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Einleitung 1

1 Einleitung

Alle Vorgange in der Zelle werden Uber ein komplexes, vom inneren Gleichgewicht
gesteuertes Netzwerk geregelt. Mutationen oder epigenetische Aberrationen kdnnen auf die
Zell-Homoostasie einwirken, unkontrolliertes Wachstum auslésen und — bei Epithelzellen —
die Karzinomentstehung begiinstigen. Das Prostatakarzinom (PCa) ist dabei das am
haufigste vorkommende Malignom und die dritthaufigste krebsbedingte Todesursache bei
Méannern. Die vorliegende Arbeit beschéftigt sich mit neuen Therapieoptionen zur
Behandlung des fortgeschrittenen PCa. Ziel dieser Arbeit war es, die Effektivitat der
gezielten molekularen  Therapieformen (targeted Therapie) als Einzel- und
Kombinationstherapie im Hinblick auf Zellwachstum und Adhasion am Zellkultur- und

Tiermodell zu untersuchen.

1.1 Uberblick Giber das PCa

In Europa werden jedes Jahr mehr als 300.000 neue Félle mit PCa diagnostiziert; in den
Vereinigten Staaten sind es Uber 200.000 neue Falle (Jemal et al., 2009). In der
Bundesrepublik Deutschland erkranken jahrlich etwa 58.000 Manner am Prostatakarzinom
(Beckmann et al.,, 2009). Dies macht PCa zu der am haufigsten diagnostizierten
Krebsneuerkrankung noch vor Darm- und Lungenkrebs. Im Jahr 2002 lag die
Bundesrepublik Deutschland im Vergleich zu anderen europaischen Landern in der alters-
standardisierten Neuerkrankungsrate (Neuerkrankungen/100.000 Manner) mit 60,5
Neuerkrankungen im oberen Drittel der Datenskala (GEKID, 2006). In Deutschland sind etwa
10% aller Krebstodesfalle bei Mannern auf PCa zuriickzufiihren, was etwa 11.000 Todesfalle
im Jahr bedeutet. Davon sind 96% der Manner alter als 60 Jahre und zahlen zu der am
haufigsten betroffenen Altersgruppe. Neben dem Alter werden genetische Disposition, Rasse,
Umwelteinfliisse und Ernahrung ebenfalls als Risikofaktoren in Betracht gezogen (Rhode et
al., 2007). Vor allem Verénderungen in der Produktion der Steroidhormone Androgen und
Ostrogen, die mit zunehmendem Alter auftreten, scheinen fir die Ausbildung und

Entwicklung des PCa eine essentielle Rolle zu spielen (Burnstein et al., 2005).

1.2 Molekulare Grundlagen des PCa

Eine gesunde Prostata besteht aus dem Epithelgewebe, das entodermalen Ursprungs ist
und die Harnréhre umschlielt, dem Bindegewebe und der glatten Muskulatur, die
mesodermalen Ursprungs sind. Das Prostataepithel kann in drei unterschiedliche Zelltypen

aufgeteilt werden: die sekretorischen Zellen, die Basalzellen und die endokrinen Zellen
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(Wernert et al., 1990; Bonkhoff et al., 1996). lhre Disregulation bildet die Grundlage fir die

Tumorgenese des PCa.

Die sekretorischen Zellen besitzen Androgenrezeptoren (AR) und sind androgenabhangig.
Sie weisen eine geringe Proliferationsrate auf, bilden das Differenzierungskompartiment und
produzieren das Prostata spezifische Antigen (PSA). Bei Androgenentzug erleiden die
sekretorischen  Zellen den  programmierten  Zelltod. @ Die  Basalzellen  sind
androgenunabhangig und bilden das Proliferationskompartiment  sowie das
Stammzellkompartiment. Die Basalzellen des Proliferationskompartiments sind aufgrund
einer hohen Expression des Apoptosesuppressors B-cell lymphoma 2 (Bcl-2) und des
Hitzeschockproteins HSP-27 resistent gegentber dem androgenregulierten Zelltod. Im
Stammzellkompartiment wiederum befinden sich pluripotente Stammzellen, die sich zu allen
Zelltypen des Prostataepithels ausdifferenzieren kdénnen. Die Differenzierung wird dabei
durch ein hormonelles Gleichgewicht zwischen Androgenen und Ostrogenen reguliert. Ein
hoher Androgenspiegel fuhrt zur Ausdifferenzierung der Basalzellen in sekretorische Zellen.
Dieser Prozess ist jedoch abh&ngig von der Anzahl androgenempfanglicher Basalzellen. Ein
hoher Ostrogenspiegel inhibiert die Differenzierung und kann zur Basalzellhyperplasie und
Atrophie des sekretorischen Epithels fiihren. Entscheidend ist die Expression des
Ostrogenrezeptors ERa, der ausschlieBlich von den Basalzellen exprimiert wird und ER,
der von den sekretorischen Zellen gebildet wird. ERa bindet Ostrogen und inhibiert die
intermediare Differenzierung der Basalzellen. ERB wiederum kann sowohl Ostrogen als auch
Phytotstrogen binden und inhibiert die Proliferation des sekretorischen Epithels (Werner et
al., 1990; Bonkhoff et al., 1996; Bonkhoff et al., 1998).

Grundsatzlich wird zwischen zwei Haupttypen einer Prostataerkrankung, der benignen
Prostatahyperplasie (BPH) und dem PCa unterschieden. Die BPH ist eine gutartige, lokal
begrenzte VergroRerung der Prostata. Sie kommt bei geringem Androgenmangel und der
damit verbundenen Stromahyperplasie zustande. Die damit erh6hte Produktion stromaler
Wachstumsfaktoren steigert die Proliferationsaktivitat in der Basalzellschicht. Gleichzeitig
wird die Differenzierung von Basalzellen zu sekretorischen Zellen geblockt, resultierend in
einer Basalzellhyperplasie und Atrophie des sekretorischen Epithels (McNeal et al. 1988;
Chrisofos et al., 2007).

Die Ursache des PCa ist eine schwere Differenzierungs- und Proliferationsstérung des
Prostataephithels. Typischerweise zeigen die sekretorischen Zellen eine abnorme
Expression der Androgen- und Ostrogenrezeptoren wie der Wachstumsfaktorrezeptoren

epidermal growth factor receptor (EGFR) und human epidermal growth factor receptor 2



Einleitung 3

(HER-2/neu), dessen Liganden im Prostatastroma produziert werden (Bostwick et al., 1995;
Diaw et al., 2007). Da die sekretorischen Zellen androgenabhéangig sind, kdnnen 80% aller
PCa unter Androgenentzug riickgebildet werden. Etwa 20% der PCa besitzen zusétzlich eine
Stérung in der Expression des Apoptoseinhibitors Bcl-2, dessen Expression in einem
gesunden Prostataepithel ausschliel3lich auf die Basalzellen begrenzt ist (American Cancer
Society, 2009). Die Uberexpression von Bcl-2 macht die sekretorischen Zellen
androgenunabhangig. Anders als bei vielen ephithelialen Malignomen weist das PCa viele
heterogene genomische und epigenetische Veranderungen auf, die eine invasive
Progression des Tumors begtinstigen. Etwa 25-30% der PCa sind klinisch aggressiv (Apolo
et al., 2008; Ruijter et al., 1996; Nelson et al., 2009).

1.3 Derzeitige Therapiemdglichkeiten

Man unterscheidet zwei Arten von PCa: das organbegrenzte und das organiberschreitende.
Danach richten sich auch die Therapieansatze. Bei dem organbegrenzten PCa besteht die
Maoglichkeit einer radikalen Prostatektomie. Dabei wird die Prostata komplett mit der
Samenblase und Samenleiter entfernt, wobei die Harnblase mit der Harnréhre verbunden
wird (Keller et al., 2007).

Die Androgensuppression bildet eine andere Moglichkeit der Therapieform des PCa. Sie
kann chemisch durch Gabe von GnRH- (gonadotropin-releasing-hormon) Analoga oder
operativ in Form einer chirurgischen Kastration durchgefuhrt werden. Bei beiden Optionen
fuhrt die Behandlung zu einer Reduktion des Testosteronspiegels. Die Androgensuppression
fuhrt bei einer chronischen Behandlung zum Abfall der mannlichen Geschlechtshormone und
zu einem Wachstumsstopp oder sogar zu einer PCa-Ruckbildung. Diese initial erfolgreiche
Therapie begunstigt jedoch unweigerlich die Entwicklung von hochinvasiven
androgenunabhangigen Tumoren (Arnold & Isaacs et al., 2002; Lu-Yao et al., 2008). Ist das
Krankheitsbild weit fortgeschritten, breitet sich der Tumor metastatisch aus und befallt vor
allem Lymphknoten und Knochen. Invasive androgenresistente PCa in fortgeschrittenem
Stadium sind praktisch unheilbar (Zetter et al., 1990).

Bei metastasierenden, also organuberschreitenden PCa wird die Chemotherapie als
Behandlungsmethode eingesetzt. Die Heilungschancen liegen etwa bei 20%. Angewandte
Chemotherapeutika sind  Cyclophosphamid, Doxorubicin  und  Suramin.  Starke
Nebenwirkungen, die die Lebensqualitat erheblich beeintrachtigen und die vergleichsweise
geringen Heilungschancen sind groRe Nachteile der Chemotherapie, weswegen sie meist als
letzte Therapieform Anwendung findet (Yablon et al., 2004; Rinker-Schaeffer et al., 1994;
Tannock et al., 2004).
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1.4 Molekulare Therapieformen

In den letzten 10 Jahren hat sich die wissenschaftliche Entwicklung in Bezug auf die PCa-
Therapie stark verandert. Der molekular gezielte Behandlungsansatz rickte dabei immer
mehr in den Fokus der Wissenschaft. Da die Disregulation von molekularen Signalkaskaden
mit der Tumorgenese, dem Tumorwachstum und der Metastasierung assoziiert ist, wurde
postuliert, dass die spezifische Inhibition dieser Signalkaskaden effektiv, zielgerichtet und
womoglich wenig toxisch die invasive Ausbreitung eines Tumors unterbinden kann
(Antonarakis et al., 2010; Fizazi et al., 2010; Sawyer et al., 2004).

Folgende Zielstrukturen werden derzeit als therapeutischer Angriffspunkt diskutiert:
membrangebundene Rezeptoren und Rezeptor-Tyrosinkinasen (RTK - receptor tyrosine
kinases), intrazellulare Signal-Kinasen und epigenetische  Modulationen  Uber
Histondeacetylasen (HDAC) und Histonacetylasen (HAT) (Morgan et al., 2009; Abbas et al.,
2008; Rocha-Lima et al., 2007; Bolden et al., 2006; Hicklin et al., 2005).

1.4.1 Inhibition des mammalian target of rapamycin (mMTOR)

Bei den gezielten molekularen Therapieformen (targeted Therapie) nehmen Inhibitoren des
mammalian target of rapamycin (MTOR) eine wichtige Rolle ein. MTOR st eine cytosolische
Serin/Threonin-Kinase, die im Zusammenhang mit dem Mechanismus des

Immunsuppressivum Rapamycin 1990 entdeckt wurde (Ma et al., 2007).

1.4.1.1 Funktion von mTOR

MTOR reguliert ein breites Spektrum von Wachstumsprozessen in der Zelle und gehort der
Familie der phosphatidylinositol-3-kinase-related-kinases (PIKK) an (Keith et al., 1995;
Andrade et al., 1995; Bosaotti et al., 2000). Durch zahlreiche Proteine, die die mTOR-Aktivitat
regulieren und deren Aktivitat wiederum Uber mTOR reguliert wird, entsteht ein
Kontrollnetzwerk, das den Metabolismus der Zelle, das Zellwachstum und die Proliferation
sowie die Reorganisation des Aktinzellskeletts und die Apoptose steuert (Hara et al., 2002;
Jacinto et al., 2006). Bei Saugetieren kommt mTOR in zwei verschiedenen Komplexen vor,
als mTOR-Komplex 1 (mTORC1) und mTOR-Komplex 2 (mTORC2) (Loewith et al., 2002).
Beide Komplexe verfiigen Uber mTOR, wobei Komplex 1 zuséatzlich das Protein Raptor
(regulatory associated protein of mTOR) und Komplex 2 das Protein Rictor (rapamycin-
insensitive companion of MTOR) enthéalt (Kim et al., 2002; Sarbassov et al., 2004). Raptor
und Rictor fungieren selbst als Adaptorproteine, die dem mTOR-Komplex Substrate
prasentieren und mit anderen regulatorischen Proteinen interagieren (Pearce et al., 2007;
Sarbassov et al., 2004; Thedieck et al.,, 2007). Grundséatzlich agiert mTOR Uber den
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PI3K/AKT/mTOR-Signalweg (Johnson et al., 2010). Abbildung 1 gibt einen Uberblick tber

die Prozesse, an denen mTOR beteiligt ist.

14.1.1.1 mTORC1

Der Proteinkomplex mTORC1 kontrolliert die Proteinbiosynthese der regulatorischen
Proteine des Zellzyklus und des Zellwachstums auf zwei Wegen. Einmal tber Aktivierung
der p70 ribosomal S6 kinase (P70S6K) und einmal Uber die Deaktivierung des
Translationsinhibitors eukaryotic translation initiaton factor 4E-binding proteinl (EIF4E-BP1)
(Flynn et al., 1996; Ma et al., 2009a; Fingar et al., 2002; Meyuhas et al., 2008). P70S6K
aktiviert wiederum eine Reihe weiterer Proteine, wie das ribosomale Protein S6, ein Protein,
das fur die Translation von ribosomalen Proteinen und Elongationsfaktoren zusténdig ist
(Fingar et al.,, 2002; Meyuhas et al., 2008). Weitere Proteine, die das Zellwachstum
regulieren, werden ebenfalls von P70S6K aktiviert, darunter hypoxia-inducible factor-1a (HIF-

1a) und translation elongation factor 2 (eEF2) (Harada et al., 2001; Wang et al., 2001).

