch die
Anwendung simpel [1%%2]. Zu Beginn werden Zellen, in diesem Fall FB in Kultur
genommen. Im Laufe der Inkubationszeit reichern die proliferierenden FB das
Zellkulturmedium mit l6slichen Faktoren an['?]. Dieses wird anschlieBend
abgenommen und die Tumorzellkulturen damit inkubiert, wodurch die I6slichen
Faktoren der FB in direkten Kontakt mit den Tumorzellen gelangen und tumorrelevante
Eigenschaften beeinflussen konnen [192]. Ein Grund fir die haufige Verwendung von KM
in der TMM-Forschung ist, dass nicht nur ein allgemeiner Uberblick tiber die Wirkung
des FB-Sekretoms auf die Tumorzellen gewonnen werden kann, sondern auch einzelne
ausgewashlte Signalmolekiile spezifisch analysiert werden kénnen [19% 193], Darlber
hinaus ldsst sich KM mit (berschaubarem technischen und zeitlichen Aufwand
herstellen und lagern [13].

Bei allen beschriebenen methodischen Vorteilen missen bei der Interpretation der
Ergebnisse dieser Arbeit auch die Limitationen der KM-Methodik Berticksichtigung
finden. Ein zu nennender Nachteil ist, dass die bidirektionale Interaktion zwischen den
FB und den UCC mit KM nicht abgebildet werden kann [19% 193], Um dieser Limitation zu
begegnen, kdnnte in zuklinftigen Arbeiten daher an Stelle von KM z. B. auf indirekte
oder direkte Co-Kulturen zurlickgegriffen werden, da diese eine reziproke
Kommunikation zwischen den Zellen erméglichen [36 56 103,193,1941 D3 durch Co-
Kultivierungsmethoden haufig neben der parakrinen Signallbertragung auch direkte
physikalische Zellkontakte moglich sind, kénnten im Rahmen dieses Ansatzes auch

weitere Interaktionsmechanismen untersucht werden (Abschnitt 1.2.1) [36 4> 56,103, 190]

82



Eine weitere Einschrankung der KM-Methodik besteht darin, dass viele der in der
Literatur beschriebenen Effekte von FB auf Tumorzellen indirekt vermittelt
werden [3*8%]. Nennenswert ist bspw. die Beeinflussung der Cisplatinresistenz, des
zelluldaren Phanotyps und der invasiven bzw. metastatischen Eigenschaften maligner
Zellen durch einen gezielten, von FB koordinierten Umbau der ECM [3%89]. Aber auch
die Modifikation des Immunphanotyps der Tumorzellen erfolgt nicht nur durch die
Sekretion l6slicher Signalfaktoren, sondern ebenso durch eine direkte Interaktion mit
den verschiedenen Immunzellen des TMM (z. B. neutrophile Granulozyten, NK-Zellen,
T-Zellen) [®°]. Um derartige Effekte zu erfassen und ein realistischeres TMM-Modell zu
generieren, wdre es in Folgearbeiten zu diesem Projekt sinnvoll, auf ergdanzende
Methoden wie dreidimensionale Zellkulturen, Mouse-Xenografts oder , Tumor-on-a-
chip“-Modelle, zuriickgreifen [3¢ 56 103],

Da ein grundsatzlicher Einfluss von FB auf UCC mit Hilfe der vorliegenden Arbeit
ausfuhrlich demonstriert und erste Signalwege identifiziert werden konnten, sollte der
nachste Schritt eine detaillierte Analyse der im KM enthaltenen Mediatoren sein. Erste
Untersuchungen hierzu wurden bereits durchgefiihrt und publiziert, in deren Rahmen
das Proteome Profiler Human XL Oncology Array Kit der Fa. R&D Systems eingesetzt
wurde [3!]. Dieses erfasst insgesamt 84 onkologisch bedeutsame Proteine [3].
Perspektivisch kdonnte eine weitere Aufschlisselung des KM mit umfangreicheren
Methoden wie z. B. der Hochdurchsatz-Proteomik erfolgen [192]. Daruiber hinaus
konnten Techniken Anwendung finden, die weitere Vektoren der parakrinen
SignalUbermittlung wie miRNAs oder extrazellulare Vesikel (Abschnitt1.2.1)

miterfassen.

