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Zusammenfassung

Ein Grofiteil fortgeschrittener maligner Tumorentitaten bildet Knochenmetastasen und auch
das Urothelkarzinom (UC) metastasiert in den Knochen. Die Fragestellung, weshalb der
Knochen eine solch affine Zielstruktur der Metastasierung darstellt, ist seit vielen
Jahrzehnten Gegenstand der onkologischen Forschung. Zahlreiche Studien legen nahe,
dass eine Dysregulation der Knochenhomdostase, beispielsweise infolge systemischer
Skeletterkrankungen wie Osteoporose, die Kolonisierung des Knochengewebes durch
Tumorzellen beginstigen kann. Der gesteigerte Knochenabbau geht mit der Freisetzung
von Zytokinen, Calcium und Wachstumsfaktoren einher, welche die Proliferation, Migration
und Metastasierung von Tumorzellen beginstigen und somit zur Ausbildung eines
Teufelskreises beitragen. Bislang lag der Fokus in der Untersuchung der
Knochenmetastasierung hauptsachlich auf dem Zusammenspiel zwischen Osteoklasten
und Tumorzellen und auf der durch diese Interaktion ausgelésten vicious cycle.
Zunehmende Erkenntnisse legen nahe, dass auch Osteoblasten wichtige Funktionen bei
der Metastasierung von Tumorzellen Gbernehmen kdnnen und sie daher immer mehr in
den Fokus weiterer Untersuchungen ricken. Ziel der vorliegenden Arbeit war es daher
herauszufinden, inwiefern pathophysiologisch veranderte Osteoblasten von Patientinnen
und Patienten mit Osteoporose tumorrelevante Parameter, wie Homing, Proliferation,
Migration, Invasion, die epithelial-mesenchymale Transition (EMT), Immunevasion und die
Apoptoseinduktion von Urothelkarzinomzellen (UCC) beeinflussen kénnen. Ein weiterer
integraler Bestandteil dieses Promotionsvorhabens war es zu eruieren, ob Osteoblasten
Faktoren sezernieren, die zur Vermittlung einer Chemoresistenz gegenuiber Cisplatin
beitragen. Dies ist besonders relevant, da sich die Cisplatin-basierte Chemotherapie beim
UC seit etwa 30 Jahren kaum verbessert hat und es haufig zu Rezidiven kommt. Auch die
neuen Immuntherapien sind noch durch eine teilweise niedrige Ansprechrate
gekennzeichnet. Zur Untersuchung wurden Zellviabilitdts-, Invasions- und
Migrationsassays, immunzytochemische Farbungen, Western Blots, PCR und
durchflusszytometrische Analysen durchgefiihrt. Um parakrine Effekte der Osteoblasten in
vitro zu analysieren, wurde aus deren Uberstdnden ein konditioniertes Medium (KM)
hergestellt. Drei muskelinvasive UCC (UMUC-3, VMCUB-1, BFTC-905) wurden getestet.
Die Ergebnisse zeigen, dass Osteoblasten aus osteoporotischem Knochengewebe die
Invasivitat, Migration und Immunevasion von UCC signifikant fordern kénnen. Das KM der
Osteoblasten scheint tumorférdernde Faktoren zu enthalten, die zur Metastasierung des
UC beitragen. Kinftig konnte es daher therapeutisch sinnvoll sein, die Interaktion zwischen

Osteoblasten und Tumorzellen pharmakologisch zu adressieren.



Summary

A significant majority of advanced malignant tumor entities form bone metastases, including
urothelial carcinoma (UC). The question of why the bone represents such an affine target
structure for metastasis has been part of oncological research for many decades. Numerous
studies suggest that a dysregulation of bone homeostasis, for instance as a result of
systemic skeletal disorders such as osteoporosis, may promote the colonization of bone
tissue by tumor cells. As a result, there is an increased breakdown of the bone substance
and an increased release of cytokines, growth factors and also calcium. This increases the
metastatic potential of tumor cells by promoting their migration and invasion abilities as well
as their proliferation capacity, leading to a vicious cycle. So far, the focus in the investigation
of bone metastasis has been mainly on the interaction between osteoclasts and tumor cells
and on the vicious cycle triggered by this interaction. Increasing evidence suggests that
osteoblasts are also involved in the metastasis of tumor cells and that they are therefore
increasingly becoming the focus of further investigations. The aim of the present research
project was to find out to what extent pathophysiologically altered osteoblasts from
osteoporosis patients can influence tumor-relevant parameters such as homing,
proliferation, migration, invasion, epithelial-mesenchymal transition (EMT), immune evasion
and apoptosis induction of urothelial carcinoma cell lines (UCC). Another integral part of
this work was to determine whether factors secreted by osteoblasts contribute to mediating
chemoresistance to cisplatin, as cisplatin-based chemotherapy has not improved
significantly for about 30 years and many patients suffer recurrences. And the new
immunotherapies are still characterized by a partially low response rate. To explore these
aspects, the study employed cell Vviability, invasion and migration assays,
immunocytochemical staining, Western blot, PCR, and flow cytometry. To analyze the
paracrine effects of human osteoblasts in vitro, conditioned medium (CM) was prepared
from their supernatants. Three different muscle-invasive UCC lines (UMUC-3, VMCUB-1,
and BFTC-905) were used to ensure a representative approach. The experiments
demonstrated that osteoblasts from osteoporotic bone tissue may significantly enhance the
invasiveness, migration, and immune evasion of UCC. These findings suggest that CM from
osteoblasts contains tumor-promoting factors that may contribute to UC progression and
metastasis. Targeting the interaction between osteoblasts and tumor cells could therefore

represent a promising therapeutic strategy for improving UC treatment in the future.
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1 Einleitung
1.1 Das Knochenmikromilieu

1.1.1 Knochenmetastasen

Die fihrende Ursache fiir den tumorassoziierten Tod ist nicht der Primartumor, sondern die
Metastasierung (Mundy, 2002). Die hohe Aggressivitat von Metastasen liegt in der
Tatsache begrindet, dass metastasierte Tumorzellen widerstandsféhiger und effizienter
sind als die Zellen des Primartumors (Bozzuto et al., 2010). Der Knochen ist nach der Lunge
und Leber am dritthaufigsten von Metastasen betroffen. Knochenmetastasen stellen eine
oftmalig vorkommende Komplikation maligner Tumorerkrankungen und den haufigsten
Knochentumor im Erwachsenenalter dar. Hierbei kann grundséatzlich jede Tumorentitat in
den Knochen metastasieren, jedoch sind es vor allem Tumore der Brust, Lunge und der
Prostata, die Knochenmetastasen bilden (Piccioli et al., 2015). Im Falle des metastasierten
Harnblasenkarzinoms zeigten Autopsien, dass die postmortale Pravalenz von
Knochenmetastasen 40 % betragt (Clézardin et al., 2021). Gekennzeichnet durch starke
Schmerzen und eine hohe Inzidenz skelettaler und blutbildender Komplikationen, wie
Frakturen, Knochenmarksaplasien, Ausbildung von Nervenkompressionssyndromen und
Hyperkalzamie, filhren Knochenmetastasen zu einer starken Beeintrachtigung der
Lebensqualitat und zu haufigen Hospitalisierungen (Cecchini et al., 2005, Hiraga, 2019).
Skelettmetastasen sind ein Anzeichen fir eine fortgeschrittene Tumorerkrankung (Zacharia
et al., 2021). Die gangigen Bildgebungsverfahren zur Erkennung von Knochenmetastasen
umfassen konventionell-radiologische Aufnahmen, die Knochenszintigraphie und
computertomographische Aufnahmen. Diese Techniken erfassen jedoch vorwiegend die
Reaktion des Knochenstromas auf die disseminierten Tumorzellen, anstatt die Tumorherde
direkt darzustellen. Dadurch werden sowohl die Friiherkennung von Metastasen als auch
die Beurteilung des Therapieerfolgs eingeschrankt. Um die diagnostischen Verfahren von
Knochenmetastasen zu optimieren, kommen zunehmend empfindlichere Methoden wie die
Positronen-Emissions-Tomographie-CT (PET-CT) und die Ganzkorper-
Magnetresonanztomographie (MRT) zum Einsatz (Ban et al., 2021). Im Gegensatz zu lokal
begrenzten Primartumoren, welche operativ resezier- und mittels adjuvanter Therapie
heilbar sind, kénnen Knochenmetastasen meist nur noch palliativ behandelt werden
(Valastyan and Weinberg, 2011). Zur Behandlung der Knochenschmerzen und zur
Verringerung des Risikos pathologischer Frakturen kommen Bisphosphonate, der
monoklonale Antikérper Denosumab, welcher als Inhibitor des Receptor Activator of
Nuclear Factor-kB Ligand (RANKL) fungiert sowie das Radiopharmakon und
Calciumanalogon Radium-223 zum Einsatz, welche die osteoklastare Knochenresorption

inhibieren (Gravalos et al., 2016). Es ist zu erwarten, dass die Pravalenz von
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Knochenmetastasen in den kommenden Jahren zunehmen wird. Der Grund dafir liegt in
der verbesserten Uberlebenszeit von onkologischen Patientinnen und Patienten durch den
Einsatz neuer therapeutischer Ansatze. Dadurch entwickeln mehr Menschen
Knochenmetastasen, die zuvor mdglicherweise bereits aufgrund ihres Primartumors

verstorben waren (Clézardin et al., 2021).

1.1.2 Tumorprogressive Eigenschaften des Knochenmikromilieus

Seitdem 19. Jahrhundert beschéftigt sich die Forschung mit der Thematik der organotropen
Metastasierung und der Frage, weshalb der Knochen eine derart affine Zielstruktur der
Metastasierung darstellt. 1889 formulierte der Chirurg Stephen Paget die sogenannte seed-
and-soil-Theorie, welche besagt, dass die Metastasierung von der wechselseitigen
Interaktion zwischen disseminierten Tumorzellen (seed) und dem empfanglichen Gewebe
(soil) abhangig ist und dass der Zielort der Metastasierung kein zufalliges Ereignis darstellt.
Er schlussfolgerte, dass nur dann Metastasen entstehen, wenn seed und soil, also
Tumorzelle und Mikromilieu, miteinander kompatibel sind (Fidler, 2003). Bis heute findet
seine Theorie weitgehend Zuspruch. Betrachtet man den Knochen und seinen einzigartigen
Aufbau, scheint es vor allem das rote Knochenmark zu sein, welches die Zielstruktur fr
Skelettmetastasen bildet. Diese Beobachtung erklart das typische Verteilungsmuster
metastatischer Lasionen, welche vornehmlich an Regionen mit einer hohen Konzentration
an rotem Knochenmark vorkommen, wie dem axialen Skelett (Basu and Alavi, 2007). Die
Knochenmatrix stellt ein reichhaltiges Reservoir an Wachstumsfaktoren dar, darunter
Transforming Growth Factor S (TGF-B), Insulin-like Growth Factor (IGF), Bone
Morphogenetic Proteins (BMPs), Fibroblast Growth Factor (FGF) und Platelet-derived
Growth Factor (PDGF), welche durch die osteoklastare Resorption der Knochenmatrix
freigesetzt werden (Roodman, 2004). Zusatzlich férdern die freigesetzten
Wachstumsfaktoren die Proliferation von Tumorzellen und sind in der Lage, den Phanotyp
der Tumorzellen in einen aggressiveren umzuwandeln (Mundy, 2002). Anhand von In-vivo-
Modellen konnte bei Mamma- und Prostatakarzinomzellen nachgewiesen werden, dass
nicht die Anzahl der disseminierten Tumorzellen fir das Wachstum von
Knochenmetastasen entscheidend ist, sondern vielmehr die Knochenmikroumgebung und
die dort wirkenden wachstumsférdernden und progressionsférdernden Faktoren (Wang et
al., 2015). Der Knochen stellt eine prametastatische Nische (PMN) dar, welche durch die
von Tumorzellen sezernierten Stoffe bereits im Voraus zugunsten der Ansiedlung
disseminierter Tumorzellen moduliert wird. Beispielsweise konnte anhand von Zellen des
Mammakarzinoms demonstriert werden, dass die Tumorzellen bereits an ihrem
Ursprungsort u. a. das Enzym Lysyloxidase in den Kreislauf sezernieren. Dieses Enzym

regt die Knochenresorption an und unterstitzt folglich die Kolonisierung disseminierter
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Tumorzellen (Sowder and Johnson, 2019). Eine weitere Besonderheit des
Knochenmikromilieus, welche sich die Tumorzellen zunutze machen, ist die vor Ort
herrschende Hypoxie. Die sauerstoffabhangige Genexpression des intranuklear wirksamen
Transkriptionsfaktors, des Hypoxie-induzierbaren Faktors (HIF-1), scheint eine wichtige
Funktion in Bezug auf die Knochenmetastasierung einzunehmen. Unter hypoxischen
Bedingungen wird die Hydroxylierung von HIF-1 und sein anschlieRender proteasomaler
Abbau durch das Tumorsuppressorprotein Von-Hippel-Lindau gehemmt. Dadurch kann der
Transkriptionsfaktor im Zellkern verbleiben und seine Zielgene aktivieren (Le et al., 2004).
Es wurde gezeigt, dass hypoxische Bedingungen und HIF-1-Zielgene wesentliche Schritte
der metastatischen Kaskade aktivieren. Dazu gehdren die epithelial-mesenchymale
Transition (EMT), die Angiogenese, die Invasion, die Bildung einer PMN und die Aktivierung
der tumor dormancy. Beispielsweise reguliert HIF-1 das Enzym Lysyloxidase, das mit der
Bildung der PMN in Zusammenhang steht sowie die Metalloproteinasen (MMP), die in den
Prozess der Tumorinvasion involviert sind (Hiraga, 2018). Ebenso spielt der im Knochen
herrschende niedrige pH-Wert eine Rolle im Prozess der Tumormetastasierung. Ein saures
Milieu stimuliert die Aktivitat der Osteoklasten und beglinstigt dadurch die Freisetzung
tumorprogressiver Wachstumsfaktoren (Hensel and Thalmann, 2016). Zusatzlich scheinen
diese beiden physikalischen Eigenschaften des Knochens, die hypoxische Umgebung und
der saure pH, zu einer Entwicklung einer Resistenz gegentiber Chemotherapeutika und
Bestrahlung beizutragen (Shannon et al., 2003). Schwach basischen Medikamenten wie
Adriamycin wird durch den anfallenden pH-Gradienten die intrazellulare Akkumulation
erschwert (Skovsgaard, 1977). Es wird zunehmend deutlicher, dass der Austausch
zwischen Tumorzellen und den verschiedenen Kompartimenten des Knochens und dessen
Zellen eine entscheidende Funktion bei der Knochenmetastasierung und der Entwicklung

von Behandlungsresistenzen einnimmt (Pang et al., 2019, Futakuchi et al., 2016).

1.1.3 Morphologie von Knochenmetastasen

Eine gestérte Knochenhomoéostase stellt nicht nur die Grundlage flir systemische
Skeletterkrankungen dar, sondern schafft auch ein ginstigeres Umfeld fiir die Absiedlung
disseminierter Tumorzellen und die Entstehung von Metastasen (Fornetti et al., 2018).
Wenn sich Tumorzellen im Knochenmark eingenistet haben, kénnen sie auf Osteoblasten
und Osteoklasten einwirken und somit die Knochenhomdostase auf zwei verschiedene
Weisen zugunsten ihrer eigenen Ansiedlung stéren. Klassischerweise unterscheidet man
die haufiger vorkommenden osteolytischen von den osteoblastischen Knochenmetastasen.
Morphologische Analysen haben jedoch gezeigt, dass in den meisten Metastasen sowohl
osteolytische als auch osteoblastische Anteile gemeinsam vorhanden sind und die beiden

Morphologien nicht getrennt voneinander zu betrachten sind (Mundy, 2002).
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1.1.3.1 Osteolytische Metastasen

Bei den osteolytischen Metastasen stehen die osteoklastare Knochenresorption und die
Hemmung der Osteoblasten im Vordergrund. Dies fuhrt zu einem Ungleichgewicht
zwischen Knochenresorption und -formation, was eine verstarkte Osteolyse und damit eine
fortschreitende Knochendestruktion zur Folge hat (Ottewell, 2016). Der Crosstalk zwischen
den Tumorzellen und dem Knochenmikromilieu aktiviert diverse Signalwege und treibt auf
diese Weise den sogenannten vicious cycle der Knochenmetastasierung an. Tumorzellen
sezernieren Parathormon-verwandtes Peptid (PTHrP) sowie die Zytokine Interleukin (IL-)1,
IL-6 und IL-11, welche wiederum die Expression von RANKL in Osteoblasten stimulieren.
RANKL bindet auf der Oberflache osteoklastarer Vorlauferzellen an seinen spezifischen
Rezeptor Receptor Activator of Nuclear Factor-kB (RANK), wodurch die Differenzierung der
Osteoklasten angeregt wird. Aktivierte Osteoklasten sezernieren  daraufhin
Cysteinproteasen wie Cathepsin K, die den Abbau von Typ-I-Kollagen in der
Knochenmatrix vermitteln. Dadurch werden in der Knochenmatrix gespeicherte
Wachstumsfaktoren, wie TGF-B, IGFs, FGF und PDGF freigesetzt. Diese Faktoren fordern
wiederum die Proliferation der Tumorzellen und stimulieren die weitere Freisetzung von
PTHrP, wodurch der vicious cycle entsteht (Kingsley et al., 2007, Shupp et al., 2018). Die
Beobachtung, dass das von Tumorzellen sezernierte PTHrP eine wichtige Funktion in der
Entstehung osteolytischer Metastasen einnimmt, konnte dadurch verdeutlicht werden, dass
der Einsatz PTHrP-neutralisierender Antikdrper zu einer Reduktion osteolytischer
Metastasen in Mausmodellen des Mammakarzinoms beigetragen hat (Zheng et al., 2013).
Ebenso nimmt das Zytokin TGF-, das von Osteoblasten produziert und in die
Knochenmatrix eingebaut wird, eine wichtige Funktion bei der Bildung osteolytischer
Metastasen ein. Es fordert tumorprogressive Eigenschaften der Tumorzellen, wie die
Induktion der EMT und flhrt zur Steigerung ihrer migratorischen Fahigkeiten (Kingsley et
al.,, 2007, Zhang et al.,, 2019, Karlsson et al., 2018). Zeitgleich wird im Falle der
osteolytischen Metastasen die osteogene Differenzierung seitens der Tumorzellen durch
die Ausschittung von Faktoren wie Activin A, Dickkopf-1 (DKK-1), Noggin und Sclerostin
gehemmt (Clézardin et al., 2021). PTHrP reduziert zusatzlich die Produktion des |6slichen
Rezeptors Osteoprotegerin  (OPG), womit dessen hemmender Einfluss auf die
RANKL/RANK-Interaktion und ein weiterer wichtiger Regulator des physiologischen
Knochenstoffwechsels entfallt (Mundy, 2002). Einige Tumorentitaten, wie beispielsweise
das Prostatakarzinom, sind ebenfalls in der Lage, das Protein RANKL zu synthetisieren und
somit Osteoklasten und die damit verbundene osteoklastare Resorption direkt zu aktivieren.
Durch die Ausbildung osteolytischer Metastasen seitens der Tumorzellen wird das
Knochengewebe geschwacht und das Risiko von Knochenfrakturen erhoht. Die zentrale

Rolle von RANKL in der tumorinduzierten Knochenmetastasierung verdeutlicht die
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Relevanz gezielter Therapien, die diesen Signalweg adressieren. Solche Ansatze kdnnen
das Fortschreiten der Erkrankung verlangsamen und die Lebensqualitat der Betroffenen

signifikant verbessern (Silva and Branco, 2011, Chen et al., 2006).

1.1.3.2 Osteoblastische Metastasen

Wahrend die Mechanismen und die Pathogenese der osteolytischen Metastasierung gut
untersucht sind, bleiben die molekularen Vorgange, die zur osteoblastischen
Metastasierung fuhren, weitgehend unerforscht (Esposito et al.,, 2018). Die seltener
vorkommenden osteoblastischen Metastasen treten vornehmlich im Zusammenhang mit
dem Prostatakarzinom auf. Selten treten osteoblastische Metastasen in Verbindung mit
anderen malignen Neoplasien auf. Jedoch wurde ihr Auftreten unter anderem auch bei
Astrozytomen, Nasopharynx- und Zervixkarzinomen und Thymomen in der Literatur
beschrieben (Guise et al., 2003). Ebenso bilden etwa 10 % aller in den Knochen
metastasierten Urothelkarzinome (UC) osteoblastische Metastasen (Tsuda et al., 2017).
Hierbei wird eine Uberschiellende Osteogenese angeregt, wobei Verdichtungen des
mineralisierten Knochengewebes entstehen, welche jedoch eine gestorte Struktur
aufweisen und daher zu Frakturen neigen (Shupp et al., 2018). Dabei sezernieren die
Tumorzellen Faktoren wie BMP, PDGF und FGF, welche die Differenzierung von
Osteoblasten anregen und demzufolge die Bildung der Knochenmatrix induzieren.
Zusatzlich wird die Bildung des Peptidhormons Endothelin-1 stimuliert und dadurch der
Whnt-Signalweg (benannt nach Wingless und Int-1) aktiviert, welcher wiederum die Aktivitat
von Osteoblasten stimuliert. Dies geschieht, indem der Wnt-Antagonist DKK-1, welcher
einen hemmenden Einfluss auf die Osteoblastogenese und damit die Knochenneubildung
ausubt, inhibiert wird (Krzeszinski and Wan, 2015). Ein verbessertes Verstandnis der
molekularen Prozesse, die zur Bildung von osteoblastischen Metastasen flihren, kénnte zur
Entwicklung gezielterer Therapieansatze beitragen, die zur Pravention und Behandlung der
mit diesen Metastasen einhergehenden Komplikationen, wie beispielsweise

Knochenbriichen, beitragen.

1.1.4 Knochenhomoostase

Die molekulare Komplexitat des Knochens liegt in der Tatsache begriindet, dass er sich in
einem standigen Umbauprozess (bone remodelling) befindet und somit ein sehr
dynamisches Gewebe darstellt, welches malRgeblich durch die Aktivitat der Osteoblasten,
Osteoklasten und Osteozyten reguliert wird (Boyce et al., 1999). Das bone remodelling
gewahrleistet, dass der Knochen den stidndigen metabolischen sowie mechanischen
Anforderungen und den daraus resultierenden Mikroschaden der Knochenmatrix

standhalten und folglich Stabilitdt gewahrleisten kann (Hofbauer et al., 2021, Owen and
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Reilly, 2018). Gerat die Balance und strenge Regulierung zwischen den
knochenaufbauenden Osteoblasten und knochenresorbierenden Osteoklasten aus dem
Gleichgewicht, resultieren daraus systemische Skeletterkrankungen wie die Osteopenie

und Osteoporose (Owen and Reilly, 2018).

1.2 Humane Osteoblasten

1.2.1 Allgemeines

Osteoblasten stammen von multipotenten mesenchymalen Stromazellen (MSC) ab und
durchlaufen bis zum Erreichen ihrer reifen Entwicklungsstufe mehrere Zwischenschritte,
welche durch die Expression spezifischer Transkriptionsfaktoren gekennzeichnet sind.
Unter der Kontrolle und dem Einfluss von BMP- und Wnt-Signalwegen wird die adipogene
Differenzierung zugunsten der osteogenen Differenzierung gehemmt, sodass sich MSC zu
Osteoprogenitorzellen entwickeln (Rucci and Teti, 2018). Osteoprogenitorzellen
exprimieren die Transkriptionsfaktoren Runt-related Transcription Factor 2 (Runx2), Osterix
(Osx) und Distal-less homeobox 5 (DIx5). Die hohe Relevanz von Runx2 und dessen
Funktion in der Osteoblastogenese wird dadurch deutlich, dass die Null-Mutation von
Runx2 bei Mausen eine letale Mutation darstellt und in Runx2-defizienten Mausen keine
Osteoblastogenese stattfindet, wodurch sie keinen Knochen besitzen (Del Fattore et al.,
2012, Fakhry et al.,, 2013, Jonason et al., 2009). Die Expression der genannten
Transkriptionsfaktoren ist fur die weitere Entwicklung von Osteoprogenitorzellen hin zu den
Preosteoblasten erforderlich, welche zunehmend Marker wie Typ-1-Kollagen und
alkalische Phosphatase (ALP) exprimieren und sich schlieBlich zu reifen Osteoblasten
entwickeln (Sims and Martin, 2020, Del Fattore et al.,, 2012). Reife Osteoblasten sind
kubische Zellen mit grollen Mengen an dicht gepacktem rauem endoplasmatischem
Retikulum und Golgi-Apparaten (Neve et al., 2011). Sie dienen der Regulierung der
Osteoklasten und der Mineralisierung der Knochenmatrix. Indem sie Calcium- und
Phosphationen in das von ihnen sezernierte Osteoid einbauen, produzieren sie
Hydroxylapatit, welches die Grundlage des mineralisierten Knochens bildet (Del Fattore et
al., 2012). Die durchschnittliche Lebensdauer eines Osteoblasten betragt etwa drei Monate
(Neve et al., 2011). AnschlieRend gehen die reifen Osteoblasten entweder in Apoptose,
differenzieren zu Knochenbelegzellen oder werden, indem sie in ihrer eigens gebildeten
Knochenmatrix eingeschlossen werden, zu enddifferenzierten Osteozyten (Kim et al.,

2020). In Abb. 1 wird die Osteoblastogenese und ihre Regulation schematisch dargestellt.
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Abb. 1: Schematische Ubersicht der Osteoblastogenese. Osteoblasten entstehen aus MSC.
Jede Differenzierungsstufe der Osteoblastogenese ist durch die Expression verschiedener
Transkriptionsfaktoren reguliert. Zunachst entwickeln sich MSC zu Osteo/Chondroprogenitorzellen.
Dieser Schritt unterliegt der Kontrolle der Proteine BMP und Wnt10b. Wnt10b und BMPs stimulieren
hierbei die Entwicklung der MSC in Richtung der Osteo/Chondroprogenitorzellen. Zeitgleich hemmt
Wnt10b ebenfalls die Differenzierung der MSC in Richtung der Praadipozyten, indem adipogene
Transkriptionsfaktoren inhibiert werden. Osteo/Chondroprogenitorzellen zeichnen sich durch die
Expression von Runx2, DIx5 und Osx aus. Als nachste Entwicklungsstufen folgen die
Osteoprogenitorzellen, die Praosteoblasten und schlussendlich entsteht der reife Osteoblast.
Praosteoblasten exprimieren Alp, Kollagen Typ 1a1 (Col1a1) und SRY-Box Transcription Factor 4
(Sox4). Der reife Osteoblast exprimiert neben Alp, Col1a1 zusatzlich noch Osteopontin (Opn), Bone
sialoprotein (Bsp) Il und Osteocalcin (Ocn). Eigene Darstellung in Anlehnung an (Del Fattore et al.,
2012).

1.2.2 OPG/RANK/RANKL-System

Mechanische Beanspruchung, Mikroschdden der Knochenmatrix, hormonelle Einflisse
und Wachstumsfaktoren nehmen Einfluss auf den Knochenumbau, welcher in den
Baueinheiten, den sogenannten Basic Multicellular Units (BMUs), bestehend aus
Osteoblasten und Osteoklasten, stattfindet (Neve et al., 2011). Im Mittelpunkt der
ausgeglichenen Knochenbilanz steht das OPG/RANK/RANKL-System, welches
entscheidend die Aktivitdt der Osteoklasten und Osteoblasten reguliert. Osteoblasten
exprimieren das Protein RANKL, das aus der Familie der Tumornekrosefaktoren (TNF)
stammt (Armas and Recker, 2012). 1a,25-Dihydroxycholecalciferol, Parathormon und IL-
11 induzieren die Expression von RANKL auf der Oberflache der Osteoblasten (Yasuda,
2013). MMP wandeln die membrangebundene Form von RANKL durch proteolytische
Spaltung in die l6sliche Form um, sodass die Interaktion mit dem Rezeptor RANK auf
Osteoklasten-Vorlauferzellen erfolgen kann, welche dadurch aktiviert werden und zu reifen
Osteoklasten differenzieren kdnnen (Armas and Recker, 2012, Tobeiha et al., 2020). Diese
sind nun in der Lage, die kollagene Knochenmatrix abzubauen, indem sie proteolytische
Enzyme wie Metalloproteinasen, Cathepsin K und Phosphatasen freisetzen (Shupp et al.,
2018). Das Glykoprotein OPG stammt ebenfalls aus der Familie der TNF und wird von
Osteoblasten sezerniert. Es inhibiert die RANK/RANKL-Interaktion, indem es als loslicher

Decoy-Rezeptor an RANKL bindet und somit nachfolgend die Aktivierung der
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Osteoklastendifferenzierung hemmt (Kim et al., 2020). Entscheidend fir die Aktivitat der
Osteoklasten ist somit die Balance zwischen OPG und RANKL (Caetano-Lopes et al.,
2007). Eine Dysbalance zugunsten des Proteins RANKL ist ebenfalls im Prozess der
Osteoporose sowie bei der Entstehung von Knochenmetastasen involviert. Zunehmende
Forschungsergebnisse stitzen die Hypothese, dass eine Dysregulation des
OPG/RANK/RANKL-Systems eine entscheidende Funktion im Prozess der onkogenen
Transformation einnimmt (Renema et al., 2016). RANKL tragt zur Entstehung von
Knochenmetastasen bei, indem es sowohl Osteoklasten aktiviert als auch eine
chemotaktische Wirkung auf Tumorzellen ausibt, wodurch diese gezielt in das
Knochengewebe migrieren. Tumorzellen sind wiederum in der Lage, durch die Expression
von Faktoren und Zytokinen die RANKL-Expression in Osteoblasten zu férdern, wodurch
die Knochenresorption durch Osteoklasten verstarkt und Wachstumsfaktoren freigesetzt
werden, welche das Tumorwachstum begunstigen (Weilbaecher et al., 2011). Daneben
sind auch einige Tumorzellen selbst in der Lage, RANKL zu exprimieren. Darunter fallen
beispielsweise die Zellen des multiplen Myeloms, des Lungenkarzinoms sowie des
Prostata- und Mammakarzinoms (Schubert et al., 2008, Faget et al., 2018, Okamoto, 2021).
Die Bedeutung von RANKL im Prozess der Knochenmetastasierung wird zudem durch die
Beobachtung untermauert, dass erhdhte RANKL-Serumspiegel mit einem signifikant
hoheren Risiko fir die Entwicklung von Knochenmetastasen im Falle des
Mammakarzinoms verbunden sind. Diese Beobachtung legt nahe, dass RANKL als
potenzieller Biomarker flir die Risikoabschatzung der Knochenmetastasierung des
Mammakarzinoms dienen kdnnte (Rachner et al., 2019). Weitere Forschungsergebnisse
deuten darauf hin, dass hohe RANKL- und RANK-Spiegel sowie niedrige OPG-Level mit
einer schlechteren Prognose fiir Patientinnen und Patienten mit Lungenkarzinom assoziiert
sind (Rao et al., 2017). Lee et al. (2010) demonstrierten zudem in einer retrospektiven
Studie, dass eine erhdhte RANKL-Expression beim Osteosarkom mit einer schlechteren
Ansprechrate auf prioperative Chemotherapie sowie einer geringeren Uberlebensrate
korrelierte (Lee et al., 2011). Der monoklonale Antikérper Denosumab, welcher als Decoy-
Rezeptor RANKL bindet und somit die Interaktion mit RANK-exprimierenden osteoklastaren
Vorlauferzellen verhindert, kommt somit nicht blo in der Therapie der Osteoporose zum
Einsatz, sondern zeigt auch eine eindrickliche Wirksamkeit bei der Pravention
skelettbezogener Komplikationen (SRE) bei Knochenmetastasen (Okamoto, 2021).
AbschlieRend lasst sich sagen, dass das OPG/RANK/RANKL-System eine zentrale Rolle
in der Knochenmetastasierung spielt. Die Fahigkeit von Tumorzellen, RANKL zu
exprimieren und so die Migration und Aktivierung von Osteoklasten zu férdern, unterstreicht
die Bedeutung dieses Signalwegs flr die Metastasierung und das Tumorwachstum im