14.1.1.2 mTORC2

Eine groRe Rolle spielt mMTORC2 bei der Phosphorylierung und Aktivierung der Proteine, die
der Familie der Protein-Kinasen B (PKB auch AKT genannt) angehdren und der kleinen
GTPasen Rho und Rheb (Sarbassov et al., 2004; Sarbassov et al., 2005). AKT selbst hemmt
die Apoptose durch die Phosphorylierung und damit Deaktivierung der
apoptoseregulierenden Proteine wie z.B. Caspase 9 und Bcl-2-antagonist of cell death (BAD)
(Cardone et al., 1998; Brunet et al., 1999). Uber die Phosphorylierung der kleinen GTPasen
Rho und Rac kann mTORC2 zudem eine Regulation der Reorganisation des
Aktinzellskeletts ausiben (Jacinto et al., 2004; Sarbassov et al., 2004; Sarbassov et al.,
2005).

1.4.1.2 mTOR/AKT-Aktivitat in malignen Tumoren und PCa

Bei Karzinom-Zellen ist die Expression vieler Proteine, die am mTOR-
SignalUbertragungsweg beteiligt sind, stark verandert. So fungieren P70S6K, Rheb, AKT, elf-
4E, Ras, PI3K als Protoonkogene und TSC1/TSC2 und EIF4E-BP1 als Tumorsuppressoren
(Vivanco et al., 2002; Basso et al., 2005; Coleman et al., 2004; Bjornisti and Houghton et al.,
2004; Barlund et al., 2000; Kwiatkowski et al., 2003; Lynch et al., 2004). Auch scheint eine
hohe Aktivitat von mTOR selbst ein Indikator fir Tumorentstehung und Progression zu sein
(Inoki et al., 2005; Tee and Blenis et al., 2005). So konnte eine positive Korrelation zwischen
mTOR-Aktivitdt und PCa festgestellt werden (Morgan et al. 2009, Kaarbg et al. 2010).
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Abbildung 1: Schematische Darstellung des mTOR-Signalnetzwerks.

MTOR agiert in zwei Komplexen, einmal als mTORC1 mit dem Adaptorprotein Raptor und einmal als
MTORC2 mit Rictor. Der Proteinkomplex mTORC1 reguliert die Translation, u.a. von
Zellzyklusproteinen tber EIF4E-BP1 und P70S6K. Die Phosphorylierung von EIF4E-BP1 resultiert in
dessen Deaktivierung, der Dissoziation des Translationsfaktors elF-4E und somit der Aktivierung der
Translation der 5’'capped mRNAs, die fir Promotionsfaktoren codieren (Flynn et al., 1996; Ma et al.,
2009a). Die Aktivierung von P70S6K fuhrt zu einer weiteren Aktivierung von zellzyklus- und
zellwachstumsregulierenden Proteine, wie S6, HIF-1a und eEF2. Die Phosphorylierung von Rho und
Rac erfolgt iber mTORC2 und reguliert die Reorganisation des Aktinskeletts. Zusatzlich reguliert
MTOR Uber die Phosphorylierung von AKT die Apoptose. AKT hemmt die apoptoseinduzierenden
Proteine Caspase 9 und BAD. Die Kinasenaktivitat und der Assoziationscharakter von mTOR werden
hauptsachlich tber die metabolischen Signalwege und die Signalwege der Wachstumsfaktoren
reguliert. Die Proteine tuberous sclerosis protein 1 und 2 (TSC1/2) und Ras homolog enriched in
brain (Rheb) spielen dabei eine Hauptrolle bei der Ubersetzung dieser Signale in eine Deaktivierung
bzw. Aktivierung von mTOR (Wullschleger et al., 2006; Huang et al. 2008). So wird bei einem
niedrigen ATP-Spiegel TSC2 aktiviert und mTOR dadurch gehemmt (Inoki et al., 2003). Bei einem
hohen GTP- und Aminosauren-Spiegel wird Rheb aktiv und aktiviert mTOR (Avruch et al. 2009, Bai et
al. 2007). Bei einer Aktivierung der Rezeptor-Tyrosinkinasen (RTK) werden extracellular signal-
regulated kinases 1/2 (ERK1/2) und AKT aktiviert, was wiederum den TSC1/2-Komplex hemmt (Ma et
al., 2007; Inoki et al., 2002). ZM: Zellmembran, RTK: Receptor-Tyrosinkinase, Casp9: Caspase9.
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Studien, an denen der PI3-K/AKT/mTOR-Signalweg inhibiert wurde, zeigten bei
Blasenkarzinomzellen eine effektive Reduktion der Zellproliferation (Ching et al., 2010).
Ebenfalls an Nierenzellkarzinom (RCC), vermdgen mTOR-Inhibitoren einen Tumorriickgang
herbeizufiihren (Kapoor et al., 2009; Dancey et al., 2005; Vignot et al., 2005). Detailstudien

am PCa sind bislang noch nicht durchgefuhrt worden.

1.4.1.3 mTOR-Inhibitoren

Die gangigen synthetischen Inhibitoren von mTOR sind Derivate von Rapamycin. Tabelle 1
stellt einen Uberblick liber die aktuellen mTOR-Inhibitoren dar. Rapamycin, das urspriinglich
beim Bakterienstamm Streptomyces hygroscopicus entdeckt wurde, bindet im Komplex mit
dem cytosolischen Protein FKBP12 spezifisch an mTOR und inhibiert somit dessen Funktion
(Vezina et al., 1975; Heitman et al., 1991). Bei Saugetieren ist nur mTORC1
rapamycinsensitiv, wobei auch mTORC2 in manchen Zelllinien bei einer langerfristigen
Behandlung von Rapamycin gehemmt werden kann (Loewith et al., 2002; Sarbassov et al.,
2006).

Inhibitoren von mTOR klinischer Einsatz

Temsirolimus (Torisel®) Zugelassen von FDA bei RCC

Phase /Il

Rapamycin (Rapamune®) o )
Zugelassen von FDA bei Nierentransplantation

Phase Il (Gehirn-, Brust-, Magen-, Kopf- und Nacken-, Leber-, Lungen-,
Everolimus (RAD0O01®) Haut-, Prostata-, Lymphknoten- und kolorektales- Karzinom)
Zugelassen von FDA bei RCC

Deforolimus (AP-23573®) Phase Il (Brust-, Gebé&rmutter- und Sarkoma -Karzinom)

Tabelle 1: Tabellarische Darstellung der mTOR-Inhibitoren (Ma et al., 2009b).

FDA (Food and Drug Administration — Arzneimittelzulassungsbehdrde)

Rapamycin  wird als Immunsuppressivum nach Organtransplantationen eingesetzt
(Augustine at al., 2007). Abbildung 2, Bild 1 zeigt die Strukturformel von Rapamycin. Aktuelle
klinische Studien evaluieren derzeit die Anwendungsmdglichkeiten von Rapamycin als
antitumorales Agens (Davies et al., 2000; Jimeno et al., 2008). Temsirolimus (Torisel®,
Wyeth) ist ein wasserloslicher, synthetischer Rapamycin-Ester, der sowohl oral als auch
intraven®s verabreicht werden kann (Dudkin et al., 2001). Temsirolimus ist als Medikament

zur Behandlung aller Stadien des RCC zugelassen (Ma et al., 2007).
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Abbildung 2: Strukturformel von Rapamycin (Bild 1) und Everolimus (RADO0O01) (Bild 2).
RADOO1 ist ein [40-O-(2-hydroxyethyl)-rapamycin]-Derivat.

1.4.1.3.1 RAD0OO1

Everolimus (RADOO1) leitet sich ebenfalls von Rapamycin ab (Abb.: 2, Bild 2). Da RAD001
eine hohe Bioverfligbarkeit besitzt, kann es oral verabreicht werden. Unter dem Namen
Certican® ist RAD001 vom Bundesinstitut fir Arzneimittel und Medizinprodukte (BfArM) zur

Anwendung bei Nieren- und Herztransplantationen zugelassen (Eisen et al., 2003;
www.medknowledge.de). RADOO1 wird gegenwartig in einer Phase-111-Studie bei Nieren- und
neuroendokrinen Tumoren und in einer Phase-lI-Studie u.a. bei Gehirn-,
Bauchspeicheldriisen- und PCa getestet (O’'Donnell et al., 2003; Yee et al., 2006; Fouladi et
al., 2007; Ma et al., 2009b). Bei Patienten mit einem fortgeschrittenen RCC konnte die
Behandlung mit RADOO1 die Lebensdauer deutlich verlangern im Vergleich zu der Placebo-
Gruppe (Motzer et al., 2008; Amato et al., 2009). Es wird postuliert, dass RAD0O01 auch beim
PCa antikarzinogene Effekte induzieren kann, wobei durch eine kombinierte Anwendung mit
anderen Signalweg-Inhibitoren eine effektive Wirkungsverstarkung erhofft wird (Zhang et al.,
2009; Morgan et al., 2008).

1.4.2 Rezeptor-Tyrosinkinasen

Zurzeit sind etwa 58 RTK bekannt, die 20 Subfamilien untergeordnet sind (Sharma et al.,
2009). Sie spielen eine essentielle Rolle bei der Signalibertragung zur Induktion von
Wachstum, Differenzierung, Adhasion, Zellbewegung und Apoptose (Schlessinger et al.,
2000). RTKs besitzen eine extrazellulare Domane mit der Féhigkeit, spezifische Liganden

reversibel zu binden, eine Transmembrandom&ne und eine intrazellulare katalytische
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Tyrosin-Kinase-Domane, die es erlaubt, selektiv Substrate zu phosphorylieren (Longatto-
Filho et al., 2009, De Jong et al., 2001; Gomez-Roca et al., 2009). Eine hyperaktive, nicht
regulierte  RTK verleiht einer Zelle ein unkontrolliertes Wachstum, unabhé&ngig von
Wachstumsfaktoren. Der Einsatz von RTK-Inhibitoren wird entsprechend als innovative

Strategie zur Karzinomtherapie diskutiert.

1.4.2.1 Rezeptor-Tyrosinkinasen in malignen Tumoren und PCa

Die RTKs EGFR und vascular endothelial growth factor receptor (VEGFR) sind fir das
Wachstum der Zelle und die Angiogenese-Aktivitat verantwortlich (Tebernero et al., 2007).
Beide Vorgange unterliegen im gesunden Organismus einer strengen Kontrolle, sind jedoch
im metastasierenden, malignen Tumorgewebe hyperaktiv (Jain et al., 2005; Yuan et al., 2001;
Hirsch et al., 2003). Hammersten et al. beschrieb beim PCa insbesondere eine erhdhte
Aktivitat von EGFR (Hammersten et al.,, 2010). So korreliert die EGFR-Aktivitdt mit einer
erhohten Progression des Wachstums, der Metastasierung und Entwicklung der
androgenresistenten Form des PCa (Hammersten et al., 2010; Traish et al., 2009; Di Loreto
et al., 2002; Signoretti et al., 2000; Scher et al., 1995).

1.4.2.2 Funktionen von VEGFR und EGFR

1.4.2.2.1 VEGFR

Die Angiogenese wird von der Balance zwischen Faktoren, die die Entwicklung neuer
Gefal3e unterstitzen und denen, die diese Entwicklung hemmen, reguliert (Jain et al., 2005).
Im gesunden Gewebe ist Angiogenese streng auf Zeitperioden des Wachstums, der
Reproduktion und der Wundheilung limitiert. Unter einer Vielzahl von Faktoren, die die
Angiogenese unterstitzen, ist VEGF der wichtigste (Folkman et al., 2007). VEGF kann von
zwei Rezeptoren erkannt werden, dem VEGFR-1 und VEGFR-2, wobei nur VEGFR-2 eine
primare Rolle bei der Angiogenese spielt (Suhardja et al., 2003). Die Bindung von VEGF an
seinen Liganden verursacht eine Rezeptordimerisierung, die eine gegenseitige
Autophosphorylierung und  Aktivierung der intrazellularen Kinase-Doméne sowie

nachgeschalteter intrazellularer Signalkaskaden auslost (Ferrara et al., 1997).

Neben der Phospholipase PLC-y und dem mitogen-activated protein kinase (MAPK)-Weg
induziert VEGFR die Aktivierung des PI3-K/AKT/mTOR-Signalwegs mit einer daraus
resultierenden Inhibition apoptotischer Ereignisse sowie gesteigertem motilen Verhalten
begulnstigt durch die Reorganisation der Aktinfilamente (Ji et al., 1997; Cardone et al., 1998;
Brunet et al., 1999; Takahishi et al., 1999; Holmes et al., 2007). Abbildung 3 veranschaulicht
die von VEGFR aktivierten Signalwege.
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Abbildung 3: Schematische Darstellung des VEGFR- und EGFR-Signalnetzwerks.

Uber die Aktivierung von VEGFR und EGFR werden die Signaltransduktionswege MAPK und
AKT/mTOR aktiviert, wodurch wiederum Apoptose inhibiert und Transkription, Proliferation und die
Aktin-Reorganisation aktiviert werden. Das Andocken von VEGF an VEGFR fihrt zu einer
Dimerisierung des Rezeptors und dessen Aktivierung. Ein aktivierter VEGFR phosphoryliert PLC-y,
das wiederum eine Erhéhung der cytosolischen Ca’’-Konzentration bewirkt. Auf diese Weise wird
PKC aktiviert, das den MAPK-Weg aktiviert. Zusétzlich phosphoryliert VEGFR PI3-K, das wiederum
AKT aktiviert und somit die Aktivitdt von mTOR reguliert. Das Andocken von EGF fihrt zu einer
Dimerisierung von EGFR und zu dessen Aktivierung. Ein aktivierter EGFR aktiviert Uber
GRB2/Shc/SoS Ras, das wiederum den MAPK-Weg einleitet und PDK-1 aktiviert. PDK-1
phosphoryliert AKT und reguliert somit die Aktivitit von mTOR. ZM: Zellmembran, ER:
Endoplasmatisches Reticulum, ca”": ca*-lonen, EGF: epidermal growth factor, VEGF: vascular
endothelial growth factor.

1.4.2.2.2 EGFR

EGFR ist einer der wichtigsten Kontrollpunkte fir Wachstum, Uberleben und Differenzierung
einer Zelle (Wiley et al., 2003). Uber die Bindung loslicher Wachstumsfaktoren an EGFR
werden primér der PI3-K/AKT/mTOR-Signalweg und der MAPK-Weg eingeschaltet (Jorissen
et al., 2003; Lo et al., 2006; Yarden et al., 2001). Uber den MAPK-Weg wird die Proliferation
in Gang gesetzt; der PI3-K/AKT/mTOR-Sighalweg hemmt die Apoptose und aktiviert
ebenfalls die Proliferation und das Wachstum der Zelle (Oda et al., 2005, Normanno et al.,

2006). Schaubild 3 zeigt die Signalwege, die von EGFR aktiviert werden.
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1.4.2.3 VEGFR- und EGFR-Inhibitoren
Es gibt zahlreiche etablierte Inhibitoren gegen EGFR und VEGFR. Die von der FDA

zugelassenen Medikamente werden in Tabelle 2 gezeigt.