5.2.2 Behandlungskonzept der UCC mit KM

Als mogliche Schwachstelle des Behandlungskonzepts der UCC mit KM (Tabelle 17)
wurde initial die Nahrstoffkonstitution des KM als maoglicher Einflussfaktor Gberprift,
da ein relevantes Defizit an Nahrstoffen Einfluss auf den aggressiven Phdanotyp von
Tumorzellen haben kann [*°°]. Hierbei war die Annahme, dass die FB im Laufe ihrer

Kultivierungszeit das Medium nicht nur mit I6slichen Faktoren konditionierten, sondern
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auch einen Teil der Nahrstoffe verbrauchten. Eine grundlegende Frage war daher, ob
das Nahrstoffangebot des KM weiterhin ausreichen wiirde, um den Bedarf der
Tumorzellen zu decken. Aus den zugehorigen Nahrstoff-Untersuchungen lieR sich kein
Anhalt fiur ein kompromittierendes Defizit ableiten (Abschnitt 4.1), sodass keine
Verzerrung der Ubrigen Untersuchungsergebnisse zu erwarten war.

Wahrend ein unzureichender Nahrstoffgehalt somit als mogliche Schwachstelle
ausgeschlossen werden konnte, wiesen insbesondere die Ergebnisse der
Invasionsanalysen von BFTC-905 (Abschnitt 4.2.7.1) auf eine andere Einschrankung des
Behandlungskonzeptes mit KM hin. Fir eine kurze Exposition der Zellen gegeniiber KM
(Inkubationszeit 24 h) zeigte sich in den Untersuchungen keine wesentliche
Veranderung der invasiven Eigenschaften. Wurden hingegen vorkonditionierte Zellen
(Tabelle 17, Inkubationszeit 120 h) fir die Invasionsanalysen verwendet, fiel eine
ausgepragte Steigerung der Invasivitdat von BFTC-905 auf. Hieraus lasst sich ableiten,
dass die Lange der Kontaktzeit der UCC mit dem KM ein relevanter Einflussfaktor fur
dessen Wirkung darstellt. In diesem Kontext erscheint es sinnvoll, samtliche
Versuchsansdtze fur alle UCC mit vorkonditionierten Zellen zu wiederholen. Dies kénnte
insbesondere fiir Experimente, die bisher nur mit einer sehr kurzen KM-Kontaktzeit
durchgefihrt wurden, moglichweise analog zu den Invasionsanalysen, ebenfalls

statistisch signifikante Ergebnisse liefern (z. B. Migrationsanalysen).

5.2.3 Fibroblasten vs. Cancer associated fibroblasts (CAF)

Bereits in der Einleitung dieser Arbeit wurde dargelegt, dass sich in der Literatur zum
Einfluss von FB auf den aggressiven Phanotyp von Tumorzellen sowohl Hinweise auf eine
pro- als auch antikanzerogene Wirkung finden lassen (Abschnitt 1.2) [>88194]. Ein
moglicher Erklarungsansatz fur die Diversitat der Ergebnisse ist die Auswahl der
verwendeten FB. So fallt auf, dass andere Arbeitsgruppen keine Hautprdparate fir die
Isolation der FB nutzten, sondern auf andere Gewebe zuriickgegriffen haben. Al-Ansari
et al. (2013), Matsumura et al. (2019) und andere Autoren isolierten die in ihrer Arbeit
verwendeten FB bspw. aus Brustgewebe [1?%1%]. Da es einige Belege dafir gibt, dass