Knochengewebe.
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1.2.3 Einfluss humaner Osteoblasten auf die Tumorprogression
Bislang lag der Forschungsfokus der Knochenmetastasierung hauptsachlich auf den
Osteoklasten und der durch sie ausgeldsten Freisetzung von Wachstumsfaktoren und ihrer
Aktivierung des zuvor genannten vicious cycle, der erstmals 1997 von Gregory R. Mundy
beschrieben wurde (Mundy, 1997). Zunehmende Beobachtungen legen nahe, dass auch
Osteoblasten eine potenziell prokanzerogene Wirkung einnehmen, weshalb sie verstarkt in
den Fokus weiterer Untersuchungen ricken (Huang et al., 2019). Interessanterweise
imitieren bestimmte metastasierte Tumorzellen, wie die des Lungen- oder
Mammakarzinoms, sowohl die Funktionen als auch das Erscheinungsbild von
Osteoblasten. Auf diese Weise manipulieren sie die Knochenhomdostase zu ihrem Vorteil,
um ihr Uberleben, ihre Proliferation und letztlich die erfolgreiche Metastasierung zu sichern.
Dieser Phanotypwechsel, bei dem Tumorzellen osteoblastare Eigenschaften tbernehmen,
wird als Osteomimikry bezeichnet. Dies gelingt Tumorzellen u. a. durch die Expression von
Osteoblastenmarkern wie ALP und der Sekretion von Knochenmatrixproteinen (Rucci and
Teti, 2018, Rucci and Teti, 2010). Der tumorprogressive Einfluss humaner Osteoblasten
wurde bisher insbesondere im Zusammenhang mit der Tumorentitat des Prostatakarzinoms
erforscht. Bereits mehrere klinische Studien stellten fest, dass Osteoblasten in der Lage
sind, die Tumorprogression und Knochenmetastasierung von Zellen des Prostatakarzinoms
zu fordern (Karlsson et al., 2018, Millimaggi et al., 2006). Der Einsatz osteotroper
Radiopharmaka wie Strontium-89, Rhenium und Samarium, die sich in Bereichen mit
erhéhter Osteoblastenaktivitat im Knochengewebe anreichern und das Fortschreiten von
Knochenmetastasen reduzieren, wird zur palliativen Behandlung von Knochenschmerzen
genutzt und kann die Uberlebenszeit von Patienten mit metastasiertem Prostatakarzinom
verlangern. Diese Beobachtung legt nahe, dass die Hemmung der Osteoblasten das
Fortschreiten des Prostatakarzinoms verlangsamt und moglicherweise eine
vielversprechende therapeutische Strategie zur Kontrolle der Tumorausbreitung darstellt
(Logothetis and Lin, 2005). Ein weiterer wichtiger Akteur und potenzielles zukiinftiges
therapeutisches Ziel der Knochenmetastasierung stellt das Peptidhormon Endothelin-1
(ET-1) dar. Dieses wird vermehrt von einigen Tumorentitdten exprimiert, ist aber
insbesondere auch an der Stimulierung der Osteoblasten beteiligt (Nelson et al., 1995, Roh
and Abdulkadir, 2010). Im Kontext maligner Neoplasien ist die genaue Rolle der Endothelin-
Achse noch unklar. Dennoch weisen Tumorzellen, die auch osteoblastische Metastasen
bilden, wie die des Prostatakarzinoms, eine erhdhte Expression von ET-1 auf. Dies deutet
darauf hin, dass tumorproduziertes ET-1 mdoglicherweise parakrine Effekte auf
Knochenzellen ausubt. Die Interaktion zwischen tumorproduziertem ET-1 und dem ETa
Rezeptor, einem Subtyp des Endothelin-Rezeptors, auf der Oberflache der Osteoblasten
stimuliert die Knochenneubildung. Dadurch reichert sich die lokale Mikroumgebung mit
9
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osteoblastaren Wachstumsfaktoren an, die ihrerseits in der Lage sind, das Tumorwachstum
weiter zu fordern (Guise et al., 2003, Yin et al., 2005). In klinischen Studien wurde der ETa-
Antagonist Atrasentan, welcher die Proliferation von Osteoblasten hemmt, im Hinblick auf
dessen Auswirkungen auf die Tumorprogression des Prostatakarzinoms untersucht.
Hierbei fuhrte die Anwendung von Atrasentan in den ersten beiden Studienphasen zu einer
Verringerung der Knochenschmerzen, zu einem verlangsamten Tumorwachstum sowie zu
einem verlangsamten Fortschreiten der Krankheit im Vergleich zur Placebogruppe. Jedoch
konnte in Phase Il der klinischen Studie kein positiver Effekt im medianen
progressionsfreien Uberleben festgestellt werden (Shupp et al., 2018). Dennoch zeigen die
erfolgsversprechenden Ergebnisse der ersten beiden Studienphasen die Bedeutung der
Osteoblasten im Hinblick auf weiterfihrende Untersuchungen auf und demonstrieren, dass
Interaktionen zwischen humanen Osteoblasten und Tumorzellen ein zukinftiges
Therapieziel zur Behandlung maligner Neoplasien diverser Tumorentitaten darstellen
kdénnten. Fortschritte beim Verstandnis der Wechselwirkungen zwischen Osteoblasten und
metastasierten Tumorzellen kénnten zuklnftig die Mdglichkeit bieten, den Prozess der
Knochenmetastasierung zu modulieren. In den folgenden Abschnitten wird der aktuelle
Stand der Forschung beziglich der potenziell prokanzerogenen  und
progressionsrelevanten Wirkung von Osteoblasten auf Tumorzellen dargelegt, wobei der

Fokus auf den Stadien der metastatischen Kaskade liegt.

1.2.4 Einfluss auf die EMT
Die EMT stellt einen physiologischen Prozess dar, welcher fir viele Stadien der
Embryonalentwicklung entscheidend ist und einen grundlegenden Prozess der
Morphogenese vielzelliger Organismen darstellt (Thiery, 2002, Gonzalez and Medici,
2014). Aber auch im Rahmen der Karzinogenese Ubernimmt die EMT in nahezu allen
Stadien der metastatischen Kaskade, wie der Initiation, dem Tumorwachstum, der
Dissemination, der Metastasierung und Kolonisierung, eine bedeutsame Funktion (Brabletz
et al., 2018). Die EMT induziert darUber hinaus antiapoptotische Effekte, welche mit der
Entstehung von Resistenzen gegeniiber Chemotherapeutika in Verbindung gebracht
werden (Cho et al., 2012). Eingeleitet wird die metastatische Kaskade durch den Prozess
der EMT und umfasst die Umwandlung der Tumorzellen von einem epithelialen zu einem
mesenchymalen Phanotyp (Rucci and Teti, 2018, Rucci and Teti, 2010, van der Horst et
al., 2012). Hierbei verlieren die Zellen ihre epithelialen Eigenschaften und erlangen
hingegen die Fahigkeit zur Migration und Invasion. Auf molekularer Ebene spiegelt sich
dieser Phanotypwechsel in einer verminderten Expression epithelialer Marker wie
E-Cadherin und Desmoplakin und gleichzeitig vermehrten Expression mesenchymaler
Marker wie Vimentin, N-Cadherin, Fibronectin und a-Smooth Muscle Actin (a-SMA) wider
10
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(Xu et al., 2009a, Gonzalez and Medici, 2014). Wenn die Tumorzellen an ihrem Zielgewebe
angelangt sind, kdnnen sie mittels der mesenchymal-epithelialen Transition (MET) wieder
einen epithelialen Phanotyp annehmen, wodurch sie in ihrem Zielgewebe wieder adharent
werden konnen. Diese zellulare Plastizitat tragt zu einem dynamischen
Anpassungsprozess bei, der die Fahigkeit der Tumorzellen unterstutzt, sich an veranderte
Umweltbedingungen  anzupassen, und tragt somit zu einem erhohten
Tumorprogressionspotenzial bei. EMT-induzierende Faktoren sind beispielsweise
Wachstumsfaktoren wie Hepatocyte Growth Factor (HGF), Epidermal Growth Factor
(EGF), PDGF, TGF- und BMP. Aber auch ein hypoxisches Milieu tragt zum
Phanotypwechsel bei, indem die Expression der Transkriptionsfaktoren Zinc Finger E-box-
binding Homebox (ZEB), Snail und Twist erhéht wird, welche ihrerseits die Expression von
E-Cadherin herunterregulieren (van der Horst et al., 2012, Gonzalez and Medici, 2014).
Eine entscheidende Funktion im Prozess der EMT wird dem Zytokin TGF-f zugesprochen,
welcher als Hauptinduktor betrachtet wird und auch in groRen Mengen von Osteoblasten
sezerniert wird. TGF- fordert die Umwandlung von epithelialen zu mesenchymalen Zellen,
wodurch deren Motilitdt und Invasivitdt gesteigert werden. Diese Prozesse sind
entscheidend fir die Tumorprogression und Metastasierung, da sie den Tumorzellen
ermdglichen, sich durch Gewebe zu bewegen und neue metastatische Nischen zu
etablieren (Zhang et al., 2019, Xu et al., 2009a). Tumorzellen, welche die EMT durchlaufen,
exprimieren zudem vermehrt den Hyaluronsaurerezeptor (HA-Rezeptor) Cluster of
Differentiation 44 (CD44) und dessen Isoformen auf ihrer Zelloberflache. Dies ist in
verschiedenen Tumorentitdten mit einer verstarkten Tumorprogression assoziiert. So
korreliert die Expression der CD44-Isoform v9 (CD44v9) im Falle des Harnblasenkarzinoms
mit einer schlechteren Prognose (Kobayashi et al., 2016). Die vermehrte Genexpression
von CD44 wird durch IL-6 und IGF-1 induziert. Beide Faktoren werden von reifen
Osteoblasten produziert, was darauf hinweist, dass Osteoblasten durch die Sekretion von
IL-6 und IGF-1 mdglicherweise zur erhdohten CD44-Expression und damit zur
Tumorprogression beitragen kénnen (Chen et al., 2018, Neve et al., 2011). Es lasst sich
festhalten, dass von Osteoblasten sezernierte Faktoren im Prozess der EMT involviert sind
und sie somit in der Lage zu sein scheinen, metastasierungsrelevante Eigenschaften in
Tumorzellen zu modulieren und deren Fahigkeit zur Metastasierung sowie zur Anpassung

an das Mikromilieu des Tumors zu beeinflussen (Chen et al., 2014).
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1.2.5 Einfluss auf Migration und Invasion

Essentielle Schritte der erfolgreichen Metastasierung stellen die Migration und Invasion von
Tumorzellen dar (Chambers et al., 2002). Die EMT bildet die Grundlage, damit Tumorzellen
migratorische und invasive Fahigkeiten erlangen (Cho et al., 2012). Tumorzellen nutzen
Mechanismen, die denen gesunder Zellen zur Gewebemigration dhneln. Dieser Prozess
erfolgt in einem repetitiven Muster als Antwort auf externe Signale und beruht auf der
Polarisierung und Umstrukturierung des Zytoskeletts. Dabei entsteht ein vorderer
Pseudopod, der mit der ECM interagiert, wahrend der Zellkdrper kontrahiert und Zugkrafte
erzeugt, welche die Rickseite der Zelle in Migrationsrichtung wandern lassen (Bozzuto et
al., 2010). Ein vermehrtes Migrations- und Invasionsvermdégen steht im Zusammenhang mit
einer gesteigerten Expression des Oberflachenmolekils CD44 (Chen et al., 2018).
Karlsson et al. (2018) demonstrierten, dass von Osteoblasten sezernierte Faktoren,
insbesondere TGF-B, die Migration von Prostatakarzinomzellen anregte. Es wurde
ebenfalls nachgewiesen, dass das von Osteoblasten stammende konditionierte Medium
(KM) den Verlust von Zell-Zell-Kontakten in metastatischen Prostatazelllinien induzierte,
was zu einem aggressiveren Phanotyp fuhrte (Karlsson et al., 2018). Osteopontin (OPN)
stellt einen weiteren von Osteoblasten sezernierten Faktor dar, welcher die migratorischen
und invasiven Eigenschaften von Tumorzellen zu férdern scheint. Forschungsergebnisse
haben gezeigt, dass OPN die Expression von Transkriptionsfaktoren erhéht, welche an der
EMT beteiligt sind (Kothari et al., 2016). Im Kontext des kolorektalen Karzinoms wurde
beobachtet, dass die OPN-vermittelte Aktivierung des Proteins Twist das Migrations- und
Invasionsvermogen der Tumorzellen verstarkte und gleichzeitig die Zell-Zell-Adhasionen
reduzierte. Somit scheinen Osteoblasten durch die Sekretion von OPN das Tumorverhalten
zu beeinflussen und die Fahigkeit der Tumorzellen zur Metastasierung zu férdern (Zhao et
al., 2018).

1.2.6 Einfluss auf Extravasation und Kolonisierung

Eine gesteigerte Mobilitat und die Fahigkeit, benachbarte Gewebe zu infiltrieren, basieren
auf der Umstrukturierung des Zytoskeletts und ermoéglichen den Tumorzellen, sich vom
Primarort loszulésen (Rucci and Teti, 2010). Den Anschluss an das vaskulare System
erlangen einige Tumorzellen, indem sie proteolytische Enzyme sezernieren, wodurch sie
die Wande kleiner Blutgefale durchdringen und auf diese Weise zu entfernten
Zielstrukturen gelangen kdénnen, um dort mittels ihrer Oberflachenmolekiile an passenden
Rezeptoren adharieren zu kénnen (Mundy, 2002). Auf molekularer Ebene lGbernimmt das
chemotaktisch wirksame CXCL12/CXCR4-System eine wichtige Funktion bei dem Prozess
der Extravasation und Einnistung der Tumorzellen in das Knochenmark, welches viele

Adhasionsproteine exprimiert (Hensel and Thalmann, 2016). Osteoblasten sekretieren
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CXCL12, wahrend u. a. Zellen des Mamma- und Prostatakarzinoms sowie fortgeschrittene
Urothelkarzinomzellen (UCC) den passenden Rezeptor CXCR4 exprimieren. Diese
Interaktion ermoglicht es den Tumorzellen, sich in der endostealen Nische anzusiedeln
(Ottewell, 2016, Retz et al., 2005). CXCL12 stellt den bislang am besten erforschten
Liganden flr den Chemokinrezeptor CXCR4 dar. Die Signallbertragung Uber CXCR4 flihrt
zur Expression von MMP in Tumorzellen, wodurch sie erhdhte migratorische und
proliferative Kapazitaten erlangen, was folglich zu einem verbesserten Uberleben der
Tumorzellen flhrt (Hensel and Thalmann, 2016). In Mausmodellen konnte gezeigt werden,
dass die Inhibition des CXCR4-Signalwegs die Inzidenz von Knochenmetastasen beim
Prostata- und Mammakarzinom verringern konnte (Sowder and Johnson, 2019). Daraus
lasst sich schlussfolgern, dass Osteoblasten durch die Sekretion von CXCL12 den
Tumorzellen mittels Aufbau eines chemotaktischen Gradienten zur Migration und
Proliferation verhelfen und somit einen tumorprogressiven Einfluss ausuben. Die Fahigkeit
zur Kolonisierung und erfolgreichen Metastasierung basiert zusatzlich auf der Interaktion
von Tumorzellen mit ihrer neuen Umgebung, die durch die Ausbildung von filopodium-like
protrusions (FLP) ermdglicht wird. Karlsson et al. (2018) demonstrierten, dass das von
Osteoblasten stammende KM eine signifikante Steigerung der von metastatischen
Prostatakarzinomzellen gebildeten FLPs bewirkte. Dementsprechend wirde die Zunahme
der FLP-Bildung durch das von Osteoblasten stammende KM die Metastasierungsfahigkeit
der Prostatakarzinomzellen erhéhen, was zu einer Tumorprogression und einer vermehrten
Dissemination der Tumorzellen, insbesondere im Knochen, fliihren kdnnte. Somit l1asst sich
schlussfolgern, dass parakrine Faktoren der Osteoblasten an der Metastasierung
bestimmter Tumorentitaten beteiligt sind, wodurch die Bedeutung der Osteoblasten im

Metastasierungsprozess untermauert wird (Karlsson et al., 2018).

1.2.7 Einfluss der Osteoblasten auf die Therapieresistenz
Bildet ein Primartumor Knochenmetastasen, so sind diese haufig schlecht therapierbar und
weisen nicht selten Resistenzen gegeniber Chemotherapeutika auf. Die Griinde und die
genauen Pathomechanismen dieser Resistenzentwicklung sind bis heute ungeklart
(Mohammad and Guise, 2017). Eine der Hauptursachen fiir die Entstehung von
Therapieresistenzen stellt die Dysregulation von Zellzyklus und Zelltod dar (Pang et al.,
2019). Ein Schutzmechanismus vor zytotoxischen Substanzen stellt der Ubergang in einen
Wachstumsstillstand, die sogenannte tumor dormancy dar. Dabei bleiben die Tumorzellen
flr einen unbestimmten Zeitraum klinisch okkult und kénnen nach der Entwicklung neuer
Anpassungsmechanismen an das Tumormikromilieu zu einem Rezidiv und zur
Metastasierung flihren. Boyerinas et al. (2013) demonstrierten anhand von in-vitro- und in-
vivo-Modellen im Falle der akuten lymphatischen Leukdmie (ALL), dass das von
13
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Osteoblasten sezernierte Protein OPN gemeinsam mit der Knochenmarksnische Einfluss
auf die Lymphoblasten und deren Ubergang in die tumor dormancy hatte. Zirkulierende,
unreife lymphatische Blasten binden mit Rezeptoren wie VLA-4 an OPN in der
Knochenmarksnische und beginnen ebenfalls mit der Sekretion von OPN, wodurch sie eine
autokrine Ruckkopplungsschleife zum Selbsterhalt aufbauen. Es wurde demonstriert, dass
die Hemmung dieser Interaktion die Wirksamkeit zytotoxischer Substanzen steigern konnte
(Boyerinas et al., 2013, Wang and Lin, 2013). Insgesamt weist diese Studie darauf hin, wie
Leukdmiezellen die Mikroumgebung der Knochenmarksnische nutzen, um sich in einen
ruhenden Zustand zu begeben und zytotoxischen Therapien zu entkommen. Dieser
Mechanismus tragt zur Therapieresistenz und zum Risiko eines Rezidivs bei. Ein weiterer
Parameter, welcher die Chemoresistenz zu férdern scheint, ist die Autophagie. Es wird
angenommen, dass eine vermehrte Autophagie in einigen Tumorzellen die Sensitivitat
gegenuber zytotoxischen Substanzen vermindert. Der Prozess der Autophagie dient
physiologisch der Aufrechterhaltung der zellularen Homoéostase, indem beschadigte
Proteine und Organellen lysosomal enzymatisch abgebaut und die daraus freigesetzten
Makromolekile wieder genutzt werden. Jedoch scheint dieser Mechanismus von
Tumorzellen als Uberlebensstrategie genutzt zu werden. Ein Erklarungsansatz verfolgt die
Hypothese, dass die Autophagie als Uberlebensmechanismus dient, indem sie unter
Stressbedingungen und limitierten extrazellularen Ressourcen einen wichtigen
Energielieferanten darstellt, wodurch sich Tumorzellen den kontinuierlichen metabolischen
Veranderungen des Tumormikromilieus anpassen kénnen (Pandey et al., 2021, Dunn,
1990). Im Falle des Pankreaskarzinoms wurde demonstriert, dass OPN Uber den
OPN/NFkB- Signalweg die Autophagie der Tumorzellen aktivierte und somit deren
Chemoresistenz gegenuber Gemcitabin férdern konnte. Die Funktion von OPN im
Zusammenhang mit dem Harnblasenkarzinom bleibt bislang unklar (Zhao et al., 2018, Yang
et al., 2015). Untersuchungen von Coppola et al. (2004) lassen jedoch vermuten, dass es
eine Korrelation zwischen der Expression von OPN und der Tumorprogression des
Harnblasenkarzinoms gibt und OPN daher als ein potenzieller Biomarker fir die

Tumorprogression des Harnblasenkarzinoms genutzt werden kdnnte (Coppola et al., 2004).

1.2.8 Einfluss der Osteoblasten auf die Apoptose
Die Apoptose ist der programmierte Zelltod, welcher entweder durch intrinsische oder
externe Stimuli aktiviert werden kann. Charakteristische morphologische Merkmale, welche
mit der Apoptose einhergehen, stellen die Chromatinkondensation, die Pyknose, die
Ausbildung blasenférmiger Ausbuchtungen der Plasmamembran, die Zellschrumpfung und
schliefllich die Fragmentierung der Zelle in sogenannte Apoptosekdrper, welche
phagozytiert werden, dar. Schlisselfunktion in der Regulation und kontrollierten
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Durchfihrung der Apoptose Ubernehmen die Caspasen, welche ebenfalls durch
regulatorisch wirksame Proteine in ihrer Aktivitdt moduliert werden und deren
kaskadenartige Aktivierung schlussendlich zum Zelltod flhrt. Der extrinsische Signalweg
der Apoptose wird Gber die membrangebundene, todesrezeptorvermittelte Aktivierung einer
Initiator-Caspase eingeleitet. Wohingegen der intrinsische Weg tber zellinterne Stimuli, wie
die Erhéhung des proapoptotisch wirksamen Proteins Bcl-2 associated X Protein (Bax) in
der Freisetzung von Cytochrom C aus den Mitochondrien resultiert. Im Zytosol aktiviert
Cytochrom C wiederum den Apoptose-auslésenden Faktor 1 (Apaf-1), wodurch ebenfalls
Caspasen aktiviert werden. Beide Wege flihren schlussendlich zur Aktivierung von
Effektorcaspasen und zur Spaltung von Zielproteinen, wodurch der Zelluntergang
herbeigefuhrt wird (Reed, 2000). Eine wichtige Funktion, welche Tumorzellen im Prozess
der malignen Transformation erlangen kénnen, stellt die Entwicklung von Resistenzen
gegenuber der Einleitung der Apoptose dar. Dadurch gelingt es den Tumorzellen, einen
Uberlebensvorteil zu erlangen und folglich den Tumorprogress sowie die Entstehung von
Resistenzen gegentber zytostatischen Therapien zu férdern. Der vermehrten Expression
der antiapoptotisch wirksamen Proteine B-cell lymphoma 2 (Bcl-2) und B-cell lymphoma-
extra large (Bcl-XL) und dem damit verbundenen Ungleichgewicht zwischen pro- und
antiapoptotisch wirksamen Proteinen wird eine entscheidende Funktion im Prozess der

Resistenzerwerbung gegeniiber der Apoptose zugesprochen (Fulda, 2009).

1.3 Osteoporose

1.3.1 Allgemeiner Uberblick

Osteoporose stellt die haufigste metabolische Skeletterkrankung der Industrielander dar,
welche aufgrund einer gestorten Mikroarchitektur der Knochenmatrix mit einem
gesteigerten Frakturrisiko einhergeht (Walsh et al., 2000). Die verminderte Knochendichte
fuhrt zu Fragilitatsfrakturen, wobei sich die meisten Briiche im Bereich des proximalen
Femurs und Humerus, der Wirbelkérper und am distalen Radius ereignen. Insbesondere
Frakturen des proximalen Femurs und der Wirbelkdrper flihren zu einer erhéhten Mortalitat.
Betroffen ist vor allem die altere Bevdlkerung, wobei insbesondere postmenopausale
Frauen, welche aufgrund des Ostrogenmangels an einem beschleunigten Knochenabbau
leiden, einen grofRen Anteil ausmachen. Osteoporose kann in die primare, worunter die
postmenopausale, senile und idiopathische Form gehéren, und in die sekundare
Osteoporose, welche insbesondere medikamentés, beispielsweise durch die Einnahme
von Glucocorticoiden, verursacht wird, eingeteilt werden (Nuti et al., 2019). Ebenso tragen
Knochenmetastasen durch die Dysregulation der Knochenhomdostase zur Entstehung
einer sekundaren Osteoporose bei (Huo et al., 2024). Aufgrund der hohen Pravalenz einer

immer alter werdenden Gesellschaft stellt die Osteoporose ein grol’es Problem der
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offentlichen Gesundheit dar, welches mit hohen finanziellen Kosten einhergeht (Nuti et al.,
2019). Hochrechnungen zufolge leiden 6 Millionen Menschen in Deutschland an
Osteoporose und jahrlich gibt es 885.000 Neuerkrankungen (Hadiji et al., 2013). Neben der
Anamnese, der korperlichen Untersuchung und der Labordiagnostik, wird die Diagnose vor
allem durch die Bestimmung der Knochendichte in g/cm?, mittels Dual X-ray Absorptiometry
(DXA) ermittelt. Das Ergebnis wird als T-Score bezeichnet und gibt an, wie stark sich das
ermittelte Ergebnis von der Knochendichte gesunder, junger Erwachsener unterscheidet.
Man spricht von einer Osteoporose ab einem T-Score von <- 2,5 (Kanis et al., 2019).
Pathophysiologisch steht eine Imbalance zwischen der Aktivitdt der Osteoklasten und
Osteoblasten im Vordergrund, welche durch die Uberaktivitiat der Osteoklasten zu einer
vermehrten Abnahme der Knochenmatrix fuhrt (Pietschmann and Peterlik, 1999). Das
OPG/RANK/RANKL-System ist der zentrale Regulator des Knochenumbaus und tragt bei
Imbalance malgeblich zur Entstehung von Osteoporose bei. Untersuchungen an
Tiermodellen und in-vitro-Studien haben gezeigt, dass ein OPG-Mangel einen
osteoporotischen Phanotyp mit erhdhter Frakturanfalligkeit verursachte. Zusatzlich wurde
festgestellt, dass eine gesteigerte RANKL-Expression in Knochenmarkszellen infolge eines
Ostrogenmangels den Knochenabbau verstarkte (Neve et al., 2011). Man spricht von high-
turnover-Osteoporose, wenn die Osteoklastenaktivitat bei unveranderter
Osteoblastenaktivitat zunimmt. Kommt es im Laufe des Lebensalters zu einer Abnahme der
Osteoblastenaktivitat, spricht man von low-turnover-Osteoporose (Boskey et al., 2005).
Ostrogen stimuliert die Expression von OPG und hemmt somit die Aktivitat der
Osteoklasten (Jia et al., 2017). Der postmenopausale Ostrogenmangel hebt diese
Hemmung auf, was zu einer verstarkten Aktivierung der Osteoklasten fihrt und einen
Verlust an Knochenmasse zur Folge hat. Diese Uberaktivitat der Osteoklasten durch den
Ostrogenentzug filhrt zudem zu erhéhten Calciumwerten im Blut, welche folglich zu einer
Senkung des Parathormonspiegels fliihren und schlussendlich zu einer verminderten
intestinalen Calciumresorption, wodurch die Knochendichte zusatzlich abnimmt.
Alkohol, Nikotin und Glucocorticoide, welche die sekundare Osteoporose bedingen, flihren
zu einer geringeren Knochendichte, indem sie u. a. die Funktion und Anzahl der
Osteoblasten hemmen (Armas and Recker, 2012). Nicht nur ein hohes Lebensalter und die
genannten Risikofaktoren filhren zu einer verringerten Knochendichte. Auch
Krebspatientinnen und -patienten, unabhangig von Geschlecht und Tumorentitat, weisen
ein erhohtes Osteoporoserisiko auf (Reuss-Borst et al., 2012). Die Entstehung der
Osteoporose im Zusammenhang mit malignen Erkrankungen resultiert aus verschiedenen
miteinander verknipften Einflussfaktoren. Diese umfassen sowohl die direkten
Auswirkungen der Tumorzellen auf die Knochenhomdéostase als auch die Konsequenzen
der antitumoralen Therapie (Drake, 2013). Die von den Tumorzellen induzierte Imbalance
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zwischen den Osteoklasten und Osteoblasten flihrt zu einer vermehrten Freisetzung der in
der Knochenmatrix gespeicherten Wachstumsfaktoren und kann auf diese Weise, im Sinne
des vicious cycle, die organotrope Metastasierung von Tumorzellen férdern (Kingsley et al.,
2007). Somit stellt ein Ungleichgewicht zugunsten von knochenabbauenden Osteoklasten
und der daraus resultierenden gestdrten Knochenhomoostase nicht blof3 die Grundlage fur
die Entstehung der Osteoporose dar, sondern schafft auch ein gunstigeres Milieu fur die
Absiedelung disseminierter Tumorzellen (Fornetti et al., 2018). Bisphosphonate wie
Alendronat oder Zoledronat stellen die bevorzugte Behandlung bei Osteoporose dar und
wirken, indem sie Osteoklasten hemmen und somit den Knochenabbau verhindern und
folglich die Knochendichte verbessern. Trotz ihrer Wirksamkeit zeigen Studien, dass ihre
langfristige = Anwendung die Knochenbrichigkeit erhdhen kann. Bei einer
Langzeitbehandlung mit Bisphosphonaten steigt zudem das Risiko fur Kiefernekrosen und
atypische Femurfrakturen, was auf die UbermafRige Hemmung des Knochenabbaus
zurickzufuhren ist (Liang et al., 2022). Ein weiterer mdglicher Therapieansatz der
Osteoporose umfasst den Einsatz monoklonaler Antikérper, welche die relative
Uberaktivitat der Osteoklasten einddammen. Der monoklonale Antikérper Denosumab,
welcher an RANKL bindet und somit die Interaktion von RANKL mit RANK-exprimierenden
osteoklastaren Vorlauferzellen verhindert, kann den osteoklastaren Knochenabbau
reduzieren und somit skelettalen Komplikationen vorbeugen (Okamoto, 2021). Im Rahmen
der vorliegenden Forschungsarbeit wurden ausschlieRlich Osteoblasten von
Osteoporosepatientinnen und -patienten verwendet, um zu untersuchen, ob diese
pathophysiologisch veranderten Zellen das Metastasierungspotenzial der UCC
beeinflussen kénnen. Dadurch soll die Frage beantwortet werden, ob und inwiefern die

Osteoblasten die Tumorprogression der UCC férdern.

1.3.2 Osteoblasten in Osteoporose

Mehrere Kklinische Studien konnten bereits demonstrieren, dass Osteoblasten aus
osteoporotischem Knochengewebe einen pathologisch veranderten Phanotyp annehmen.
Im Vergleich zu Osteoblasten von gesunden Probandinnen und Probanden weisen sie eine
geringere Proliferationsrate auf, welche vermutlich auf Fehlfunktionen im IGF-1-Signalweg
zurtickzufuihren ist. Die veranderte IGF-I-Signallbertragung scheint zu einer reduzierten
DNA-Synthese in Osteoblasten mit Osteoporose beizutragen, welche wiederum zu einer
beeintrachtigten Zellproliferation flihrt und dementsprechend eine reduzierte Osteogenese
zur Folge hat (Neve et al., 2011, Perrini et al., 2008). Weitere Studien konnten belegen,
dass Osteoblasten aus osteoporotischem Knochengewebe eine geringere
Osteokalzinproduktion sowie eine vermehrte Expression von IL-6 aufweisen (Torricelli et

al., 2002). Untersuchungen an Mausmodellen zeigten, dass eine erhdhte Expression von
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IL-6 mit einem verminderten trabekularen Knochengewebe sowie einer Stimulierung der
Osteoklastogenese korrelierte (De Benedetti et al., 2006). In weiteren Studien wurde zudem
nachgewiesen, dass IL-6 die Bildung und Aktivierung von Osteoklasten auf zwei Wegen zu
fordern scheint. Einerseits wirkt IL-6 indirekt, indem es die RANKL-Produktion durch
Osteoblasten steigert und dadurch die Osteoklastogenese stimuliert. Andererseits scheint
IL-6 die Osteoklastogenese unabhangig von RANKL direkt anzuregen, wobei die genauen
Mechanismen hierbei noch nicht vollstandig identifiziert wurden (Amarasekara et al., 2018).
Eine erhdhte IL-6-Produktion wird dementsprechend mit der Pathogenese und Progression
der Osteoporose in Verbindung gebracht (Ferrari et al., 2003). Zudem tragt IL-6 zu einer
Hemmung der OPG-Expression bei, wodurch zusatzlich die Knochenhomdostase
beeintrachtigt wird und die Aktivitat der Osteoklasten stimuliert wird (Harmer et al., 2019).