Medikament RTK klinischer Einsatz
Erlotinib (Tarceva®) EGFR Bronchialkarzinom, Bauchspeicheldrisenkrebs
Lapatinib (Tykerb®) EGFR, HER2/neu Brustkrebs
Sorafenib (Nexavar®) VEGFR, PDGFR RCC
Sunitinib (Sutent®) VEGFR, PDGFR gastrointestinale Tumore, RCC

Tabelle 2: Die von der FDA zugelassenen Inhibitoren gegen EGFR und VEGFR (Pollack et al., 1999;
Taberno et al., 2007).

Erlotinib (Tarceva®, Hoffmann-La Roche AG) und Lapatinib (Tykerb®, GlaxoSmithKline) sind
beide als oral zu verabreichende Inhibitoren von EGFR auf dem Markt zugelassen. Erlotinib
ist ein reversibler Inhibitor von EGFR (Pollack et al., 1999). Seine Zulassung beschrankt sich
in den Vereinigten Staten und Europa auf eine Monotherapie, insbesondere fiir Patienten mit
Bronchialkarzinom, bei denen eine Chemotherapie fehlgeschlagen ist. Nur in den
Vereinigten Staaten wird Erlotinib zusatzlich als Kombination mit der Chemotherapie bei
Patienten mit einem weit fortgeschrittenen Pankreaskarzinom verabreicht (Tabernero et al.,
2007). Lapatinib ist ein Multi-Kinase-Inhibitor und wird bei Patientinnen mit einem HER-
2/neu-positiven Mammakarzinom eingesetzt (Cameron et al., 2008). Sorafanib (Nexavar®,
Bayer Vital) und Sunitinib (Sutent®, Pfizer) sind zur Therapie des RCC zugelassen, wobei

Sunitinib auch bei gastrointestinalen Tumoren verwendet wird (Tabenero et al., 2007).

Die Signalwege von VEGFR und EGFR sind zwar unabh&ngig voneinander, stehen jedoch in
einer Wechselbeziehung. Sowohl VEGFR als auch der EGFR aktivieren die Signalkaskaden
von PI3-K/AKT/mTOR und MAPK. So postuliert Bianco et al, dass eine
Resistenzentwicklung von EGFR, ausgeldst iber dessen Hemmung, eine Uberaktivitat von
VEGFR induziert (Bianco et al., 2008). Erst eine gleichzeitige Hemmung der beiden RTKSs,
wirde diesem feedback Mechanismus entgegenwirken. Diesbeziglich ist ein neuer Inhibitor
entwickelt worden. AEE788 ist ein Multikinase-Inhibitor, der die Aktivitat von VEGFR und
EGFR gleichzeitig hemmen kann.
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1.4.2.3.1 AEE788

Abbildung 4: Strukturformel von AEE788. AEE788 ist ein 7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin.

AEE788 ist ein oral zu verabreichender Multi-Kinase-Inhibitor. Abbildung 4 zeigt die
Strukturformel von AEE788. Es befindet sich zur Zeit in der Phase-I-Studie. In vorklinischen
Studien konnte AEE788 eine hohe Zielstrukturspezifitdt und antiproliferative Effekte bei
Tumorzellen an Zell- und Tierstudien zeigen (Yazici et al., 2005). Der Vorteil von AEE788
liegt in seiner gleichzeitigen Hemmung von VEGFR, EGFR und HER-2/neu. Zellen mit einer
Uberexpression von EGFR und HER2/neu kdénnen in ihrem Wachstum inhibiert werden,
einhergehend mit einer Hemmung der Angiogenese Uber den VEGFR (Traxler et al., 2004).
AEE788 kann somit parallel den nachgeschalteten Signaltransduktionsweg PI3-
KIMTOR/AKT sowie den MAPK-Weg hemmen und somit einer moglichen
Resistenzentwicklung engegenwirken. Studien Uber den Effekt von AEE788 an PCa-Zellen

stehen noch aus.

1.4.3 Histondeacetylasen (HDAC)

Um die eukaryotische DNS zu verpacken, bilden die Histone und die DNS zusammen einen
Komplex, den Nucleosomen. Jedes Nucleosomen besteht aus einem Histonkern, dieser aus
8 Histonproteinen und einer um den Histonkern gewundenen DNS-Doppelhelix. Die
Histonproteine besitzen einen langen N-terminalen Aminosaure-Schwanz, der aus dem
DNS-Histonkern-Komplex heraushéangt und eine Serie von regulatorischen Modifikationen
koordiniert (Rice et al., 2001; Richmond et al., 2003). Diese post-translationalen
Modifikationen bestehen in einer reversiblen Acetylierung der Aminosdure Lysin und
beeinflussen die Ladung der Histone, so dass sich das Assoziationsverhalten zwischen der
DNS und dem Histonkern und somit die Struktur der Nucleosomen verandert. Diese
Reaktion wird von den Enzymen Histonacetyltransferasen (HATs) und Histondeacetylasen
(HDACSs) katalysiert (Pecuchet et al., 2010; Dalvai et al., 2010; Dwarakanath et al., 2008).
Dabei uibertragt HAT Acetylgruppen vom Acetyl-CoenzymA auf die Lysingruppen der Histone,
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womit dessen Ladung negativ wird. Da die Phosphatgruppen der DNS ebenfalls negativ
geladen sind, kommt es zu einer Dissoziation der DNS in diesen Bereichen der Histone und
zu einer Auflockerung des Nucleosoms. Diese erlaubt eine Assoziation von
transkriptionsregulatorischen Proteinen, womit eine Transkription ermoglicht wird. Die
HDACs entfernen diese Acetylgruppen, stellen die urspriingliche Form des Nucleosoms
wieder her und agieren somit als Transkriptionsrepressoren (Dwarakanath et al., 2008;
Bartova et al., 2008). HDACs agieren in Multiproteinkomplexen und werden uber die
Assoziation von HDAC-spezifischen-Proteinen reguliert (Minucci et al., 2006). Im Rahmen
der Tumorgenese ist das Gleichgewicht zwischen der HAT- und HDAC-AKktivitat gestort und
es kommt zum unkontrollierten Zellwachstum (Falk et al., 2010). Abbildung 5 veranschaulicht
die Funktion der HATs und HDACs.

1.4.3.1 Klassifizierung der Histondeacetylasen
HDACs werden in vier Klassen, die zinkabhangigen und die NAD"-abh&ngigen Deacetylasen,

der die Sirtuine der Klasse Il angehdren, unterteilt.

Klassifizierung HDAC Lokalisation
Klasse | HDAC1, HDAC2, HDAC3, HDACS8 Nucleus
Klasse lla HDAC4, HDACS5, HDAC7, HDAC9 Nucleus/Cytoplasma
Klasse IIb HDAC6, HDAC10 Cytoplasma
Klasse llI SIRT1-7 Nucleus/Cytoplasma
Klasse IV HDAC11 Nucleus/Cytoplasma

Tabelle 3: Klassifizierung der HDACs (Marks et al., 2009; Minucci et al., 2006).

Die Klasse | der HDAC ist hauptsachlich auf den Nucleus beschrénkt, die Klassen lla, 11l und
IV kdnnen sich zwischen Nucleus und Cytoplasma bewegen und die Klasse llb agiert nur im
Cytoplasma. Im Gegensatz zu allen anderen HDACs ist die Expression von HDAC11
gewebespezifisch (Santini et al., 2007). Viele nicht-Histon-Proteine werden ebenfalls von den
HDACSs deacetyliert. So gehoren cytoplasmatische Proteine zu den Substraten der HDACs
der Klasse b und 1l (Marks et al., 2009; Haigis et al., 2006).
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Abbildung 5: Schematische Darstellung der Wirkung von HAT und HDAC.

Bei der Histonmodifikation handelt es sich u. a. um die Acetylierung der Lysinreste der Histone im
Zellkern. Ublicherweise sind die positiv geladenen Lysinreste der Histone stark an die negativ
geladenen Phosphatreste der DNA gebunden, wodurch transkriptionsaktive Proteine keinen Zugang
zu ihren Rezeptoren finden, was zur Inaktivierung der Gene — dem gene-silencing — fiihrt. Werden
diese Lysinreste jedoch acetyliert, 10st sich die enge Bindung, Transkriptionsfaktoren kdénnen sich an
die DNA anlagern und eine Transkription kann stattfinden (Kim et al.,, 2006). Der Prozess der
Acetylierung ist reversibel und wird durch das Zusammenspiel von HAT und HDAC reguliert. Uber
HAT wird eine Acetylgruppe von dem Coenzym-A auf die Lysingruppe der Histone Ubertragen. Damit
kommt es zu einer Acetylierung der Histone, und eine Dekondensierung und Entpackung der
Chromatinstruktur wird induziert. HDAC wiederum spalten die Acetylgruppe von den acetylierten
Lysinen der Histone. Eine solche Deacetylierung filhrt zu einer kompakteren Chromatinstruktur und
somit zu einer Repression der Transkription (Brown et al.,, 2002). ( //\// ): DNS, K: Lysin, AC:
Acetylform.
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1.4.3.2 HDAC-AKktivitat in malignen Tumoren und in PCa

HDACSs sind sowohl in onkogenetische wie in onkosuppressive Mechanismen involviert. Es
wird angenommen, dass ein spezifisches Gleichgewicht zwischen den einzelnen HDAC-
Klassen existiert, dessen Veranderung dramatische Konsequenzen fir die Zelle darstellt und
der Tumorgenese Vorschub leistet. So ist in Kolonkarzinomzellen die Expression von
HDAC2 und HDAC3 erhoht, hingegen in Magen-Darm-Karzinom-Zellen HDAC1 und im
Lungen-Karzinom HDAC5 und HDAC10 stark reduziert (Glozak et al., 2007; Jones et al.,
2007; Xu et al., 2007; Dokmanovic et al., 2007, Blackwell et al., 2008; Marks et al., 2009;
Minucci et al., 2006). Beim PCa ist generell eine erhdhte Expression der HDACs festgestellt
worden (Wang et al. 2009, Cang et al. 2009, Weichert et al. 2008). Da HDACs in vielen
epigenetisch wirkenden Multi-Protein-Komplexen assoziert sind, wie in dem Komplex der
DNS und Histon-Methylierung, vergréRert sich ihr Wirkungsspektrum und somit ihr Einfluss
auf die Tumorgenese enorm (Egger et al., 2004; Feinberg et al., 2004; Lund et al., 2004;
Fraga et al., 2005; Seligson et al., 2005). Somit ist die pharmakologische Manipulation der
HDACSs uber die Inhibition ein wichtiger Aspekt der Tumortherapie.

1.4.3.3 HDAC-Inhibitoren

HDACSs der Klasse I, lla und llb teilen alle eine hoch konservierte, zinkabhdngige Domaéne.
Diese ist der Angriffspunkt der meisten HDAC-Inhibitoren (HDACI) (Mehnert et al., 2007).
Zur Zeit sind ca. 50 HDACIs in der Erprobung (Kim et al., 2006). Einige HDACIs, wie
Valproinséaure (VPA), dessen Strukturformel die Abbildung 6 wiedergibt, wurden bereits in
Phase-I- und Phase-lI-Studien zur Therapie bei fortgeschrittenen Karzinomen getestet.
Dabei erzielte vor allem VPA in Kombination mit anderen Inhibitoren vielversprechende
Resultate. So konnte eine gute Ansprechrate bei Patienten mit soliden Tumoren und eine
beachtliche antikarzinogene Wirkung mit einer einhergehenden Induktion der HDAC-
Hemmung festgestellt werden (Minster et al., 2007; Candelaria et al., 2007; Atmaca et al.,
2007; Garcia-Manero et al., 2006; Chavez-Blanco et al., 2005). Weitere Studien sind jedoch
notwendig, um die Effektivitat von VPA als Mono- bzw Kombinationtherapie vor allem bei

PCa zu untersuchen. Tabelle 4 listet die Inhibitoren von HDAC.

Da HDACs nicht nur die Deacetylierung der Histone, sondern auch der ,nicht-Histon-
Proteine* katalysieren, wirkt sich eine Hemmung der HDAC nicht nur in der Aufhebung der
Transkriptions-Repression aus (Bolden et al., 2006; Minucci et al., 2006). Gen-Expressions-
Studien haben gezeigt, dass HDACI viele Verédnderungen, wie jene auf Zellzyklus,
Zelldifferenzierung, Apoptose, Angiogenese und metabolische Mechanismen verursachen
(Hess-Stumpp et al., 2005). Obwohl das Wirkungspektrum der HDACI sehr breit gefachert
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ist, weisen sie im Allgemeinen eine geringe Toxizitdt gegenuber gesunden Zellen auf (Kelly
et al., 2005; Carew et al., 2008; Lui et al., 2006; Marks et al., 2001; Marks et al., 2009).

o Dosis HDAC- )
Klasse Inhibitoren - o Versuchsstadium
(in vitro) Spezifitat
Buttersauren
(4-Phenylbutyrat, Phase-I-Stadium
) mM Klasse I, lla _
kurzkettige Pivaloyloxymethyl- Phase-II-Stadium
Fettsauren Butyrat)
. Phase-I-Stadium
Valproinséaure (VPA) mM Klasse |, lla .
Phase-II-Stadium
Varinostat (SAHA®) puM Klasse I, Il Zugelassen von FDA
Belinostat (PXD101) puM Klasse |, Il Phase-I-Stadium
Panobinostat (LBH589) nM Klasse I, Il Phase-I-Stadium
Hydroxamid ) .
) Pyroxamid UM Klasse | Phase-I-Stadium
Sauren
Trichostatin A (TSA) nM Klasse |, Il nicht bekannt
Scriptaid Y nicht bekannt nicht bekannt
Oxamflatin Y nicht bekannt nicht bekannt
HDACs 1, 2, Phase-I-Stadium
SNDX-275 (MS-275) UM _
3,8 Phase-II-Stadium
Benzamide Phase-I-Stadium
Tacedinalin (C1-994) Y nicht bekannt Phase-II-Stadium
Phase-IlI-Stadium
Trapoxin A nM Klasse I, lla nicht bekannt
Epoxide
Depeudecin uM Klasse | nicht bekannt
Romidepsin (FR- M " | Phase-I-Stadium
; n asse
cyclische 901228) Phase-II-Stadium
Tetrapeptide
Apicidin nM HDACs 1, 3 nicht bekannt
Hybridmolekile CHAPs (SK-7068) nM Klasse | nicht bekannt

Tabelle 4: Klassifizierung der HDACI und ihre molekularen Charakteristika (Marks et al., 2009;

Minucci et al., 2006).
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1.4.3.3.1 Valproinsaure (VPA)

OH

Abbildung 6: Strukturformel der Valproinsaure (VPA). VPA ist eine 2-Propylpentansaure.