primdre FB deutliche gewebespezifische Unterschiede in Bezug auf ihren zelluldren
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Phanotyp, ihr Proteom und Sekretom aufweisen, konnte dies ein Erklarungsansatz fiir
die beschriebene Heterogenitit der Effekte auf Tumorzellen sein [*°7]. Gleichwohl
kénnen sogar FB der gleichen anatomischen Lokalisation in wichtigen Eigenschaften wie
z. B. der Proliferation unterschiedlich auf die Anwesenheit von Zytokinen und
Wachstumsfaktoren reagieren, da sie individuellen epigenetischen Einfliissen
unterliegen [7]. Zusatzlich missen auch die jeweils vorherrschenden in vitro
Kultivierungsbedingungen als Ursache fir die Wirkunterschiede von FB auf maligne
Zellen beriicksichtigt werden, da aus der initial isolierten heterogenen Zellpopulation
besonders vorteilhafte Phanotypen durch wiederholtes Passagieren unbeabsichtigt
selektiert werden kénnen [197].

Vor diesem Hintergrund nehmen Arbeiten, in deren Rahmen die FB nicht aus primar
gesunden Ursprungsgeweben, sondern direkt aus Tumorpraparaten extrahiert wurden,
einen besonderen Stellenwert ein [5% 198 1791, Wie in Abschnitt 1.2.1 dargestellt, kann
der enge anhaltende Austausch mit den Tumorzellen dazu fiihren, dass die FB in einen
aktivierten Zustand tberfiihrt werden, in dem sie auch als CAF (engl. cancer-associated
fibroblasts) bezeichnet werden [11/12 21,199,200 " Aych wenn eine prézise molekulare
Differenzierung zwischen nicht-aktivierten FB und aktivierten CAF nach momentanem
Kenntnisstand nicht moglich ist, geht die Adaptation des CAF-Phanotyps
erwiesenermallen mit einer gesteigerten proliferativen, migratorischen und
sekretorischen Aktivitdt sowie erhéhten Kontraktilitat der Zellen einher [1% 19, 49,120, 2017
Als Grundlage fir die veranderten zellularen Eigenschaften der CAF werden genetische
Alterationen angefihrt, zu denen u. a. ein Verlust der Tumorsuppressorgene P53- und
RBP-Jk (engl. ;RBP-Jk recombination signal binding protein for immunoglobulin kappa J
region) sowie eine Uberaktivitit des Hippo-Signalwegs (YAP/TAZ-Onkogene, engl. YAP
yes-associated protein; TAZ transcriptional coactivator with PDZ-binding motif)
gehoren [11:202203,204] * D3 dje Induktion eines CAF-Phdnotyps einen dynamischen
Prozess darstellt, der nicht von allen FB einheitlich und simultan durchlaufen wird, sind
selbost im TMM desselben Tumors ausgepragt heterogene CAF-Subtypen
vorzufinden [2°!]. Die aufgefiihrten Unterschiede zwischen nicht-aktivierten FB und CAF
sind daher aller Wahrscheinlichkeit nach eine weitere Ursache fir die in der Literatur

beschriebenen heterogenen Effekte auf Tumorzellen [2°!]. Besonders differenziert
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miissen Arbeiten betrachtet werden, die den Begriff CAF nicht nur fiir FB, sondern auch
fur andere Zelltypen des TMM mit einem mesenchymalen Ursprung verwenden, wie
Epithelzellen, mesenchymale Stromazellen, Endothelzellen und Adipozyten [1%4]. Da die
genannten Zelltypen bereits physiologisch in grundlegenden Aspekten wie ihrer
Herkunft, ihren Zellfunktionen und -eigenschaften sowie ihrem Differenzierungsgrad
voneinander abweichen, ist ein direkter Vergleich mit FB nur bedingt méglich [1%4].