Eine UbermaRige Expression des proinflammatorischen Zytokins IL-6 ist zudem mit
diversen Tumorentitdten assoziiert und scheint die Karzinogenese durch Modulierung
entscheidender onkogener Merkmale zu férdern. Auch im Falle des Harnblasenkarzinoms
konnte anhand von retrospektiven Kohortenstudien und immunhistochemischer Analysen
eine positive Korrelation zwischen der IL-6-Expressionsrate und der Tumorprogression
beobachtet werden (Chen et al.,, 2013). Die Bindung von IL-6 an seinen Rezeptor auf
Tumorzellen kann mehrere Signalwege wie JAK/STAT3, PI3K/Akt und Ras/MAPK
aktivieren, wodurch die Expression von Molekilen geférdert wird, welche fir das
Zelliberleben, die Proliferation, Invasion, Migration und Angiogenese wichtig sind. Zudem
scheint eine erhéhte Konzentration von IL-6 mit der Entstehung von Resistenzen
gegenuber zytotoxischen Therapien und der Entwicklung von Apoptoseresistenzen zu
korrelieren (Mohamed et al., 2024). Basierend auf den Beobachtungen, dass
osteoporotische Osteoblasten signifikant héhere Mengen an IL-6 exprimieren und IL-6 in
der Onkogenese diverser Tumorentitaten eine entscheidende Funktion einnimmt, lasst dies
vermuten, dass die erhohte IL-6-Sekretion das Risiko der Tumorprogression férdern

konnte.

1.4 Urothelkarzinom

1.4.1 Epidemiologie und Atiologie

Das Harnblasenkarzinom ist eine Erkrankung mit erheblicher Morbiditat und Mortalitat und
weist eine global stark variierende altersstandardisierte Rate auf (ASR). Es handelt sich
hierbei um die weltweit zehnthaufigste Krebserkrankung, mit rund 573.000 neuen Fallen
und 213.000 Todesfallen jahrlich. Manner sind deutlich haufiger betroffen als Frauen, mit
einer weltweit etwa viermal hdheren Inzidenz- und Mortalitatsrate (Sung et al., 2021). Die
héchste ASR liegt hierbei vor allem bei Mannern aus Industrienationen. Die niedrigsten

Inzidenz- und Mortalitatsraten konnten in Regionen wie Mittel- und Sidamerika,
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Sldostasien und Subsahara-Afrika dokumentiert werden (Antoni et al., 2017). Aufgrund der
genannten Haufigkeit, kombiniert mit einer hohen Anfalligkeit fur Rezidive, stellt die
Erkrankung eine hohe Belastung fir das Gesundheitssystem dar und fuhrt dazu, dass das
Harnblasenkarzinom eine der kostenintensivsten zu behandelnden Krebsarten darstellt
(van der Horst et al., 2012). Den Grolteil der Harnblasenkarzinome bilden UC, mit einem
Anteil von 95 % (Kantor et al., 1988). Es gibt mehrere bekannte Risikofaktoren flr die
Entwicklung eines UC, worunter vor allem das mannliche Geschlecht, Tabakexposition,
Infektionen mit Schistosomen und der Kontakt mit Chemikalien wie aromatischen Aminen
und polyzyklischen aromatischen Kohlenwasserstoffen am Arbeitsplatz fallen (Burger et al.,
2013). Unter diesen stellt das Rauchen von Tabak den bedeutendsten Risikofaktor dar
(Cumberbatch et al., 2016). Es ist daher davon auszugehen, dass die Inzidenz in
Entwicklungslandern in den kommenden Jahren aufgrund einer Zunahme des
Tabakkonsums voraussichtlich zunehmen wird, wahrend es zu einer Abnahme der Inzidenz
in Industrielandern kommen wird. Dieser Umstand lasst sich auf den Rlckgang des
Tabakkonsums in Industrieldndern und auf die Minderung der Exposition gegenliber
kanzerogenen Stoffen durch verbesserte Arbeitsschutzmalnahmen zurlickfihren (Ploeg et
al., 2009). Insgesamt betragt die durchschnittliche 5-Jahres-Uberlebensrate des
Harnblasenkarzinoms etwa 80 %, wobei diese Angabe vom Stadium des Tumors abhangig
ist. Sie reicht von 97 % fur das Carcinoma in situ (CIS) bis hin zu 6 % im Falle des
metastasierten Karzinoms (van der Horst et al., 2012). Etwa 10 — 15 % aller Betroffenen
haben zum Zeitpunkt der Diagnose bereits Metastasen (Dong et al., 2017). Laut der
Literatur treten Knochenmetastasen beim muskelinvasiven Blasenkarzinom (MIBC) mit
einer Haufigkeit von etwa 12 % auf (Davey et al., 1985). Sengelov et al. (1996) untersuchten
die Inzidenz von Knochenmetastasen bei UC-Patientinnen und -Patienten, welche bereits
Metastasen oder ein Rezidiv gebildet hatten. Hierbei fand bei etwa 35 % der Betroffenen
eine Knochenmetastasierung statt (Sengelgv et al., 1996). Ohne Behandlung im
metastasierten Stadium liegt die mediane Gesamtiberlebensdauer bei etwa 6 Monaten,
welche jedoch durch Polychemotherapie mit Cisplatin im Durchschnitt auf 13 Monate

verlangert werden kann (Onkologie, 2022).

1.4.2 Tumorstaging
Das UC kann in den nicht muskelinvasiven (NMIBC) und muskelinvasiven Subtyp eingeteilt
werden (Knowles, 2006). Zum Zeitpunkt der Diagnose handelt es sich in 80 % der Falle um
ein NMIBC, welches ein begrenztes Metastasierungspotenzial aufweist. Jedoch entwickeln
sich etwa 30 % der NMIBC zu einem MIBC (Fong et al., 2020). Der muskelinvasive Subtyp
macht etwa 20 % der Harnblasenkarzinome aus, wobei etwa die Halfte der Betroffenen
wiederum Metastasen entwickelt (van der Horst et al., 2012). Die TNM- bzw. die UICC-
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Klassifikation der Harnblasenkarzinome bildet die Grundlage der Stadieneinteilung. Die
Stadien pTis, pTa und pT1 gehoéren zur Gruppe der NMIBC (Onkologie, 2022). Zu diesem
Subtyp gehdren das nicht-muskelinvasive papillare Karzinom, das CIS und Tumore, welche
die Lamina propria der Harnblasenwand erreichen. Wird diese Infiltrationstiefe
Uberschritten und folglich die Tunica muscularis infiltriert, spricht man vom Stadium T2 und
somit von einem MIBC. Die Infiltration des perivesikalen Gewebes definiert das Stadium
T3. Sobald Nachbarorgane betroffen sind, spricht man vom Stadium T4, wozu ebenfalls
das Auftreten von regionalen Lymphknotenmetastasen sowie Fernmetastasen gezahit

werden (Magers et al., 2019).

1.4.3 Symptomatik und Diagnostik

Die schmerzlose Mikro- bzw. Makrohamaturie stellt das haufigste Erscheinungsbild des UC
dar. Es kénnen auch unspezifische irritative Symptome wie Dysurie und Dranginkontinenz
sowie obstruktive Symptome auftreten. Kommt es zu Gewichtsverlust, Anorexie,
Nierenversagen oder dem Auftreten einer suprapubischen tastbaren Raumforderung,
handelt es sich in den meisten Fallen bereits um eine fortgeschrittene, metastasierte
Tumorerkrankung (DeSouza et al., 2014). Besteht beim Vorliegen der entsprechenden
klinischen Symptomatik der Verdacht auf ein Harnblasenkarzinom, sollen eine
Urindiagnostik, eine sonographische Untersuchung, eine Weilllicht-Zystoskopie mit
Entnahme einer Biopsie sowie eine histologische Sicherung stattfinden. Ist die
Muskelschicht der Blasenwand betroffen, soll zur Diagnostik ein Kontrastmittel-CT des

Abdomens, des Thorax und des Beckens durchgefiihrt werden (Onkologie, 2022).

1.4.4 Therapie

Die Therapie des Harnblasenkarzinoms richtet sich nach dem Stadium des Tumors und
wird dahingehend unterschieden, ob eine Muskelinvasion stattgefunden hat oder nicht. Die
Therapie der Wahl des NMIBC besteht aus der en-bloc-Resektion mittels transurethraler
Resektion (TUR-B). Zur diagnostischen Genauigkeit wird in einigen Fallen innerhalb von
sechs Wochen nach der primdren TUR-B eine Nachresektion durchgefiihrt. Kann im
Resektat eine Muskelinvasion ausgeschlossen werden, so besteht das weitere Prozedere,
je nach Risikostratifizierung des Tumors, aus einer adjuvanten intravesikalen
Chemotherapie und der Instillation des attenuierten Lebendimpfstoffs Bacillus Calmette-
Guérin (BCG) (Onkologie, 2022). Bei etwa 20 % der neu diagnostizierten Falle des
Harnblasenkarzinoms handelt es sich um ein MIBC (Patel et al.,, 2020). Ist die
Muskelschicht der Blasenwand betroffen, stellt die radikale Zystektomie mit bilateraler
pelviner Lymphknotendissektion gemal S3-Leitlinie der deutschen Krebsgesellschaft die

Standardtherapie dar. Zusatzlich wird eine neoadjuvante Chemotherapie mit einer
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cisplatinhaltigen Polychemotherapie empfohlen. Eine adjuvante, cisplatinbasierte
Kombinationschemotherapie wird bei Patientinnen und Patienten mit einem
organlberschreitenden, muskelinvasiven Harnblasenkarzinom empfohlen, da bei ihnen
das Rezidivrisiko stark erhoht ist. Hat eine Metastasierung stattgefunden, besteht das
Behandlungskonzept aus der palliativen, rein medikamentésen Tumortherapie. Etabliert hat
sich hier das MVAC-Schema, bestehend aus der Kombination von Methotrexat, Vinblastin,
Adriamycin und Cisplatin (Onkologie, 2022). Obwohl zunachst 70 % der Betroffenen mit
einem fortgeschrittenen Harnblasenkarzinom gut auf die cisplatinhaltige Chemotherapie
ansprechen, erleiden dennoch 90 % von ihnen ein Rezidiv und erliegen schlussendlich der
Erkrankung (van der Horst et al., 2012). Zudem ist etwa die Halfte der Betroffenen mit UC
aufgrund von Komorbiditdten und den Nebenwirkungen der Therapie nicht fur eine
cisplatinbasierte Kombinationstherapie geeignet. Ist die therapeutische Intervention mit
cisplatinhaltiger Chemotherapie nicht moéglich, sind alternativ carboplatinhaltige Zytostatika
einsetzbar (Bellmunt et al., 2014, Koie et al., 2014). In den letzten 40 Jahren stellte die
systemische Chemotherapie die einzige medikamentése Therapieoption zur Behandlung
des Harnblasenkarzinoms dar. Im Laufe des letzten Jahrzehnts wurde zunehmend an dem
Einsatz von Immuncheckpoint-Inhibitoren geforscht, sodass im Jahre 2016 Atezolizumab
als erster PD-L1-Inhibitor die Zulassung zur Behandlung des fortgeschrittenen und
platinrefraktdren Harnblasenkarzinoms erhielt (Stenehjem et al., 2018). GemaR der S3-
Leitlinie ist heute der Einsatz von Atezolizumab und Pembrolizumab fir Patientinnen und
Patienten mit einem metastasierten UC der Harnblase bei positivem PD-L1-Status
zugelassen, welche sich nicht fir eine cisplatinhaltige Chemotherapie eignen (Onkologie,
2022). Die Therapielandschaft des Harnblasenkarzinoms ist in stetiger Weiterentwicklung
und der Einsatz von zielgerichteten Immuntherapeutika sowie die Erforschung neuer
Therapieoptionen sollen in Zukunft die Prognose und das Gesamtiberleben der

Betroffenen verbessern (Stenehjem et al., 2018).
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1.5 Zielsetzung der Arbeit
Die Mehrheit der tumorbedingten Todesfalle ist nicht auf den Primartumor zurtickzufthren,
sondern auf die Ausbreitung von Metastasen (Mundy, 2002). Haben sich erst einmal
Knochenmetastasen gebildet, gehen diese typischerweise mit einer schlechten Prognose
einher. Die relative Inzidenz von Knochenmetastasen hangt vom Primarius ab. Vor allem
Mamma- und Prostatakarzinom-, aber auch Harnblasenkarzinomzellen disseminieren in
das Knochengewebe (Macedo et al., 2017). Die Knochenmatrix bildet einen reichhaltigen
Speicher an Wachstumsfaktoren und Zytokinen, welche tumorinduziert freigesetzt werden
und im Prozess der Knochenmetastasierung involviert sind (Kingsley et al., 2007). Inwiefern
das Mikromilieu des Knochens, die Ansiedlung von UCC, deren Migration, Invasion und
Proliferation sowie die Entwicklung von Resistenzen gegenuber einer Cisplatin-basierten
Chemotherapie beeinflusst, ist daher von gro3em wissenschaftlichen Interesse. Zudem gibt
es zahlreiche Hinweise darauf, dass eine gestdrte Regulation der Knochenhomoostase die
Kolonisierung des Knochens durch die Tumorzellen begunstigt. Ziel der Arbeit ist es daher
zu evaluieren, inwiefern parakrine Faktoren von Osteoblasten, die von Patientinnen und
Patienten mit einer diagnostizierten Osteoporose stammen, diese vorgenannten Parameter
in UCC modulieren. Dies ist insbesondere beim MIBC von hoher Bedeutung, da sich seit
etwa 30 Jahren die Therapie nicht wesentlich verbessert hat und viele Betroffene unter
Rezidiven leiden. Fir die Durchfihrung der Experimente dieser Forschungsarbeit wurden
drei muskelinvasive UCC (VMCUB-1, UMUC-3 und BFTC-905) ausgewahlt, welche die
molekulare Vielfalt des UC reprasentieren sollen. Um die parakrine Wirkung der
Osteoblasten auf die UCC zu untersuchen, wurde ein KM erstellt und auf dessen
tumorprogressive Eigenschaften hin untersucht. Hierflir wurden Zellviabilitats-, Invasions-
und Migrationsassays durchgefihrt und mit Hilfe von Western-Blot-, PCR- und
immunzytochemischen Methoden apoptoserelevante Parameter und Effekte des KM auf
die EMT analysiert. Die Gesamtheit der Versuche dieser Forschungsarbeit versucht, die
folgenden Fragen zu beantworten:

1.) Inwiefern beeinflussen Osteoblasten von Osteoporosepatientinnen und -patienten

die Tumorprogression von muskelinvasiven UCC?
2.) Gibt es einen Einfluss der humanen Osteoblasten auf die Resistenzentwicklung von
UCC gegeniber Cisplatin?

3.) Unterscheiden sich die Effekte des KM zwischen den untersuchten UCC?
Ein besseres Verstiandnis dariber, inwiefern die Interaktion von Osteoblasten und
Tumorzellen die Tumorprogression steigert und zu Rezidiven beitragt, konnte Hinweise auf
neue Therapieoptionen geben und dazu fihren, den Prozess der Knochenmetastasierung

genauer zu verstehen und zukunftig zu verhindern.
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2 Materialien
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Tabelle 1: Zellkulturmedien

Zellkulturmedien

Medium und Zusitze

Endkonzentration

Osteoblasten- Nahrmedium

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (4,5 g/L D-
Glucose)

FBS

10 %

Penicillin/Streptomycin (Pen/Strep)

10.000 U/ml/10.000 pg/ml

UCC-Nahrmedium

Dulbecco’s Modified Eagle Medium mit
GlutaMAX™ (4,5 g/L D-Glucose)

FBS 10 %
DMSO (Dimethylsulfoxid)-Einfriermedium
DMSO 10 %

ad FBS

Tabelle 2: Materialien zum enzymatischen Passagieren

Trypsin-PBS-Lésung

Trypsin /EDTA in PBS

0,05 %/0,02 % (Konzentration 1x)

ad PBS

Tabelle 3: Materialien zur Gewinnung von humanen Osteoblasten

Material

Hersteller

Kollagenase Typ IV

Invitrogen™, Fisher Scientific GmbH,
Schwerte, DE

Scharfer Loffel

Hartmann GmbH, Heidenheim, DE

Einmalpinzette

Hartmann GmbH, Heidenheim, DE
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2.2 Datenbanken und Software

Tabelle 4: Uberblick iiber die angewandten Datenbanken und Softwares

Datenbanken

https://scholar.google.de

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

Software

BD® FACS Suite 1.4

EndNote™ X9

ImagelLab

Imaged

Microsoft® Excel fiir Mac 16.36

Microsoft® Power Point fiir Mac 16.36

Microsoft® Word fiir Mac 16.36

NanoDrop Software

Prism® GraphPad (8. Version)

StepOne® Software Applied Biosystems

Victor® X3 Workstation Software

Zen 3.0 Mikroskopsoftware

2.3 Chemikalien
Tabelle 5: Chemikalien

Chemikalien/ Reagenzien

Hersteller

Alexa Fluor® 488 Streptavidin

Thermo Scientific™, Fisher Scientific GmbH,
Schwerte, DE

Alexa Fluor® 594 Streptavidin

Thermo Scientific™, Fisher Scientific GmbH,
Schwerte, DE

BCA Working Reagent A

Thermo Scientific™, Fisher Scientific GmbH,
Schwerte, DE

BCA Working Reagent B

Thermo Scientific™, Fisher Scientific GmbH,
Schwerte, DE

Bovine Serum Albumin Fraction V (BSA)

Carl Roth® GmbH + Co. KG, Karlsruhe, DE

CellTiter-Blue® Reagent

Promega GmbH, Walldorf, DE
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CellWASH

BD® Biosciences, Heidelberg, DE

Cisplatin Accord (1 mg/ml)

Accord Healthcare, Minchen, DE

Collagenase Type CLS (360 U/mg)

Sigma-Aldrich®, Merck KGaA, Darmstadt, DE

Demi-Wasser (Aqua dest.)

Fresenius Kabi Deutschland GmbH, Bad
Homburg, DE

DePeX

Serva, Heidelberg, DE

4°-6-Diamidino-2-phenylindol (DAPI)

Sigma-Aldrich®, Merck KGaA, Darmstadt, DE

Dimethylsulfoxid (> 99,5 %, DMSO)

Sigma-Aldrich®, Merck KgaA, Darmstadt, DE

DPBS with: Ca?* and Mg?*

Pan Biotech™, Aidenbach, DE

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM)

Gibco®, Fisher Scientific GmbH, Schwerte,
DE

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

Sigma-Aldrich®, Merck KgaA, Darmstadt, DE

Ethanol

VWR® International GmbH, Darmstadt, DE

FBS (Hitzeinaktiviertes Fetales bovines
Serum)

Pan Biotech™, Aidenbach, DE

Fluoromount Aqueous Mounting Medium™

Sigma-Aldrich®, Merck KgaA, Darmstadt, DE

Hydrochloric acid (HCL, Salzsaure)

Sigma-Aldrich®, Merck KgaA, Darmstadt, DE

Immobilon® Forte Western HRP Substrat

Merck Milipore®, Darmstadt, DE

Kristallviolett-Fertigldsung (1 %)

Sigma-Aldrich®, Merck KgaA, Darmstadt, DE

2-Mercaptoethanol (3-ME)

Sigma-Aldrich®, Merck KgaA, Darmstadt, DE

Matrigel® Matrix phenolrotfrei

Corning®, Kaiserslautern, DE

Methanol

Sigma-Aldrich®, Merck KgaA, Darmstadt, DE

Natriumchlorid (99,5 %, NaCl)

Carl Roth® GmbH + Co. KG, Karlsruhe, DE

Natrium Deoxycholat (> 98,0 %)

Sigma-Aldrich®, Merck KgaA, Darmstadt, DE

Neonidet-P40 (NP40)

US Biological, Massachusetts, USA

Normal Goat Serum Blocking Solution

Vector Laboratories, Eching, DE

Opti-MEM® Reduced-Serum Medium
without Phenol Red

Gibco®, Fisher Scientific GmbH, Schwerte,
DE

PowerUp™ SYBR™ Green Master Mix

Applied Biosystems®, Thermo Scientific™,
Fisher Scientific GmbH, Schwerte, DE

Roti®-Histofix 4 %

Carl Roth® GmbH + Co. KG, Karlsruhe, DE
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Roti®-Mark WESTERN-Marker Carl Roth® GmbH + Co. KG, Karlsruhe, DE
RLT Puffer Qiagen®, Hilden, DE

RPE Puffer Qiagen®, Hilden, DE

RW1 Puffer Qiagen®, Hilden, DE

SDS C12H2sNAO4S (> 99,5 %) Carl Roth® GmbH + Co. KG, Karlsruhe, DE
Tris (> 99,3 %) C4aH11NO3 Carl Roth® GmbH + Co. KG, Karlsruhe, DE
Tris-Base Merck Milipore®, Darmstadt, DE

Tris, Hydrochlorid (Tris-HCL) Merck Milipore®, Darmstadt, DE

Triton™ X-100 Sigma-Aldrich®, Merck KGaA, Darmstadt, DE
Trypan Blue Solution (0,4 %) Sigma-Aldrich®, Merck KGaA, Darmstadt, DE
;rrsz'?/ilg 0,5 %/EDTA 0,2 % in PBS, w/o: Ca Pan Biotech™. Aidenbach, DE

kﬁﬁ;ggﬁggg ?/t/zrsf;);rl)\/lolecular Biology Sigma-Aldrich®, Merck KGaA, Darmstadt, DE
Xylol VWR® International GmbH, Darmstadt, DE

Tabelle 6: Lésungen

Losungen Endkonzentration

Trypsin-PBS-Lésung

Trypsin 0,5 %/EDTA 0,2 % in PBS 0,05/0,02 % (Konzentration 1x)

ad PBS

Kollagenase-dPBS-L6sung

BSA 1,5 %
Kollagenase Typ 1 (270 U/mg) 0,2 %
ad DPBS
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2.4 Gerite

Tabelle 7: Uberblick iiber die angewandten Gerite

Gerate

Firma

Absorptionsmessung

BD FACSVia™

BD® Biosciences, Heidelberg, DE

Nanodrop™ 2000

Thermo Scientific™, Fisher Scientific GmbH,
Schwerte, DE

Victor™ X3 Multilabel-Reader

Perkin ElImer® Inc., Massachusetts, USA

Brutschrank

HERACELL™ 150i (CO2-Inkubator mit
Edelstahlkammern)

Thermo Scientific™, Fisher Scientific GmbH,
Schwerte, DE

WTB CB 150

BINDER GmbH, Tuttlingen, DE

Kiihlung

Cryo 1 C Freezing Container

Nalgene®, Fisher Scientific GmbH, Schwerte,
DE

Eiswirfelmaschine

Manitowoc® Flockeneisbereiter, Manitowoc
Ice, Manitowoc, USA

HAT 5786-AC

Hettich AG, Bach, CHE

Laboratory Refrigerator SUPER-720-
CHROMAT (Kuhlgerat)

Philipp Kirsch GmbH, Willstatt-Sand, DE

Locator™ (Stickstofftank)

Fisher Scientific GmbH, Schwerte, DE

Mikroskop

AxioCam MRG ggrl Zeiss Microscopy GmbH, Oberkochen,
Axioskop 40 ggrl Zeiss Microscopy GmbH, Oberkochen,
Axiovert. A1 Carl Zeiss Microscopy GmbH, Oberkochen,

DE

Inverses Fluoreszenz Mikroskop Axiovert 200

Carl Zeiss Microscopy GmbH, Oberkochen,
DE

MBQ 52 ac power supply

Carl Zeiss Microscopy GmbH, Oberkochen,
DE

Western Blot

BioRad ChemiDoct™ MP Imaging System

BioRad Laboratories GmbH, Feldkirchen, DE

Dry bath FB15101

Thermo Scientific™, Fisher Scientific GmbH,
Schwerte, DE

Gelelektrophoresekammer

BioRad Laboratories GmbH, Feldkirchen, DE

Trans-Blot® Turbo™ Transfer System

BioRad Laboratories GmbH, Feldkirchen, DE
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UP 50H Ultraschallprozessor

Hielscher Ultrasonics, Teltow, DE

PowerPac™ Basic Power Supply

BioRad Laboratories GmbH, Feldkirchen, DE

Zentrifugen

Heraeus Megafuge 1.0R

Thermo Scientific™, Fisher Scientific GmbH,
Schwerte, DE

Heraeus Megafuge 16R

Thermo Scientific™, Fisher Scientific GmbH,
Schwerte, DE

Typ 5424 Eppendorf, Wesseling-Berzdorf, DE
Typ 5810 R Eppendorf, Wesseling-Berzdorf, DE
Waagen

Analysenwaage Extend

Sartorius Lab Instruments GmbH & Co. KG,
Goéttingen, DE

Feinwaage M-prove

Sartorius Lab Instruments GmbH & Co. KG,
Goéttingen, DE

Pipettierhilfen

E3 Multipette

Eppendorf, Wesseling-Berzdorf, DE

Multichannel Pipetten

Eppendorf, Wesseling-Berzdorf, DE

Pipetus®

Hirschmann Laborgerate GmbH & Co. KG,
Eberstadt, DE

Singlechannel Pipetten

Eppendorf, Wesseling-Berzdorf, DE

qPCR

StepOne™ Real-Time PCR System

Applied Biosystems®, Thermo Scientific™,
Fisher Scientific GmbH, Schwerte, DE

T100™ ThermalCycler BioRad Laboratories GmbH, Hercules, USA
ThermoStat® plus Eppendorf, Wesseling-Berzdorf, DE
Sonstiges

DX-90 Autoklav

Systec GmbH, Linden, DE

Euroflow EF5E

Clean Air by Baker, Utrecht, NLD

Integra Biosciences™ Vacusafe™
Comfort Absaugsystem

Integra Biosciences™, Biebertal, DE

MBT-Reagenzschittler, ROCK'N'ROLLER

neoLab® Migge GmbH, Heidelberg, DE

Neubauer-Zahlkammer (0,1 mm; 0,0025 mm?)

Paul Marienfeld GmbH & Co.KG, Lauda-
Konigshofen, DE

WNB 45 Wasserbad

Memmert, Bichenbach, DE
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Vortex Mixer 7-2020

neoLab® Migge GmbH, Heidelberg, DE

2.5 Verbrauchsmaterialien

Tabelle 8: Uberblick iiber die verwendeten Verbrauchsmaterialien

Verbrauchsmaterialien

Hersteller

Konditioniertes Medium (KM)

Vakuumfiltrationseinheit Filtropur V25
(250 ml; 0,2 ym Porengrofie)

Sarstedt AG & Co KG., Nimbrecht, DE

Invasions-Assay

Deckglaser fiir Mikroskopie

Engelbrecht GmbH, Edermiinde, DE

Objekttrager

Engelbrecht GmbH, Edermiinde, DE

Peha® Wattestabchen

Hartmann GmbH, Heidenheim, DE

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

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, DE

Safeshield Scalpel No. 11

Feather®, pfm medical, KoIn, DE

Migrations-Assay

ibidi® 2-Well-Zellkultureinsatze

ibidi® GmbH, Grafelfing, DE

Zellkultur

50 ml Einmalspritze

B. Braun SE, Melsungen, DE

Zellkulturflaschen (75 cm? 175 cm?)

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, DE

Cell Lifter Polyethylene 3008

Corning®, Kaiserslautern, DE

Cell Scraper M

TPP® Techno Plastic Products AG,
Trasadingen, CH

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

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, DE

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

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, DE

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

Eppendorf, Wesseling-Berzdorf, DE

Filtropur S (0,2 pm)

Sarstedt AG & Co KG., Nimbrecht, DE

Glas Pasteurpipetten

Brand™, Wertheim, DE

Kryordhrchen (1,5 ml)

Nalgene®, Fisher Scientific GmbH, Schwerte,
DE

Pipettenspitzen

Eppendorf, Wesseling-Berzdorf, DE
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Safe-Lock Tubes (0,5 ml; 1,0 ml; 1,5 ml;
2,0 ml)

Eppendorf, Wesseling-Berzdorf, DE

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

Corning®, Kaiserslautern, DE

Zentrifugenréhrchen (15 ml; 50 ml)

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, DE

FACS-Analyse

5 ml Rundbodenréhrchen

Corning®, Kaiserslautern, DE

Western-Blot-Analysen

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

BioRad Laboratories GmbH

Blotting Filter Paper (2,5 mm; 7,5 x 8,4 mm)

Invitrogen™, Fisher Scientific GmbH,
Schwerte, DE

Mikrotiterplatte 96-Well

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, DE

Polyvinylidenfluorid (PVDF) Western Blotting
Membranes

Roche Diagnostics GmbH

Molekularbiologische Analysen

Collection Tubes (2 ml)

Qiagen®, Hilden, DE

MicroAmp® 48-Well Optical Adhesive Film

Applied Biosystems®, Thermo Scientific™,
Fisher Scientific GmbH, Schwerte, DE

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

Applied Biosystems®, Thermo Scientific™,
Fisher Scientific GmbH, Schwerte, DE

RNeasy® Mini spin column

Qiagen®, Hilden, DE

QIAShredder®

Qiagen®, Hilden, DE

2.6 Kits

Tabelle 9: Uberblick iiber die verwendeten Kits

Kits

Hersteller

Human Serpin E1/PAI-1 Quantikine® ELISA
Kit

R&D Systems®, Wiesbaden, DE

Pierce™ BCA Protein Assay Kit

R&D Systems®, Wiesbaden, DE

QlAshredder®

Qiagen®, Hilden, DE

Quantitect® Reverse Transcription Kit

Qiagen®, Hilden, DE

RNase® free DNase Kit

Qiagen®, Hilden, DE

RNeasy® Mini Kit

Qiagen®, Hilden, DE

Roti®-Mark WESTERN-Set

Carl Roth® GmbH + Co. KG, Karlsruhe, DE
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2.7 Pufferrezepturen fiir Western-Blot-Analysen

Tabelle 10: Uberblick iiber Pufferrezepturen fiir Western-Blot-Analysen

Puffer und Losungen

Endkonzentration

Proteinlysepuffer RIPA

Complete Mini 1 Tbl. in 10 ml RIPA
NaCl 150 mM
Natrium Deoxycholat 0,5 %
NP-40 1%
SDS 0,1 %
Tris, pH 8,0 50 mM
Farblosung Working Reagent

BCA Reagent A 50:1
BCA Reagent B 1:50

4x Laemmli-Puffer

Bromphenolblau 0,01 %
Glycerol 40 %
SDS 8 %
Tris-HCL pH 6,8 252 mM
Vor Gebrauch: B-ME 20 %
ad Aqua dest.

1x Blotting-Puffer

Methanol 10 %
Transferpuffer 25 x

ad Aqua dest.

Transferpuffer (1x)

Glycin 96 mM
Tris-Base 12 mM
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ad Aqua dest.

Laufpuffer (1x)

Glycin 192 mM
SDS 0,1 %
Tris, pH 8,3 - 8,8 25 mM

ad Aqua dest.

2.8 Antikorper

Tabelle 11: Uberblick iiber eingesetzte Antikorper

Antikorper

Katalog-Nummer

Herkunft

Primarantikorper

c-Smooth Muscle Actin

(aus Kaninchen)

(«SMA) ab7817 Abcam®, Cambridge, UK
CD273/PD-L2 557926 gg@ Biosciences, Heidelberg,
CD274/PD-L1 563741 gg@ Biosciences, Heidelberg,
CD44 550989 BD® Biosciences, Heidelberg,
DE
Invitrogen™, Fisher Scientific
CXCR-4 PA5-19856 GmbH, Schwerte, DE
E-Cadherin ab15148 Abcam®, Cambridge, UK
SMAD4 GTX112980 GeneTex®, Kalifornien, USA
, . Invitrogen™, Fisher Scientific
Vimentin MAS5-14564 GmbH, Schwerte, DE
Sekundarantikorper
Allophycocyanin (APC) Goat 111-136-144 Jackson ImmunoResearch,
Anti-Rabbit IgG Pennsylvania, USA
BD Pharmingen™ APC Mouse 550942 BD® Biosciences, Heidelberg,
Anti-Human CD44 DE
BD Pharmingen™ FTC Mouse 558065 BD® Biosciences, Heidelberg,
Anti-Human CD274 DE
BD Pharmingen™ PE Mouse 558066 BD® Biosciences, Heidelberg,
Anti-Human CD273 DE
. . - Invitrogen™, Fisher Scientific
Goat Anti-Rabbit IgG-Biotin A16114 GmbH, Schwerte, DE
Roti®-Mark
WESTERN-HRP-Konjugat | 2245.2 Carl Roth® GmbH + Co. KG,

Karlsruhe, DE
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2.9 Losungen fiur molekularbiologische und funktionelle Analysen

Tabelle 12: Lésungen fiir molekularbiologische und funktionelle Analysen

Losungen

Endkonzentration

Cellwash-Losung (BD)

Cellwash 98 %
FBS 3%
ad PBS

DAPI-L6sung

4°-6-Diamidino-2-phenylindol (DAPI) 0,1 %
ad Aqua dest.