VPA wurde 1882 von Burton synthetisiert und fand 80 Jahre spater unter dem Namen
Depakine® Verwendung als Medikament bei der Epilepsiebehandlung (Blaheta et al., 2002).
1997 wurde zum ersten Mal die anti-tumorale Eigenschaft von VPA am Tiermodell gezeigt.
Dabei wurde eine signifikante Hemmung des Tumorwachstums und der Metastasierung
beobachtet (Cinatl et al., 1997). Diese Ergebnisse wurden spater in Tierversuchen an Ratten
mit Mammakarzinom bestatigt (Gottlicher et al., 2001). Trotz seiner relativ hohen Dosis im
milimolaren Bereich zeigt VPA bei seiner Applifikation eine geringe Toxizitdt und gute
Vertraglichkeit in-vitro und in-vivo. VPA kann oral verabreicht werden und zeigt eine
adaquate Pharmakokinetik mit einer Halbwertszeit von 7-16 Stunden (Blaheta et al., 2005).
Das Wirkungsspektrum von VPA ist sehr breit. Es leitet Zelldifferenzierung ein und inhibiert

Zellwachstum und Zellmigration von soliden und hamatogenen Karzinomen.

1.5 Interferone

Interferone (IFNs) gehdren den Zytokinen an und sind korpereigene Gewebshormone.
Zytokine werden in vier Hauptgruppen eingeteilt: Alpha, Beta, Gamma und Tau. Sie werden
vor allem von Leukozyten, Monozyten und Fibroblasten produziert und entfalten im Kdorper
eine immunstimulierende, antivirale Wirkung (Friedman et al., 2007; Billiau et al., 2006,
Isaacs et al., 1997). Entsprechend finden Interferone heutzutage Anwendung in der
Virustherapie. Interferon-alpha-2a (IFNa2a) wird dartber hinaus auch zur Tumortherapie
eingesetzt (Canil et al., 2010; Wada et al., 2009). Tabelle 5 veranschaulicht den Einsatz von

Interferonen in der Medizin.

1.5.1 Interferon-alpha-2a

IFNa2a besteht aus 165 Aminosauren (19 kDa) und besitzt 2 Disulfidbriicken. Es ist ein
antivirales Agens und ein potentieller Wirkungsverstarker von antizikarzinogenen

Medikamenten. In Hochdosis findet IFNa2a schon seit 30 Jahren Verwendung in der Klinik
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bei der Behandlung des RCC. Niedrig dosiert in Kombination mit anderen Medikamenten
dient es als Wirkungsverstarker (Gore et al., 2010; Dutcher et al., 2002; Foss et al., 2000;
www.roche.com). Untersuchungen der Wirkung von IFNao2a als Mono- bzw.

Kombinationstherapie beim PCa stehen noch aus.

Zulassung Medikament Wirkstoff klinischer Einsatz
1983 Fiblaferon®, Rentschler IFN-beta Schwere Viruserkrankung/ 2003 SARS
1987 Roferon A®, Roche IFN-alpha-2a Hepatitis B/C & Krebstherapie RCC
1989 Polyferon®, Rentschler IFN-gamma Rheumatoide Arthritis
2000 Intron A®, Essex Pharma IFN-alpha-2b Hepatitis B/C
2008 Extavia®, Novartis IFN-beta-1b Multiple Sklerose

Tabelle 5: Einsatzspektrum der Interferone in der Medizin.

1.6 Kombinationstherapie

Obwohl die Inhibitoren fir mTOR, RTK und HDAC vielversprechende Erfolge in klinischen
Studien erzielen, kann kein deutlich verlangertes Uberleben oder ein dauerhaft hemmender
Effekt beobachtet werden. Die Ursachen sind im Detail nicht verstanden. Vermutet wird
jedoch, dass unter Monotherapie, d.h. der Angriff auf lediglich eine Zielstruktur, eine
Reaktivierung vorgeschalteter Signaltransduktionswege und somit negative Rickkopplungs-
schleifen induziert werden. In der Tat zeichnet sich gerade das PCa durch eine hohe
Diversitat aus, die seine Fahigkeit zur Anpassung an die Monotherapie steigert (Segota et al.,
2004; Antonarakis et al., 2010). Gleichzeitig erhoht die Monotherapie die Wahrscheinlichkeit
zur Entwicklung von Resistenzen. Es wird postuliert, dass die Blockade mehrerer
Zielstrukturen  eines  Signaltransduktionsweges oder eine parallele Hemmung
unterschiedlicher Signalwege einer Resistenzentwicklung entgegenstehen und die
Effektivitdt eines Therapieprotokolls signifikant steigern kann. Dabei ist die Auswahl der
Kombinationspartner von entscheidender Bedeutung. So konnte RADOO1 kombiniert mit
einem HDAC-Inhibitor Zellzyklus-Arrest und Differenzierung von myelogenen Leukamie-
Zellen induzieren (Nishioka et al., 2008). Eine Kombination von RAD001 und AEE788 zeigte
ebenfalls einen proliferationshemmenden Effekt auf Glioblastoma und RCC-Zellen (Goudar
et al., 2005; Juengel et al., 2009). Sunitinib, ein VEGFR-Inhibitor, ist in Kombination mit

RADOO1 Gegenstand einer weiteren Studie bei vorbehandelten RCC-Patienten, die zuvor
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keine Therapie mit Sunitinib oder einem mTOR-Inhibitor erhalten haben (NTC 00422344). In
der Tat konnte Escudier et al. in einer Phase-llI-Studie demonstrieren, dass eine
Kombinationstherapie mit dem VEGFR-Blocker Bevacizumab und IFNo2a ein
karzinomprogressionsfreies Uberleben sichert und sich die Ansprechquote der Patienten
effektiv steigern lasst (Escudier et al.,, 2008). Auch die Kombination von RADOO1l mit
Bevacizumab erwies sich in einer Phase-1I-Studie bei RCC-Patienten als effektiv bei einer
hohen Vertraglichkeit (Hainsworth et al., 2010). Die simultane Anwendung von VPA und
IFNa2a reduzierte bei Neuroblastoma-Zellen das Wachstum sowohl in-vitro als auch in-vivo
und die kombinierte Applikation von Butyrat mit IFNa2a erhdhte die antikarzinogene Wirkung
der Monotherapie bei Lungen-Adenokarzinomzellen (Kuljaca et al., 2007; Michaelis et al.,
2004a; Goto et al., 1996). In aktuellen Studien werden die Kombinationen von
Bevacizumab/Temsirolimus mit Bevacizumab/IFNa2a und in einer weiteren Studie
Bevacizumab/IFNo2a gegenuber der Kombination Bevacizumab/RADOO1 evaluiert (NTC
00631371; NTC 00719264).

1.7 Fragestellung

Molekular gezielte Therapiestrategien werden als neue, effektive Option zur Behandlung des
fortgeschrittenen PCa diskutiert. Eine kombinierte Anwendung der verschiedenen targeted
Substanzen scheint dabei mdglicherweise einer Monotherapie Uberlegen zu sein. Ziel der
Arbeit war es, die Effektivitdt verschiedener targeted drugs, separat oder kombiniert
angewandt, auf Wachstum und Adhasionseigenschaften des PCa zu evaluieren. Die in-vitro-
Untersuchungen basierten auf den Zelllinien DU145, PC-3, LNCaP; die in-vivo-Studie am
Nacktmausmodell wurde mittels xenogen transplantierter CWR-22-Zellen durchgefuhrt.
Verwendete Substanzen waren der mTOR/AKT-Inhibitor RAD001, der VEGFR/EGFR-
Inhibitor AEE788 und der HDAC-Inhibitor VPA. Zusétzlich wurde IFNa2a als Additivum in die
Experimente einbezogen. Der Einfluss der Inhibitoren wurde isoliert und in folgenden
Kombinationen untersucht: RADOO1 plus IFNa2a, RAD001 plus AEE788, VPA plus AEE788,
VPA plus RADOO01 und VPA plus IFNa2a. Abbildung 7 verdeutlicht skizzenhaft die der Arbeit
zugrunde liegende Fragestellung.

Im Rahmen funktioneller Untersuchungen wurden das Zellwachstum, das
Expressionsmuster der zellzyklus-regulierenden Proteine und die Progression des Zellzyklus
untersucht. Im weiteren Verlauf wurden die Adh&sionsprozesse an Matrix und an Endothel
analysiert und die Modulation der a- und [-Integrinsubtypen evaluiert. Neben der
Bestimmung der gebundenen und freien Form von PSA wurden die relevanten
intrazellularen Signalwege dargelegt. Die in-vitro-Daten wurden letztendlich auf das in-vivo-

Modell translatiert.
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IFNa2a | «— | VPA| «——— | RADOO1 | +——— | AEE788
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Abbildung 7: Projektskizze.

Hemmende Effekte werden als (——{) ausgedriickt. ZM: Zellmembran, HDAC: Histondeacetylase,
MTOR: mammalian target of rapamycin, VEGFR: vascular endothelial growth factor receptor, EGFR:
epidermal growth factor receptor.
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2 Materialien

2.1 Apparaturen

Agarosegeldokumentation
Agarosegelkammer

Bioanalyser

Brutschrank fur Zellkulturen
Culture-Slides-Kammer
Durchflusszytometer
Entwicklermaschine
ELISA-Spektrophotometer
GentleMACS

Heizblock

Homogenisierer

Hybridisierungsofen
Lichtmikroskop
Magnetruhrer

Mikroskop
Nanodrop
Netzgerat

Pipettierhilfe

Protein-Minigel-Apparaturen

Protein-Transfer-Apparaturen

Wasserbad

SDS-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese

Spektrophotometer

Sterilbank

Thermocycler

Gel Doc 1000, BioRad (Munchen)

HORIZON 11.14, Gibco (Karlsruhe)

Agilent 2100 Bioanalyser, Agilent Techno-logies
(Waldbronn)

Heraeus Holding GmbH (Hanau)

BD Biosciences (Belgien)

FACScan, Becton Dickinson (Heidelberg)

Typ Unix 60, AGFA (K&In)

Magellan Infinite M200, Tecan (Schweiz)
MACS Miltenyi Biotec (Bergisch Gladbach)
Thermoblock TB1, Biometra (Goéttingen)
GLH-220, OMNI International/BioLab Products
GmbH (Godenstorf)

CheChip Hybridization Oven 640, Affymetrix (USA)
Photomikroskoplll, Zeiss (Jena)

Kika Labortechnik (Staufen)

»AXio Scope-Al“ Pol HAL100,

Carl ZEISS Microlmaging GmbH (Gottingen)
nanodrop ND1000, PegLab Biotechnologie GmbH
(Erlangen)

PowerPac 300 Power Supply, Biorad (Minchen)
Biohit (Helsinki, Finnland)

Biorad (Miinchen)

Biorad (Miinchen)

GRW 720-04, Fritz Gossner GmbH & Co.
(Hamburg)

BIORAD Mini Protein 1l Apparatur,

Biorad (Miinchen)

UVIKON 933, Bio-Tek Kontron Instruments
(Neufahrn)

Spectra Max 190, Molecular Devices (USA)
antairgs, W.H. Mahl (Kaarst)
TRIO-Thermoblock™, Biometra (Géttingen)
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Tischschttler
Transilluminator

Waagen

Zentrifugen

2.2 Verbrauchsmaterialien

AffinityScript QPCR cDNA-
Synthesis Kit
Annexin V-FITC Apoptosis

Blotting-Papiere
Cell Proliferation Kit I (MTT)

CycleTEST™ PLUS DNA Reagent Kit
DC-Protein-Assay

Deckglaser

DRG Free PSA ELISA
Einmalpipetten, steril

(1, 5, 10 und 25 ml)

FACS-R6hrchen

Filterpapier

Kryoréhrchen (2 ml) nunc™ CryoTube™

MACS-Rd6hrchen

Nitrozellulosemembran

Neubauer-Z&hlkammer

Pipetten

Pipettenspitzen (10, 200, 1.000 pl)
Poly-D-Lysin 24-Well-Platten

Polystyrolzellkulturflaschen, steril

fur Real Time gPCR: Mx3005p, Stratagene

(Amsterdam, Niederlande)
Polymax 1040, Heidolph (Schwalbach)

FluorChem™ 8900, Alpha Innotech (USA)
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Typ S-234, Denver Instrument GmbH (Gottingen)
Typ SI-8001, Denver Instrument GmbH (Gottingen)

Typ 5402, Eppendorf (Hamburg)
Rotanta/RP, Hettich (Tuttlingen)
Suprafuge 22, Heraeus (Osterode)

Stratagene (Amsterdam, Niederlande)

Becton Dickinson Biosciences

Detection Kit | (Pharmingen)

Typ GB002, Schleicher & Schuell (Dassel)

Colorimetrisches Assay (MTT basierend), Roche

Diagnostics GmbH (Penzberg)
Becton Dickinson (Heidelberg)
Biorad (Munchen)

Menzel-Glaser (Braunschweig)
DRG Instruments GmbH (Marburg)
Costar Corning (USA)

Falcon (Heidelberg)
VWR International (Darmstadit)
Vials, Apogent, Nunc A/S

(Roskilde, Danemark)

MACS Miltenyi Biotec (Bergisch Gladbach)

Hybond-C Extra, Amersham Bioscience UK Ltd.