Es konnte aufschlussreich sein die Versuchsansdtze dieser Arbeit mit solchen FB zu
wiederholen, die aus gesundem Harnblasengewebe oder moglicherweise sogar direkt
aus dem TMM von MIUC isoliert wurden. Dadurch konnte die grundlegende
Fragestellung untersucht werden, inwieweit sich die Wirkung nicht-aktivierter dermaler
FB von FB unterscheidet, die bereits in direktem Kontakt mit Tumorzellen standen.
Orientierend an anderen Arbeitsgruppen und Forschungsunternehmungen wadre auch
eine synthetische Induktion des CAF-Phdnotyps von FB (bspw. mittels in vitro

Behandlung mit TGF-B) denkbar [2& 20%].

5.2.4 Auswahl der Urothelkarzinom-Zelllinien

Neben den FB des TMM ist auch das MIUC der Harnblase selbst fiir eine hochgradige
intra- und intertumorale Heterogenitdt bekannt [1°% 20¢]. Eine der fiilhrenden Ursachen
hierfur ist die ausgepragte genomische Instabilitat dieser Tumorentitat, die gleichzeitig
eine der zentralen Herausforderungen fir die Entwicklung individualisierter
Therapiekonzepte darstellt [1>*2%]. Um im Ansatz diese hohe tumorale Diversitéit
abzubilden, wurden fiir die Experimente der vorliegenden Arbeit die drei
muskelinvasiven  kommerziellen UCC BFTC-905, VMCUB-1 und UMUC-3
ausgewahlt [143 1441451 Diese unterschieden sich in zentralen Eigenschaften wie ihrer
individuellen Verdopplungszeit, Cisplatinsensitivitat und histologischen
Morphologie [143144145] Zudem zdhlen BFTC-905 und VMCUB-1 zu den primar
epithelialen UCC, wahrend UMUC-3 durch einen mesenchymalen Phéanotyp
charakterisiert ist [14% 144 145] |m Rahmen der unterschiedlichen Eigenschaften zeigte
sich eine heterogene Wirkung des KM auf die einzelnen UCC (Tabelle 22 -24 im

Anhang). Vor diesem Hintergrund erscheint es sinnvoll, zukiinftig auch andere UCC in
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die Untersuchungen einzubinden. Mdéglicherweise konnte dadurch die Wirkung des KM
auf bestimmte Tumorentitdten praziser prognostiziert werden, sodass im Idealfall
Patienten identifiziert werden, die von einer therapeutischen Adressierung der durch FB
beeinflussten Signalkaskaden im TMM profitieren kdnnten. Zudem wadre eine
zusatzliche Option anstelle kommerzieller UCC, Tumorzellen zu verwenden, die direkt

aus Primartumoren isoliert wurden um so realitatsnahere TMM-Modelle zu entwickeln.
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5.3 Fazit

Das MIUC der Harnblase gehort zu den haufigen malignen Tumoren und ist auf Grund
einer zlgigen Resistenzentwicklung bei zugleich begrenzten therapeutischen Optionen
bis heute mit einer hohen Mortalitat assoziiert [ 2]. Da fir verschiedene Tumorarten
eine Aggressivitatsforderung durch FB des TMM beschrieben wurde, die Evidenz
diesbezuglich fur das MIUC der Harnblase jedoch limitiert ist, wurde im Rahmen der
vorliegenden Arbeit unter Verwendung von KM der parakrine Einfluss von FB auf
tumorrelevante Eigenschaften der drei muskelinvasiven UCC BFTC-905, VMCUB-1 und
UMUC-3 untersucht [*2]. Zusammengefasst konnte fir jede der drei UCC eine
Beeinflussung durch die I6slichen Signalmediatoren der FB im KM nachgewiesen
werden. Wahrend sich einige Effekte fir die untersuchten Zelllinien einheitlich
prokanzerogen darstellten (wie eine Férderung der Proliferation, Cisplatinresistenz und
Invasivitat), fielen andere heterogen und UCC-spezifisch (u. a. EMT-Induktion bei
BFTC-905 gegeniber einer MET-Induktion bei VMCUB-1) aus. Trotz der Heterogenitat
|asst sich aus den Ergebnissen dieser Arbeit grundsatzlich ein therapeutisches Potenzial
fur das MIUC der Harnblase ableiten. So kdnnte eine gezielte Blockierung
prokanzerogener Einfliisse zu einer Verlangsamung der Tumorprogression flihren, das
Ansprechen auf die zur Verfliigung stehenden Therapieoptionen und die Prognose der
Patienten entscheidend verbessern. Das lbergeordnete Ziel kiinftiger Untersuchungen
sollte entsprechend sein, die genauen Signalmediatoren und -kaskaden zu

identifizieren, die die prokanzerogenen Effekte der FB vermittelt haben konnten.
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7 Anhang