PBSTA-Normal-Goat-Lésung

BSA 2%
Normales Ziegenserum (10 %) 2%
Triton X-100 1%
ad PBS

RLT-Puffer

B-ME 1%
ad Aqua dest.

Kristallviolett-Losung

Kristallviolett-Fertigldsung 1%

Matrigel-Gebrauchslésung

Corning® Matrigel®

2,7 % (216-270 pg/ml)
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2.10 Oligonukleotidprimer
Tabelle 13: Uberblick liber angewendete Oligonukleotidprimer

Standardreihe
Gen/ Primer-Sequenz 53" Elongationszeiten | fiir relative
Transkript 9 (°C) Quantifizierung
der Expression
Fw CCTGTGGATGACTGAGTACCTG
Bel-2 Rv CAGAGGCCGCATGCTGGG 60 UMUC-3
Fw CACAGCAGCAGTTTGGATGC
Bel-XL Rv ATATGCTGTCCCTGGGGTGA 55 VMCUB-1
Fw GCGCACCATGCAGAACCTG
CK14 Rv CCTCCACGCTGCCAATCATC 60 BFTC-905
. Fw ACCAGAATAAAGACCAAGTGACCA
E-Cadherin Rv AGCAAGAGCAGCAGAATCAGAAT | 60 BFTC-905
GAPDH
(House- Fw CCCTTCATTGACCTC
Keeping-Gene 60 BFTC-905
fiir Rv ATGACAAGCTTCCCG
Normalisierung)

2.11 Probenherkunft (humane Osteoblastenkulturen) und ethische Freigabe

Die fur die Versuchsansatze verwendeten humanen Osteoblasten stammten aus
explantierten Femurkopfen, welche im Rahmen einer totalendoprothetischen Versorgung
entnommen und durch die Klinik fir Orthopadie und Unfallchirurgie des Uniklinikums
Dusseldorf zur Verfugung gestellt worden sind. Mittels Osteodensitometrie durch DXA-
Messung wurde die Knochendichte ermittelt, wodurch der Osteoporose-Status abgeleitet
wurde. Die Gewebeentnahme und deren weitere Verwendung erfolgten nach
unterschriebener Einwilligungserklarung der jeweiligen Patientinnen und Patienten. Ein
positives Votum zur Isolierung von humanen Osteoblasten zur Erforschung molekularer
Zusammenhange der Knochenmetastasierung wurde am 13.08.2020 von der
Ethikkommission der Medizinischen Fakultat der Heinrich-Heine-Universitat erteilt
(Ethikkommission Nr. 5585R). Die fur die Herstellung des KM verwendeten Osteoblasten
stammten ausschlieBlich von Patientinnen und Patienten mit einer Knochendichte von
t <-2,5, wodurch diese definitionsgemaf unter einer Osteoporose litten. Insgesamt wurden
10 Personen fur die Erstellung des Mediums inkludiert, wovon 4 mannlichen und
6 weiblichen Geschlechts waren. Das Durchschnittsalter des Patientenkollektivs betrug
72 Jahre.

2.12 Urothelkarzinom-Zelllinien
Bei den fir die Experimente verwendeten kommerziellen UCC handelte es sich um
muskelinvasive Tumorzelllinien. Untersucht wurden die in Tabelle 14 genannten UCC,
welche in der Literatur als Trager einer p53-Punktmutation beschrieben wurden (Makri et
al., 1998, Tzeng et al., 1996, Markl and Jones, 1998).
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Tabelle 14: Auflistung der verwendeten UCC sowie Ursprung und Zelltyp

Name Ursprung Phanotyp
stammt von einer 51-jahrigen chinesischen
BFTC-905 Patientin mit einem papillaren | epithelial (Tzeng
Ubergangszellkarzinom der Harnblase Grad | et al., 1996)
Il im Jahr 1990 (Tzeng et al., 1996)
stammt aus dem primaren epithelial
VMCUB-1 U_bergang§zel[kar2|nom . der Har_n_blase (Skowron et al.,
eines mannlichen Patienten (Williams, 2015)
1980)
stammt aus dem primaren mesenchymal
UMUC-3 U_bergan_gszgllkarzmom der Harnblase (Skowron et al.,
eines mannlichen Patienten (Grossman et
2015)
al., 1986)
3 Methoden

3.1 Ubergreifende Arbeiten in der Zellkultur
3.1.1 Allgemeines

Die Zellkulturarbeiten erfolgten unter sterilen Bedingungen und wurden unter Verwendung
einer laminar air flow Werkbank durchgefuhrt. Alle hierfir verwendeten Materialien wurden

steril erworben, steril filtriert oder vor der Verwendung autoklaviert.

3.1.2 Zellkulturbedingungen

Um ein bestmogliches Wachstum der Zellkulturen zu gewahrleisten, wurden die
Osteoblasten und UCC in 75 cm? bzw. 175 cm? Zellkulturflaschen unter konstanten und
physiologischen Bedingungen im Brutschrank aufbewahrt. Hierbei betrugen die Temperatur
37 °C, der CO2-Gehalt 5 % und die relative Luftfeuchtigkeit > 95 %. Mittels regelmaRiger
lichtmikroskopischer Kontrollen wurden die Vitalitat, die Konfluenz, das Wachstum der

Osteoblasten und das Vorhandensein mdglicher Kontaminationen begutachtet.

3.1.3 Zellkulturmedien

Fir die Herstellung des Osteoblastenwachstumsmediums wurde Dulbecco's Modified
Eagle's Medium (DMEM (4,5 g/L D-Glucose) verwendet. Da DMEM keine Lipide,
Wachstumsfaktoren und Proteine enthalt, wurde diesem 10 % FBS zugefugt. Um eine
optimale Kultivierung zu ermdglichen, wurden dem DMEM zuséatzlich 10 mL Hepes-
Pufferldsung (1 M), Penicillin-Streptomycin (10.000 U/mL/10.000 pg/mL) und Gentamycin
(50 mg/mL) beigeflgt. Fur die Kultivierung der UCC wurde DMEM mit GlutaMAX™
Supplement verwendet, welchem ebenfalls 10 % FBS und Penicillin-Streptomycin
(10.000 U/mL/10.000 pg/mL) beigeflgt wurden. Ein Mediumwechsel erfolgte alle 72 h bis
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96 h, wodurch nicht-adharente Zellen entfernt wurden. Die Medien sowie ihre Zusatze,

wurden bei 4 °C gelagert und vor der Nutzung auf 37 °C erwarmt.

3.1.4 Zellzdhlung mittels Neubauer-Zahlkammer (Hamozytometer)

Die Bestimmung der vitalen Zellen erfolgte mittels Neubauer-Zahlkammer und der
Verwendung des Farbstoffs Trypanblau. Es wird sich hierbei zunutze gemacht, dass
Trypanblau nicht in der Lage ist, die Membran vitaler Zellen zu durchdringen. Bei letalen
Zellen hingegen diffundiert der Farbstoff durch die Membran, wodurch die Zellen blau
gefarbt werden. Das Deckglaschen wurde durch Anhauchen leicht befeuchtet und auf die
Zahlkammer geschoben. 5 ul der Zellsuspension sowie 5 ul des Farbstoffs wurden
gemischt und dann luftblasenfrei auf die Z&hlkammer aufgetragen, indem die Pipettenspitze
am Rand des Deckglaschens angesetzt und langsam entleert wurde. AnschlieRend wurde
die Zellzahl innerhalb der vier Quadrate ausgezahlt. Die Berechnung erfolgte mittels

folgender Formel:

Zellzahl in allen 4 Quadraten

" x 2 (Verdinnungsfaktor) x 10* (Kammerfaktor)

Zellzahl pro ml=

Die Zellzahl wurde sowohl vor der Aussaat als auch vor dem Kryokonservieren auf diese

Weise ermittelt.

3.1.5 Passagieren der Osteoblasten und der UCC

Um die Proliferation adharenter und konfluenter Osteoblasten zu ermdéglichen, mussen
diese nach erreichter Maximaldichte (80 %) schonend mittels enzymatischer Passagierung
aus dem Monolayer geldst werden. Hierbei wurden zunachst alle bendtigten Reagenzien,
welche zuvor bei 4 °C gelagert waren, im Wasserbad bei 37 °C erwarmt. Das verbrauchte
Medium wurde abgenommen und die Osteoblasten mittels PBS gewaschen. Anschliel3end
wurde Trypsin/EDTA (0,05 %/0,02 %) 1:10 mit PBS verdunnt auf die Osteoblasten
gegeben. Da die optimale Enzymtemperatur des Trypsins bei 37 °C liegt, wurden die
Osteoblasten fur 3 min im Brutschrank bei 37 °C und einem CO,-Gehalt von 5 % gelagert.
AnschlieRend wurden die Zellen durch Abklopfen geldst und die Enzymreaktion durch die
Zugabe von Nahrmedium gestoppt. Die Zellsuspension wurde Uberflihrt und bei 300 g
(relative Zentrifugalkraft) fiir 5 min zentrifugiert. Danach wurde der Uberstand dekantiert,
das Zellpellet mit Medium resuspendiert und die gewlnschte Zellmenge wurde in eine neue

Zellkulturflasche, welche zuvor mit frischem Nahrmedium beflllt worden war, Gberfihrt.
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3.1.6 Kryokonservierung und Rekultivierung

Nachdem Trypsinieren, Zentrifugieren und Auszahlen wurde das Zellpellet in einer
Konzentration von max. 2 x 10° in 1.000 yl DMSO-Einfriermedium (10 %) in ein 1,5 ml
Kryoréhrchen aufgenommen. Um ein langsames und kontrolliertes Herunterkihlen der
Zellen zu gewahrleisten, wurden die Osteoblasten in einer Isopropanolbox aufbewahrt und
diese bei —80 °C gelagert. So wurden die Osteoblasten schonend 1 °C/h heruntergekuhlt.
Zur Rekultivierung wurde die Zellsuspension, nachdem sie fast vollstandig aufgetaut war,
zugig in ein mit Medium befllltes 50 mi-Falcon-Réhrchen Uberfuihrt und anschlielend fur
5 min bei 300 g zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgesaugt und das Zellpellet in
Nahrmedium resuspendiert. Abschlielend wurde die Zellsuspension in eine mit frischem
Nahrmedium befullte Zellkulturflasche Uberfuhrt. Nach 24 h erfolgte ein Mediumwechsel.

3.2 Kultivierung humaner Osteoblasten

3.2.1 |Isolierung von humanen Osteoblasten aus Knochengewebe

Die Isolierung der humanen Osteoblasten erfolgte durch die Entnahme der Spongiosa aus
operativ gewonnenen Huftkdpfen. Hierfir wurde die im Rahmen der Isolierung bendétigte
Kollagenase-IV-Lésung zunachst zubereitet, indem 100 mg auf 40 ml Wachstumsmedium
(DMEM + 10 %  FBS + Penicillin-Streptomycin ~ (10.000 U/mL/10.000 pg/mL) + 10 mM
Hepes) geldst und im Anschluss sterilfiltriert wurde (Porengrof3e 0,2 um). Die Spongiosa
wurde mittels scharfen Loffels und einer Einmalpinzette in einer Petrischale von der
Kompakta und dem Bindegewebe geldést und in 1 mm® groRen Knochenfragmenten
weiterverarbeitet. Die isolierten Knochenfragmente wurden in einem 50 ml Falconréhrchen
mit der sterilen Kollagenase-IV-Lésung versetzt und fur 2,5h bei 37 °C auf dem
Rollenmischer inkubiert. Nach der Inkubationszeit wurde die Kollagenase-IV-L6sung in ein
frisches 50 ml Falcon pipettiert und zentrifugiert (300 g, 5 min). Nachdem der Uberstand
dekantiert wurde, wurde das Zellpellet in DMEM resuspendiert und erneut zentrifugiert. Die
Aussaat der Osteoblasten erfolgte in Osteoblastenwachstumsmedium und in

T75-Zellkulturflaschen. Nach etwa vier Tagen erfolgte ein Mediumwechsel.

3.2.2 Herstellung des konditionierten Mediums (KM)

Um die parakrinen Faktoren der Osteoblasten fiir die weiterflihrenden Experimente zu
nutzen, wurde das verwendete Medium der kultivierten Osteoblasten in regelmafigen
Zeitabstanden abgenommen und kryokonserviert (-80 °C). Hierfir wurden die
verwendeten Osteoblasten aufgetaut und in einer Konzentration von ca. 8 x 10° in eine
T175-Zellkulturflasche gegeben, welche mit 45 ml Nahrmedium befillt wurde. Um eine

maximale Konzentration l6slicher Faktoren im Medium zu gewahrleisten, wurde das
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Medium erst entnommen, wenn die Osteoblasten eine Konfluenz von etwa 75-90 %
erreicht hatten. Die Uberstande wurden nach 72 h bzw. 96 h Inkubation abgenommen und
bei —80 °C gelagert. Das fir die weiterflihrenden Versuche verwendete KM stammte von
4 verschiedenen biologischen Spendern, wobei die Passagen 2-5 in gleichen Anteilen
hinzugeflgt worden sind. Bei der Sterilfiltration handelt es sich um ein physikalisches
Verfahren zur Entfernung unerwinschter Mikroorganismen, welches insbesondere fur
hitzeempfindliche Losungen angewandt wird, die nicht autoklaviert werden kénnen. Die
kryokonservierten nativen Medien wurden am Tag der Sterilfiltration nach dem Auftauen
mittels einer Vakuumfiltrationseinheit (Porengrée der Membran 0,2 uym) steril filtriert.
AbschlieRend wurde der hierbei hergestellte sterilfilirierte Gesamtpool an Medien in
unterschiedlichen Mengen aliquotiert und bei —80 °C gelagert. Insgesamt wurden auf diese
Weise 11 verschiedene Pools erstellt, deren Einfluss auf die UCC analysiert wurde. Im
Nachfolgenden wird die Anzahl der im Rahmen der Versuche analysierten Gesamtpools

mit ,n = “ angegeben.

3.3 Funktionelle Versuche

3.3.1 Durchfiihrung des Migrationsassays

Um die migratorischen Eigenschaften der Osteoblasten auf die UCC zu erfassen, wurden
sterile Ibidi®-Einsatze, welche aus zwei Kammern bestanden und durch einen 500 um
breiten Mittelsteg voneinander getrennt wurden, verwendet. Diese wurden auf dem Boden
einer 12-Well-Platte positioniert und anschlieRend deren beiden Kammern mit den UCC
belegt, sodass zwei dichte konfluente Zellrasen entstehen konnten. Die Aussaat der UCC
erfolgte nach dem Schema in Tabelle 15. Am darauffolgenden Tag wurden die
Ibidi®-Einsatze gezogen und die Wells mit 1,5 ml Medium geflutet. Hierbei wurde der
Einfluss von DMEM mit dem KM verglichen. AnschlieRend folgte die Fotodokumentation
der zellfreien Gasse mittels inversen Mikroskops bei einer 10-fachen Vergrélierung. Hierbei
wurde der Steg nach 4 h, 8 h, 10 h und im Falle der BFTC-905 auch nach 12 h fotografiert.
Die abschlieRende Auswertung des Migrationsareals erfolgte mittels des
Bildbearbeitungsprogramms ImageJ Version 1.53 und wurde in ym? angegeben. Hierbei
wurde mit Hilfe des Freehand Selection Tools die Flache des Migrationsareals ermittelt,
indem die migrierten UCC manuell markiert wurden. Jeder Einsatz wurde an zwei Stellen
fotodokumentiert, sodass bei der abschlielenden Auswertung ein Mittelwert der
Ergebnisse gebildet wurde, welcher von der Gesamtflache subtrahiert wurde. Es wurde der

Einfluss von 8 verschiedenen KM auf das Migrationsverhalten der UCC untersucht (n = 8).
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Tabelle 15: Aussaat der UCC im Migrationsassay

Zellzahl/Kammer Aussaatvolumen in pl
BFTC-905 55.000 75
UMUC-3 50.000 75
VMCUB-1 45.000 75

3.3.2 Durchfiihrung des Invasionsassays

Das Vermdgen von Zellen, die extrazellulare Matrix zu durchdringen und Gewebe zu
infiltrieren, lasst sich mittels Transwell-Invasionsassays und der abschliellenden Messung
der invadierten Zellen eruieren. Es handelt sich hierbei um eine Weiterentwicklung des
Boyden-chamber-assays und es ist einer der am haufigsten angewandten Chemotaxis-
Assays. Das Grundprinzip ist, dass die Zellen durch eine Filtermembran mit definierter
PorengrofRe einem chemotaktischen Gradienten folgen und dabei die extrazelluldre Matrix
infiltrieren. Dieser Assay wurde angewandt, um den Einfluss der parakrinen
Signalmediatoren der Osteoblasten auf das Invasionsverhalten der UCC zu analysieren.
Die verwendeten Kunststoffeinsatze, deren Boden aus einer permeablen Membran
bestand, waren an die Einsenkung von 24-Well-Platten angepasst und besallen eine
Porengrofie von 0,8 um. Um die Eigenschaften der extrazellularen Matrix zu simulieren,
wurde eine Matrigel-Gebrauchslosung (2,7 %) verwendet, welche Uber Nacht bei 4 °C
aufgetaut wurde. Im ersten Schritt wurde unter sterilen Bedingungen 20 ul der eiskalten
Matrigel-Gebrauchslésung auf die Oberflache der Membran pipettiert und durch Klopfen
gleichmaRig innerhalb des Einsatzes verteilt. Es folgte eine Inkubation (20 min) bei
37 °C/5 % CO2 im Brutschrank. Der Beschichtungsschritt wurde erneut mit 20 pl der
Matrigel-Gebrauchslésung wiederholt und es folgte eine weitere Inkubation von 60 min im
Brutschrank. Diese Zeit wurde genutzt, um die UCC zu trypsinieren, zu zahlen und in der
gewlnschten Konzentration gemal dem Aussaatschema (Tabelle 16) in
Opti-Mem® Reduced-Serum Medium auszusaen. Der Boden der Wells wurde mit 500 pl
des Lockmediums beflllt (DMEM bzw. KM). Das Opti-Mem® Reduced-Serum Medium,
welches fur die Aussaat der UCC verwendet wurde, wies einen reduzierten Nahrstoffgehalt
auf, sodass ein chemotaktischer Gradient zwischen dem Innenraum der Einsatze und den
mit Medium beflllten Einsenkungen der Wells entstand. Durch die permeablen
Membraneinsatze konnten zwei Kompartimente innerhalb eines Wells erschaffen werden,
die miteinander in Kontakt treten konnten, sodass ein wechselseitiger Austausch stattfand.
Die Inkubationszeit betrug im Falle der UMUC-3- und VMCUB-1-Zellen 20 h und fir die
BFTC-905-Zellen 24 h.
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Tabelle 16: Aussaat der UCC im Invasionsassay

Zellzahl/Kammer Aussaatvolumen in pl
BFTC-905 50.000 100
UMUC-3 30.000 100
VMCUB-1 30.000 100

Besallen die UCC ein invasives Potential, konnten sie die Matrigelschicht vertikal
durchdringen und auf die Unterseite der Membran gelangen, wo sie am darauffolgenden
Tag im Zuge der Auswertung fixiert, mittels Kristallviolettfarbung visualisiert und gezahlt
werden konnten. Hierfur wurden die Transwell-Einsatze zunachst mit einem Wattestédbchen
von innen gereinigt, mit 4 °C kaltem PBS gespult und anschlieRend fur 10 min in eiskaltem
Methanol fixiert. Die Reinigung mit dem Wattestabchen erfolgte nach jedem Farbeschritt.
Danach erfolgte die Farbung der UCC mit Kristallviolett (1 %). Hierfir wurden die
Transwelleinsatze fur 25 min im Farbstoff eingelegt und bei Raumtemperatur im Dunkeln
gelagert. Ungebundenes Kristallviolett wurde im Anschluss durch schonendes Waschen
der Einsatze in Leitungswasser entfernt. Die Einsatze wurden danach fur 25 min bei
Raumtemperatur getrocknet. Mittels Einmalskalpell wurde die Membran der Einsatze
entfernt, kurz in Xylol getaucht und auf dem Objekttrager positioniert. Zum Einbetten und
dauerhaften Abdecken der Membranen wurde DePeX-Mounting-Medium und ein Deckglas
verwendet. Die invadierten UCC wurden mittels inversen Mikroskops bei einer 10-fachen
Vergrolkerung fotografiert. Jede Membran wurde an drei reprasentativen Stellen
fotografiert, wobei die Werte im Zuge der Auswertung gemittelt worden sind. Die
abschlieRende Zahlung der invadierten UCC erfolgte mittels des Programms ImageJ
Version 1.53.

3.4 Analyse der Zellviabilitat

3.4.1 CellTiter Blue®-Assay

Der CellTiter Blue® Assay ermoglicht tGber die Ermittlung der metabolischen Kapazitat
einen Rickschluss auf die Zellzahl. Der Assay basiert auf der Fahigkeit der vitalen Zellen,
den blauen Redoxfarbstoff Resazurin in den violetten Fluoreszenzfarbstoff Resorufin zu
reduzieren. Das Fluoreszenzmaximum des Resorufins liegt bei A =590 nm. Diese
Verstoffwechselung des Farbstoffes wird mittels Spektralphotometer Victor X erfasst und

ist proportional zur Anzahl der vitalen Zellen.
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3.4.2 Proliferationsanalyse

Mit dem CellTiter-Blue®-Assay wurde der Einfluss des KM auf das Proliferationsverhalten
der UCC untersucht. Hierfir wurden die UCC nach dem Trypsinieren und Zentrifugieren
gemall dem Aussaatschema in Tabelle 17 auf eine 96-Well-Platte in 200 yl Medium
ausgesat und anschlielend fir 72 h inkubiert. Es wurden die UCC, die in DMEM und
solche, die in KM ausgesat wurden, verglichen. Nach Abschluss der Inkubationszeit wurde
die Zellviabilitat mittels CellTiter-Blue®-Assay analysiert. Hierfir wurde das Medium aus
den Wells abgenommen und 200 pl des CellTiter-Blue®-Reagenz, welches zuvor 1:10 mit
DMEM verdinnt wurde, in jedes Well pipettiert. Danach wurden die UCC fur 2 h unter
konstanten Bedingungen in Dunkelheit inkubiert. AbschlieRend wurde aus jedem Well
100 pl auf eine Mikrotiterplatte Uberfihrt und die Emission bei einer Wellenlange von

A =573 nm analysiert.

Tabelle 17: Aussaat der UCC im 96-Well-Format

Zellzahl/Well Aussaatvolumen in pl
BFTC-905 3.000 200
UMUC-3 2.500 200
VMCUB-1 2.500 300

3.4.3 Evaluation der Resistenzvermittiung durch KM

Um zu untersuchen, ob die parakrinen Botenstoffe der Osteoblasten eine
resistenzfordernde Wirkung gegenuber Cisplatin vermitteln kénnten, wurde ebenfalls eine
Zellviabilitdtsanalyse durchgefuhrt. Hierfir wurden die UCC wie in Tabelle 17 beschrieben
ausgesat und fur 24 h bei 37 °C, 5 % CO, inkubiert. Dabei wurde wieder zwischen zwei
Gruppen unterschieden (DMEM und KM). Am Folgetag wurde das Medium abgenommen
und Cisplatin in aufsteigenden Konzentrationen (0,4 uM — 16 yM) hinzugegeben. Die
Inkubation der UCC wurde flir 72 h fortgesetzt. Abschliellend wurde mittels CellTiter®-Blue-
Assay die Viabilitat der UCC analysiert. Als Kontrolle dienten fur beide Gruppen UCC,
welche kein Cisplatin erhielten. Zusatzlich wurde in jeder der beiden Gruppen ein Blank

mitgefiihrt, welches im Zuge der Auswertung von allen Ergebnissen subtrahiert wurde.

41



Methoden

3.5 Behandlungsschema der Vorkonditionierung

Fir die anschlieRenden Versuche wurden UCC verwendet, die 6 Tage im entsprechenden
Medium (DMEM/KM) ausgesat und inkubiert worden waren. Diese UCC werden in den
folgenden Abschnitten als ,vorkonditionierte UCC* bezeichnet. Dafur wurden die UCC wie
in Tabelle 18 angegeben ausgesat. Nach 72 h erfolgte ein Mediumwechsel. Im Rahmen
der durchflusszytometrischen Analyse, Western Blotting und PCR wurden ebenfalls UCC
verwendet, welche mit 3 uM Cisplatin vorbehandelt wurden. Hierfir wurden die UCC
innerhalb der ersten 72 h zunachst in Medium ohne Cisplatinzusatz ausgesat. Nach 72 h
erfolgte auch hier ein Mediumwechsel, allerdings war dem frischen Nahrmedium 3 uM
Cisplatin beigefluigt worden. Nach erneuten 72 h wurden die UCC fir die weiteren Versuche

genutzt.

Tabelle 18: Aussaatschema fiir Vorkonditionierung

Zellzahl/Well Aussaatvolumen in ml PlattengroRe
BFTC-905 100.000 25 6-Well
VMCUB-1 24.000 2,5 6-Well
UMuC-3 24.000 25 6-Well

3.6 Durchflusszytometrische Analysen

Im Rahmen dieses Dissertationsprojektes wurde der Einfluss des KM auf die
Proteinexpression von PD-L1, PD-L2 und CD44 mit Hilfe des Durchflusszytometers
analysiert. Hierfur wurden vorkonditionierte UCC verwendet. Nach 6 Tagen wurden die
UCC mit PBS gewaschen, in frischem Medium resuspendiert und auf FACS-Réhrchen
verteilt. Die UCC wurden dann fiir 5 min bei 300 g zentrifugiert und der Uberstand wurde
verworfen. Es folgte die Aufnahme des Zellpellets in 3 ml Cellwash + 3 % FBS und eine
erneute Zentrifugation, woraufhin der Uberstand erneut ab- und die UCC in 50 pl FBS
aufgenommen wurden. Anschlief3end folgte eine Inkubation (5 min) im Eisbad. Nach der
Inkubation wurden die in Tabelle 19 angegebenen Antikorper sanft dem Pellet zugemischt
und die Inkubation wurde ftr 30 min im Eisbad im Dunkeln fortgesetzt. Die UCC wurden mit
4ml Celwash + 3% FBS gewaschen und erneut zentrifugiert. Fur die
durchflusszytometrische Analyse wurde in einem letzten Schritt der Uberstand
abgenommen und das Pellet in 200 pl Cellwash + 3 % FBS aufgenommen. Alle genannten

Schritte erfolgten auf Eiswasser.
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Tabelle 19: Verwendete Antikorper sowie applizierte Menge und eingesetztes Fluorochrom

Antikorper Menge konjugiertes Fluorochrom
FITC= Fluorescein-

PD-L1 3ul Isothiocyanat

PD-L2 15 R-PE= R-Phycoerythrin

CD-44 3l APC= Allophycocyanin

3.7 Immunzytochemische Farbung von Vimentin und E-Cadherin

Die Immunzytochemie ist eine Farbemethode, welche dem Nachweis von Antigenen in
Gewebestrukturen mittels Antigen-Antikorper-Reaktion dient. Sie wird unter anderem zur
Klassifizierung und ldentifizierung von Tumoren angewandt und ist damit ein wesentlicher
Bestandteil der Tumordiagnostik. Im Rahmen dieses Dissertationsprojektes wurde die
Immunzytochemie angewandt, um den Einfluss des KM auf die Expression von Vimentin
und E-Cadherin der UCC zu eruieren. Bei den untersuchten Antikérpern handelt es sich um
Marker der EMT. E-Cadherin und Vimentin wurden mit PBSTA-Normal-Goat verdunnt. Die
Verdinnungen entsprachen den genannten Herstellerangaben. Die zur Markierung der
Zielproteine eingesetzten Antikorper, ihre Verdinnungen und die verwendeten

Fluorochrome sind in Tabelle 20 zusammengefasst.

Tabelle 20: Verwendete Antikorper

Primarantikorper Verdiinnung Fluorochrom
Vimentin 1:200 Streptavidin Alexa-488
E-Cadherin 1:50 Streptavidin Alexa-594

3.7.1 Fixierung mit Roti®-Histofix (4 %)
Um eine immunzytochemische Farbung durchzuflihren, wurden vorkonditionierte UCC
verwendet. Nach 72 h Vorinkubation wurden die UCC in entsprechenden Zellzahlen
(Tabelle 21) in 24-Well-Platten Uberflhrt, da die anschlieRende immunzytochemische
Farbung direkt innerhalb der Wells durchgeflhrt wurde. Nach erneuten 72 h wurden die
vorkonditionierten UCC innerhalb der Wells fixiert. Hierfir wurden die Zellen zunachst mit
1 ml PBS gewaschen und anschlieBend in 500 pl Roti®-Histofix (4 %) fur 30 min bei
Raumtemperatur fixiert. Danach wurden zwei weitere Waschschritte mit PBS durchgefiihrt.
Um ein Austrocknen der UCC bis zur Antikdrperfarbung zu vermeiden, wurden diese in 1
ml/Well PBS bei 4 °C aufbewahrt. Fur jede Farbung wurden Positiv- und Negativkontrollen
mitgefuhrt.
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Tabelle 21: Aussaatschema nach 72 h fiir immunzytochemische Farbung (24-Well-Platte)

Zellzahl/Well Aussaatvolumen in mL
BFTC-905 18.000 1
VMCUB-1 9.500 1
UMUC-3 9.500 1

3.7.2 Antikorperfarbung

Zunachst wurde das PBS abgenommen. Die UCC wurden mit 200 ul der Antikérperlésung
Uber Nacht bei 4 °C inkubiert. Hierfir wurden die Antikdrper E-Cadherin und Vimentin in
PBSTA-Normal-Goat wie zuvor beschrieben verdiinnt. Am darauffolgenden Tag wurden die
UCC zweifach mit PBS gespult und anschlieRend fur 45 min mit der Anti-Rabbit-lgG-Biotin-
PBSTA-L6sung, welche den Sekundarantikérper enthielt, bei Raumtemperatur inkubiert.
Dieser Schritt diente der Bindung an den Primarantikdrper. Danach wurden die UCC erneut
zweifach mit PBS gewaschen. Um die Bindung des Sekundarantikérpers an den
Primarantikérper nachzuweisen, wurde das Fluorochrom Streptavidin, welches eine starke
nicht-kovalente Bindung mit Biotin eingeht, 1:100 in PBS verdunnt. Streptavidin-Alexa 488
wurde zum Nachweis von Vimentin und Streptavidin-Alexa 594 zum Nachweis von
E-Cadherin verwendet. 200 pl der Streptavidin-PBS-L6sung (1 %) wurden in jedes Well
pipettiert und die Inkubation wurde fur 45 min fortgesetzt. Nach Ablauf der Inkubationszeit
wurden die UCC zweifach mit PBS gewaschen und daraufhin eine Kernfarbung mit dem
Fluoreszenzfarbstoff 4‘,6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI) durchgefihrt. DAPI wurde hierfiir
1:1.000 in Aqua dest. verdinnt und 200 pl der Lésung wurden fir 10 min zu den UCC
gegeben. Es folgten zwei weitere Waschschritte, bevor die Tumorzellen abschlieRend mit
dem Eindeckmedium FluoroMount bedeckt worden sind. Bis zur Aufnahme der
fluoreszenzmikroskopischen Bilder wurden die UCC bei 4 °C gelagert. Die Bilder wurden
mittels inversen Fluoreszenzmikroskops bei einer 40-fachen VergréRRerung aufgenommen.
Sowohl die Antikérper- als auch die Kernfarbungen wurden mikroskopisch analysiert und

Ubereinander gelagert (Merge).
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3.8 Western-Blot-Analysen der UCC

3.8.1 Praparation von Proteinlysaten

Um den Einfluss des KM auf die Expression der in Tabelle 23 genannten Proteine zu
eruieren, wurden vorkonditionierte UCC mit und ohne 3 uM Cisplatinzusatz analysiert. Nach
der sechstagigen Vorbehandlung wurden die UCC trypsiniert, das Zellpellet in einer der
PelletgroRe entsprechenden Menge RIPA-Puffer (40 — 70 ul) aufgenommen und in ein Eppi
Uberfuhrt, welches bis zur Proteinisolierung und Konzentrationsbestimmung bei —80 °C

gelagert wurde.