(Bucks, UK)

W. Schreck (Hofheim/TS)
MicroOne, Starlab (Ahrensberg)
Starlab (Ahrensburg)

Becton Dickinson (Heidelberg)
Sarstedt (Nurmbrecht)
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(12,5 cmz?, 25 cm?, 75 cm? Wuchsflache)
PSA equimolar ELISA

QlAshredder™ (250)

Reaktionsgefalie (1,5 ml)

RNA 6000 Nano Kit

RNaesy Mini Kit (250)
RNase-Free DNase Set

Roéntgenfilm
RT? gPCR Primer Assays

Schwammttcher

Sterilfilter (250ml & 500 ml, 0,22 um)
Western Blot Recycling Kit
Zellkulturplatten (6, 24, 96 Wells)
Zentrifugenréhrchen (15, 50 ml)

2.3 Chemikalien und Agenzien

AEC-Peroxidaseltsung
AEE788

Accutase

Aceton

Albumin

Ammoniumperoxodisulfat (APDS)
Aprotinin

Acrylamidlésung (30 %)
Bisacrylamidldsung (2 %)
Chemolumineszenz-Ldsung (ECL)

Chlormethylbenzamid

Destilliertes Wasser (Aqua dest.)
Dimethylsulfoxid (DMSO)
Dispase

DNase

DRG Instruments GmbH (Marburg)
Qiagen (Hilden)

Eppendorf (Hamburg)

Agilent Technologies Deutschland GmbH
(Waldbronn)

Qiagen (Hilden)

Qiagen (Hilden)

Typ Hyperfilm™ECL™,
Amersham-Buchler (Braunscheig)
SuperArray Bioscience Corporation (USA),
Vertrieb: Biomol

Biorad (Miunchen)

Millipore (Schwalbach)

Stripping, Alpha Diagnostic (USA)
Sarstedt (Nurmbrecht)

PP-Test tubes, Falcon (Heidelberg)

Thermo Fisher Scientific (USA)

Novartis Pharma AG (Basel)

PAA Laboratories GmbH (Pasching, Osterreich)
Sigma-Aldrich GmbH (Steinheim)

aus Rinderserum (BSA),

Sigma-Aldrich GmbH (Steinheim)

Merck KGaA (Darmstadt)

Sigma-Aldrich GmbH (Steinheim)

Carl Roth GmbH & Co. (Karlsruhe)

Carl Roth GmbH & Co. (Karlsruhe)
Amersham-Buchler (Braunschweig)
CellTracker CM-Dil (C-7000),

Molecular Biologische Technologie (Goéttingen)
B. Braun Melsungen AG (Melsungen)

Merck KGaA (Darmstadt)

Sigma-Aldrich GmbH (Taufkirchen)

Qiagen (Hilden)
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DTT
Ethanol (99 % EtOH)

Ethylendiamintetraacetat (EDTA)
Fibronektin

First Strand Buffer (5 x)
Formaldehydlésung (10 %)
Glutaraldehyd

Glycerin (= Glycerol)

Glycin

Harnstoff (Urea)

HBSS

Interferon-alpha-2a (Roferon-A)
Isobutanol

Kaliumchlorid (KCI)

Kollagen G (4 mg/ml)
Kollagenase-3

Laemmli Sample Puffer
Laminin

Leupeptin

Magermilchpulver
Magnesiumchlorid (MgCl,)
Methanol

Mercaptoethanol
Natriumchlorid (NaCl)
Natriumdeoxycholat (Na-)
Natriumdodecylsulfat (SDS)
Natriumfluorid (NaF)
Natriumorthovanadat (NazVO,)
Natriumpyrophosphat

PBS " (mit CaCl, und MgCl,)

PBS " (ohne CaCl, und MgCl,)

Pepstatin

Becton Dickinson (Heidelberg)
Apotheke des Klinikums der Goethe-Universitat
(Frankfurt/Main)

Sigma-Aldrich GmbH (Steinheim)
Becton Dickinson (Heidelberg)

Becton Dickinson (Heidelberg)

Carl Roth GmbH & Co. (Karlsruhe)
Merck KGaA (Darmstadt)

Carl Roth GmbH & Co. (Karlsruhe)
AppliChem GmbH (Darmstadt)

Carl Roth GmbH & Co. (Karlsruhe)
Hanks Balanced Salt W/O Phenol Rad,
Gibco/Invitrogen (Karlsruhe)

Roche Diagnostics GmbH (Mannheim)
Fluka Chemie AG (Buchs, Schweiz)
Merck KGaA (Darmstadt)

aus Kalberhaut, Biochrom AG (Berlin)
Becton Dickinson (Heidelberg)

Biorad (Miunchen)

Becton Dickinson (Heidelberg)
Sigma-Aldrich GmbH (Steinheim)
Topfer GmbH (Dietmannsried)

Merck KGaA (Darmstadt)

J.T. Backer (Deventer, Holland)

Merck KGaA (Darmstadt)
Sigma-Aldrich GmbH (Seelze)
Sigma-Aldrich GmbH (Steinheim)
AppliChem GmbH (Darmstadt)
Sigma-Aldrich GmbH (Steinheim)
Sigma-Aldrich GmbH (Steinheim)
Merck KGaA (Darmstadt)

Dulbeccos Phosphate Buffered Saline,
Gibco/Invitrogen (Karlsruhe)
Dulbeccos Phosphate Buffered Saline,
PAA Laboratories GmbH (Pasching, Osterreich)
Sigma-Aldrich GmbH (Steinheim)
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peqGOLD Protein-Marker 1V

Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)
Proleukin

RADO001

Tergitol NP40
Tetramethylethylendiamin (TEMED)
Trypsin-EDTA (1 x)

Tween 20

Tris (ultrapure)
Triton X-100
Trypanblau
Valproinsaure (VPA)

2.4 Nahrmedien

2.4.1 Nahrldsungen und Zuséatze

Medium 199 (M199)

RPMI 1640 Medium

Endothelialer Zellwachstumsfaktor
(ECGS)

Fotales Rinderserum
Gentamycin [50 mg/ml]
Glutamin

Hepes Puffer [1 M]
Humanes Serum

Heparin [5.000 |.E./0,2 ml]

Penicillin/Streptomycin [5.000 U/ml]

prestained, PeqlLab Biotechnologie GmbH
(Erlangen)

Sigma-Aldrich GmbH (Steinheim)

Interleukin-2 d&hnlich, Chiron GmbH (Minchen)
Novartis Pharma AG (Basel)

Sigma-Aldrich GmbH (Steinheim)

Carl Roth GmbH & Co. (Karlsruhe)

PAA Laboratories GmbH (Pasching, Osterreich)
Polyoxyethylensorbitanmonolaurat,

AppliChem GmbH (Darmstadt)

AppliChem GmbH (Darmstadt)

Schwarz/Mann Biotech, ICN Biomedicals (USA)
Gibco/Invitrogen (Karlsruhe)

Natriumvalproat, G.L. Pharma GmbH (Lannach,

Osterreich)

Gibco/Invitrogen (Karlsruhe)
+ L-Glutamin, Sigma-Aldrich GmbH (Steinheim)
PromoCell GmbH (Heidelberg)

Foetal Bovine Serum (FBS), Hitze-inaktiviert,
Gibco/Invitrogen (Karlsruhe)

Gentamycin Sulfate, Biowhittaker™

(Verviers, Belgien)

GlutaMAX™, Gibco/Invitrogen (Karlsruhe)

Carl Roth GmbH & Co. (Karlsruhe)
Blutspendedienst des Deutschen Roten Kreuzes
(Frankfurt/Main)
Heparin-Natrium-5.000-ratiopharm, Ratiopharm
(Ulm)

Gibcol/Invitrogen (Karlsruhe)
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2.4.2 Zusammensetzung

Medium 199

Hepes Puffer [1 M]
Heparin [5.000 I.E.]
Gentamycin [50 mg]

Grundmedium
FBS

Humanserum

ECGF

RPMI 1640
FBS
Hepes Puffer [1 M]

Glutamin

2.4.2.1 M199
Far die Kultivierung humaner Endothelzellen (HUVEC):
Grundmedium: 500,0 ml
10,0 ml
0,2 ml
1,0 ml
Nahrmedium (500ml): 396,0 mi
50,0 ml
50,0 ml
Steril filtriert im Sterilcup/Steriltop, danach erst Zugabe von:
4,0 ml
2.4.2.2 RPMI 1640
Far die Kultivierung von Tumorzellen:
Nahrmedium: 430,0 ml
50,0 ml
10,0 ml
5,0 ml
5,0ml

Steril filtriert im Sterilcup/Steriltop.

2.5 Zellkulturen

Penicillin/Streptomycin
(5.000 U/ml)

2.5.1 HUVEC = human umbilical vein endothelial cells

26

Humane Endothelzellen wurden aus Umbilikalvenen von Nabelschniren prapariert und

kultiviert. Die Nabelschniire wurden freundlicherweise vom Zentrum der Frauenheilkunde

und Geburtshilfe der Universitatsklinik Frankfurt am Main zur Verfigung gestellt.

2.5.2 NEZ = Nierenepithelzellen

Humane Nierenepithelzellen (NEZ) wurden

aus Nierengewebe

Gewebematerial nach Nephrektomie prapariert und kultiviert.

anfallendes
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2.5.3 UEZ = Urothelepithelzellen

Die Urothelepithelzellen (UEZ) wurden aus der Harnblase eines Hausschweins (Sus scrofa
domestica) prapariert und kultiviert. Die Harnblasen wurden freundlicherweise vom

Schlachthof Seipel GmbH, Muhlheim, zur Verfiigung gestellt.

2.5.4 DU145

Humane Prostatakarzinom-Zelllinie. Einschichtig wachsende Zellen, mit moderatem Potential
zur Metastasierung. DU145 wurde aus Metastasen im Gehirn eines ménnlichen 69-jahrigen
Patienten isoliert. DU145 sind nicht hormon-sensitiv. und produzieren kein
Prostataspezifisches-Antigen (PSA). Erhalten von der Deutschen Sammlung von

Mikroorganismen und Zellkulturen (DMSZ GmbH, Braunschweig).

2.5.5 PC-3

Humane Prostatakarzinom-Zelllinie. Einschichtig wachsende Zellen mit einem sehr hohen
Potential zur Metastasierung. Urspringlich isoliert aus Metastasen aus dem Knochen eines
mannlichen 62-jahrigen Patienten. PC-3 sind nicht androgen-sensitiv, besitzen eine geringe
Aktivitdt der Testosteron-5-alpha-Reduktase und produzieren kein PSA. PC-3 exprimieren
kein p53. Erhalten von der Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen
(DMSZ GmbH, Braunschweig).

2.5.6 LNCaP

Humane Prostatakarzinom-Zelllinie. Androgen-sensitive Zellen isoliert aus den Metastasen
der Lymphknoten eines 50-jahrigen Mannes. Mehrschichtig im Verband oder einzeln
wachsende Zellen produzieren PSA. Erhalten von der Deutschen Sammlung von

Mikroorganismen und Zellkulturen (DMSZ GmbH, Braunschweig).

2.6 Tiermodell

Immundefiziente Nacktmause NMRI, nu/nu Mause. Gezichtet in der Experimental
Pharmacology & Oncology GmbH (EPO, Berlin). Verwendet fir xenogene Transplantation
mit CWR-22-Zellen.

2.6.1 CWR-22

CWR-22 ist eine humane Prostatakarzinom-Zelllinie, die androgensensitiv ist. Gewonnen
durch eine Vermehrung in Mausen nach einer kastrationsinduzierten Regression und

Rezividitat der Elterntiere.
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3 Methoden

3.1 Primérzellisolation

3.1.1 Zellisolation der Endothelzellen aus Umbilikalvenen

Die Isolation der HUVEC aus der Umbilikalvene wurde unter sterilen Bedingungen
durchgefuihrt, alle verwendeten Instrumente wurden vorher sterilisiert. Besall die
Nabelschnur eine Nabelschnurklemme, wurde diese mit einer Schere abgeschnitten.
Daraufhin wurde eine Knopfkanile in die Umbilikalvene eingefiihrt und mittels einer
chirurgischen Klemmschere fixiert. Die Kopfkantle wurde mit einer 50 ml Perfusionsspritze
und 50 ml PBS (ohne Ca®* und Mg®") versehen, womit die Umbilikalvene durchgespiilt
werden konnte. Danach wurde eine 10 ml Spritze mit 6 ml eines Dispase/PBS-Gemisches
(1:10) gefullt, anstatt der Perfusionsspritze an die Kopfkaniille angebracht und in die
Umbilikalvene gespritzt, womit ein Teil des restlichen PBS aus der Vene gespllt wurde.
Daraufhin wurde die Nabelschnur am unteren Ende mit einer weiteren Klemmschere
abgeklemmt und mit dem Dispase/PBS-Gemisch gefullt. Nach einer 10-minitigen
Inkubationszeit bei RT konnten sich die Endothelzellen aufgrund der Wirkung der Dispase
aus ihrem natirlichen Zellverband ablésen. Eine weitere Perfusionsspritze gefullt mit
Grundmedium wurde an die Kopfkanile angebracht und die untere Klemmschere gelost.
Das Grundmedium wurde langsam in die Umbilikalvene gespritzt, wobei die unten
herauslaufende Suspension in 50 ml-Zentrifugenréhrchen aufgefangen und bei 1.050 rpm
und RT 5 min lang zentrifugiert wurde. Der Uberstand des Zentrifugats wurde verworfen und
das Pellet in 5 ml Nahrmedium aufgenommen und in T-25-Kulturflaschen Uberfihrt. Die
Kulturflaschen wurden im Brutschrank bei 37°C, 5% CO, und 90% Luftfeuchtigkeit kultiviert.