7.1 Zusammenfassende Ubersicht der UCC-spezifischen Effekte des KM

Anmerkung: Wie die zuvor aufgefihrten Ergebnisse verdeutlichen, fiel die Wirkung des
KM auf die untersuchten UCC stellenweise unterschiedlich aus. Zur verbesserten
Gesamtlibersicht fassen die nachstehenden Tabellen die iberwiegenden Effekte fir die
einzelnen UCC zusammen.

Wie Tabelle 22 zu entnehmen ist forderte die Behandlung von BFTC-905 mit KM

groRtenteils den aggressiven Phanotyp dieser Zelllinie.

Tabelle 22: Ubersicht iiber die Effekte von KM auf die untersuchten Aggressivititsmerkmale von BFTC-905.

Aggressivitatsmerkmal Forderung Inhibition
Proliferative Kapazitat T

Apoptose (Bcl-XL, Bcl-2, Survivin) J
Cisplatinresistenz T

CSC-Phanotyp (CK14) Kein Effekt
Immunphénotyp (PD-L1 & PD-L2) )

Migratorische Aktivitat Kein Effekt
Invasive Kapazitit T

CD44-Expression T

Zelluldrer Phinotyp/EMT T (EMT)

TGF-Beta (PAI-1) 0

TGF-Beta (SMAD4) \2
CXCR4-Expression Kein Effekt

In Tabelle 23 wird deutlich, dass auch fiur VMCUB-1 fir viele Merkmale eine
Aggressivitats-fordernde Wirkung des KM auf die Zellen gezeigt werden konnte.
Dennoch fallt auf, dass in den umfassenden Untersuchungen zum zelluldren Phanotyp
fir VMCUB-1 ein eher antikanzerogener Effekt in Form einer MET-Induktion detektiert

wurde.

Tabelle 23: Ubersicht iiber die Effekte von KM auf die untersuchten Aggressivititsmerkmale von VMCUB-1.

Aggressivitatsmerkmal Forderung Inhibition
Proliferative Kapazitat T

Apoptose (Bcl-XL, Bcl-2, Survivin) 0

Cisplatinresistenz T

CSC-Phanotyp (CK14) Kein Effekt
Immunphanotyp (PD-L1 & PD-L2) Kein Effekt
Migratorische Aktivitat Kein Effekt

104



Invasive Kapazitat

CD44-Expression T

Zelluldrer Phinotyp/EMT 4 (MET)
TGF-Beta (PAI-1) 0

TGF-Beta (SMAD4) 0

CXCR4-Expression N

Fir UMUC-3 fielen die Effekte des KM so heterogen aus, dass weder eine pro- noch

antikanzerogene Wirkung Giberwog (Tabelle 24).

Tabelle 24: Ubersicht iiber die Effekte von KM auf die untersuchten Aggressivititsmerkmale von UMUC-3.

Aggressivitatsmerkmal Forderung Inhibition
Proliferative Kapazitat Kein Effekt
Apoptose (Bcl-XL, Bcl-2, Survivin) 0

Cisplatinresistenz T

CSC-Phanotyp (CK14) Nicht analysiert
Immunphanotyp (PD-L1 & PD-L2) J
Migratorische Aktivitat N
Invasive Kapazitit T

CD44-Expression N
Zelluldrer Phinotyp/EMT T (EMT)

TGF-Beta (PAI-1) 0

TGF-Beta (SMAD4) J
CXCR4-Expression N
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