3.8.2 Proteinisolierung und Konzentrationsbestimmung

Far den kolorimetrischen Nachweis und die Quantifizierung des Gesamtproteins des Lysats
wurde das Pierce™ BCA Protein Assay Kit verwendet, welches auf der Bradford-Methode
basiert. Die Peptidbindungen der Proteine reduzieren das im BCA-Working-Reagent
enthaltene Cu®" im alkalischen Medium zu Cu'. Der Assay basiert auf der Fahigkeit der
Bicinchoninsaure (BCA) gemeinsam mit den einwertigen Kupferionen einen
purpurfarbenen Chelatkomplex zu bilden, welcher photometrisch bei A =562 nm
quantifiziert werden kann.

Um die Proteinquantifizierung durchfiihren zu kénnen, wurden die UCC zunachst mittels
Sonifikation (10 Impulse, 80 % Amplitude, Cycle 0,5 s) lysiert. Die kolorimetrische Messung
der Proteinmenge wurde unter Berlcksichtigung der Verdinnung auf einen
Proteinstandard mit bekannter Konzentration kalibriert. Hierfur wurden die Proben zunachst
1:6 mit PBS verdinnt. 10 yl der zu analysierenden Proben und der aufsteigenden
Verdunnungsstufen des Standards (Tabelle 22) wurden in Duplets in eine 96-Well-Platte
gegeben. Jedem Well wurden 200 yl des BCA Working Reagents (Biocinonsaure +
4 % Kupfersulfat im Verhaltnis 50:1) zugeflgt. Die Platte wurde fir 30 s auf dem Schuttler
platziert, bevor sie mit einer Folie verschlossen und fiir 30 min bei 37 °C im Warmeschrank
inkubiert wurde. Mittels Multiplatten-Spektralphotometer wurde die Absorption bei einer
Wellenlange von A =562 nm gemessen. Mit den gemessenen Werten der BSA-
Standardreihe wurde eine Regressionsgerade erstellt, die zur abschliefenden Bestimmung

der Proteinmenge der entsprechenden Proben diente.
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Tabelle 22: Pipettierschema des BSA-Standards

:f:;?;ﬁ"tration Probe BSA-Standard (ul) | PBS oder RIPA (ul)
2,0 A 300 0

1,5 B 375 125

1,0 C 325 325

0,75 D 175 von B 175

0,5 E 325von C 325

0,25 F 325 von E 325

0,125 G 325 von F 325

0,025 H 100 von G 400

0 = BLANK | 0 400

3.8.3 Probenvorbereitung und SDS-PAGE
Mit Hilfe der errechneten Proteinkonzentration wurde die fir die WB-Analyse bendtigte
Menge an Protein und die einzusetzende Menge Aqua dest. bestimmt. Diese wurden in
Eppis vorgelegt und mit 4 yl Laemmli-Puffer (inklusive B-Mercaptoethanol (3-ME)) versetzt.
Die Proben wurden fir 2 min bei 13.800 g zentrifugiert, dann fir 5 min bei 95 °C
hitzedenaturiert und im Anschluss sofort auf Eis inkubiert. Durch die Hitzedenaturierung
werden Wasserstoffbriicken aufgebrochen, sodass Sekundar- und Tertidrstrukturen
zerstort werden. Dies gewahrleistet, dass die Proteine abhangig von ihrer Molekulgrofie
elektrophoretisch aufgetrennt werden kénnen. Das p-ME fungiert als Reduktionsmittel und
spaltet die Schwefelbriicken. Zusatzlich dient das im Laemmli-Puffer enthaltene anionische
Detergens Natriumlaurylsulfat (SDS) dazu, die Eigenladung der Proteine zu Uberlagern,
wodurch gleichmafig negativ geladene Komplexe entstehen, deren Laufgeschwindigkeit
durch das Polyacrylamidgel dann von der Molekilgréf3e bestimmt wird. Im nachsten Schritt
wurden die Proteingemische gelelektrophoretisch aufgetrennt. Hierfur wurden bereits
vorgefertigte Polyacrylamidgele (Mini-Protean TGX Stain-Free Gels 4-15 %) der Firma Bio-
Rad verwendet. Diese wurden in die Gelelektrophoresekammer eingesetzt, welche danach
bis zu den Markierungen mit Laufpuffer befillt wurde. 14 pl der Proben wurden in die
Taschen der Gele pipettiert. Um im Zuge der abschlieRenden Auswertung das
Molekulargewicht exakt ermitteln zu kbnnen, wurde 6 pl eines Proteinmarkers aus dem
ROTI®Mark WESTERN-Set der Firma Carl Roth in die erste Tasche aufgetragen. Die
Gelkammern wurden verschlossen und durch das Anlegen von zunachst 60 V Spannung
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konnten die Proteine nach ihrer GréRe aufgetrennt werden. Sobald die Proteine durch das
Sammelgel gewandert waren, wurde die Spannung auf 110-150 V erhéht. Hierbei wandern
kleine Proteine schneller durch die engmaschige Matrix der Polyacrylamidgele. Nach dem
Auslaufen des Laufpuffers wurde der Durchlauf gestoppt. Um bei der spateren Auswertung
die Proben auf das Totalprotein normalisieren zu kénnen, wurde das Stain-Free-Gel nach

dem Gellauf mit dem Gel-Dokumentationssystem ChemiDoc MP aufgenommen.

3.8.4 Blotting

Fir den anschlieRenden Transfer wurde ein sogenanntes Sandwich aus 1 x 2,5 mm
Blotting-Papier, Gel, Nitrocellulose-Membran und abschlieRend wieder 1 x 2,5 mm Blotting-
Papier in die Blotkammer, zwischen Kathode und Anode, fir 10 min bei 2,5 A platziert.
Hierbei wurden die Proteine auf die Membran Ubertragen. Das verwendete Blotting-Papier
sowie die Polyvinylidenfluorid (PVDF)-Membran wurden vor dem Transfer mit Blotting-
Puffer befeuchtet.

3.8.5 Blocken der Membran und Immunmarkierung

Nach dem Transfer wurden die Blots mit PBS gewaschen und anschlielend die
Immunmarkierung durchgefihrt. Hierfir wurden die Blots zunachst mit der Blockierlésung
(TBS/0,1 % Tween 20 (TBS/T) + 5 % Milchpulver) Uberschichtet und fir 1 h auf dem
Rollentaumler bei Raumtemperatur positioniert. Das Blocken dient dazu, die freien
Bindungsstellen zu sattigen, um unspezifische Antigen-Antikdrper-Reaktionen zu
verhindern. In einem nachsten Schritt wurden die Membranen, nachdem die Blockierlésung
dekantiert wurde, Uber Nacht lichtgeschitzt bei 4 °C auf einem Rollentaumler mit dem
Primarantikorper inkubiert. Dieser wurde gemaR der Herstellerangaben in 3 ml TBS/T +
BSA verdinnt (Tabelle 23). Am Folgetag wurden die Blots dreimal mit dem Waschpuffer
(TBS-T) gewaschen und daraufhin mit dem verdiinnten Sekundarantikérper (Tabelle 23)
fur 1 h bei Raumtemperatur im Dunkeln auf einem Rollentaumler inkubiert. Drei weitere
Waschschritte mit TBS-T wurden durchgefihrt.

3.8.6 Detektion der Banden und Auswertung

Bevor die Detektion der Banden mittels ChemiDoc MP durchgefihrt wurde, wurden die
Blots in einem letzten Schritt mit der Entwicklerlésung (Chemilumineszenz-Substrat
Immobilon®-Forte) inkubiert. Die Auswertung der relativen Expression der Proteinbanden

erfolgte mit Hilfe der Software ImageLab (Version 6.1.0).
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Tabelle 23: Verwendete Antikorper im Rahmen des Western Blot Semi-Dry Blotting

Primarantikorper Verdiinnung (in TBS/T + BSA)
SMAD4 1:2.000

CXCR4 1:1.000

E-Cadherin 1:1.000

Vimentin 1:1.000

o-SMA 1:4.000

Sekundarantikorper Verdiinnung (in TBS/T)
E:?rz’gtaliiﬁ‘t]é%sg;n die Spezies des 1:5.000

3.9 PAI-1ELISA

Der Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA) ermdglicht mittels spezifischer Antigen-
Antikdrper-Reaktionen den Nachweis bestimmter Proteine. Mittels Human Serpin E1/PAI-
1-Quantikine-ELISA-Kit der Firma R&D Systems wurde die Expression des Proteins PAI-1
in den Uberstanden der vorkonditionierten UCC analysiert. Die UCC wurden hierfiir
zunachst wie im Schema der Vorkonditionierung beschrieben ausgesat. Nach 72 h wurden
die Uberstande abgenommen, in 500 ul aliquotiert und bei —-80 °C gelagert. Alle
verwendeten Materialien und Ldsungen sowie die Schritte der Versuchsdurchfihrung
erfolgten entsprechend der Herstellerangaben. Die Messung der optischen Dichte wurde
mittels Multiplatten-Spektralphotometer bei einer Wellenlange von A =450 nm
durchgefiihrt. Insgesamt wurde der Einfluss von 3 KM-Gesamtpools (n = 3) auf die PAI-1-
Proteinexpression der UCC analysiert.

3.10 PCR-Analyse der Proteine Bcl-2, Bcl-XL, CK14 und E-Cadherin

3.10.1 Vorbehandlung der UCC

Die UCC wurden gemaf dem Schema der Vorkonditionierung ausgesat. Es wurden sowohl
UCC ohne als auch mit 3 uM Cisplatin-Zusatz molekularbiologisch analysiert. Nach der 6-
tadgigen Vorbehandlung wurde das Zellpellet in 700 pl RLT-Puffer mit B-ME (1 %)
aufgenommen und bis zur Durchfliihrung der RNA-Isolierung bei —80 °C gelagert.

Ziel der PCR-Analyse war es, den Einfluss des KM auf die mRNA-Expression von Bcl-2,
Bcl-XL, CK14 und E-Cadherin zu untersuchen.
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3.10.2 RNA-Isolierung mit RNeasy-MINI-KIT (Qiagen) und DNase-Verdau

Die RNA-Isolierung wurde mithilfe des RNA-Isolationskits (RNeasy Mini Kit von Qiagen)
gemal der Anleitung des Herstellers durchgefihrt. Um eine Verunreinigung der RNA durch
DNA zu verhindern, wurde zusatzlich ein Desoxyribonuklease (DNase)-Verdau mittels

RNase-free-DNase-Set von Qiagen durchgeflhrt.

3.10.3 RNA-Messung im Spektralphotometer

Nach Durchfihrung der Isolierung erfolgte die RNA-Konzentrations- und
Reinheitsbestimmung mittels Mikrovolumen-Spektralphotometer Nano-Drop 2000. Hierbei
wurden 1-1,5 ul je Probe auf den Sockel pipettiert. Die Bestimmung der Absorption erfolgte
bei einer Wellenlange von A=260nm und A=280nm. Als Indikator der
Proteinverunreinigung wurde das Absorptionsverhaltnis 260/280 herangezogen, wobei der
Quotient bei 1,8-2,2 liegen sollte (Desjardins and Conklin, 2010). Als Blank wurde RNase-

freies Wasser verwendet.

3.10.4 Transkription der RNA in cDNA

Um die Reverse-Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR) durchfihren zu
kénnen, musste zunachst die reverse Transkription der Total-RNA in komplementare DNA
(cDNA) stattfinden. Hierfur wurde das QuantiTect Reverse Transcription Kit von Qiagen
verwendet. Die Transkription wurde entsprechend der Anleitung des Protokolls
durchgefihrt. Nachdem zu der RNA die reverse Transkriptase (RT), der RT-Puffer und die
RT-Primer hinzugefligt wurden, wurde die Reverse Transkription fiir 30 min gestartet. Im
Anschluss wurden die cDNA-Proben bis zur Durchfiihrung der gPCR bei —20 °C eingefroren
und gelagert.

3.10.4.1 Quantitative Real-Time Polymerase-Kettenreaktion (RT-qPCR)

Die PCR ermoglicht die enzymatische Vervielfachung bestimmter Nukleotidsequenzen,
indem die Ausgangs-DNA in mehreren zyklischen Durchlaufen exponentiell repliziert wird.
Zur Durchfihrung der gRT-PCR wurde das StepOne Real-Time PCR System (48-Well)
unter Verwendung des PowerUpTM SYBR®-Green Master Mix eingesetzt. Bei SYBR-
Green handelt es sich um einen Cyanin-Farbstoff, welcher in die DNA interkaliert und
gemeinsam mit der doppelstrangigen DNA einen Fluoreszenzfarbstoff-Komplex bildet,
welcher sich im Rahmen der PCR-Zyklen anreichert. Flr die Durchfihrung der RT-gPCR
wird 1 ul der cDNA in einer gekiihlten 48-well Mikrotiterplatte vorgelegt. Zu der cDNA
wurden 12,5 ul des PowerUPTM SYBR-Green Master-Mix hinzugegeben, welcher unter

anderem die fir die PCR notwendige DNA-Polymerase, die Desoxynukleosidtriphosphate
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(ANTPs) und Puffer beinhaltet. Durch Zugabe von jeweils 1 ul der entsprechenden
Vorwarts- (Primer forward) (10 pmol/ul) und Rickwarts-Oligonukleotidprimer (Primer
reverse) (10 pmol/ul) und 10,5 ul RNase-freien Wassers, erhalt man einen Reaktionsansatz
von 26 yl Als Negativkontrolle wurde bei der PCR ein Reaktionsansatz mit den
entsprechenden Primern ohne Zugabe der cDNA mitgefihrt. Die verwendeten
Temperaturzyklen, deren Dauer sowie die jeweiligen Aufgaben der einzelnen Phasen sind

in Tabelle 24 dargestellt.

Tabelle 24: Phasen des Fast-Cycling-Mode Dargestellt sind fir jede Phase des
Amplifikationsmodus die entsprechenden Temperaturbedingungen, Zeitdauern, Zykluszahlen sowie
deren funktionelle Bedeutung im Rahmen der gRT-PCR-Analyse.

Phase Temperatur Dauer Zyklus Aufgabe
UDG-Aktivierung 50 °C 2 min Hold UDG ist ein Enzym,
dasim
Reaktionsgemisch
entstehende
Varianten abbaut.
Dual-Lock™ DNA- | 95°C 2 min Hold Die DNA-
Polymerase Polymerase
Aktivierung synthetisiert an
Primer-DNA-

Hybriden einen
Tochterstrang, der
dem Matrizenstrang
komplementar ist.

Denaturierung 95°C 15s 40 In 40 Zyklen erfolgt

Anlagerung 60 °C AT 1 min die Amplifikation
des Genprodukts
und die
fortlaufende

Messung der
Intensitat des
Fluoreszenzsignals.

Schmelzkurve 95°C 15s Hold Die Schmelzkurve
60 °C 1 min Hold wird zur Erkennung
95°C Cont verschiedener
95 °C 15s Amplifikate im

Reaktionsgemisch
verwendet.

'UDG = Uracil-DNA-Glykosylase, ?Hold = Konstante Haltung einer Temperaturstufe, AT =
Annealing-Temperatur, “Cont = die Temperatur erhoht sich kontinuierlich zwischen zwei
Temperaturniveaus mit einem Anstieg von 20 %.
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3.11 Statistische Analyse

Die Ergebnisse der durchgefihrten Zellexperimente wurden mit Hilfe der Software
GraphPad Prism Version 8.3.1 auf statistische Signifikanz, welche bei einem
p-Wert < 0,05 (*) angenommen wurde, Uberprift. Im Folgenden werden sehr signifikante
Ergebnisse mit einem p-Wert von < 0,01 mit (**) und héchstsignifikante Ergebnisse mit
einem p-Wert von < 0,001 mit (***) angegeben. Nicht signifikante Ergebnisse sind ohne
Markierung versehen. Mittels Zweistichproben t-test wurden die Mittelwerte zweier Gruppen
miteinander verglichen (DMEM vs. KM). Die mehrfaktorielle Varianzanalyse wurde
verwendet, um mehrere Gruppen miteinander zu vergleichen (KM + Cisplatin-Zusatz im
Vergleich zu DMEM + Cisplatin-Zusatz).
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4 Ergebnisse

4.1 Grundlagen

Um der Frage nachzugehen, inwiefern humane Osteoblasten aus osteoporotischem
Knochengewebe die Tumorprogression der UCC beeinflussen, wurde ein KM erstellt,
welches im Rahmen der Versuchsansatze zur Behandlung der muskelinvasiven UCC
BFTC-905, VMCUB-1 und UMUC-3 eingesetzt wurde. Das KM wurde genutzt, um den
Einfluss von sezernierten Proteinen der osteoporotischen Osteoblasten auf tumorrelevante
Faktoren der UCC analysieren zu kénnen. Die Herstellung des KM wird in Abschnitt 3.2.2
genauer beschrieben. Insgesamt wurden 11 Spenderpools, bestehend aus den Passagen
P2-P5 erstellt, welche in den folgenden Abschnitten als ,KM“ bezeichnet werden. Je ein
Spenderpool wird als ein ,n“ angegeben. In einigen Versuchsansatzen wurden die UCC
Uber einen verlangerten Zeitraum mit dem KM behandelt, um den Einfluss des KM uber
einen grolkeren Inkubationszeitraum beurteilen zu koénnen. Das Schema dieser
Vorkonditionierung wurde in Abschnitt 3.5 genauer erlautert. Im Fokus der Untersuchungen
dieser Forschungsarbeit lagen insbesondere die Evaluation der Migration, Invasion und
EMT. Zusatzlich wurde analysiert, ob parakrine Faktoren der Osteoblasten den UCC dazu
verhelfen, Resistenzen gegeniber dem Chemotherapeutikum Cisplatin zu entwickeln, und
ob diese Faktoren in der Lage sind, apoptoserelevante Parameter in den UCC zu
modulieren. Des Weiteren sollte untersucht werden, ob sie zur Immunevasion beitragen. In
den nachfolgenden Abbildungen werden der Mittelwert und die Standardabweichung (SD),

welche jeweils auf die entsprechende DMEM-Kontrolle normiert wurde, dargestellt.

4.2 Einfluss von KM auf die Proliferation

Um die Auswirkungen der I6slichen Faktoren des KM auf die Proliferation der UCC zu
eruieren, wurden die UCC entweder in DMEM (DMEM-Kontrolle) oder in KM inkubiert und
die Ergebnisse miteinander verglichen.

Anhand von Abb. 2 ist erkennbar, dass die relative Zellzahl der BFTC-905-Zellen durch den
Einfluss des KM um das 6-Fache im Vergleich zur DMEM-Kontrolle signifikant gefordert

wurde.
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Abb. 2: Auswirkung des KM auf die Proliferation der BFTC-905-Zellen. Die Inkubation der
BFTC-905-Zellen mit KM hatte einen signifikanten proliferationsférdernden Effekt. Dargestellt sind
der Mittelwert + SD, welche auf die DMEM-Kontrolle normiert wurden (n = 8, 8 technische Replikate).

Abb. 3 prasentiert das Proliferationsverhalten der UMUC-3-Zellen. Hierbei hatte das KM
keinen proliferationsférdernden Effekt auf die UMUC-3-Zellen.
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Abb. 3: Auswirkung des KM auf die Proliferation der UMUC-3-Zellen. Die Inkubation der
UMUC-3-Zellen mit KM hatte keinen signifikanten Einfluss auf die Proliferation. Dargestellt sind der
Mittelwert + SD, welche auf die DMEM-Kontrolle normiert wurden (n = 8, 8 technische Replikate).

Im Falle der VMCUB-1-Zellen konnte ebenfalls kein signifikanter Unterschied der relativen
Zellzahl durch den Einfluss des Osteoblasten-KM ermittelt werden (Abb. 4).
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Abb. 4: Auswirkung des KM auf die Proliferation der VMCUB-1-Zellen. Die Inkubation der
VMCUB-1-Zellen mit KM hatte keinen signifikanten Einfluss auf die Proliferation. Dargestellt sind der
Mittelwert + SD, welche auf die DMEM-Kontrolle normiert wurden (n = 8, 8 technische Replikate).
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Die dargestellten Ergebnisse zeigen, dass sich die untersuchten UCC unterschiedlich in
Bezug auf ihr Proliferationsvermdgen durch den Einfluss des Osteoblasten-KM verhalten.
Wobei fur die BFTC-905-Zellen ein signifikanter Anstieg der Zellzahl durch das KM

demonstriert werden konnte.

4.3 Frage nach eventuellem Nahrstoffmangel

Nachfolgend sollte die Frage beantwortet werden, ob und inwiefern notwendige Nahrstoffe
in dem KM bereits durch die vorhergehende Inkubation mit den Osteoblasten verbraucht
wurden. Deswegen wurde dem KM 3 % FBS zugesetzt und die Proliferation der UCC
reevaluiert.

In Abb. 5 sind die Ergebnisse der Nahrstoffmangel-Untersuchung der BFTC-905-Zellen
dargestellt. Hierbei war ein signifikanter Anstieg der Zellzahl durch den Zusatz von 3 % FBS

festzustellen.
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Abb. 5: Untersuchung eines eventuellen Nahrstoffmangels der BFTC-905-Zellen. Der Zusatz
von 3 % FBS zum KM fihrte im Falle der BFTC-905-Zellen zu einem signifikanten Anstieg der
relativen Zellzahl. Aufgetragen sind der jeweilige Mittelwert + SD, welche auf die DMEM-Kontrolle
normiert wurden (n = 2, 4 technische Replikate).

Der Zusatz von 3 % FBS hatte keinen signifikanten Einfluss auf die Zellzahl der
UMUC-3-Zellen (Abb. 6).
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Abb. 6: Untersuchung eines eventuellen Nahrstoffmangels der UMUC-3-Zellen. Der Zusatz von
3 % FBS zum KM fiihrte im Falle der UMUC-3-Zellen zu keiner signifikanten Anderung der relativen
Zellzahl. Aufgetragen sind der jeweilige Mittelwert + SD, welche auf die entsprechende DMEM-
Kontrolle normiert wurden (n = 2, 4 technische Replikate).

Ahnlich wie bei den BFTC-905-Zellen konnte im Falle der VMCUB-1-Zellen ebenfalls eine
signifikante Steigerung der Proliferation durch den Zusatz von 3 % FBS beobachtet werden
(Abb. 7).
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Abb. 7: Untersuchung eines eventuellen Nahrstoffmangels der VMCUB-1-Zellen. Der Zusatz
von 3 % FBS zum KM fiihrte im Falle der VMCUB-1-Zellen zu einem signifikanten Anstieg der
relativen Zellzahl. Aufgetragen sind der jeweilige Mittelwert + SD, welche auf eine DMEM-Kontrolle
normiert wurden (n = 2, 4 technische Replikate).

4.4 Einfluss des KM auf die Migration der UCC

Ob und inwiefern humane Osteoblasten die Migration der UCC beeinflussen, wurde Gber
einen Beobachtungszeitraum von bis zu 10 h bzw. im Falle der BFTC-905-Zellen bis zu
12 h eruiert. Hierfur wurden reprasentative lichtmikroskopische Aufnahmen der migrierten
Zellen angefertigt (A), welche graphisch tber den entsprechenden Beobachtungszeitraum
durch die Bestimmung des zunehmend konfluenten Zellrasens dargestellt werden (B).
Gezeigt werden die Mittelwerte + SD, welche auf die DMEM-Kontrolle nach 10 h normiert
wurden. Bei den BFTC-905-Zellen ist sowohl lichtmikroskopisch als auch graphisch
erkennbar, dass das KM eine migrationsférdernde Wirkung auf die Tumorzelllinie ausubte
(Abb. 8). So zeigte sich ab 8 h zu jedem weiteren untersuchten Zeitpunkt ein signifikanter

Unterschied von etwa 20 %.
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Abb. 8: Migrationsanalyse der BFTC-905-Zellen. (A) Es sind reprasentative lichtmikroskopische
Aufnahmen zu Beginn der Migrationsanalyse (0 h) und nach 12 h dargestellt. (B) Graphisch ist die
Anzahl an migrierten Zellen in % zu den jeweiligen Messzeitpunkten abgebildet. Lichtmikroskopisch
lasst sich erkennen, dass die Migration der BFTC-905-Zellen durch den Einfluss des KM gefordert
wurde. Das KM ubte nach 8 h, 10 h und 12 h einen signifikanten migrationsférdernden Effekt auf die
BFTC-905-Zellen aus. Gezeigt werden die Mittelwerte + SD, welche auf die DMEM-Kontrolle nach
10 h normiert wurden. 10 x VergréRerung, Mastabsbalken 100 ym (n = 7).

Eine migrationsférdernde Wirkung des Osteoblasten-KM konnte bei den UMUC-3-Zellen

nicht nachgewiesen werden. Ihre migratorische Kapazitat blieb unverandert (Abb. 9).
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Abb. 9: Migrationsanalyse der UMUC-3-Zellen. (A) Es sind reprasentative lichtmikroskopische
Aufnahmen zu Beginn der Migrationsanalyse (0 h) und nach 10 h dargestellt. (B) Graphisch ist die
Anzahl an migrierten Zellen in % zu den jeweiligen Messzeitpunkten abgebildet. Im Falle der
UMUC-3-Zellen konnte kein migrationsférdernder Effekt des KM im Vergleich zur DMEM-Kontrolle
vermerkt werden. Gezeigt werden die Mittelwerte + SD, welche auf die DMEM-Kontrolle nach 10 h
normiert wurden. 10 x VergroRerung, Mafistabsbalken 100 um (n = 8).

Fir die VMCUB-1-Zellen zeigte sich, dass die Inkubation mit dem Osteoblasten-KM zu allen
untersuchten Zeitpunkten einen signifikant migrationsférdernden Effekt im Vergleich zur
DMEM-Kontrolle aufwies (Abb. 10 B). Am Ende des Beobachtungszeitraumes betrug dieser
Unterschied 24 % (p < 0,001) und lie sich lichtmikroskopisch anhand eines nahezu
konfluenten Zellrasens erkennen (Abb. 10 A).
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Abb. 10: Migrationsanalyse der VMCUB-1-Zellen. (A) Es sind reprasentative lichtmikroskopische
Aufnahmen zu Beginn der Migrationsanalyse (0 h) und nach 10 h dargestellt. (B) Graphisch ist die
Anzahl an migrierten Zellen in % zu den jeweiligen Messzeitpunkten abgebildet. Lichtmikroskopisch
Iasst sich erkennen, dass nach 10 h im KM nahezu keine zellfreie Flache mehr vorhanden ist. Das
KM Ubte einen signifikanten migrationsfordernden Effekt auf die VMCUB-1-Zellen aus. Gezeigt
werden die Mittelwerte + SD, welche auf die DMEM-Kontrolle nach 10 h normiert wurden.
10 x Vergroferung, Mastabsbalken entspricht 100 um (n = 8).

4.5 Einfluss von KM auf die Invasivitat

Der Einfluss des KM auf die Invasivitat der UCC wurde in zwei Experimenten untersucht.
Zum einen wurde mittels Chemotaxisanalyse der direkte Einfluss parakriner
Signalmediatoren der Osteoblasten auf die invasive Kapazitat der UCC untersucht und
fotodokumentiert. Zusatzlich wurde die Expression des membranstandigen Hyaluronsaure-
Rezeptors CD44, welcher eine zentrale Funktion bei der Zellmigration, Invasion und
Metastasierung Uibernimmt, durchflusszytometrisch analysiert.

4.5.1 Funktionelle Invasionsanalyse

Far alle drei untersuchten UCC konnte durch den Einfluss des KM ein signifikanter Anstieg
der invadierten Zellen festgestellt werden. Im Folgenden werden exemplarisch
lichtmikroskopische Bildaufnahmen der invadierten Membranen (A) sowie die
dazugehoérende Grafik (B) dargestellt. Die Inkubation der BFTC-905-Zellen mit dem
Osteoblasten-KM fuhrte zu einer signifikanten 4,9-fachen Erhéhung der invadierten Zellen
im KM gegenliber der DMEM-Kontrolle (Abb. 11 B) (p <0,001).
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Abb. 11: Einfluss des KM auf die Invasion der BFTC-905-Zellen. (A) Lichtmikroskopische
Aufnahmen der Membranen. Hier sind die invadierten BFTC-905-Zellen entsprechend der
Behandlung mit KM oder DMEM visualisiert. Hierbei ist ein invasionsférdernder Effekt des KM auf
die BFTC-905-Zellen deutlich sichtbar. (B) Dargestellt ist der Einfluss des KM auf das
Invasionsverhalten der BFTC-905-Zellen (Mittelwert + SD), normiert auf die DMEM-Kontrolle. Der
Einfluss des KM bewirkte einen signifikanten Anstieg der invadierten Zellen (B). Inkubationszeit:
24 h, Kristallviolett-Farbung, MaRstabsbalken 100 ym, die invadierten Zellen wurden mittels
inversen Mikroskops bei einer 10 x VergréRerung fotografiert (n = 7, 4 technische Replikate).

Ein solch invasionsférdernder Effekt war auch im Falle der UMUC-3-Zellen zu beobachten
(Abb. 12). Dieser Effekt ist lichtmikroskopisch durch die Zunahme der invadierten Zellen
auf der Membran zu erkennen (A) sowie graphisch in einer signifikanten 2,1-fachen
Zunahme der invadierten Zellen im KM gegenuber der DMEM-Kontrolle festzuhalten (B)
(p <0,001).
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Abb. 12: Einfluss des KM auf das Invasionsverhalten der UMUC-3-Zellen. (A)
Lichtmikroskopische Aufnahmen der Membranen. Hier sind die invadierten UMUC-3-Zellen
entsprechend der Behandlung mit KM oder DMEM visualisiert. Hierbei ist ein invasionsférdernder
Effekt des KM auf die UMUC-3-Zellen deutlich sichtbar. (B) Dargestellt ist der Einfluss des KM auf
das Invasionsverhalten der UMUC-3-Zellen (Mittelwert + SD), normiert auf die DMEM-Kontrolle. Der
Einfluss des KM bewirkte einen signifikanten Anstieg der invadierten Zellen. Inkubationszeit: 20 h,
MaRstabsbalken 100 um, die invadierten Zellen wurden mittels inversen Mikroskops bei einer
10 x VergréfRerung fotografiert (n = 4, 4 technische Replikate).

Auch das Invasionspotential der VMCUB-1-Zellen wurde durch den Einfluss des KM
signifikant gesteigert (Abb. 13). Hierbei waren im Osteoblasten-KM ebenfalls mehr
invadierte VMCUB-1-Zellen auf der Membran zu erkennen als in der DMEM-Kontrolle (A).

Die Invasivitat der VMCUB-1-Zellen war durch den Einfluss des KM 2,1-fach héher (B,
p <0,001).
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Lichtmikroskopische Aufnahmen der Membranen. Hier sind die invadierten VMCUB-1-Zellen
entsprechend der Behandlung mit KM oder DMEM visualisiert. Hierbei ist ein invasionsférdernder
Effekt des KM auf die VMCUB-1-Zellen deutlich sichtbar. (B) Dargestellt ist der Einfluss des KM auf
das Invasionsverhalten der VMCUB-1-Zellen (Mittelwert + SD), normiert auf die DMEM-Kontrolle.
Der Einfluss des KM bewirkte einen signifikanten Anstieg der invadierten Zellen. Inkubationszeit:
20 h, Kristallviolett-Farbung, Maflistabbalken 100 pym, die invadierten Zellen wurden mittels inversen
Mikroskops bei einer 10 x Vergrofierung fotografiert (n = 6, 4 technische Replikate).

4.5.2 Einfluss von KM auf die CD44-Expression

Inwiefern das KM der osteoporotischen Osteoblasten die CD44-Expression der UCC
beeinflusst, wurde im Rahmen durchflusszytometrischer Analysen eruiert. Hierfir wurden
die Tumorzellen nach dem Schema in Tabelle 18 vorkonditioniert.