3.1.2 Primarzellisolation der Nierenzellen aus humanem Nierengewebe

Die Zellisolation erfolgte unter sterilen Bedingungen unter der Werkbank mit sterilen
Utensilien. Das anfallende Gewebe aus der Niere wurde ins Nahrmedium aufgenommen. Die
enzymatische Losung A wurde zusammenpipettiert und auf Eis gelagert. Das Gewebe wurde
mit einem sterilen Skalpell in etwa 2 x 2 mm grol3e Stiicke geschnitten und mit einem sterilen
Stempel zerdriickt. Daraufhin wurde das zerstiickelte Gewebe dreimal mit HBSS (ohne Ca**
und Mg®) in 50 ml Falconréhrchen gewaschen und bei 1000 rpm fur 5 min bei RT
zentrifugiert. AnschlieRend wurde der Uberstand verworfen und das Pellet mit dem Skalpell
in 5 ml MACS-Rdhrchen verteilt (etwa 5 ml pro 1 MACS-R6hrchen). Nun wurden bis 20 ml
mit der enzymatischen Lésung A aufgefullt und die Suspension mechanisch im GentleMACS
bei RT geschreddert. Danach wurde die Suspension in den MACS-RdOhrchen bei 37°C im
Wasserbad fur 30 min inkubiert. Nun wurde wieder in GentleMACS bei RT geschreddert und
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ein weiteres Mal fur 30 min bei 37°C im Wasserbad inkubiert. Der Schredder-Schritt wurde
nun ein drittes Mal wiederholt und die Suspension ein letztes Mal bei 37°C fur 30 min
inkubiert. Nun wurde die Suspension Uber einen 70 um Neylon-Filter in ein frisches 50 ml
Falcon-Roéhrchen gefiltert und in 20 ml kaltem RPMI 1640 +++ Medium aufgenommen und
bei 1000 rpm bei RT fir 5 min zentrifugiert. Um die Erythrozyten aufzuldosen, wurde der
Uberstand verworfen und das Pellet in 10 ml Ammoniumchlorid-Lésung aufgenommen und
10 min bei 37°C im Wasserbad inkubiert. Darauf wurden 20 ml RPMI 1640 +++ hinzugefugt
und bei 1000 rpm bei RT fur 5 min zentrifugiert. Dieser Schritt wurde insgesamt zweimal
wiederholt, wobei der Uberstand verworfen und das Pellet in frischem RPMI 1640 +++
aufgenommen wurde. Nachdem der Uberstand verworfen wurde, wurde das Pellet je nach
GroRRe in 1 bis 2 ml Nahrmedium aufgenommen, analog zu Punkt 3.2.3 gezahlt und in 6-
Loch-Platten tberfiihrt mit einer Konzentration von etwa 1,5 x 10° Zellen/Well. Die 6-Loch-
Platte wurde im Inkubationsschrank bei 37°C inkubiert. Nachdem die Zellen subkonfluent
herangewachsen waren, wurden sie wie im Schritt 3.2.1 abgel6st und in eine mit Kollagen G
beschichtete T-25-Flasche Uberfiihrt. Die Zellen wurden wie in Punkt 3.2.1 beschrieben in

mit Kollagen G beschichteten Kulturflaschen kultiviert.

Enzymatische Losung A: RPMI 1640 +++:

200 U/ml Kollagenase 3 500 mi RPMI 1640

0,5 mg/ml Dispase 50 pg/ml Gentamycin Sulphat
100 U/ml DNase 20 mM HEPES

in 95 ml HBSS (ohne Ca*" und Mg?") 10 % FCS

Ammoniumchloridlésung: 0,83 % NH,4CL; in Aqua dest.

3.1.3 Primarzellisolation urothelialer Epithelzellen

Eine uringeflllte Harnblase eines Hausschweins (Sus scrofa domestica) wurde vom
Schlachthof direkt bei der Schlachtung entgegengenommen und auf Eis in einer
Transportldsung ins Labor gebracht. Die Isolation der Urothelzellen erfolgte unter sterilen
Bedingungen unter einer Werkbank, alle verwendeten Instrumente wurden vorher sterilisiert.
Die Harnblase wurde einmal mit einem Skalpell punktiert, um das Urin abzulassen.
Daraufhin wurde die Harnblase dreimal mit HBSS (ohne Ca®* und Mg®") gewaschen. Eine
Kopfkanile wurde in die punktierte Stelle in die Harnblase eingefiihrt und mit einer
chirurgischen Klemmschere fixiert. Die beiden Ostien und der Blasenhals wurden jeweils mit
einer chirurgischen Klemmschere abgeklemmt. Uber die Kopfkanile wurde die Harnblase
mithilfe einer 50 ml Perfusionsspritze mit 100 ml enzymatischer Losung A befillt. Daraufhin

wurde die Harnblase in einen sterilen Plastikbehélter Gberfihrt und bei 37°C fur 60 min im
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Wasserbad inkubiert. Die abgeldsten Epithelzellen konnten nun in 50 ml Falkon-Réhrchen
aufgefangen und bei 1000 rpm bei RT 5 min lang zentrifugiert werden. Daraufhin wurde der
Uberstand verworfen und das Pellet dreimal mit 20 ml RPMI 1640 +++ Medium gewaschen
und bei 1000 rpm bei RT fiur 5 min zentrifugiert. Nachdem der Uberstand verworfen wurde,
wurde das Pellet je nach Grofze in 1 bis 2 ml Nahrmedium aufgenommen, analog zu Punkt
3.1.3 gez&hlt und in eine 6-Loch-Platte tiberfiihrt mit einer Konzentration von etwa 1,5 x 10°
Zellen/Well. Die 6-Loch-Platte wurde im Inkubationsschrank bei 37°C inkubiert. Nachdem die
Zellen subkonfluent herangewachsen waren, wurden sie wie beim Schritt 3.2.1 abgel6st und
in eine mit Kollagen G beschichtete T-25-Flasche Uberfiihrt. Die Zellen wurden wie in Punkt

3.2.1 kultiviert, wobei die Kulturflaschen mit Kollagen G beschichtet wurden.

Transportldsung: 500 ml PBS (ohne Ca** und Mg*")
50 ml Glutamin
50 ml Penicillin/Streptomycin (5.000 U/ml)

3.2 Zellkulturarbeiten

3.2.1 Anlegung einer Subkultur (=Splitten)

Das Kulturmedium wurde aus der Flasche abgesaugt und die Zellen wurden, je nach Grol3e
der Kulturflasche mit 5-10 ml PBS ohne Ca®* und Mg®* kurz gewaschen. AnschlieRend
wurde bei PCa-Zellen Accutase bzw. bei HUVEC Trypsin pipettiert (Qut bodenbedeckt; T-25-
Kulturflasche: 1 ml; T-75-Kulturflasche: 3 ml). Die verschlossene Flasche wurde bei 37°C im
Brutschrank fir 3 min inkubiert. Nachdem sich die Zellen abgel6st hatten, wurden sie in das
jeweilige Nahrmedium aufgenommen, gut homogenisiert und mit einem Verhdltnis von 1:2
bis 1:10 auf eine neue Kulturflasche umgesetzt. Die Kulturflaschen wurden bei 37°C, 5%
CO; und einer 90%-igen Luftfeuchtigkeit im Brutschrank inkubiert. PCa-Zellen wurden nicht

oOfter als 20 Mal, HUVEC-Zellen nicht 6fter als 5 Mal passagiert.

3.2.2 Kryokonservierung und Auftauen der Zellen

3.2.2.1 Kryokonservierung

Vitale Zellen kénnen im Kryomedium bei -170°C in flissigem Stickstoff aufbewahrt werden.
Dazu wurden die Zellen wie oben beschrieben abgel6st (siehe 3.2.1), ins Kulturmedium
tibernommen und bei 1.050 rpm fiir 5 min zentrifugiert. Die pelletierten Zellen wurden in das
zuvor auf Eis vorbereitete Kryomedium aufgenommen, gut homogenisiert und je zu 1 ml in

ein Kryor6hrchen aliquotiert. Die Kryordhrchen wurden in einer Kryobox bei -80°C schonend
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abgekihlt und fir eine langere Lagerung in flissigen Stickstoff Gberfuhrt. Eine konfluent

gewachsene T-75-Kulturflasche ergab 4 Aliquots fur die Kryokonservierung.

Kryomedium: 70% Medium (ohne Zusétze)
20% FBS
10% DMSO

3.2.2.2 Auftauen

Um eingefrorene Zellen aufzutauen, wurden die Kryoréhrchen aus dem flissigen Stickstoff

entnommen und schonend im Wasserbad angetaut bis nur noch ein Eiskern vorhanden war.
Daraufhin wurde der Inhalt in ein 15 ml Zentrifugenréhrchen mit 10 ml Nahrmedium Uberfiihrt
und 5 min bei 1.050 rpm und 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und die
pelletierten Zellen wurden in 10 ml frischem Nahrmedium resuspendiert und in eine neue T-
25-Kulturflasche uberfihrt. Die Kulturflaschen wurden bei 37°C, 5% CO, und einer 90%-igen

Luftfeuchtigkeit im Brutschrank inkubiert.

3.2.3 Zellzahlbestimmung und Anfarbung mit Trypanblau

Zur Bestimmung der Zellzahl wurden die abgelésten Zellen in 5 ml PBS (ohne Ca** und Mg?")
oder Nahrmedium aufgenommen. Daraus wurde ein Aliquot von 10 pl entnommen und mit
90 ul Trypanblau versetzt und gut resuspendiert. 10 ul dieses Gemisches wurden auf eine
Neubauer-Zahlkammer pipettiert und im Mikroskop 4 groRe Quadrate je 16 Felder
ausgezahlt. Trypanblau dringt in defekte Zellen ein und farbt diese an, wahrend vitale Zellen

farblos bleiben. Deren Zellzahl wurde mithilfe der folgenden Gleichung errechnet:

G=nx10*xF

G = Gesamtzahl der geernteten Zellen/ml
n = durchschnittliche Anzahl der gezahlten Zellen
F = Verdunnungfaktor (1:10)

3.2.4 Behandlung der Zellen mit Medikamenten

Um den Einfluss der Medikamente auf die Tumorprogression zu untersuchen, wurden diese
in den entsprechenden Konzentrationen im N&dhrmedium verdinnt und mit den abgel6sten

Zellen (siehe 3.2.1) homogenisiert und in eine neue Kulturflasche uGberfihrt. Daraufhin
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wurden die Flaschen fur die dem Versuch entsprechenden Zeitrdume im Inkubationsschrank
bei 37°C, 5% CO, und 90% Luftfeuchtigkeit inkubiert.

3.2.4.1 Konzentrationen fiir die Dosis-Wirkungs-Beziehung

Die PCa-Zellen wurden, wenn nicht anders angegeben, fur 3 und 5 Tage mit VPA und fur 24
Stunden mit IFNa2a, RADOO1 oder AEE788 behandelt. Die Tabelle 6 gibt wieder, welche

Konzentrationen der Medikamente dabei appliziert wurden.

IFNa2a AEE788 RADO0O01 VPA
[20 U/mI] [0,5 uM] [0,12 nM] [0,25 mM]
[200 U/mI] [1 uM] [0,5 nM] [0,5 mM]
[2000 U/ml] [5 uM] [1 nM] [1 mM]
- [10 uM] [5 nM] [5 mM]
- [20 uM] [10 nM] -
- - [50 nM] -

Tabelle 6: Konzentrationsreihe fiir die Dosisermittlung der in der Studie verwendeten Medikamente.

3.2.4.2 Applikation mit IFNa2a/RAD001

Die PCa-Zellen wurden, wenn nicht anders angegeben, fir 24 Stunden wie folgt behandelt:

A) unbehandeltes Medium (Kontrolle)

B) + IFNa2a [200 U/ml]

C) + RADO0O1 [1 nM]

D) + IFNa2a [200 U/ml] + RAD001 [1 nM]

3.2.4.3 Applikation mit AEE788/RAD001

Die PCa-Zellen wurden, wenn nicht anders angegeben, fiir 24 Stunden wie folgt behandelt:

A) unbehandeltes Medium (Kontrolle)
B) + AEE788 [1 pM]
C)  +RADO01 [1 nM]
D)  +AEE788[1 uM] + RAD0O1 [1 nM]

3.2.4.4 Applikation mit VPA/AEE788

Die PCa-Zellen wurden, wenn nicht anders angegeben, fur 3 und 5 Tage mit VPA und fir 24
Stunden mit AEE788 wie folgt behandelt:

A) unbehandeltes Medium (Kontrolle)

B) + VPA [1 mM]

C) + AEE788 [1 uM]

D) + VPA [1 mM] + AEE788 [1 uM]
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3.2.4.5 Applikation mit VPA/RAD001
Die PCa-Zellen wurden, wenn nicht anders angegeben, fur 3 und 5 Tage mit VPA und fir 24
Stunden mit RADOO1 wie folgt behandelt:

A) unbehandeltes Medium (Kontrolle)
B) + VPA [1 mM]

C) + RADO0O1 [1 nM]

D) + VPA [1 mM] + RADO0O01 [1 nM]

3.2.4.6 Applikation mit VPA/IFNa2a

Die PCa-Zellen wurden, wenn nicht anders angegeben, fur 3 und 5 Tage mit VPA und fir 24

Stunden mit IFNa2a wie folgt behandelt:
A) unbehandeltes Medium (Kontrolle)
B) + VPA [1 mM]

C) + IFNa2a [200 U/ml]

D) + VPA [1 mM] + IFNa2a [200 U/mi]

3.2.5 Charakterisierung der Zellen Gber Immunohistochemie

Zwecks Charakterisierung der Zellen wurden die Nieren- und Harnblasepriméarzellen auf
Keratin7, Keratin8 und E-Cadherin untersucht. Vor dem Versuchstag wurden die Zellen in
die ,culture slides“-Kammer uberfihrt, wobei 1,5 x 10° pro Kammer ausgesét und
subkonfluent kultiviert wurde. Am Versuchstag wurden die Zellen zweimal mit HBSS (ohne
Ca®* und Mg*) gewaschen. Daraufhin wurden 500 pl einer -20°C kalten Methanol/Aceton-
Losung (Verdinnung 1:1) in jede Kammer pipettiert, wobei die Zellen 10 min bei RT fixiert
wurden. Im AnschluR daran wurden die Kammern zweimal mit HBSS (mit Ca* und Mg*")
gewaschen und einmal mit dem Waschpuffer. Der Primarantikorper wurde im Waschpuffer
verdinnt und 200 pl der Antikoérper-Losung pro Kammer pipettiert. Anschlie3end wurden die
Kammern bei RT 60 min lang inkubiert und anschliel3end dreimal mit dem Waschpuffer
gewaschen. Der Sekundarantikdrper wurde vorbereitet und je zwei Tropfen zu der Kammer
hinzupipettiert. AnschlieBend wurden die Kammern fur 60 min bei RT auf dem Schiittler
inkubiert. Daraufhin wurden die Kammern jeweils dreimal mit dem Waschpuffer gewaschen
und anschlielend wieder dreimal mit Aqua dest. Jeweils 3 Tropfen AEC-Peroxidaseldsung
(Chromogen Single Solution RTU) wurden pro Kammer hinzugefugt und 10 min bei RT unter
standiger Beobachtung am Mikroskop inkubiert. Nun wurde die Kammer wieder dreimal mit
Aqua dest. gewaschen, die Kammerklemme entfernt und der Objekttrager mit Kaiser-

Glyceringelatine eingedeckt. Die so praparierten Objekttrager wurden nun 5 min im Ofen bei
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80°C erhitzt. Die Auswertung erfolgte am Zeiss HAL 100 Mikroskop. Die Tabelle 7 zeigt die

verwendeten Antikorper.