Die Inkubation im Osteoblasten-KM Ubte auf die BFTC-905-Zellen zwar tendenziell einen
Anstieg im CD44-Expressionsniveau aus, jedoch stellte sich dieser im Zuge der

statistischen Auswertung als nicht signifikant heraus (Abb. 14).
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Abb. 14: Relative CD44-Expression der vorkonditionierten BFTC-905-Zellen. Es konnte kein
signifikanter Einfluss des Osteoblasten-KM auf das CD44-Expressionsniveau der BFCT-905-Zellen
detektiert werden. Dargestellt sind der Mittelwert + SD, welche auf die DMEM-Kontrolle normiert
wurden (n = 4).
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Auch bei den UMUC-3-Zellen konnte durch den Einfluss des Osteoblasten-KM kein

Unterschied im CD44-Expressionsniveau festgestellt werden (Abb. 15).
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Abb. 15: Relative CD44-Expression der vorkonditionierten UMUC-3-Zellen. Es konnte kein
signifikanter Einfluss des Osteoblasten-KM auf das CD44-Expressionsniveau der UMUC-3-Zellen
detektiert werden. Dargestellt sind der Mittelwert + SD, welche auf die DMEM-Kontrolle normiert
wurden (n = 7).

Im Falle der VMCUB-1-Zellen fuhrte die Vorkonditionierung mit KM zu einer signifikanten
1,6-fachen Steigerung der CD44-Expression im Vergleich zur DMEM-Kontrolle (Abb. 16).
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Abb. 16: Relative CD44-Expression der vorkonditionierten VMCUB-1-Zellen. Das Osteoblasten-
KM steigerte signifikant die CD44-Expression der VMCUB-1-Zellen. Dargestellt sind der
Mittelwert + SD, welche auf die DMEM-Kontrolle normiert wurden (n = 4).

4.6 Einfluss des KM auf die epithelial-mesenchymale Transition (EMT)

Um den Einfluss des Osteonlasten-KM auf die EMT der UCC zu untersuchen, wurde die
Proteinexpression epithelialer und mesenchymaler Marker analysiert. Zusatzlich wurden
die Marker E-Cadherin und Vimentin auch auf immunzytochemischer Ebene untersucht und
visualisiert. Im Rahmen der genannten Versuchsexperimente wurden die UCC
vorkonditioniert. Bei den Genexpressionsanalysen und der Proteinbestimmung wurde

erganzend der Zusatz von 3 uyM Cisplatin untersucht.
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4.6.1 Auswirkungen des KM auf den TGF-B-Signalweg

Um die Auswirkungen des KM auf den TGF-B3-Signalweg zu beurteilen, wurden die
Proteinexpression des Transkriptionsfaktors SMAD4 sowie die relative Konzentration von
PAI-1 analysiert. Die erhéhte Expression dieser Proteine deutet auf eine verstarkte

Aktivierung des TGF-B-Signalwegs hin.

4.6.1.1 Einfluss des KM auf die PAI-Konzentration

Um den Effekt des Osteoblasten-KM auf die PAI-1-Konzentration zu analysieren, wurde
zunachst die PAI-1-Konzentration in den Ausgangsbedingungen (KM und DMEM) ermittelt
(Abb. 17). Dabei zeigte sich, dass die PAI-1-Konzentration im KM signifikant hoher war als
in der DMEM-Kontrolle (63-fach, p <0,0001). Diese ermittelte PAI-1-Konzentration in den
Ausgangsbedingungen wurde von den nach der Zellinkubation der UCC gemessenen
Werten subtrahiert, um sicherzustellen, dass die Auswertung des Osteoblasten-KM auf die
PAI-1-Expression in den UCC nicht durch die bereits im KM vorhandene hohe
Grundkonzentration verfalscht wurde. Da die PAI-1-Konzentration im Osteoblasten-KM
bereits 63-fach héher war als in der DMEM-Kontrolle, war dieser Schritt notwendig, um
ausschlieflich die durch die Interaktion von Osteoblasten-KM und UCC bedingten Effekte

zu analysieren.
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Abb. 17: Dargestellt ist die relative PAI-1-Konzentration, welche fiir die Inkubation der UCC
verwendeten Medien detektiert werden konnte. Im Osteoblasten-KM konnte eine signifikant héhere
relative PAI-1-Konzentration ermittelt werden als in der DMEM-Kontrolle. Abgebildet sind der
Mittelwert + SD, welche auf die DMEM-Kontrollgruppe normiert wurden (n = 4).

Nach Abzug der PAIl-1-Konzentrationen, die in den verwendeten Medien gemessen
wurden, zeigt Abb. 18, dass der Einfluss des Osteoblasten-KM im Falle der BFTC-905-

Zellen keinen signifikanten Effekt auf die ermittelte PAI-1-Konzentration hatte.
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Abb. 18: Dargestellt ist die relative PAI-1-Konzentration, welche im Medium der BFTC-905-
Zellen nach 72 h der Inkubation mit dem DMEM und KM ermittelt werden konnte. Hierbei zeigte sich
ein tendenzieller Abfall der relativen PAI-1-Konzentration durch die Inkubation mit KM verglichen zur
DMEM-Kontrolle. Dargestellt sind der Mittelwert + SD der PAI-1-Konzentration, welche auf die DMEM-
Kontrolle normiert wurden (n = 4, technische Duplikate).

Relative PAI-1-Konzentration (%)

Wohingegen sich die ermittelte PAI-1-Konzentration der UMUC-3-Zellen innerhalb der KM-

Uberstande als signifikant geringer erwies als in der Kontrollgruppe (Abb. 19).
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Abb. 19: Dargestellt ist die relative PAI-1-Konzentration, welche im Medium der UMUC-3-Zellen
nach 72 h der Inkubation ermittelt werden konnte. Hierbei exprimierten die UMUC-3-Zellen
signifikant weniger PAI-1 im Osteoblasten-KM als in der DMEM-Kontrolle. Dargestellt sind der
Mittelwert + SD der PAI-1-Konzentration, welche auf die DMEM-Kontrolle normiert wurden (n = 4,
technische Duplikate).

Bei den VMCUB-1-Zellen konnte ebenfalls eine tendenziell verringerte PAI-1-Konzentration
durch die Inkubation des Osteoblasten-KM beobachtet werden (Abb. 20).
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Abb. 20: Dargestellt ist die relative PAI-1-Konzentration, welche im Medium der VMCUB-1-Zellen
nach 72 h der Inkubation ermittelt werden konnte. Hierbei zeigte sich ein tendenzieller Abfall der
relativen PAIl-1-Konzentration durch die Inkubation mit KM verglichen zur DMEM-Kontrolle.
Dargestellt sind der Mittelwert + SD der PAI-1-Konzentration, welche auf die DMEM-Kontrolle
normiert wurden (n = 4, technische Duplikate).

Im Folgenden werden die Ergebnisse der SMAD-4-Proteinexpression vorkonditionierter
UCC dargestellt. Zusatzlich wurde in einem Versuchsansatz (n = 2) der Einfluss von 3 uyM
Cisplatin auf das Expressionsniveau zwischen DMEM und KM verglichen.

Das SMAD4-Expressionsniveau der BFTC-905-Zellen wurde durch die KM-Inkubation nicht
moduliert (Abb. 21, A). Der Cisplatinzusatz Ubte ebenfalls keinen modulierenden Einfluss
auf die Expression von SMAD4 aus (B).
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Abb. 21: Proteinexpression von SMAD4 der BFTC-905-Zellen. Die Vorkonditionierung der
BFTC-905-Zellen mit KM zeigte keine signifikante Auswirkung auf die relative Proteinexpression von
SMAD4 (A). Auf der rechten Seite (B) ist das relative SMAD4-Expressionsniveau zusatzlich unter dem
Einfluss von 3 uM Cisplatin dargestellt. Hierbei zeigte sich ebenfalls kein signifikanter Unterschied
innerhalb der beiden untersuchten Gruppen. Abgebildet sind der Mittelwert + SD, welche auf die DMEM-
Kontrolle normiert wurden (A, n =7) (B, n = 2).

Fir die UMUC-3-Zellen konnte ebenfalls kein signifikanter Einfluss des KM auf das SMAD4-
Expressionsniveau eruiert werden (A, Abb. 22). Allerdings konnte durch die additive
Inkubation mit Cisplatin ein signifikanter Abfall des SMAD4-Expressionsniveaus durch den

Einfluss des Osteoblasten-KM beobachtet werden.
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Abb. 22: Proteinexpression von SMAD4 der UMUC-3-Zellen. Die Vorkonditionierung der
UMUC-3-Zellen mit KM zeigte keine signifikante Auswirkung auf die relative Proteinexpression von
SMAD4 (A). Auf der rechten Seite (B) ist das relative SMAD4-Expressionsniveau zusatzlich unter dem
Einfluss von 3 uM Cisplatin dargestellt. Hierbei zeigten die UMUC-3-Zellen ein signifikant verringertes
Expressionsniveau innerhalb des KM. Abgebildet sind der Mittelwert + SD, welche auf die DMEM-
Kontrolle normiert wurden (A, n =7) (B, n = 2).

Die Inkubation mit KM Ubte im Falle der VMCUB-1-Zellen ebenfalls keinen Effekt auf das
SMAD4-Expressionsniveau aus (A, Abb. 23). Der Zusatz von Cisplatin bewirkte eine
tendenzielle Abnahme der SMAD4-Expression.
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Abb. 23: Proteinexpression von SMAD4 der VMCUB-1-Zellen. Die Vorkonditionierung der
VMUCB-1-Zellen mit KM zeigte keine signifikante Auswirkung auf die relative Proteinexpression von
SMAD4. Auf der rechten Seite (B) ist das relative SMADA4-Expressionsniveau zusatzlich unter dem
Einfluss von 3 uM Cisplatin dargestellt, hierbei zeigte sich ebenfalls kein signifikanter Unterschied.
Abgebildet sind der Mittelwert + SD, welche auf die DMEM-Kontrolle normiert wurden (A,n=7) (B, n = 2).

4.6.2 Einfluss auf die Proteinexpression von Vimentin und E-Cadherin

Im Folgenden werden die Ergebnisse der Proteinexpression von E-Cadherin und Vimentin
nach der Inkubation mit DMEM und dem Osteoblasten-KM dargestellt. Zusatzlich wurde
der Einfluss der Cisplatin-Therapie (3 uM) auf das Proteinexpressionsniveau von
E-Cadherin und Vimentin untersucht.

Abb. 24 zeigt, dass das KM im Falle der BFTC-905-Zellen einen tendenziellen Anstieg der

relativen Proteinexpression von E-Cadherin und Vimentin bewirkte.
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Abb. 24: Proteinexpression von E-Cadherin und Vimentin der BFTC-905-Zellen. Die
Vorkonditionierung der BFTC-905-Zellen mit KM (bte keinen signifikanten Effekt auf die
Proteinexpression von E-Cadherin (A) und Vimentin (B) aus. Dargestellt sind der Mittelwert + SD,
welche auf die DMEM-Kontrolle normiert wurden (n = 7).

Ebenso konnte durch den Zusatz von 3 uM Cisplatin fir die BFTC-905-Zellen keine
signifikante Veranderung der E-Cadherin- und Vimentin-Expression festgestellt werden
(Abb. 25).
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Abb. 25: Proteinexpression von E-Cadherin und Vimentin der BFTC-905-Zellen mit Cisplatin.
Es konnte kein signifikanter Unterschied der relativen Proteinexpression von E-Cadherin (A) und
Vimentin (B) ermittelt werden. Dargestellt sind der Mittelwert + SD, welche auf die DMEM-Kontrolle
normiert wurden (n = 2).

Im Falle der UMUC-3-Zellen Ubte das KM ebenfalls keinen modulierenden Einfluss auf das

Expressionsniveau von E-Cadherin und Vimentin aus (Abb. 26).
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Abb. 26: Proteinexpression von E-Cadherin und Vimentin der UMUC-3-Zellen. Die
Vorkonditionierung der UMUC-3-Zellen im KM ubte keinen signifikanten Effekt auf die relative
Proteinexpression von E-Cadherin (A) und Vimentin (B) aus. Dargestellt sind der Mittelwert + SD,
welche auf die DMEM-Kontrolle normiert wurden (n = 7).

Abb. 27 verdeutlicht, dass auch der Cisplatinzusatz zum Osteoblasten-KM keine
signifikanten Veranderungen im Expressionsniveau von E-Cadherin und Vimentin der
UMUC-3-Zellen bewirkte.
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Abb. 27: Proteinexpression von E-Cadherin und Vimentin der UMUC-3-Zellen mit Cisplatin.
Es konnte kein signifikanter Unterschied der relativen Proteinexpression von E-Cadherin (A) und
Vimentin (B) ermittelt werden. Dargestellt sind der Mittelwert + SD, welche auf die DMEM-Kontrolle
normiert wurden (n = 2).

Abb. 28 zeigt, dass das KM auch im Falle der VMCUB-1-Zellen keinen relevanten Einfluss

auf das Expressionsniveau von E-Cadherin und Vimentin ausgeubt hat.
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Abb. 28: Proteinexpression von E-Cadherin und Vimentin der VMCUB-1-Zellen. Die
Vorkonditionierung der VMCUB-1-Zellen im KM Ubte keinen signifikanten Effekt auf die relative
Proteinexpression von E-Cadherin (A) und Vimentin (B) aus. Dargestellt sind der Mittelwert + SD,
welche auf die DMEM-Kontrolle normiert wurden (n = 7).

Die Behandlung der VMCUB-1-Zellen mit Osteoblasten-KM und additiv mit Cisplatin flhrte
zu einer signifikanten Reduktion der E-Cadherin-Expression. Die Vimentin-Expression
wurde im Gegensatz dazu nicht moduliert (Abb. 29).
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Abb. 29: Proteinexpression von E-Cadherin und Vimentin der VMCUB-1-Zellen mit Cisplatin.
(A) Die in KM inkubierten VMCUB-1-Zellen exprimierten signifikant weniger E-Cadherin unter dem
Zusatz von Cisplatin als in der Kontrollgruppe. (B) Es konnte kein signifikanter Unterschied im
Vimentin-Expressionsniveau ermittelt werden. Dargestellt sind der Mittelwert + SD, welche auf die
DMEM-Kontrolle normiert wurden (n = 2).

4.6.3 Einfluss auf die Genexpression von E-Cadherin

Neben der Analyse der Proteinexpression von E-Cadherin wurde zusatzlich eine
Genexpressionsanalyse unter dem Einfluss von KM durchgefihrt. Erganzend wurde der
Einfluss von 3 uM Cisplatin untersucht.

Abb. 30 (A) zeigt, dass die BFTC-905-Zellen unter dem Einfluss des Osteoblasten-KM
tendenziell mehr E-Cadherin exprimieren als in der DMEM-Kontrolle. Unter dem Zusatz von
3 uM Cisplatin konnte in allen drei untersuchten UCC-Zelllinien keine nennenswerte
Modifikation des relativen E-Cadherin-Expressionsniveaus (%) beobachtet werden (Abb.
30 (B), Abb. 31 (B), Abb. 32 (B)).
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Abb. 30: Einfluss von KM und Cisplatin auf die Genexpression von E-Cadherin der BFTC-905-
Zellen. Abgebildet ist das relative E-Cadherin-Expressionsniveau der BFTC-905-Zellen unter dem
Einfluss von KM (A) und zusatzlich unter dem Einfluss von 3 uM Cisplatin (B). Es ist zu erkennen,
dass der Einfluss der Osteoblasten zu einem tendenziellen, jedoch nicht signifikanten Anstieg des
E-Cadherin-Expressionsniveaus fiihrte. Unter dem Zusatz von Cisplatin konnte kein Unterschied
beobachtet werden. Dargestellt sind der Mittelwert + SD, welche auf die DMEM-Kontrolle der
entsprechenden Gruppe normiert wurden (n = 3).

Es konnte kein signifikanter Einfluss des Osteoblasten-KM auf die E-Cadherin-Expression
der UMUC-3-Zellen eruiert werden (Abb. 31).
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Abb. 31: Einfluss von KM und Cisplatin auf die Genexpression von E-Cadherin der UMUC-3-
Zellen. Abgebildet ist das relative E-Cadherin-Expressionsniveau der UMUC-3-Zellen unter dem
Einfluss von KM (A) und zuséatzlich unter dem Einfluss von 3 uM Cisplatin (B). Es konnte kein
Unterschied zwischen den untersuchten Gruppen beobachtet werden. Dargestellt sind der
Mittelwert + SD, welche auf die DMEM-Kontrolle der entsprechenden Gruppe normiert wurden (n = 3).
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Die VMCUB-1-Zellen zeigten einen tendenziellen Anstieg ihrer relativen E-Cadherin-
Expression unter dem Einfluss des KM (Abb. 32, A).
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Abb. 32: Einfluss von KM und Cisplatin auf die Genexpression von E-Cadherin der
VMCUB-1-Zellen. Abgebildet ist das relative E-Cadherin-Expressionsniveau der VMCUB-1-Zellen
unter dem Einfluss von KM (A) und zuséatzlich unter dem Einfluss von 3 uM Cisplatin (B). Es ist zu
erkennen, dass der Einfluss der Osteoblasten zu einem tendenziellen, jedoch nicht signifikanten
Anstieg des E-Cadherin-Expressionsniveaus filhrte. Unter dem Zusatz von Cisplatin konnte kein
signifikanter Unterschied beobachtet werden. Dargestellt sind der Mittelwert + SD, welche auf die
DMEM-Kontrolle der entsprechenden Gruppe normiert wurden (n = 3).
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4.6.4 Einfluss des Osteoblasten-KM auf die Immunfluoreszenzfarbung von
Vimentin und E-Cadherin

Im Falle der BFTC-905-Zellen wird E-Cadherin durch die Inkubation mit Osteoblasten-KM

verstarkt exprimiert (A, Abb. 33). Die Vimentin-Farbung zeigt keinen deutlichen Unterschied

in der Intensitat in den beiden miteinander verglichenen Medien (B).

BFTC-905
DAPI Merge E-Cadherin
A
DMEM
KM

Vimentin

Abb. 33: Inmunfluoreszenzfarbung von DAPI, Vimentin und E-Cadherin der BFTC-905-Zellen.
Dargestellt sind exemplarisch vorkonditionierte BFTC-905-Zellen in KM bzw. DMEM, deren
Zellkerne mittels DAPI-Farbung (blau) visualisiert wurden. Die EMT-Marker E-Cadherin (A) und
Vimentin (B) sind in rot bzw. griin dargestellt. Zusatzlich ist das ibereinandergelegte Bild (Merge)
von DAPI und E-Cadherin bzw. Vimentin abgebildet. Die E-Cadherin-Farbung ist deutlicher im KM
zu erkennen, wahrend die Vimentin-Farbung in beiden Medien ahnlich intensiv erscheint.
40 x Vergroferung, MaRstabsbalken = 20 uym.

Fir die UMUC-3-Zellen ist erkennbar, dass die E-Cadherin-Farbung in der DMEM-Kontrolle

intensiver ist als im KM. Die Vimentin-Expression unterscheidet sich nicht (Abb. 34).
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Abb. 34: Inmunfluoreszenzfarbung von DAPI, Vimentin und E-Cadherin der UMUC-3-Zellen.
Dargestellt sind UMUC-3-Zellen in KM bzw. DMEM, deren Zellkerne mittels DAPI-Farbung (blau)
visualisiert werden. Die EMT-Marker E-Cadherin (A) und Vimentin (B) sind in rot bzw. griin
dargestellt. Zusatzlich ist das Ubereinandergelegte Bild (Merge) von DAPI und E-Cadherin bzw.
Vimentin abgebildet. Es ist eine Abnahme der E-Cadherin-Farbung im KM erkennbar, wahrend die
Farbintensitat der Vimentin-Farbung in beiden Medien ahnlich erscheint. 40 x VergréRerung,
MaRstabsbalken = 20 pum.

Die E-Cadherin-Farbung der VMCUB-1-Zellen zeigt keinen sichtbaren Unterschied in der
Intensitat der beiden miteinander verglichenen Medien (A, Abb. 35). Jedoch ist im
Osteoblasten-KM eine starkere Vimentin-Farbung zu erkennen als in der DMEM-Kontrolle

(B).

72



Ergebnisse

VMCUB-1
DAPI Merge E-Cadherin
A
DMEM
KM
DAPI Merge Vimentin
B
DMEM
KM

Abb. 35: Immunfluoreszenzfarbung von DAPI, Vimentin und E-Cadherin der VMCUB-1-Zellen.
Dargestellt sind exemplarisch vorkonditionierte VMCUB-1-Zellen in KM bzw. DMEM, deren Zellkerne
mittels DAPI-Farbung (blau) visualisiert werden. Die EMT-Marker E-Cadherin (A) und Vimentin (B)
sind in rot bzw. griin dargestellt. Zusatzlich ist das Ubereinandergelegte Bild (Merge) von DAPI und
E-Cadherin bzw. Vimentin abgebildet. Es zeigt sich kein Unterschied in der E-Cadherin-Farbung.
Jedoch ist eine Intensitdtszunahme der Vimentin-Farbung durch die Behandlung mit KM zu
erkennen. 40 x VergroRerung, MaRstabsbalken = 20 pym.

4.6.5 Einfluss des KM auf die Proteinexpression von a-SMA

Im Folgenden werden die Ergebnisse der a-SMA-Expression der UCC dargestellt. Analog
zu den vorherigen Analysen wurde auch hier der Einfluss des KM mit und ohne 3 pM
Cisplatinzusatz eruiert.

Aus Abb. 36 lasst sich entnehmen, dass die BFTC-905-Zellen durch die Inkubation im KM

tendenziell mehr a-SMA exprimierten als in der DMEM-Kontrollgruppe.
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Abb. 36: Einfluss des KM auf die relative a-SMA-Expression (%) der BFTC-905-Zellen mit und
ohne Cisplatin. (A) Fir die BFTC-905-Zellen konnte kein signifikanter Unterschied im «-SMA-
Expressionsniveau festgestellt werden. (B) Unter dem Einfluss von 3 uM Cisplatin, lieR® sich ebenfalls
keine signifikante Modulierung der a-SMA-Expression durch den Einfluss des Osteoblasten-KM
festhalten. Abgebildet sind der Mittelwert + SD, welche auf die DMEM-Kontrolle normiert wurden (A,
n=7)(B,n=2).

Im Falle der UMUC-3-Zellen konnte nur ein tendenzieller Anstieg des a-SMA-
Expressionsniveaus unter dem Einfluss des Osteoblasten-KM ohne Cisplatin detektiert
werden (Abb. 37, A).
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Abb. 37: Einfluss des KM auf die relative a-SMA-Expression (%) der UMUC-3-Zellen mit und
ohne Cisplatin. (A) Fir die UMUC-3-Zellen konnte kein signifikanter Unterschied im «-SMA-
Expressionsniveau festgestellt werden. (B) Unter dem Einfluss von 3 uM Cisplatin, lie3 sich ebenfalls
keine signifikante Modulierung der a-SMA-Expression durch den Einfluss des Osteoblasten-KM
beobachten. Abgebildet sind der Mittelwert + SD, welche auf die DMEM-Kontrolle normiert wurden (A,
n=7)(B,n=2).

Aus Abb. 38 lasst sich entnehmen, dass die Inkubation der VMCUB-1-Zellen mit KM zu
einer verringerten Expression von a-SMA fihrte, welche sich jedoch nicht als signifikant

erwies.
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Abb. 38: Einfluss des KM auf die relative a-SMA-Expression (%) der VMCUB-1-Zellen mit und
ohne Cisplatin. (A) Fir die VMCUB-1-Zellen konnte kein signifikanter Unterschied im «-SMA-
Expressionsniveau festgestellt werden. (B) Unter dem Einfluss von 3 uM Cisplatin, lieR® sich ebenfalls
keine signifikante Modulierung der a-SMA-Expression durch den Einfluss des Osteoblasten-KM
feststellen. Abgebildet sind der Mittelwert + SD, welche auf die DMEM-Kontrolle normiert wurden (A,
n=7)(B,n=2).

4.7 Einfluss des KM auf den zellularen Immunphanotyp

Um der Frage nachzugehen, ob I6sliche Faktoren humaner Osteoblasten womdglich die
Immunevasion der UCC unterstiitzen, wurde die relative CD273- und CD274-Expression
vorkonditionierter UCC durchflusszytometrisch analysiert.

Fir die BFTC-905-Zellen konnte kein Unterschied im Expressionsniveau der beiden

untersuchten Oberflachenproteine ermittelt werden (Abb. 39).
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Abb. 39: Relative CD274- (PD-L1) und CD273- (PD-L2) Expression der BFTC-905-Zellen. Es
konnte keine Veradnderung im Expressionsniveau von CD274 und CD273 ermittelt werden.
Dargestellt sind der Mittelwert + SD, welche auf die DMEM-Kontrolle normiert wurden (n = 6).

Wahrend das CD274-Expressionsniveau der UMUC-3-Zellen innerhalb der beiden
Zellkulturmedien nahezu unverandert gleich blieb, exprimierten die mit Osteoblasten-KM
vorkonditionierten UMUC-3-Zellen etwa doppelt so viel CD273 verglichen zur DMEM-
Kontrolle (Abb. 40).
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Abb. 40: Relative CD274- (PD-L1) und CD273- (PD-L2) Expression der UMUC-3-Zellen. Es
konnte kein Unterschied im CD274-Expressionsniveau detektiert werden, wahrend die Inkubation im
Osteoblasten-KM zu einer signifikanten Steigerung von CD273 beigetragen hat. Dargestellt sind der
Mittelwert + SD, welche auf die DMEM-Kontrolle normiert wurden (n = 7).

Die Inkubation der VMCUB-1-Zellen mit KM fiihrte zu einer signifikanten Zunahme der
CD274- und CD273-Expression (Abb. 41). Im Falle von CD274 flhrte die Inkubation mit
KM zu einer 2,3-fachen Steigerung des Expressionsniveaus (A), wahrend eine 1,4-fache

Steigerung fur CD273 demonstriert werden konnte (B).
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Abb. 41: Relative CD274- (PD-L1) und CD273- (PD-L2) Expression der VMCUB-1-Zellen. Die
Inkubation mit KM flihrte zu einer signifikanten Steigerung des CD273 und CD274-
Expressionsniveaus. Dargestellt sind der Mittelwert + SD, welche auf die DMEM-Kontrolle normiert
wurden (n = 4).

4.8 Einfluss des KM auf die CXCR4-Proteinexpression von

Nachfolgend sollte die Frage beantwortet werden, ob das KM von Osteoblasten parakrine
Faktoren enthalt, welche die CXCR4-Expression der UCC moduliert. Zusatzlich wurde in
einem weiteren Versuchsansatz der Einfluss des KM mit Cisplatin analysiert. Allerdings
konnte in den BFTC-905-Zellen kein Einfluss auf die Expression von CXCR4 beobachtet
werden (Abb. 42).
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Abb. 42: Einfluss des KM auf die relative CXCR4-Expression (%) der BFTC-905-Zellen mit und
ohne Cisplatin (3 pM). In beiden Versuchsansatzen konnte keine Veranderung im CXCR4-
Expressionsniveau detektiert werden. Dargestellt sind der Mittelwert + SD, welche auf die DMEM-
Kontrolle normiert wurden (A, n =7) (B, n = 2).

Ohne die additive Behandlung mit Cisplatin exprimierten die im KM inkubierten UMUC-3-
Zellen signifikant weniger CXCR4. Wohingegen sie unter dem Zusatz von Cisplatin
tendenziell mehr CXCR4 exprimierten (Abb. 43).
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Abb. 43: Einfluss des KM auf die relative CXCR4-Expression (%) der UMUC-3-Zellen mit und
ohne Cisplatin (3 pM). Die in KM vorkonditionierten UMUC-3-Zellen exprimierten weniger CXCR4
als in der DMEM-Kontrolle. Unter dem Zusatz von Cisplatin konnte kein signifikanter Unterschied
ermittelt werden. Dargestellt sind der Mittelwert + SD, welche auf die DMEM-Kontrolle normiert
wurden (A, n=7) (B, n = 2).

Durch die Inkubation mit dem Osteoblasten-KM wurde die Expression von CXCR4 der
VMCUB-1-Zellen nicht moduliert. Es sei denn, es wurde zusétzlich Cisplatin hinzugefugt,

dann kam es zu einer signifikanten Reduktion der CXCR4-Expression (Abb. 44).
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Abb. 44: Einfluss des KM auf die relative CXCR4-Expression (%) der VMCUB-1-Zellen mit und
ohne Cisplatin (3 pM). Die in KM vorkonditionierten VMCUB-1-Zellen zeigten ein vergleichbares
Expressionsniveau des Chemokinrezeptors CXCR4 wie die Kontrollgruppe, die in DMEM kultiviert
wurde. Unter dem Zusatz von Cisplatin exprimierten die in KM vorkonditionierten VMCUB-1-Zellen
signifikant weniger CXCR4. Dargestellt sind der Mittelwert + SD, welche auf die DMEM-Kontrolle
normiert wurden (A, n=7) (B, n=2).

4.9 Einfluss des KM auf die CK14-mRNA-Expression

Um die Einflisse des Osteoblasten-KM auf die Stammzellmerkmale der UCC zu bewerten,
wurde die CK14-mRNA-Expression untersucht. Ohne den Einfluss von Cisplatin zeigten die
in KM vorkonditionierten BFTC-905-Zellen eine tendenziell héhere Expression des
Zytokeratins CK14, wahrend unter der Behandlung mit Cisplatin weniger CK14 im Vergleich
zur DMEM-Kontrolle nachgewiesen wurde (Abb. 45).
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Abb. 45: Einfluss des KM auf die relative CK14-mRNA-Expression (%) der BFTC-905-Zellen
mit und ohne Cisplatin (3 pM). Es konnte kein signifikanter Unterschied zwischen den verglichenen
Gruppen detektiert werden. Dargestellt sind der Mittelwert + SD der in KM vorkonditionierten Zellen,
welche auf die DMEM-Kontrolle normiert wurden (n = 3).

Ahnliche Ergebnisse wurden auch fiir die VMCUB-1-Zellen beobachtet (Abb. 46). Die
Inkubation mit KM Ubte einen tendenziellen Anstieg des CK14-Expressionsniveaus aus.
Unter dem Zusatz von Cisplatin produzierten die VMCUB-1-Zellen vergleichsweise weniger
CK14 als in der DMEM-Kontrolle (B).
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Abb. 46: Einfluss des KM auf die relative CK14-mRNA-Expression (%) der VMCUB-1-Zellen
mit und ohne Cisplatin (3 pM). In beiden durchgefiihrten Versuchsansatzen konnte kein
Unterschied zwischen den Gruppen detektiert werden. Dargestellt sind der Mittelwert + SD, welche
auf die DMEM-Kontrolle normiert wurden (n = 3).

Die Inkubation mit Osteoblasten-KM hatte in den UMUC-3-Zellen keinen modulierenden
Effekt auf die CK14-Expression (A, Abb. 47). Durch den Zusatz von Cisplatin konnte

ebenfalls kein Unterschied im Expressionsniveau beobachtet werden (B).
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Abb. 47: Einfluss des KM auf die relative CK14-mRNA-Expression (%) der UMUC-3-Zellen mit
und ohne Cisplatin (3 pM). In beiden durchgefiihrten Versuchsansatzen konnte kein signifikanter
Unterschied zwischen den Gruppen detektiert werden. Dargestellt sind der Mittelwert + SD, welche
auf die DMEM-Kontrolle normiert wurden (n = 3).

4.10 Einfluss des KM auf das Apoptoseverhalten der UCC

Um der Frage nachzugehen, ob das KM die Apoptoseresistenz der UCC fordert, wurde die
MRNA-Expression der Bcl-2 und Bcl-XL analysiert. Hierbei wurde zusatzlich der Einfluss
von Cisplatin evaluiert. Ziel war es zu eruieren, inwiefern Osteoblasten die Apoptose-
Eigenschaften der UCC modulieren und zur Entwicklung einer Therapieresistenz beitragen
koénnen. Als antiapoptotischer und folglich tumorprogressiver Einfluss wurden erhéhte Level
von Bcl-XL und Bcl-2 gewertet.

Die Ergebnisse der Apoptose-Analyse im Falle der BFTC-905-Zellen werden in Abb. 48

veranschaulicht. Hierbei konnte keine relevante Modifikation des antiapoptotisch
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wirksamen Proteins Bcl-2 durch das KM festgestellt werden. Durch die Zugabe von

Cisplatin kam es zu einer tendenziellen Erh6hung.
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Abb. 48: Einfluss von KM und Cisplatin auf die Expression von Bcl-2 der BFTC-905-Zellen.
(A) Es konnte keine Veranderung des Expressionsniveaus von Bcl-2 durch den Einfluss des
Osteoblasten-KM festgestellt werden. (B) Ebenso bewirkte der Zusatz von 3 yM Cisplatin keine
signifikante Veranderung der Bcl-XL-Expression. Dargestellt sind der Mittelwert + SD der relativen
Bcl-2-Expression (%) mit und ohne Cisplatin, welche auf die jeweilige DMEM-Kontrolle normiert
wurden (n = 3, technische Duplikate).

Ebenso konnte kein Einfluss des KM auf die Bcl-XL-Expression der BFTC-905-Zellen
ermittelt werden, was in Abb. 49 dargestellt wird. Die Wirkung des Cisplatins blieb ebenfalls

unbeeinflusst durch das KM.
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Abb. 49: Einfluss von KM und Cisplatin auf die Bcl-XL-Expression der BFTC-905-Zellen. (A) Es
konnte keine Veranderung von Bcl-XL durch den Einfluss des KM im Falle der BFTC-905-Zellen
eruiert werden. (B) Ebenso bewirkte der Zusatz von 3 pM Cisplatin keine signifikante Veranderung
der Bcl-XL-Expression. Dargestellt sind der Mittelwert + SD der relativen Bcl-XL-Expression (%) mit
und ohne Cisplatin, welche auf die jeweilige DMEM-Kontrolle normiert wurden (n = 3, technische
Duplikate).

Die Inkubation der UMUC-3-Zellen mit KM hatte ebenso keinen Effekt auf die Expression
von Bcl-2 im Vergleich zur DMEM-Kontrolle (Abb. 50). Auch der Zusatz von Cisplatin

bewirkte keinen signifikanten Einfluss auf die relative Bcl-2-Expression.
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Abb. 50: Einfluss von KM und Cisplatin auf die Bcl-2-Expression der UMUC-3-Zellen. (A) Es
konnte keine Veranderung des Expressionsniveaus von Bcl-2 durch den Einfluss des KM eruiert
werden. (B) Ebenso bewirkte der Zusatz von 3 pM Cisplatin keine signifikante Veranderung der
Bcl-2-Expression. Dargestellt sind der Mittelwert + SD der relativen Bcl-2-Expression (%) mit und
ohne Cisplatin, welche auf die jeweilige DMEM-Kontrolle normiert wurden (n = 3, technische
Duplikate).

In Abb. 51 ist zu erkennen, dass das Osteoblasten-KM keinen signifikanten Einfluss auf

das Bcl-XL-Expressionsniveau der UMUC-3-Zellen hatte.
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Abb. 51: Einfluss von KM und Cisplatin auf die Bcl-XL-Expression der UMUC-3-Zellen. (A) Es
konnte keine signifikante Veranderung des Expressionsniveaus von Bcl-XL durch den Einfluss des
KM beobachtet werden. (B) Ebenso ibte der Zusatz von 3 uM Cisplatin keine signifikante
Veranderung der Bcl-XL-Expression aus. Dargestellt sind der Mittelwert + SD der relativen Bcl-XL-
Expression (%) mit und ohne Cisplatin, welche auf die jeweilige DMEM-Kontrolle normiert wurden (n
= 3, technische Duplikate).

Die Inkubation der VMCUB-1-Zellen mit KM hatte keinen Effekt auf das Expressionsniveau
von Bcl-2 und Bcl-XL (Abb. 52 und Abb. 53). Ebenso konnte in beiden Gruppen kein
signifikanter Unterschied durch die additive Zugabe von Cisplatin detektiert werden.
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Abb. 52: Einfluss von KM und Cisplatin auf die Bcl-2-Expression der VMCUB-1-Zellen. (A) Es
konnte keine Veranderung des Expressionsniveaus von Bcl-2 durch den Einfluss des KM beobachtet
werden. (B) Ebenso Ubte der Zusatz von 3 pM Cisplatin keine Veranderung der Bcl-2-Expression
aus. Dargestellt sind der Mittelwert + SD der relativen Bcl-2-Expression (%) mit und ohne Cisplatin,
welche auf die jeweilige DMEM-Kontrolle normiert wurden (n = 3, technische Duplikate).
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Abb. 53: Einfluss von KM und Cisplatin auf die Bcl-XL-Expression der VMCUB-1-Zellen. (A) Es
konnte kein signifikanter Einfluss auf das Expressionsniveau von Bcl-XL durch den Einfluss des KM
im Falle der VMCUB-1-Zellen eruiert werden. (B) Ebenso hatte 3 uM Cisplatin keinen Effekt auf die
Bcl-XL-Expression. Dargestellt sind der Mittelwert + SD der relativen Bcl-XL-Expression (%) mit und
ohne Cisplatin, welche auf die jeweilige DMEM-Kontrolle normiert wurden (n = 3, technische
Duplikate).

Anhand der gesammelten Ergebnisse lasst sich festhalten, dass der Einfluss des
Osteoblasten-KM  nur tendenziell einen Anstieg des Expressionsniveaus der

antiapoptotischen Proteine Bcl-2 und Bcl-XL bewirkt.
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4.11 Einfluss des KM auf die Cisplatin-Sensitivitat

Ziel der Resistenzanalyse war es zu eruieren, ob das Osteoblasten-KM parakrine Faktoren
enthalt, welche den UCC das Uberleben gegeniiber Cisplatin ermdglichen.

Im Falle der BFTC-905-Zellen konnte kein resistenzférdernder Effekt durch das KM
identifiziert werden (Abb. 54).
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Abb. 54: Einfluss von KM auf die Cisplatin-Sensitivitit von BFTC-905-Zellen. Im Falle der
BFTC-905-Zellen konnte kein resistenzfordernder Effekt des KM festgestellt werden. Dargestellt sind
der Mittelwert + SD, welche auf die Kontrolle des jeweiligen Mediums ohne Cisplatin (nicht
abgebildet) normiert wurden (n = 8, 3 technische Replikate).

Der Einfluss des Osteoblasten-KM auf die Resistenzeigenschaften der UMUC-3-Zellen war
interessant. Bei einer additiven Anwendung von 2 yM Cisplatin zu dem Osteoblasten-KM
Uberlebten signifikant mehr Zellen als in der DMEM-Kontrolle. Wohingegen bei 4 uM, 6 uM,
10 uM und 12 yM die mit DMEM inkubierten UMUC-3-Zellen eine hohere Zellzahl
aufwiesen (Abb. 55).
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Abb. 55: Einfluss von KM auf die Cisplatin-Sensitivitdt von UMUC-3-Zellen. Die Inkubation der
UMUC-3-Zellen mit KM flhrte bei einem Zusatz von 2 uM Cisplatin zu einer héheren Zellzahl. Bei
héheren Cisplatin-Konzentrationen (ab 4 uM) fiihrte hingegen die Inkubation mit DMEM zu einer
signifikant erhdhten Zellzahl. Dargestellt sind der Mittelwert + SD, welche auf die Kontrolle des
jeweiligen Mediums ohne Cisplatin (nicht abgebildet) normiert wurden (n = 7, 3 technische
Replikate).
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Annlich wie bei den BFTC-905-Zellen konnte im Falle der VMCUB-1-Zellen ebenfalls bei
keiner Konzentration ein signifikanter Unterschied der relativen Zellzahl durch die
Behandlung mit KM oder DMEM festgestellt werden (Abb. 56).
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Abb. 56: Einfluss von KM auf die Cisplatin-Sensitivitat von VMCUB-1-Zellen. Im Falle der
VMCUB-1-Zellen konnte kein resistenzférdernder Effekt des KM festgestellt werden. Dargestellt sind
der Mittelwert + SD, welche auf die Kontrolle des jeweiligen Mediums ohne Cisplatin (nicht
abgebildet) normiert wurden (n = 9, 3 technische Replikate).
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5 Diskussion

5.1 Evaluation eines etwaigen Nahrstoffmangels durch die Inkubation mit KM

Ziel dieses Promotionsvorhabens war es, den Einfluss humaner, aus osteoporotischem
Knochengewebe stammender Osteoblasten auf diverse tumorprogressive Parameter drei
unterschiedlicher muskelinvasiver UCC zu untersuchen. Hierbei wurde durch die
Herstellung eines KM der parakrine Einfluss der Osteoblasten im Rahmen der
Versuchsansatze in vitro simuliert. Als Quelle fur die Herstellung des KM diente das im
Rahmen der Kultivierung der Osteoblasten verwendete Zellkulturmedium. Uber den
Inkubationszeitraum von 72 h bzw. 96 h sezernierten die Osteoblasten Wachstumsfaktoren
und eine Vielzahl zellularer Metaboliten in das Zellkulturmedium. Es stellte sich daher die
Frage, ob der Nahrstoffgehalt des Mediums durch die Kultivierung mit den Osteoblasten
bereits in einem solchen Male reduziert war, dass den UCC, welche nachfolgend mit
diesem Medium kultiviert wurden, womaoglich wichtige Nahrstoffe und folglich ein optimales
Nahrmedium fehlten. Ein Nahrstoffmangel des Tumormikromilieus stellt einen Stressfaktor
dar, welcher uber diverse Mechanismen den Metabolismus der Tumorzellen und deren
Metastasierungspotenzial modulieren kann. Proliferierende Tumorzellen bendtigen
Nahrstoffe flr ihr Wachstum und folglich fir die Metastasierung, wobei die
Tumorangiogenese die Versorgung der Tumorzellen mit Nahrstoffen und Sauerstoff
gewabhrleistet (Sato et al., 2007). Aus diesem Grund hat sich flir gewisse Tumorentitaten
die Therapieform der transarteriellen Chemoembolisation (TACE) als
prognoseverbessernd erwiesen, da durch die gezielte Embolisation des arteriellen
Versorgungsgebiets des Tumors die Blutversorgung und somit die Zufuhr von u. a.
Sauerstoff und Nahrstoffen unterbunden wird (Llovet and Bruix, 2003). Jedoch gibt es
zunehmend Beweise dafiir, dass einige Tumorzellen zellulare Anpassungsmechanismen
an den geringen Nahrstoffgehalt entwickeln und dementsprechend eine
Widerstandsfahigkeit gegentiber des Nahrstoffmangels erwerben (Ahmadiankia et al.,
2019). Es wird sogar angenommen, dass diese zellulare Anpassungsreaktion einen
entscheidenden Schritt im Prozess der Tumorprogression und der Entwicklung von
Resistenzen gegenlber Chemotherapeutika einnimmt (Ahmadiankia, 2020). So stellt die
Dysregulation des Energiestoffwechsels ebenfalls eine Fahigkeit dar, welche im Zuge der
malignen Transformation seitens der Tumorzellen erworben wird. Eine Mdglichkeit, welche
Tumorzellen nutzen, um den besonders zu Beginn der Tumorentwicklung herrschenden
Nahrstoffmangel zu iberwinden, stellt den Ubergang in die tumor dormancy dar. In diesem
Ruhestadium erfolgt zwar keine Proliferation der Tumorzellen, jedoch sind sie zu diesem
Zeitpunkt unempfindlich gegeniber Chemotherapeutika und tragen daher zur Entstehung
von Rezidiven bei (Rossari et al., 2020). Anhand von Prostatakarzinomzellen konnte im

Rahmen von in vitro Versuchen demonstriert werden, dass der gezielt herbeigefiihrte
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Mangel an Nahrstoffen durch Serumentzug Adaptationsmechanismen induzierte, die zu
einer erhohten Resistenz gegenuber oxidativem Stress fuhrten. Die Studie ergab, dass
diese Anpassungsmechanismen der Prostatakarzinomzellen auf der Aktivierung des NF«kB-
Signalwegs und dem nachgeschalteten Apoptoseregulator Bcl-2 basierten, wodurch die
Apoptose gehemmt und das vermehrte Uberleben der Prostatakarzinomzellen
gewahrleistet wurde (White et al, 2020). Ob und inwiefern UCC solche
Adaptationsmechanismen und folglich einen aggressiveren Phanotyp unter
Nahrstoffrestriktion erlangen, ist bislang unklar.
Um der Frage nachzugehen, ob im Rahmen dieser Forschungsarbeit den UCC durch die
Inkubation im KM womdéglich ein optimales Nahrmedium gefehlt hat, wurde die Zellviabilitat
der UCC zusatzlich unter dem Zusatz von FBS zu dem Osteoblasten-KM untersucht. Far
die UMUC-3-Zellen konnte unter dem Zusatz keine Veranderung der relativen Zellviabilitat
detektiert werden, wodurch anzunehmen ist, dass die gesammelten Ergebnisse durch
einen etwaigen Nahrstoffmangel unbeeinflusst blieben.
Far die VMCUB-1- und BFTC-905-Zellen konnte jedoch unter dem Zusatz von 3 % FBS
eine signifikant hdhere Proliferationsrate und Zellzahl ermittelt werden. Diese Beobachtung
konnte auf einen Nahrstoffmangel in den Versuchsbedingungen hindeuten, was
moglicherweise die Wachstumsbedingungen der beiden UCC in den Experimenten
beeintrachtigt hat. Wenn man jedoch von einer Nahrstoffrestriktion im Falle der BFTC-905-
und VMCUB-1-Zellen ausgeht, koénnte diese, gemall den beschriebenen
Forschungsergebnissen von Ahmadiankia et al. (2019), zur Entwicklung eines
aggressiveren Phanotyps beigetragen haben, indem die Tumorzellen durch den Erwerb
von Adaptationsmechanismen in der Lage gewesen sind, sich an ungulnstige
Umgebungsbedingungen anzupassen. Gestiitzt wird diese Annahme durch die in dieser
vorliegenden Arbeit erzielten Ergebnisse der Migrationsanalyse. Hierbei zeigten die
BFTC-905- und VMCUB-1-Zellen im Gegensatz zu den UMUC-3-Zellen ein erhdhtes
migratorisches Potenzial unter dem Einfluss des Osteoblasten-KM. Diese Beobachtung
lasst schlussfolgern, dass der zuvor bestehende Nahrstoffmangel mdoglicherweise
Adaptationsmechanismen in den Zellen hervorgerufen haben konnte, die ihre
Migrationsfahigkeit unter dem Einfluss des Osteoblasten-KM zusatzlich erhéht haben. Eine
der Herausforderungen in zuklnftigen Behandlungsansatzen der Tumortherapie wird es
sein, herauszufinden, inwiefern Tumorzellen an lokale Stressbedingungen angepasst sind,
und diese spezifischen Anpassungsmechanismen zu identifizieren und zugunsten der
Patientinnen und Patienten zu modifizieren. Jedoch sollte an dieser Stelle ebenfalls
erwahnt werden, dass FBS essenzielle proliferations- und Uberlebensférdernde
Komponenten wie Vitamine, Hormone, Spurenelemente und Wachstumsfaktoren enthalt,
wodurch ebenfalls die Proliferation der Tumorzellen induziert wird (Van der Valk et al.,
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2018). Es lasst sich somit nicht abschliefend klaren, ob die erhéhte Proliferationsrate der
BFTC-905- und VMCUB-1-Zellen unter dem Zusatz von 3 % FBS primar auf die
Kompensation eines Nahrstoffmangels oder auf die direkte Stimulation durch die im FBS

enthaltenen proliferationsfoérdernden Faktoren zurlickzufiihren ist.

5.2 Einfluss der humanen Osteoblasten auf tumorprogressive Parameter der UCC

5.2.1 Einfluss des Osteoblasten-KM auf die Proliferation

Ein charakteristisches Merkmal maligner Transformationen stellt die unkontrollierte
Proliferation von Zellverbanden dar. Hierbei ist eine erhdhte Proliferationsrate mit einer
schlechteren Prognose sowie einem schlechteren prognostischen Ansprechen auf die
Therapie mit Chemotherapeutika assoziiert (Baak, 1990). Im Gegensatz zu normalen
Zellen gelingt es neoplastischen Zellen, sich der strengen Regulation des Zellzyklus,
welche durch Umgebungssignale initiiert oder gehemmt wird, zu entziehen. Daraus ergibt
sich die unkontrollierte Proliferation maligner Zellreihen. Ursachlich hierfur sind u. a. eine
dysregulierte Expression von Schlisselenzymen, welche an Zellzyklus-Kontrollpunkten
beteiligt sind, wie die cyclin-abhangige Kinase (CDK) und das Retinoblastom-Protein (Rb),
welches als Tumorsuppressor fungiert. Die unkontrollierte Zellproliferation ist ein
wesentlicher Bestandteil der Tumorentstehung und der Metastasierung (Feitelson et al.,
2015). Das Ziel der meisten Krebstherapien besteht daher darin, die Proliferation der
Tumorzellen zu hemmen, um somit deren Ausbreitung und Metastasierung zu verhindern
(Amijad et al., 2023). Ein Ziel dieser Arbeit war es zu eruieren, ob die von Osteoblasten
sezernierten parakrinen Faktoren in der Lage sind, das Proliferationsvermégen der UCC zu
modulieren und folglich deren Tumorprogression zu férdern. In der Literatur wurde bereits
ein proliferationsférdernder Effekt des Osteoblasten-KM auf Zellen des Mammakarzinoms
beschrieben, welcher am ehesten auf das Vorhandensein der Wachstumsfaktoren TGF-f3
und PDGF zurlckzuflihren war (Brama et al., 2007). Ein ebenfalls proliferationsférdernder
Effekt der Osteoblasten konnte fir die Tumorentitat des Prostatakarzinoms (PC3-Zellen)
beobachtet werden. So wurde nach einer viertagigen Inkubation eine Steigerung der
Proliferationsrate der PC3-Zellen um 25 % durch den Einfluss des Osteoblasten-KM
detektiert (Millimaggi et al., 2006). Im Einklang mit dem bereits in der Literatur
beschriebenen proliferationsférdernden Einfluss der Osteoblasten konnte in dieser
vorliegenden Dissertation ebenfalls ein signifikanter Anstieg der relativen Zellzahl der
BFTC-905-Zellen unter dem Einfluss des Osteoblasten-KM beobachtet werden. Der Effekt
auf die relative Zellzahl betrug etwa das Sechsfache im Vergleich zu den BFTC-905-Zellen,
die in DMEM Kkultiviert wurden. Die gesammelten Ergebnisse der Proliferationsanalyse

demonstrieren somit, dass die BFTC-905-Zellen trotz oder in Folge des in Abschnitt 5.1
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beschriebenen Nahrstoffmangels unter dem Einfluss der Osteoblasten in ihrer
Proliferationskapazitat in vitro signifikant geférdert wurden. Diese Beobachtung stutzt somit
die Annahme, dass die BFTC-905-Zellen Adaptationsmechanismen an die restriktiven
Bedingungen entwickelt haben kdnnten. Ein solcher Effekt konnte weder fir die VMCUB-1-
noch fir die UMUC-3-Zellen detektiert werden.

5.2.2 Einfluss auf die Zellmigration und Invasivitat

Das Migrations- und Invasionsvermdgen von Tumorzellen Ubernimmt entscheidende
Funktionen im Prozess der Metastasierung und stellt somit eine wesentliche Einflussgroie
der Tumorprogression dar. Von Osteoblasten synthetisierte und sezernierte Metaboliten
nehmen hierbei wichtige Funktionen ein, indem sie sowohl die Proliferationsrate als auch
die migratorische Kapazitat maligner Zellen foérdern (Chen et al., 2014). Es wurde bereits in
der Literatur beschrieben, dass von Osteoblasten sezernierte Faktoren wie TGF-f in der
Lage sind das migratorische und invasive Potenzial von Prostatakarzinomzellen in vitro zu
fordern (Festuccia et al., 1999). Karlsson et al. (2018) wiesen nach, dass TGF-3 die
Migration von Prostatakarzinomzellen férderte, indem es zur Ausbildung von Zellauslaufern
beitrug, woraus ein aggressiverer Phanotyp resultierte. Diese Beobachtung wurde dadurch
gestitzt, dass eine solche Modulierung des Phanotyps durch die gezielt herbeigeflihrte
Inhibierung des TGF-p Signalwegs ausblieb (Karlsson et al., 2018). Ahnliches konnte
anhand der MCF-7-Brustkarzinom-Zelllinie demonstriert werden, da sie unter dem Einfluss
des Osteoblasten-KM ebenfalls Pseudopodien entwickelte, wodurch ihr zusatzliche
migratorische Fahigkeiten verliehen wurden. Ein weiterer wichtiger Faktor, der im
Zusammenhang mit der Zellmigration von MCF-7 identifiziert wurde, stellt das Chemokin
IL-8 dar. Chen et al. (2014) demonstrierten, dass Osteoblasten eine parakrine Quelle von
IL-8 darstellen. Es wird angenommen, dass die Expression von IL-8 mit der Aggressivitat
verschiedener Tumorentitaten, wie dem Melanom und dem Mammakarzinom, korreliert,
indem sie u. a. zu einer Férderung der Proliferation und Migration sowie der Induktion der
Angiogenese und EMT beitragt (Chen et al., 2014). Zudem konnte anhand von Zellen des
Mammakarzinoms demonstriert werden, dass Osteoblasten aus osteoporotischem
Knochengewebe bei Kontakt mit den Tumorzellen vermehrt IL-8 sezernierten (Pagani et
al., 2015). Dies lasst annehmen, dass der direkte Kontakt zwischen Tumorzellen und aus
osteoporotischem Knochen isolierten humanen Osteoblasten zu einer modifizierten
Zytokinexpression fihrt, was mdglicherweise zur Tumorprogression oder zu einem
veranderten Tumor-Mikromilieu beitragt. Torricelli et al. (2002) demonstrierten zudem, dass
Osteoblasten unter osteoporotischen Zustanden vermehrt das proinflammatorische Zytokin

IL-6 exprimierten (Torricelli et al., 2002). Weitere Studien zeigten, dass die vermehrte IL-6-
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Expression in Harnblasenkarzinomzellen mit einer verstarkten EMT und folglich
gesteigerter Invasivitdt sowie einer erhohten Angiogenese und einer reduzierten
Uberlebensrate assoziiert ist (Chen et al., 2013). Daraus lasst sich schlussfolgern, dass
Osteoblasten unter osteoporotischen Zustanden durch die vermehrte IL-6-Sekretion u. a.
zu einer erhohten Invasivitat und folglich zur Tumorprogression des Harnblasenkarzinoms
beitragen kdnnten. Ebenso wird dem von Osteoblasten synthetisierten Protein RANKL eine
chemotaktische Wirkung zugesprochen, indem es die Migration einiger RANK-
exprimierender Tumorzellen fordert (Armstrong et al., 2008). So konnte durch die
Interaktion von rekombinantem RANKL mit RANK-exprimierenden Zellen des malignen
Melanoms sowie des Mamma- und Prostatakarzinoms eine ausgepragte
Aktinpolymerisation nachgewiesen werden. Diese Beobachtung lasst schlussfolgern, dass
das RANK/RANKL-System eine wichtige Funktion im Prozess der Knochenmetastasierung
einnimmt, indem RANKL die Migration RANK-exprimierender Tumorzellen in Richtung des
Knochengewebes fordert (Jones et al., 2006). Auch in Bezug auf das Invasionsvermoégen
von Tumorzellen Ubt der von Osteoblasten sezernierten Faktor TGF- einen wesentlichen
Einfluss aus. Anhand von Zelllinien des Prostatakarzinoms wurde gezeigt, dass TGF-f3 eine
Hochregulierung der Integrine a1, a2 und 31 in den Tumorzellen induzierte. Diese Integrine
nehmen eine entscheidende Funktion im Prozess der Zelladhasion und -migration ein. Die
durch TGF-B induzierte Erh6hung der Integrinexpression in Prostatakarzinomzellen
verstarkte deren Bindung an Bestandteile der ECM, wie Laminin und Kollagen Typ |. Dies
fihrte zu einem gesteigerten Invasionsvermdgen der Tumorzellen und begtnstigte deren
Ansiedlung im Knochen. Diese beschriebenen Beobachtungen von Festuccia et al. (1999)
legen nahe, dass das wu.a. von Osteoblasten sezernierte TGF-f das
Metastasierungspotenzial von Prostatakarzinomzellen beeinflusst, indem es ihre Fahigkeit
zur Penetration der Basalmembran modulieren kann. Dies wiederum erleichtert die
Ansiedlung und das Uberleben der Tumorzellen in der Knochenmikroumgebung (Nakai et
al., 1992, Festuccia et al., 1999). Weitere in der Literatur beschriebene, durch
Osteoblasten-KM vermittelte invasionsférdernde Mechanismen umfassen die Induktion von
MMP-2 und MMP-9 in Prostatakarzinomzellen. Diese Enzyme sind in der Lage, die ECM
zu degradieren und folglich den Prozess der Invasion zu vereinfachen. Die Degradation der
ECM stellt eine essenzielle Bedingung fur die Invasion von Tumorzellen dar (Millimaggi et
al., 2006).

Im Rahmen dieser vorliegenden Forschungsarbeit sollte daher die Frage beantwortet
werden, ob die von Osteoblasten sezernierten parakrinen Faktoren ebenfalls die Invasion
und Migration von UCC férdern kénnen. Die Migrationsanalysen demonstrierten, dass

durch die Inkubation mit Osteoblasten-KM eine signifikante Steigerung der migratorischen
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Kapazitat der BFTC-905 und VMCUB-1-Zellen erzielt werden konnte. Im Falle der VMCUB-
1-Zellen wurde bereits nach 4 h und fiir die BFTC-905-Zellen nach 8 h eine signifikante
Zunahme der Migration beobachtet. Auf die UMUC-3-Zellen Ubte das Osteoblasten-KM
keinen migrationsférdernden Einfluss aus. Auch im Zuge der Invasionsanalysen konnte in
der vorliegenden Arbeit ein signifikant férdernder Einfluss des Osteoblasten-KM auf alle
untersuchten UCC beobachtet werden. Hierbei zeigte sich die Auswirkung am deutlichsten
bei den BFTC-905-Zellen, welche unter der Wirkung der Osteoblasten einen 5-fachen
Anstieg der invadierten Zellen im Vergleich zur DMEM-Kontrollgruppe aufwiesen. An dieser
Stelle sollte noch erwahnt werden, dass im Falle der BFTC-905-Zellen nicht
auszuschlieRen ist, dass der beschriebene invasionsfordernde Effekt der Osteoblasten
durch den ebenfalls proliferationsfordernden Effekt des KM unterstiitzt worden sein kénnte,
da die publizierte Verdopplungszeit der BFTC-905-Zellen bei 21,4 h liegt (DSMZ, 2024).
Eine weitere Uberlegung wére, dass die beschriebene Nahrstoffrestriktion im Falle der
BFTC-905-Zellen vermutlich die starksten Adaptationsmechanismen induziert hat. Die
signifikant gesteigerte Proliferations-, Migrations- und Invasionsfahigkeit dieser Zelllinie
deutet darauf hin, dass sie Uber eine erhdhte Anpassungskapazitat unter restriktiven

Bedingungen verfiigt und ihre Uberlebensstrategien effizient optimieren kann.

5.2.2.1 Einfluss der Osteoblasten auf die CXCR4-Proteinexpression
Der CXCL12/CXCR4-Achse wird eine hohe Relevanz im Pathomechanismus der
Knochenmetastasierung zugesprochen, da CXCL12 als chemotaktischer Botenstoff der
CXCR4-exprimierenden Tumorzellen fungiert. CXCL12 stellt hierbei den am besten
erforschten Liganden des Chemokinrezeptors CXCR4 dar und wird zu einem hohen Anteil
von Osteoblasten exprimiert. Aus diesem Grund nehmen Osteoblasten eine essenzielle
Funktion in der Entstehung von Knochenmetastasen ein (Chatterjee et al., 2014, Wang et
al., 2006, Neiva et al., 2005). Interagieren CXCR4-positive Harnblasenkarzinomzellen mit
CXCL12, resultiert dies in einem Anstieg ihres invasiven und migratorischen Potentials
(Retz et al., 2005). Ausldser hierfir ist die Aktivierung diverser Signaltransduktionswege,
u. a. des PI3K/Akt-, MAPK-, und IP3-Signalwegs, die Schlisselfunktionen im Rahmen der
Proliferation, Chemotaxis und des Zellliberlebens einnehmen (Nazari et al., 2017). Retz et
al. (2005) konnten mittels mMRNA-Expressionsanalysen feststellen, dass das CXCR4-
Expressionsniveau von UCC, u. a. ebenfalls von UMUC-3-Zellen, mit dem Tumorprogress
korrelierte und dass diese CXCR4 Uberexprimierten. Des Weiteren wurde demonstriert,
dass der Einfluss von CXCL12 zur Aktinpolymerisation und Ausbildung von Pseudopodien
fuhrte und den Harnblasenkarzinomzellen dadurch zusatzliche migratorische Fahigkeiten
verliehen wurden (Retz et al., 2005). Die Funktion des Rezeptorproteins CXCR4 im
Rahmen der Metastasierung wird noch deutlicher ersichtlich, wenn man den Einfluss von
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CXCR4-Antagonisten auf tumorprogressive Parameter hin untersucht. Hierbei konnte
gezeigt werden, dass CXCR4-Antagonisten das Tumorwachstum verlangsamten, die
Tumorlast reduzierten und die Ansprechrate auf zytotoxische Therapien fir diverse
Tumorentitdten erhdhten (Chatterjee et al., 2014). So konnte im Falle des
Prostatakarzinoms in vivo demonstriert werden, dass der Einsatz von CXCR4-Antagonisten
die Ausbildung von Knochenmetastasen reduzierte, wodurch die Relevanz der
CXCL12/CXCR4-Achse im Prozess der Knochenmetastasierung zuséatzlich untermauert
wird (Neiva et al., 2005). Im Rahmen der vorliegenden Dissertation wurde der Einfluss des
Osteoblasten-KM auf die CXCR4-Proteinexpression in den UCC untersucht. Zusatzlich
wurde der Einfluss von Cisplatin in diesem Zusammenhang beobachtet. Hierbei konnte nur
im Falle der BFTC-905-Zellen ein tendenzieller Anstieg der CXCR4-Proteinmenge durch
die Inkubation mit Osteoblasten-KM oder Cisplatin beobachtet werden. Dies lasst
annehmen, dass die durch Osteoblasten induzierte vermehrte Expression von CXCR4 in
den BFTC-905-Zellen die Knochenansiedlung und folglich den Prozess der
Knochenmetastasierung begunstigen kénnte. Es lasst sich festhalten, dass CXCL12 eine
bedeutende chemotaktische Wirkung auf CXCR4-positive UCC ausubt und die Interaktion
von Ligand und Rezeptor zum Tumorprogress sowie zur Knochenmetastasierung beitragt.
Basierend auf dieser Erkenntnis kdnnte die CXCL12/CXCR4-Achse ein vielversprechendes

Therapieziel in der Behandlung von Knochenmetastasen darstellen.

5.2.3 Einfluss des Osteoblasten-KM auf die Proteinexpression von CD44

Im Rahmen der Analyse invasiver Eigenschaften von Tumorzellen bt CD44, der ebenfalls
als membranstandiger HA-Rezeptor fungiert und dessen Wechselwirkung mit seinen
zugehdrigen Liganden Migrations- und Invasionsprozesse férdert, eine zentrale Funktion
aus (Senbanjo and Chellaiah, 2017). So konnte anhand von Zelllinien des
Mammakarzinoms demonstriert werden, dass der knock-out von CD44 die Invasion der
Tumorzellen und folglich den Prozess der Metastasierung inhibierte (Nam et al., 2015). Ein
weiterer Anhaltspunkt, weshalb eine Hemmung CD44-spezifischer Interaktionen in Zukunft
erfolgsversprechende therapeutische Ergebnisse in Bezug auf die Reduktion der
Tumorprogression von UCC liefern kdnnte, stellt die Beobachtung dar, dass die durch die
Hemmung der HA-Synthese verbundene Reduktion der HA-CD44-Interaktion in vitro zu
einer Erhéhung der Chemosensitivitat gegentber Cisplatin fihrte (Anand et al., 2019). Im
Zusammenhang mit dem MIBC scheint eine erhdhte CD44-Expression mit einer erhdhten
Tumoraggressivitat, Lymphknotenbefall und einer reduzierten Lebenserwartung zu
korrelieren (Wu et al., 2018a). Wu et al. (2017) demonstrierten zudem, dass eine vermehrte
CD44-Expression in Harnblasenkarzinomzellen mit einem schlechteren Ansprechen auf

zytostatische und strahlentherapeutische Behandlungen korrelierte (Wu et al., 2017).
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Neben seiner Funktion als Invasivitatsmarker wurde CD44 ebenfalls als sogenannter
Krebsstammzellmarker identifiziert. Es konnte nachgewiesen werden, dass das
Oberflachenglykoprotein CD44 eine héhere Expressionsrate in diversen Tumorentitaten
sowie in Tumorzellen mit Stammzelleigenschaften aufwies (Chen et al., 2018). Tumorzellen
mit Stammzelleigenschaften besitzen ein hohes tumorigenes Potenzial, da sie sich durch
ein hohes Proliferations- und Selbsterneuerungspotenzial sowie eine hohe Resistenz
gegenuber Zytostatika auszeichnen. All diese Eigenschaften fordern das Auftreten von
Metastasen und Residualtumoren (Visvader and Lindeman, 2008). Bereits 1993
beobachteten Seiter et al. (1993), dass der monoklonale Antikdrper Anti-CD44v im
Mausmodell das Auftreten von Lungen- und Lymphknotenmetastasen beim
Pankreaskarzinom reduzieren konnte (Seiter et al., 1993). Seither wurden im Rahmen der
zielgerichteten Therapie gegen Stammzelleigenschaften-besitzende Tumorzellen mehrere
Anti-CD44-Antikorper erforscht, welche die Eindammung der Tumorprogression diverser
Tumorentitaten in Mausmodellen herbeifiihren konnten (Jin et al., 2006).