Waschpuffer: 500 ml PBS (ohne Ca** und Mg*)
2,59gBSA
Priméarantikorper Klon kDa Herkunft Verd.
Keratin K7, IgG1 RCK 105 54 kDa Progen GmbH (Heidelberg) 1:10
Keratin K8, 1gG1 M20 52,2 kDa Progen GmbH (Heidelberg) 1:10
E-Cadherin, IgG1 6F9 120/80 kDa | Progen GmbH (Heidelberg) 1:10
Sekundarantikorper Herkunft Verd.
Simple Stain RatMax PO S
) - - Nichirei Biosciences (Japan) -
Rate-Anti-Maus

Tabelle 7: Immunohistochemie: Primar- und Sekundéarantikérper mit Klon-, Herkunfts- und
Verdinnungsangaben. Die Verdiinnungen erfolgten im Antikdrperpuffer.

3.3 Analysen des Wachstums der Zellen

3.3.1 MTT-Test

Charakteristisch fir maligne Tumore ist ihre hohe Proliferationsrate. Um die Wirkung der
Kombinationstherapie auf das Wachstum der PCa zu untersuchen, wurde der Effekt der
Dualtherapie in Vergleich zur Einzelapplikation und im Vergleich zu unbehandelten
Kontrollzellen auf die Zellzahl der drei PCa-Zelllinien mit einem MTT-Test (3-[4,5-
dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyl tetrazolium bromid, Cell Proliferation Kit 1) gemessen. Der
Test misst die Aktivitat der mitochondrialen Succinatdehydrogenase lebender Zellen. Das
Tetrazoliumsalz dringt in die Zellen ein und wird durch die aktiven Dehydrogenasen der
Mitochondrien aufgebrochen, wobei das alkoholische, dunkelblaue Formazan entsteht. Das
Hinzufiigen von SDS lysiert die Zellen und setzt das Formazan frei. Die Intensitat der
alkoholischen Formazanlosung wird photometrisch bestimmt. Je hoher die Aktivitat, desto
besser der Zustand der Zelle und desto hoher die Absorption.

Hierzu wurden die Zellen wie in Punkt 3.2.4 kultiviert, behandelt und wie in Punkt 3.2.1
abgelost. Die Zellsuspension wurde 5 min bei 1.050 rpm zentrifugiert, wobei das Zellpellet in
1 ml Nahrmedium aufgenommen wurde. Daraufhin wurden die Zellen wie in Punkt 3.2.3
gezahlt.

Um eine Eichkurve zu erstellen, wurden die Zellenzahl auf 5 x 10° Zellen/ml eingestellt. Aus

dieser Zellsuspension wurde nun mithilfe eines Verdiinnungsschemas die Eichkurve in eine
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96-Loch-Platte pipettiert, wobei je Loch 100 pl Zelllésung und je Ansatz doppelt pipettiert

wurde. Mit folgenden Konzentrationen wurde gearbeitet:

1) 5 x 10 Zellen/Loch
2) 3 x 10* Zellen/Loch
3) 2 x 10* Zellen/Loch
4) 1 x 10* Zellen/Loch
5) 5.000 Zellen/Loch
6) 2.500 Zellen/Loch
7) 0 Zellen/Loch

Die letzten 2 Locher dienten als Nullkontrolle und wurden nur mit Nahrmedium befillt.
AnschlieRend wurden 10 ul der MTT labelling reagent je Loch pipettiert.

Um die Zellzahl der zu untersuchenden Proben zu messen, wurden 3 weitere 96-Loch-
Platten angelegt. Hierzu wurden die Zellen auf eine Konzentration von 1 x 10° Zellen/ml
eingestellt und je 50 pl als doppelter Ansatz in die 96-Loch-Platte pipettiert. Zu diesen 50 pl
wurden weitere 50 ul des Né@hrmediums bei der Kontrolle bzw. des Mediums mit einer
doppelt angesetzten Konzentration der Medikamente bei den behandelten Zellen
hinzupipettiert. Die 3 identisch pipettierten 96-Loch-Platten wurden fur 24, 48 und 72
Stunden bei 37°C im Brutschrank inkubiert. Nach der jeweiligen Inkubationszeit wurden 10 pl
der MTT labelling reagent je Loch pipettiert.

Des weiteren wurden die Eichkurveplatten und die Probeplatten gleich behandelt. Die 96-
Loch-Platte wurde bei 37°C fur 4 Stunden in Brutschrank inkubiert und anschlieRend wurden
pro Loch 100 pl der 1X Solubilisierungslésung hinzu pipettiert und fir weitere 12 Stunden bei
37°C in Brutschrank inkubiert. AnschlieBend wurden die 96-Loch-Platten in einem
enzymlinked immunosorbent assay (ELISA)-Gerat bei einer Wellenlange von 630 nm
gemessen. Die Quantifizierung der absoluten Zellzahl erfolgte Uber die Verrechnung der

Absorption der Probeplatten mit der Eichkurve.

3.3.2 Apoptose

Unter Apoptose versteht man den ,programmierten” Zelltod. Dieser kann bei Tumorzellen,
die unter Behandlung anti-tumoraler Substanzen stehen, induziert werden. Um eine
mogliche Induktion der Apoptose unter Behandlung der Zellen mit IFNa2a, AEE788, RAD001
bzw. VPA zu detektieren, wurden entsprechende experimentelle Untersuchungen

durchgefihrt.
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3.3.2.1 Apoptosedetektion mittels Annexin V-FITC Apoptosis Detection Kit |

Mit Hilfe der Markierung der Zellen mittels Annexin V—FITC und Propidiumiodid (PI) unter
Anwendung der Durchflusszytometrie kann man apoptotische Zellen erkennen.
Phosphatidylserin (PS) findet sich normalerweise auf der Innenseite der Zellmembran einer
lebenden Zelle. Im Laufe der frihen Phasen der Apoptose wird PS auf die AulR3enseite der
Zellmembran transloziert. Annexin V ist ein 35-36 kDa groRes Ca’"-abhangiges
Phospholipid-Bindeprotein mit einer hohen Affinitat zu PS. Uber die Bindung von Annexin V-
FITC werden die Zellen markiert und kdnnen mithilfe der Durchflusszytometrie auf Apoptose
detektiert werden. Werden die Zellen nekrotisch, kann Propidiumiodid und Annexin V-FITC in
die Zelle tber die durchlassig gewordene Zellmembran eindringen und an die Innenseite der
Membran binden, womit spatapoptotische und nekrotische Zellen ebenfalls detektiert werden
kénnen. So sind vitale Zellen Annexin V-FITC und PI negativ, frihapoptotische Zellen
Annexin V-FITC positiv und Pl negativ, spatapoptotische Zellen Annexin V-FITC positiv und
PI positiv und nekrotische Zellen Annexin V-FITC negativ und PI positiv.

Fur die Apoptosedetektion mittels FACS wurden die Tumorzellen in T-25-Kulturflaschen wie
in Punkt 3.2.4 kultiviert und behandelt, wie in Punkt 3.2.1 mit Accutase abgel6st, in 15 ml
Zentrifugenréhrchen Uberfihrt und bei 4°C und 1.050 rpm fir 5 min zentrifugiert. Der
Uberstand wurde verworfen und das Zellpellet zweimal mit PBS ohne Ca** und Mg**
gewaschen und in 1 ml Bindepuffer (1X) aufgenommen. Daraufhin wurden die Zellen mit
einer Neubauer-Zahlkammer gezéhlt und in Bindepuffer (1X) auf eine Konzentration von 2 x
10° Zellen/ml eingestellt. Daraus wurden 100 ul der Zellsuspension (2 x 10° Zellen) in ein
FACS-R6hrchen pipettiert und auf Eis gestellt. Die Anséatze wurden folgendermalien
behandelt:

Nullkontrolle: 100 pl Zellsuspension

Annexin V-FITC Kontrolle: 100 pl Zellsuspension
5 pl Annexin V-FITC

P1 Kontrolle 100 pl Zellsuspension
5l PI
Proben: 100 pl Zellsuspension

5 pl Annexin V-FITC
5ulPI
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Sowohl Annexin V-FITC als auch Pl wurden im Dunkeln der Zellsuspension hinzupipettiert.
Die Proben wurden vorsichtig gevortext und nach einer 15-minutigen Inkubation bei RT
wurden je 400 ul Bindepuffer (1X) hinzugefigt und am Durchflusszytometer innerhalb einer

Stunde gemessen.

1X Bindepuffer: 1:10 Verdiunnung von Bindepuffer (10X) mit destilliertem H,O

3.3.2.2 Apoptosedetektion mittels Western-Blot-Hybridisierung

Mithilfe der Western-Blot-Hybridisierung wurden die Proteinlysate der behandelten
Tumorzellen auf die Proteine Capase-3 und PRAP detektiert. Das Protein Caspase-3 hat
eine GrolRe von 35 kDa und ist ein kritisches Protein der Apoptose. Es wird tber einen
proteolytischen Prozess aktiviert, indem es in ein inaktives Zymogen und aktivierte p17- und
pl2-Fragmente gespalten wird. Somit wird eine Proteinkaskade induziert, wobei die
aktivierte Caspase-3 andere Caspasen und andere Proteinen spaltet, unter anderem das
Protein poly-ADP-ribose-polymerase (PARP), ein 116 kDa grof3es Protein, involviert in den
DNS-Reparaturmechanismus. Sowohl die aktivierten Fragmente der Caspase-3 (17 und 19
kDa) als auch die Fragmente von PARP (24 und 89 kDa) sind Indikatoren fur eine Apoptose
(Fernandes-Alnemri et al., 1994; Soldatenkov et al., 2002).

3.3.2.2.1 Proteinisolation aus PCa-Zellen

Fur die Proteinisolation wurden alle Gebrauchslésungen auf Eis gelegt. Behandelte PCa-
Zellen wurden in T-75-Kulturflaschen konfluent kultiviert (siehe 3.2.4). Daraufhin wurden die
Zellen mit eiskaltem PBS, ohne Ca®* und Mg*, gewaschen und in 10 ml kalten PBS, ohne
Ca?" und Mg®', mithilfe des Zell-scrapers abgelést. Die Zell-PBS-Suspension wurde in 15 ml
Zentrifugenrohrchen Gberfuhrt und bei 4°C 1.050 rpm fur 5 min zentrifugiert. Der Uberstand
wurde verworfen und das Zentrifugat mit 500 pl Lysispuffer (+ 2,5 pul PMSF, siehe unten)
resuspendiert und bei 4°C fur 10 min auf Eis inkubiert. Daraufhin wurde das Zelllysat in 1,5
ml Reaktionsréhrchen Uberfuhrt, mit einer 1 ml Insulinspritze 10 x resuspendiert und fur
weitere 10 min bei 4°C auf Eis inkubiert. Daraufhin wurde das Zelllysat bei 4°C und 10.000
rpm fur 10 min zentrifugiert, wobei die Proteine sich nun im Uberstand befanden. Dieses
wurde nun in frische Kryoréhrchen pipettiert und entweder sofort verarbeitet oder bei -80°C

eingefroren und gelagert.
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Lysispuffer zu 75 ml destilliertem H,O wurden hinzugefugt:
790 mg Tris
900 mg NacCl
10 ml 10%ige Tergitollésung
2,5 ml 10%ige Na-deoxycholatelésung
1 ml EDTA [0,1 M]
mit destilliertem H,O auf 92,2 ml aufgefillt und hinzugefiigt:
100 pl Apratinin [1 mg/ml] (in H,O gel6st)
100 pl Leupeptin [1 mg/ml] (in H,O gel6st)
100 pl Pepstatin [1 mg/ml] (in Methanol gel6st)
500 pl NaF [0,2 M] (in H,O gelbést)
500 pl NazgVO, [0,2 [M] (in H,O geldst)
500 pl PMSF [0,2 M] (in Isopropanol gelést)

3.3.2.2.2 Konzentrationsbestimmung der Proteine

Die Konzentrationsbestimmung der Proteine erfolgte nach der Methode von Lowry mit einem
DC Protein Assay. Hierfur wurden 10 pl der Proteinprobe mit 90 pl destilliertem H,O in einem
1,5 ml Reaktionsrohrchen verdiinnt. Daraufhin wurden 500 pl Reagenz A (= alkalische
Kupfer-Tetran-Losung) und 4 ml Reagenz B (= Folin Reagenz) hinzupipettiert und gut
resuspendiert. Nach einer 30-mindtigen Inkubationszeit bei RT wurde die optische Dichte
des Extinktion mit einem ELISA-Gerat bei 750 nm in einer Doppelbestimmung gegen die
Referenz gemessen. Als Referenz wurden anstatt der Proteinproben 100 pl destilliertes H,O
mit Reagenz A und Reagenz B wie oben beschrieben resuspendiert und als Nullwert
gemessen. Anhand einer Eichkurve, die zuvor mithilfe verschiedener Konzentrationen von
Albumin aus dem Rinderserum (BSA) erstellt wurde, konnte die Konzentration der

Proteinproben errechnet werden.

3.3.2.2.3 Proteinauftrennung

Die Proteinauftrennung erfolgte mittels SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese in der
,BIORAD Mini Protein II“-Apparatur. Fur die Auftrennung der Proteine wurden je nach
Molekulargewicht Glycingele mit 4%-igem Sammelgel und 7-15%-igem Trenngel (nach
Laemmli) gegossen. Die Sammel- und Trenngele waren wie folgt zusammengesetzt (siehe
Tab.: 8):
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Trenngel Sammelgel
Lésungen 4% 7% 8% 10% 12% 15%
Aqua dest. 5,4 ml 3,9ml 3,5ml 2,6 ml 1,75 ml 150 pl
10% SDS 100 pl 100 pl 100 pl 100 pl 100 pl 100 pl

Sammelgelpuffer 2,5 ml - - - - .