Im Rahmen der vorliegenden Forschungsarbeit konnte fir die VMCUB-1-Zellen eine
signifikante Steigerung des CD44-Expressionsniveaus und fiir die BFTC-905-Zellen ein
tendenzieller Anstieg durch den Einfluss des Osteoblasten-KM erfasst werden. Es lasst sich
somit schlussfolgern, dass die Osteoblasten aus osteoporotischem Knochengewebe durch
die Hochregulierung von CD44 im Falle der VMCUB-1-Zellen nicht blo3 deren invasives
Potenzial fordern, sondern auch zusatzlich deren Plastizitat. Das Erlangen von
stammzellahnlichen Eigenschaften geht mit einer Férderung des Selbsterneuerungs- und
Proliferationsvermégens sowie der Resistenz gegentber Chemotherapeutika einher
(Hassn Mesrati et al., 2021). Die Férderung der CD44-Expression durch die Osteoblasten
erhéht somit die Aggressivitat sowie Therapieresistenz des Harnblasenkarzinoms. Die
geschilderten Ergebnisse lassen annehmen, dass zumindest im Falle der VMCUB-1-Zellen
die pharmakologische Adressierung des CD44-Rezeptors eine zuklnftige Strategie zur
Eindammung des Metastasierungsvermégens und folglich einen antikanzerogenen

Therapieansatz darstellen kénnte.

5.2.4 Einfluss des Osteoblasten-KM auf die Proteinexpression von CK14
Eine vermehrte Expression von CK14 ist mit einer schlechteren Prognose des
Harnblasenkarzinoms assoziiert und geht mit einer erhdhten Muskelinvasivitat und einem
aggressiveren Phanotyp einher. Mehrere Forschungsergebnisse legen nahe, dass eine
veranderte CK14-Expression womaoglich ein frihes Ereignis bei der Entstehung des
Harnblasenkarzinoms darstellt und es daher als Marker der Frihdiagnostik in Betracht
gezogen werden kénnte (Al-Sharaky et al., 2021). Aus diesem Grund wurde in der
vorliegenden Arbeit der Einfluss des Osteoblasten-KM auf die CK14-Expression der UCC
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untersucht. Zudem wurde in diesem Zusammenhang eruiert, ob der Zusatz von Cisplatin
zum KM einen modulierenden Einfluss auf dieses Expressionsniveau hat. Skowron,
Hoffmann et al. (2015) zeigten in einer Vorgangerarbeit, dass die epithelialen Zelllinien
BFTC-905 und VMCUB-1 CK14 exprimieren (Skowron et al., 2015). Dies lasst sich mit den
in dieser Arbeit gesammelten Ergebnissen in Einklang bringen. Zudem konnte in der
vorliegenden Arbeit auch fur die UMUC-3-Zellen ein CK14-Expressionslevel detektiert
werden. Jedoch konnte keine Modulierung des CK14-Expressionsniveaus der UCC durch

den Einfluss des Osteoblasten-KM beobachtet werden.

5.2.5 Auswirkungen des Osteoblasten-KM auf die EMT

Tumorzellen sind hoch anpassungsfahig und kénnen eine Vielzahl diverser Phanotypen
annehmen, wodurch sie auf die standig wechselnden externen Umweltbedingungen
reagieren konnen. Durch diese zellulare Plastizitdt generieren die Tumorzellen einen
Uberlebensvorteil, welcher den Prozess der Metastasierung begiinstigt (Torborg et al.,
2022). Damit Tumorzellen die Fahigkeit zur Migration und folglich zur Metastasierung
erlangen, durchlaufen sie einen solchen Phanotypwechsel, bei welchem sie durch die
Umgestaltung ihrer Zellpolaritat invasive Eigenschaften erlangen (Roche, 2018). Dieser
Prozess, welcher als EMT bezeichnet wird, steht im Rahmen der metastatischen Kaskade
an erster Stelle und umfasst die Umwandlung eines epithelialen zu einem mesenchymalen
Phanotyp (Rucci and Teti, 2018, Rucci and Teti, 2010, van der Horst et al., 2012). Im Zuge
dieser Transformation werden epitheliale Beschaffenheiten durch mesenchymale ersetzt,
indem Zelladhasionsmolekule, wie E-Cadherin, Desmoplakin und 3-Catenin herunter- und
mesenchymale Marker, wie Vimentin, Fibronectin und a-SMA heraufreguliert werden.
Durch die EMT ist es den Tumorzellen moéglich, den Primartumor zu verlassen, durch die
ECM zu migrieren, zu invadieren und folglich zu metastasieren (Wu et al., 2018b, Zhang et
al., 2020, Serrano-Gomez et al., 2016). Ein zentraler Regulator der EMT, besonders in
spateren Tumorstadien, stellt das Zytokin TGF-$ dar, welches mal3geblich die EMT
induziert und dementsprechend eine entscheidende Funktion im Prozess der malignen
Entartung von Zellen einnimmt (Zhang et al., 2020). Untersuchungen an Zellen des UC
haben gezeigt, dass eine TGF-B-Uberexpression mit einem fortgeschrittenen
pathologischen Tumorstadium assoziiert war und folglich mit einer schlechteren Prognose
korrelierte (Stojnev et al., 2019). Um den Einfluss humaner Osteoblasten auf die Aktivitat
des multifunktionalen Zytokins TGF- und dessen Signalweg zu analysieren, wurde in der
vorliegenden  Forschungsarbeit die Proteinexpression von PAI-1  und dem
Transkriptionsfaktor SMAD4 bestimmt. PAI-1 und SMAD4 eignen sich als zuverlassige
Marker fur eine verstarkte Aktivierung des TGF-B-Signalwegs, da TGF-B Uber die
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intrazellularen SMAD-Proteine die PAI-1-Produktion induziert (Dong et al., 2002). TGF-$
entfaltet seine Wirkung durch die Bindung an zwei Rezeptoren, welche eine Serin/Threonin-
Kinase-Aktivitat besitzen. Die Interaktion von TGF-3 mit dem TGF-p-Rezeptor Typ 2 flhrt
zur Phosphorylierung des TGF-B-Rezeptor Typ 1 und folglich zu dessen Aktivierung.
SMAD-Proteine, wie u. a. SMAD2 und SMAD3 werden vom aktivierten TGF-B-Rezeptor
Typ 1 phosphoryliert und bilden einen Komplex mit SMAD4. Dieser Komplex transloziert
nun in den Zellkern und fiihrt zur Transkription spezifischer Gene, welche die epithelialen
Beschaffenheiten der Zelle herunterregulieren und die Transformation in einen
mesenchymalen Phanotyp férdern (Xu et al.,, 2009b). Ebenso kommt es u.a. zur
Transkription des PAI-1-Gens (Tsuchida et al., 2003). Bei diversen Tumorentitaten ist die
erhohte Expression von PAI-1 mit einer schlechteren Prognose des Krankheitsverlaufs
assoziiert. Eine solche Korrelation wurde ebenfalls fur das Harnblasenkarzinom
beschrieben (Becker et al., 2010). PAI-1 wird im Prozess der Angiogenese eine
stimulierende Funktion zugeschrieben, wodurch es eine wichtige Funktion bei der
Regulierung des Tumorwachstums einnimmt (Isogai et al., 2001, McMahon et al., 2001).
Zudem ubt PAI-1 eine antiapoptotische Wirkung aus, indem es die Effektor-Caspase 3
inhibiert und folglich Tumorzellen vor dem Chemotherapie-induzierten Zelltod bewahrt
(Schneider et al., 2008). Darlber hinaus demonstrierten in vitro Experimente, dass
Antikorper gegen PAI-1 invasive und migratorische Eigenschaften von Fibrosarkomzellen
signifikant reduzieren konnten (Brooks et al., 2000).

Die Resultate der vorliegenden Forschungsarbeit belegen, dass das Osteoblasten-KM eine
signifikant hohere PAI-1-Konzentration aufwies als die DMEM-Kontrollgruppe. Jedoch
konnte kein signifikanter Einfluss auf die PAI-1-Expression der UCC durch das
Osteoblasten-KM nachgewiesen werden. Dies legt nahe, dass die Osteoblasten keinen
Einfluss auf die PAI-1-Expression der UCC ausuben, jedoch selbst in der Lage sind, eine
hohe Konzentration an PAI-1 zu sezernieren. Dieses Ergebnis wird dadurch gestuitzt, dass
ebenfalls kein modulierender Effekt des KM auf das SMAD4-Expressionsniveau beobachtet
werden konnte.

Um den Einfluss von humanen Osteoblasten auf den zellularen Phanotyp der UCC
detaillierter analysieren zu kénnen, wurden erganzend der epitheliale Marker E-Cadherin
auf mMRNA- und Proteinebene und die mesenchymalen Adhasionsmolekiile Vimentin und
a-SMA  unter dem Einfluss des KM auf Proteinebene bestimmt sowie
Immunfluoreszenzfarbungen von E-Cadherin und Vimentin angefertigt. Zusatzlich zum
Effekt des KM wurde auf Ebene der Protein- und Genexpression auch der Einfluss einer

Cisplatinbehandlung untersucht.
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Auf immunzytochemischer Ebene konnte im Falle der VMCUB-1-Zellen eine
Intensitatszunahme der Vimentin-Farbung durch den Einfluss des Osteoblasten-KM
detektiert werden. Unterstitzt wird diese Beobachtung durch den tendenziellen Anstieg des
Vimentin-Expressionsniveaus unter der Einwirkung des KM. Zudem konnte eine
signifikante Abnahme des E-Cadherin-Expressionsniveaus unter dem Zusatz von Cisplatin
zu dem KM detektiert werden. Diese geschilderten Beobachtungen lassen vermuten, dass
das Osteoblasten-KM in der Lage zu sein scheint, Parameter der EMT im Sinne eines
aggressiveren Phanotyps zu modulieren, indem mesenchymale Marker der VMCUB-1-
Zellen, welche urspringlich einen epithelialen Phanotyp aufweisen (Skowron et al., 2015),
potenziell hochreguliert werden. Diese Annahme unterstitzt zudem die erzielten
Forschungsergebnisse bezlglich des stimulierenden Einflusses des Osteoblasten-KM auf
das Migrations- und Invasionsvermégen der VMCUB-1-Zellen, welche in Abschnitt 5.2.2
veranschaulicht wurden. Zudem scheint es, dass in einer durch Osteoblasten-KM
modifizierten Umgebung die Behandlung mittels Cisplatin zu einer signifikanten Reduktion
epithelialer Beschaffenheiten der VMCUB-1-Zellen beitragt. Dies konnte bedeuten, dass
das KM die Wirksamkeit des Chemotherapeutikums herabsetzt, indem es die EMT der
Tumorzellen fordert und damit womdéglich zur Entstehung von Resistenzmechanismen
beitragt.

Im Falle der BFTC-905-Zellen, bei denen es sich urspringlich ebenfalls um eine epitheliale
Zelllinie handelt (Skowron et al., 2015), lasst die immunzytochemische Farbung eine
Intensitatszunahme des epithelialen Markers E-Cadherin unter dem Einfluss des KM
annehmen. Unterstltzt wird diese Beobachtung durch einen tendenziellen Anstieg der E-
Cadherin-Expression auf Protein- und Genexpressionsebene. Dies lasst annehmen, dass
das Osteoblasten-KM die epitheliale Integritdt der Zellen aufrechterhalt und zu einer
Verstarkung des epithelialen Charakters im Sinne einer MET-Induktion fihren kénnte. Die
Rolle der MET im Prozess der Metastasierung ist nicht abschlieRend geklart. Einerseits
konnte anhand von Harnblasenkarzinomzellen demonstriert werden, dass eine Zunahme
epithelialer Eigenschaften die Tumorprogression unterdriickt (Su et al., 2019). Andererseits
gibt es jedoch auch Belege, welche der MET eine progressionsrelevante Funktion im
Prozess der Metastasierung zuschreiben. Anhand von Zellen des Ovarialkarzinoms konnte
demonstriert werden, dass eine Uberexpression des epithelialen Markers E-Cadherin mit
der malignen Transformation korreliert und folglich mit der Karzinogenese dieser
Tumorentitat assoziiert ist. Zudem besteht die Annahme, dass die MET, ebenso wie die
EMT, als Parameter der =zellularen Plastizitdt essenziell fur eine erfolgreiche
Metastasierung ist (Hugo et al., 2007). Die Relevanz der Uberexpression epithelialer
Marker fur die Entstehung von Metastasen konnte ebenfalls anhand von Untersuchungen

an UCC (TSU-Pr1) nachgewiesen werden. Chaffer et al. (2006) demonstrierten, dass die
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Ruckkehr der Tumorzellen zu einem epithelialen Phanotyp mit einer schlechteren Prognose
korrelierte, indem das Wiedererlangen epithelialer Eigenschaften den Zellen die Fahigkeit
zur Bildung von Sekundartumoren verlieh (Chaffer et al., 2006). Gestltzt wird diese
Beobachtung durch McConkey et al. (2009), welche anhand von muskelinvasiven UCC
feststellten, dass die Transformation in einen epithelialen Phanotyp mit einer schlechteren
Prognose assoziiert war als durch das Erlangen mesenchymaler Eigenschaften im Rahmen
der EMT (McConkey et al., 2009). Bezogen auf die in der vorliegenden Forschungsarbeit
gesammelten Ergebnisse kdnnte dies bedeuten, dass im Falle der BFTC-905-Zellen die
beschriebene tendenzielle Zunahme des E-Cadherin-Expressionsniveaus mit einem
erhohten Risiko fur die Entstehung von Sekundartumoren einhergehen konnte.

Die UMUC-3-Zellen zeigten in der Immunfluoreszenzfarbung eine Abnahme der Intensitat
der E-Cadherin-Farbung unter dem Einfluss des Osteoblasten-KM. Auf Ebene der
Genexpression konnte diese Beobachtung durch eine tendenzielle Abnahme des
E-Cadherin-Expressionsniveaus sowie eine tendenzielle Zunahme der Vimentin-
Expression gestlitzt werden. Somit lassen diese Beobachtungen vermuten, dass das
Osteoblasten-KM die UMUC-3-Zellen, welche urspriinglich bereits einen mesenchymalen
Phanotyp aufweisen, in ihren mesenchymalen Eigenschaften und dem damit verbundenen
Zellverhalten fordert.

Karlsson et al. (2018) zeigten, dass Prostatakarzinomzellen unter dem Einfluss von
Osteoblasten-KM eine gesteigerte Migrationsfahigkeit aufwiesen, die auf zytoskelettale
Umstrukturierungen zurtickzufihren war. Veranderungen der Proteinexpression von
E-Cadherin und Vimentin konnten dabei jedoch als Ursache ausgeschlossen werden
(Karlsson et al., 2018). Ahnlich kdnnten auch die in dieser vorliegenden Forschungsarbeit
gesammelten Ergebnisse interpretiert werden. Es kann nicht abschlieliend geklart werden,
ob die beobachtete Zunahme des migratorischen und invasiven Potenzials durch eine
Veranderung der Proteinexpression von E-Cadherin und Vimentin bedingt ist, da nur
Tendenzen und keine signifikante Modifikation festgestellt wurden. Die Zunahme der
Migration und Invasion unter dem Einfluss des Osteoblasten-KM kénnte daher ebenfalls
auf andere Mechanismen, wie etwa eine Umstrukturierung des Zytoskeletts,
zurtickzufiihren sein. Eine Moglichkeit, dieser Fragestellung weiter nachzugehen, ware, in
zuklnftigen Untersuchungen die Auswirkungen des Osteoblasten-KM auf die molekularen
Grundlagen morphologischer Veranderungen in UCC beispielsweise mithilfe proteomischer
Methoden genauer zu analysieren. Die vorliegende Forschungsarbeit hat durch ihre
umfangreichen Untersuchungen auf verschiedenen Ebenen einen Einblick in die Wirkung
von Osteoblasten auf UCC ermdglicht. Da in dieser Arbeit viele verschiedene Aspekte der
Tumorprogression und Metastasierung untersucht wurden, war die Anzahl der mdglichen

Versuchsdurchlaufe dementsprechend begrenzt. Dies flhrte stellenweise zu hohen
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Standardabweichungen. Um die statistische Aussagekraft und Reproduzierbarkeit der
Ergebnisse zu verbessern und die beobachteten Schwankungen zu verringern, kdnnte in
zukunftigen Studien eine groRBere Anzahl biologischer Replikate in den Protein- und
Genexpressionsanalysen einbezogen werden. Dies wirde die Aussagekraft der
Ergebnisse weiter stéarken und eine noch fundiertere Bewertung des Einflusses von

Osteoblasten auf die EMT ermdglichen.

5.2.6 Einfluss des KM auf den zellularen Immunphéanotyp

Mithilfe der hochregulierten Expression der Oberflachenproteine CD274 und CD273, auch
als PD-L1 und PD-L2 bekannt, gelingt es Tumorzellen, sich der Immunantwort der T-Zellen
zu entziehen. PD-L1 und PD-L2 fungieren als Liganden des auf T-Zellen prasentierten
Oberflachenproteins PD1. Durch die verstarkte Wechselwirkung zwischen den Liganden
und dem PD1-Rezeptor wird die Aktivitat der T-Zellen gehemmt, wodurch die gezielte
Immunantwort seitens der T-Zellen unterbunden wird. Folglich kbnnen die Tumorzellen,
indem sie sich vor einer effektiven Immunantwort schiitzen, ungehindert proliferieren und
schlussendlich metastasieren. Durch die Uberexpression von PD-L1 und PD-L2 erwerben
die Tumorzellen dementsprechend einen Uberlebensvorteil (Zak et al., 2017). Fortschritte
im Verstandnis der Interaktionsmechanismen zwischen dem kdrpereigenen Immunsystem
und den Tumorzellen haben in den letzten Jahren neue therapeutische Ansatze fir diverse
Tumorentitaten hervorgebracht. Insbesondere flr Patientinnen und Patienten mit
metastasiertem Harnblasenkarzinom, welche sich nicht fiir eine Cisplatin-basierte
Chemotherapie eignen, scheint die Behandlung mit Immuncheckpoint-Inhibitoren
erfolgsversprechende Ergebnisse zu erzielen, sodass PD-L1-Inhibitoren wie Atezolizumab
und Pembrolizumab inzwischen als Erst- und Zweitlinientherapie zugelassen worden sind
(Lopez-Beltran et al., 2021). Anhand immunhistochemischer und durchflusszytometrischer
Analysen konnte nachgewiesen werden, dass eine erhéhte PD-L1-Expression mit einer
gesteigerten Aggressivitat des UC und einem unglnstigeren Gesamtiiberleben korreliert
(Nakanishi et al., 2007). Im Falle des nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinoms (NSCLC)
konnte zudem demonstriert werden, dass die Expression von PD-L1 und PD-L2 durch
TGF-B gefordert wurde. Weitere Forschungsergebnisse deuten darauf hin, dass das
gezielte Einddammen der TGF-B/PD-L1-Achse zu einer Reduktion der Migration und des
Zellwachstums flihren sowie die Wirksamkeit von Fluorouracil gegeniber kolorektalen
Karzinomzellen verstarken koénnte (Khalili-Tanha et al., 2023). In dieser vorliegenden Arbeit
konnte ein signifikanter Anstieg der CD273-Expression fur die UMUC-3- und VMCUB-1-
Zellen durch die KM-Inkubation beobachtet werden. Zudem exprimierten die in
Osteoblasten-KM inkubierten VMCUB-1-Zellen ebenfalls signifikant mehr CD274 als in der

DMEM-Kontrollgruppe. Diese Ergebnisse lassen die Hypothese zu, dass das Osteoblasten-
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KM mdglicherweise immunmodulatorische Eigenschaften in den UCC induziert, indem die
Expression von CD273 und CD274 geférdert wird. Solche Veranderungen kénnten dazu
beitragen, dass diese UCC der T-Zell-Antwort entkommen, was mdglicherweise ein
Fortschreiten der Tumorlast beginstigt. Diese Beobachtungen deuten darauf hin, dass
Osteoblasten eine potenziell wichtige Funktion bei der Interaktion zwischen UCC und dem

Immunsystem einnehmen konnten.

5.2.7 Einfluss des Osteoblasten-KM auf Apoptosefaktoren der UCC
Dem Ungleichgewicht zwischen pro- und antiapoptotisch wirksamen Proteinen wird eine
wichtige Funktion im Prozess der malignen Transformation zugesprochen (Fulda, 2009).
Je nach Stimulus erfolgt die Apoptose in der Regel entweder Gber den extrinsischen Weg,
welcher Uber die Aktivierung von Todesrezeptoren initiiert wird, oder Uber den intrinsischen
Signalweg. In beiden Fallen kommt es zur Aktivierung einer Initiatorcaspase, welche
nachfolgend zur Aktivierung von Effektorcaspasen fihrt, wodurch schlussendlich der
programmierte Zelltod herbeigefuhrt wird (Wu and Bratton, 2013). Aktiviert wird die
intrinsische Apoptose, welche ebenfalls als Bcl-2-regulierter oder mitochondrialer
Signalweg bezeichnet wird, u. a. durch zytotoxische Einflisse wie Virusinfektionen, DNA-
Schaden oder einen Mangel an Wachstumsfaktoren. Eine Schlisselfunktion im Prozess
der intrinsischen  Apoptose nimmt die Permeabilisierung der  aulleren
Mitochondrienmembran ein. Reguliert wird die Aufhebung der Membranintegritat
vornehmlich durch Proteine der Bcl-2-Familie, zu denen sowohl pro- als auch
antiapoptotische Proteine gehoéren. Zu den Hauptakteuren der antiapoptotisch wirkenden
Proteine der Bcl-2-Unterfamilie gehdren Bcl-2 und Bcl-XL. Sie inhibieren die Einleitung der
Apoptose, indem sie die Oligomerisierung proapoptotischer Proteine wie Bax und Bak
hemmen. Folglich wird die Porenbildung der duReren Mitochondrienmembran verhindert,
wodurch wiederum die Freisetzung von Caspase-Aktivatoren aus den Mitochondrien
blockiert wird (Moriishi et al., 2016, Sedlackova and Korolchuk, 2019). Wahrend der
Onkogenese erlangen Tumorzellen die Fahigkeit, sich der Apoptose zu entziehen, wodurch
sie tumorprogressive und therapieresistente Eigenschaften gewinnen. Das Glykoprotein
OPG, welches vor allem von Osteoblasten sezerniert wird, scheint eine bedeutsame
Funktion bei der Férderung des Uberlebens von Zellen des Prostatakarzinoms
einzunehmen, indem es sie vor der TRAIL-induzierten Apoptose schiitzt. Physiologisch
leitet TRAIL durch seine Bindung an den Rezeptor TRAIL-R den extrinsischen Weg der
Apoptose ein. Holen et al. (2002) demonstrierten anhand von in-vitro-Modellen, dass OPG
diese Interaktion unterband und somit den Tumorzellen einen Uberlebensvorteil bot (Holen
et al., 2002). Ein zusatzlicher Mechanismus, welchen einige maligne Zellen adaptiert
haben, um der Apoptose zu entgehen, besteht in der Uberexpression der antiapoptotisch
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wirksamen Proteine Bcl-2 und Bcl-XL (Nayak et al., 2024). Bcl-2-Hemmer wie Venetoclax
wurden daher inzwischen als Zweitlinientherapie der chronisch lymphatischen Leukamie
zugelassen. Die gezielt herbeigefihrte Hemmung der antiapoptotisch wirksamen Proteine
der Bcl-2-Familie durch antineoplastische Arzneimittel kann die Apoptose der malignen
Zellen férdern und womdoglich die Entstehung von Therapieresistenzen einddammen (Qian
et al., 2022).

Im Rahmen der vorliegenden Forschungsarbeit sollte die Frage beantwortet werden, ob
das Osteoblasten-KM die Expression von Bcl-2 und Bcl-XL seitens der UCC férdern kdnne.
Hierbei zeigte sich, insbesondere im Falle der VMCUB-1-Zellen, ein tendenzieller Anstieg
im Expressionsniveau der antiapoptotisch wirksamen Proteine. In den UMUC-3-Zellen
wurde ein geringflugiger Anstieg der Bcl-2- und Bcl-XL-Expressionsniveaus unter der
Behandlung mit Cisplatin beobachtet, was einen Hinweis auf die Entstehung von
Therapieresistenzen geben kdnnte. Die Fragestellung, ob Osteoblasten einen Einfluss auf
das Apoptoseverhalten der UCC ausiben, kann mit der vorliegenden Arbeit nicht
abschlielRend geklart werden. Um die statistische Aussagekraft weiter zu erhéhen und
detailliertere Erkenntnisse zu gewinnen, waren daher weiterfiUhrende Experimente mit einer
groflieren Stichprobengrolie erforderlich, um den Einfluss des Osteoblasten-KM praziser zu
quantifizieren und mogliche Auswirkungen auf das Apoptoseverhalten der UCC genauer zu
evaluieren. Um die Fragestellung detaillierter zu analysieren und ein umfassenderes
Verstandnis der Apoptoseregulation zu gewinnen, ware es zudem sinnvoll, neben den in
dieser Forschungsarbeit untersuchten antiapoptotischen Mediatoren auch die Expression
proapoptotischer Faktoren und regulatorischer Proteine der Apoptose, wie des
Tumorsuppressors p53 und insbesondere der Effektorcaspasen, unter dem Einfluss des

Osteoblasten-KM zu untersuchen.

5.2.8 Einfluss des KM auf die Cisplatin-Sensitivitat

Das Harnblasenkarzinom weist eine hohe Rate an Rezidiven auf, welche auf die haufige
Entstehung von Resistenzen gegeniber Cisplatin zuriickzufiihren sind (Drayton and Catto,
2012). Problematisch ist dies insbesondere daher, weil die cisplatinbasierte
Kombinationstherapie die medikamentdse Therapie der ersten Wahl bei Patientinnen und
Patienten mit MIBC darstellt (van der Horst et al., 2012). Jedoch liegt die Ansprechrate der
Betroffenen, welche eine cisplatinbasierte Chemotherapie erhalten, lediglich bei 30 — 40 %
(Choi et al., 2014). Aktuelle Untersuchungen legen nahe, dass Osteoblasten im Falle des
Mammakarzinoms eine bedeutende Funktion bei der Entwicklung von Resistenzen
gegenuber Chemotherapeutika in Knochenmetastasen einnehmen. Zheng et al. (2017)
beobachteten, dass die Vorbehandlung von Mausen mit Cisplatin die Ausbreitung von

Zellen des Mammakarzinoms im Knochen in unmittelbarer Nahe zu Osteoblasten
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signifikant erhéhte (Zheng et al., 2017). Hierbei wird der Uberexpression des Proteins
Jagged-1 und dem damit verbundenen Notch-Signalweg eine entscheidende Funktion
zugesprochen. Die tumorinduzierte Uberexpression von Jagged-1 filhrt zu einer
vermehrten Aktivierung des Notch-Signalweges der Osteoblasten. Dies resultiert wiederum
in einer erhdhten Sekretion von IL-6 und Connective Tissue Growth Factor (CTGF),
wodurch die Proliferation von Tumorzellen angeregt wird (Mohammad and Guise, 2017).
Der Einfluss von Osteoblasten auf die Entstehung der Therapieresistenz des UC
gegenuber Cisplatin ist bislang nicht im Detail geklart. Ziel der Resistenzanalyse der
vorliegenden Forschungsarbeit war es zu eruieren, ob das Osteoblasten-KM I6sliche
Signalmediatoren enthalt, welche den UCC das Uberleben in einer mit Cisplatin
angereicherten Umgebung ermdglichen und dementsprechend zu einer Erh6hung der
Resistenz gegenlber Cisplatin beitragen. Im Gegensatz zu den beschriebenen
Beobachtungen im Falle des Mammakarzinoms konnte kein aussagekraftiges Ergebnis
bezulglich des Einflusses von Osteoblasten auf die Entwicklung von Zytostatikaresistenzen
in UCC eruiert werden. Bei nahezu allen gewahlten Cisplatin-Konzentrationen wurde kein
Uberlebensvorteil der in KM inkubierten UCC im Vergleich zur DMEM-Kontrollgruppe
beobachtet. Zusammenfassend legen die derzeitigen Ergebnisse nahe, dass die KM-
Umgebung in der getesteten Konfiguration keinen signifikanten Uberlebensvorteil fiir die

UCC unter Cisplatinbehandlung bietet.
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5.3 Fazit

Trotz der Fortschritte in der systemischen Polychemotherapie gibt es bislang keinen
kurativen Therapieansatz in der Behandlung des metastasierten Harnblasenkarzinoms.
Daher ist es von groRer Bedeutung, die Mechanismen der Tumorprogression sowie der
zellularen Plastizitdt, welche den Tumorzellen die stetige Anpassung an das
Tumormikromilieu ermoglichen, zu erforschen und neue Zielstrukturen fir die Hemmung
der metastatischen Ausbreitung zu identifizieren. Die molekularen Mechanismen und der
Einfluss humaner Osteoblasten auf die Tumorprogression bei MIBC sind Gegenstand
aktueller Untersuchungen. Der neueste Stand der Forschung sowie die in dieser Arbeit
gesammelten Ergebnisse geben Hinweise darauf, dass humane Osteoblasten die
Tumorprogression von UCC relevant im Sinne eines aggressiveren Phanotyps modulieren
kénnten. In den durchgefihrten Experimenten konnte demonstriert werden, dass
Osteoblasten, stammend von Patientinnen und Patienten mit Osteoporose, sowohl das
Migrations- als auch das Invasionsvermdgen der untersuchten UCC signifikant steigern
konnten. Ebenso konnte ein signifikanter Einfluss des KM auf das Proliferationsvermégen
der BFTC-905-Zellen beobachtet werden. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit legen
nahe, dass die Interaktion mit Osteoblasten aus osteoporotischem Knochengewebe den
UCC nicht blof3 ermdglicht, Gewebe effizienter zu durchdringen, sondern auch zur
Umgehung immunologischer Kontrollmechanismen beitragen konnte. Infolgedessen
kénnen die UCC ungehindert metastasieren, was die Prognose des UC verschlechtert und
eine erfolgreiche Behandlung erschweren kann. Basierend auf den gesammelten
Ergebnissen lasst sich schlussfolgern, dass das Osteoblasten-KM Faktoren enthalt, welche
essenzielle Schritte der Tumorprogression der UCC férdern und folglich zur Metastasierung
des UC beitragen koénnen. Darliber hinaus zeigen die Beobachtungen, dass die
Einflussnahme des KM unterschiedlich auf die verschiedenen UCC wirkt. Diese
Erkenntnisse unterstreichen die komplexe Rolle, welche Osteoblasten im
Tumormikromilieu einnehmen. Ein besseres Verstandnis, welche Faktoren an der
Tumorprogression des UC beteiligt sind und inwiefern die Interaktion von Osteoblasten und
UCC die Tumorlast erhdht, kdnnte Hinweise auf neue therapeutische Interventionen geben

und sollte daher Gegenstand weiterer Forschung sein.
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