Trenngelpuffer - 2,5ml 2,5ml 2,5ml 2,5ml 2,5ml

Acrylamid A 1,3ml 2,3ml 2,6 mi 3,2ml 3,9 ml 4,85 ml

Bisacryl B 0,6 ml 1,1 ml 1,2 ml 1,6 ml 1,8 ml 2,25 ml
10% APDS 100 pl 100 pl 100 pl 100 pl 100 pl 100 pl
TEMED 20 pl 10 10l 10l 10 pl 10
kDa - 30-100 20-80 15-60 10-50 5-30

Tabelle 8: Western-Blot-Analyse: Zusammensetzung von Sammelgel und Trenngelen.

Trenngelpuffer: 68,1 g Tris auf 0,5 | destilliertes H,O, pH 8,8

Sammelgelpuffer: 68,1 g Tris auf 0,5 | destilliertes H,O, pH 6,8

Die vorbereiteten Gelkammern wurden zun&chst mit 7 ml Trenngel geflillt. Zum Versiegeln
und fir eine bessere Polymerisation wurden 100-200 pl Isobutanol auf das Trenngel
pipettiert. Nach 15-20 min war das Trenngel polymerisiert, das Isobutanol wurde mit
destilliertem Wasser aus der Gelkammer gespult und diese mit Filterpapier getrocknet. Auf
das Trenngel wurde dann das Sammelgel gegossen, dem noch im flissigen Zustand die
Gelkamme fur die Formung der Auftragetaschen aufgesetzt wurden. Nach der
Polymerisation des Sammelgels wurden die Kimme herausgenommen und die Taschen mit
destilliertem Wasser gewaschen. Danach wurde die Elektrophoreseapparatur aufgebaut und
mit Elphopuffer (1X) (siehe unten) aufgefillt. Als GroRRenstandard wurde der peqGOLD
Protein-Marker IV verwendet. Je Probe wurden 50 pg Protein in die Taschen aufgetragen.
Die Proteinproben wurden dabei zuvor 1:1 mit Laemmli-Probenpuffer versetzt und 5 min bei
95° C im Thermoblock denaturiert. Die Elektrophorese wurde bei einer Spannung von 80 V
(PowerPac 300 Power Supply) begonnen und nachdem die Proben das Sammelgel durch-
laufen hatten, auf 120 V erh6ht. Die Proteine wurden im Trenngel entsprechend ihrer Grol3e

aufgetrennt. Das Gel wurde nach der Auftrennung fir die Western-Hybridisierung verwendet.
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10 x Elphopuffer (pH 8,3): Elphopuffer (Laufpuffer) (1X):
30,39 Tris 100 mi Elphopuffer (10X)
144,09 Glycin 900 mi destilliertes Wasser

10,09 SDS
1 1 destilliertes Wasser

3.3.2.2.4 Western-Hybridisierung

Bei der Western-Hybridisierung wurden die aufgetrennten Proteine der SDS-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese auf eine Nitrozellulosemembran tbertragen. Fur diesen Vorgang wurden
sowohl die Nitrozellulosemembran wie auch das blotting-Papier und die Schwammttcher fur
10-15 min in Transferpuffer (1X) (siehe unten) eingeweicht. Das Gel mit den aufgetrennten
Proteinen wurde auf ein Schwammtuch und vier Lagen blotting-Papier gegeben. Darauf
wurde die Nitrozellulosemembran gelegt und festgedriickt. Auf die Membran folgten erneut
vier Lagen Blotting-Papier und ein Schwammtuch. Das eingebettete Proteingel wurde in die
Transfereinrichtung der Proteintransfer-Apparatur eingespannt. Diese wurde mit einem
Kihlakku versehen und mit Transferpuffer (1X) aufgefillt. Die Western-Hybridisierung
erfolgte eine Stunde lang bei einer Spannung von 100 V (PowerPac 300 Power Supply).
Danach befanden sich die aufgetrennten Proteine auf der Nitrozellulosemembran und
konnten durch Immunfarbung mit spezifischen Antikdrpern detektiert und durch

Chemolumineszenzen sichtbar gemacht werden.

Transferpuffer (10X): Transferpuffer (1X):
30,3¢g Tris 100 ml Transfer-Puffer (10X)
144,09 Glycin 200 ml Methanol
1 1 destilliertes Wasser 700 ml destilliertes Wasser

3.3.2.2.5 Immunofarbung und Entwicklung

Die Nitrozellulosemembran wurde einmal mit Towbinpuffer (1X) (siehe unten) gewaschen.
Um ein unspezifisches Binden der Antikdrper zu vermeiden, wurde die Membran fir eine
Stunde in Blockierlésung (siehe unten) auf den Schwenktisch gestellt. Die Blockierldsung
wurde dann abgegossen und der jeweilige Primarantikorper (siehe Tab.: 9) auf die Membran
gegeben. Dieser wurde tber Nacht im Kuhlschrank oder fur eine Stunde bei RT auf der
Membran belassen. Die Membran wurde dreimal 15 min mit Blotpuffer (siehe unten)
gewaschen und eine halbe Stunde mit dem Sekundarantikdrper (siehe Tab.: 9) inkubiert.
AnschlieRend wurde die Membran erneut dreimal fir 15 min mit Blotpuffer und einmal fir 5

min mit destilliertem Wasser gewaschen. Eine Chemolumineszenzlésung (ECL-L6sung) aus
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gleichen Teilen Detection Reagent 1 und 2 wurde angesetzt, jeweils 1 ml davon gleichmafig
auf der Nitrozellulosemembran verteilt und 1 min lang inkubiert. Mithilfe einer Pinzette wurde
die Membran abgetropft und in eine vorbereitete Plastikhille in der doppelscreen- bzw.
Fotokassette gelegt. In der Dunkelkammer wurde ein Rontgenfilm auf die Plastikhille mit der
Membran gelegt und nach einer gewissen Inkubationszeit (1-45 min) in den Entwickler
gegeben. Durch die Chemolumineszenz wurden die Proteinbanden mit gebundenen Anti-
kérpern auf dem Rontgenfilm abgelichtet und nach der Entwicklung sichtbar. Nach dem
Eintragen der Banden des Protein-Markers IV konnte die jeweilige Auswertung durch
Vergleich der Bandenintensitdten erfolgen. Als Kontrolle fir eine gleichmaRige

Proteinbeladung diente [3-Aktin.

Antikorperpuffer:
90 ml Blotpuffer
10 ml 5 g BSA in 100 mi Blot-Puffer

Blotpuffer: Blockierldsung:
100 ml  Towbinpuffer (10X) 100 mi Towbinpuffer (1X)
5 ml  Tween 20 10 g Magermilchpulver

895 ml destilliertes Wasser

Towbinpuffer (10X) Towbinpuffer (1X)
121 ¢ Tris 100 ml Towbinpuffer (10X)
90,0 ¢ NaCl 900 ml destilliertes Wasser

3.3.2.2.6 Ablosen der Antikdrper (= Stripping)

Die Nitrozellulosemembranen wurden in der Regel mehrmals verwendet. Jeweils einmal fur
die Detektion gewlinschter Proteine und ein zweites Mal fir den [3-Aktin Nachweis, zur
Uberpriifung der Ubereinstimmung der eingesetzten Proteinmengen. Zu diesem Zweck
mussten die Membranen von den gebundenen Antikdrpern befreit werden. Die Membran
wurde dazu dreimal fir 10 min mit Towbinpuffer (1X) gewaschen und fir eine halbe Stunde
auf 10 ml antibody stripping solution (1X) (1 ml stripping solution (10X) + 9 ml destilliertem
Wasser) inkubiert. Die Membran wurde erneut dreimal fur 10 min mit Towbinpuffer (1X)
gewaschen. Danach wurde die Membran erneut blockiert und weiterhin verfahren wie in
Punkt 3.2.3.5.

Antibody Stripping Solution (1X): 1 ml Stripping Solution (10X)
9 ml destilliertes H,O
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Priméarantikdrper Klon kDa Herkunft Verd.
3-Aktin (Maus IgG1) AC-15 42 Sigma-Aldrich (Taufkirchen) | 1:1.000

Caspase-3 (Rabbit IgG1) 8G10 17, 19, 35 Cell Signaling Tech. (USA) 1:1000

PARP (Rabbit IgG1) polyklonal | 24, 89, 116 Cell Signaling Tech. (USA) 1:1000

Sekundarantikorper Herkunft Verd.

Ziege-Anti-Maus HRP - - Upstate Biotechnology (USA) | 1:5.000

Ziege-Anti-Kaninchen HRP - - Upstate Biotechnology (USA) | 1:5.000

Tabelle 9: Western Blot: Apoptose. Primar- und Sekundarantikdrper mit Klon-, Herkunfts- und
Verdunnungsangaben. Die Verdinnungen erfolgten im Antikrperpuffer.

3.3.3 Analyse des Zellzyklus mit Hilfe der Durchflusszytometrie

Fur die Analyse des Zellzyklus wurden alle Gebrauchslésungen auf Eis gelegt. Die Analyse
erfolgte mittels Cycle TEST™ PLUS DANN Reagent Kit. Hierfiir wurden die Zellen wie in
Punkt 3.1.4 erlautert in T-25-Kulturflaschen kultiviert, behandelt und wie in Punkt 3.2.1
dargestellt, abgeldst. Die Zellsuspension wurde 5 min bei 1.050 rpm zentrifugiert, wobei das
Zellpellet 2 x mit eiskaltem PBS ohne Ca*" und Mg** gewaschen und mit 1 ml Pufferlésung
auf Eis gelegt wurde. Daraufhin wurden die Zellen analog Punkt 3.2.3 gezéhlt. Die Zellen
wurden in 1,5 ml Reaktionsréhrchen auf eine Konzentration von 500.000 Zellen/ml eingestellt
und bei 1.050 rpm und 4°C 5 min lang zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, das
Zellpellet moglichst gut getrocknet. Daraufhin wurde das Zellpellet in 250 pl Lésung A
(Trypsinpuffer) vorsichtig resuspendiert und 10 min bei RT inkubiert, wobei die Zellen
aufgeschlossen wurden. Um die Trypsinwirkung zu inhibieren und die mRNS zu verdauen,
wurden 200 pl Ldésung B (Trypsininhibitor & RNase-Puffer) der Reagenzsuspension
hinzugefiigt und diese erneut fir 10 min bei RT inkubiert. Um nun die DNS und damit die
Zellkerne anzufarben, wurden 200 ul Lésung C (Propidiumiodid Farbelésung) hinzugefigt,
vorsichtig resuspendiert und 10 min bei RT inkubiert. Nun wurde die Zellsuspension in 5 ml
FACS-Ro6hrchen filtriert und innerhalb von 3 Stunden am Durchflusszytometer gemessen.

Fir die Einstellung der Zellzyklusphasen am Durchflusszytometer dienten Leukozyten.
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3.3.4 Analyse der intrazellularen Proteinexpression der Zellzyklus-
proteine und der Tumorsuppressoren mithilfe der Western-Blot-
Hybridisierung

Um die Expression der Zellzyklusproteine und der Tumorsuppressoren mittels der Western-
Blot-Hybridisierung zu untersuchen, wurden die Zellen wie in Punkt 3.2.4 behandelt und
kultiviert. Daraufhin erfolgte eine Proteinisolation wie in Punkt 3.3.2.2.1 und eine Western-
Blot-Analyse wie in den Punkten 3.3.2.2.1-3.3.2.2.6 beschrieben. Die fir die Detektion

verwendeten Antikdrper sind in der Tabelle 10 dargestellt.

Priméarantikorper Klon kDa Herkunft Verd.
3-Aktin (Maus 1gG1) AC-15 42 Sigma-Aldrich (Taufkirchen) 1:1.000
Cdk1/Cdc2 (Maus lgG1) | 1/Cdkl/Cdc2 34 Becton Dickinson (Heidelberg) 1:2.500
Cdk2 (Maus IgG2a) 55/Cdk2 33 Becton Dickinson (Heidelberg) 1:2.500
Cdk4 (Maus IgG1) 97 33 Becton Dickinson (Heidelberg) 1:250
Cyclin A (Maus IgG1) 25/Cyclin A 60 Becton Dickinson (Heidelberg) 1:250
Cyclin B (Maus 1gG1) 18/Cyclin B 62 Becton Dickinson (Heidelberg) 1:1.000
Cyclin D1 (Maus IgG1) G124-326 36 Becton Dickinson (Heidelberg) 1:250
Rb (Maus 1gG2a) 2 110 Becton Dickinson (Heidelberg) 1:250
Rb2 (Maus IgG2a) 10/Rb2 130 Becton Dickinson (Heidelberg) 1:1.000
p21 (Maus 1gG1, K) 2G12 21 Becton Dickinson (Heidelberg) 1:250
Kipl/p27 (Maus IgG1) 57 27 Becton Dickinson (Heidelberg) 1:500
Sekundarantikorper Herkunft Verd.
Ziege-Anti-Maus HRP - - Upstate Biotechnology (USA) 1:5.000

Tabelle 10: Western Blot: Zellzyklusproteine. Primar- und Sekundéarantikbrper mit Klon-, Herkunfts-
und Verdinnungsangaben. Die Verdinnungen erfolgten im Antikdrperpuffer.

3.4 Analyse der Adhasion

In einem Kokultursystem wurde die Anheftung der mit den Medikamenten behandelten PCa-
Zellen an die Endothelzellen (HUVEC) studiert. In einer weiteren Untersuchung wurde die
Anheftung der PCa-Zellen an die immobilisierten extrazellularen Matrixproteine (EZM-

Proteine) untersucht.
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3.4.1 Adhasion an Endothelzellen

Die Adhasion an HUVEC wurde mithilfe von 6-Loch-Platten durchgefiihrt, die 24 Stunden vor
dem Versuch mit den HUVEC préapariert wurden. Die HUVEC wurden so in die Vertiefungen
der 6-Loch-Platten ausgesat, dass sie am Experimenttag subkonfluent waren. Die
Tumorzellen wurden wie in Punkt 3.2.4 behandelt und kultiviert, mit Accutase abgel6st (siehe
Punkt 3.2.1), mit 1.050 rpm bei 4°C 5 min lang abzentrifugiert und analog Punkt 3.2.3 gezahlt.
In einem Verdiinnungsschritt wurden die Zellen auf eine Konzentration von 5 x 10° Zellen/ml
eingestellt und je 1 ml auf die HUVEC-Zellschicht vorsichtig in ein Loch der 6-Loch-Platte
pipettiert. Es wurden 3 aquivalente 6-Loch-Platten vorbereitet, wovon eine fir 1 Stunde, die
zweite fur 2 Stunden und die dritte fr 4 Stunden bei 37°C im Brutschrank inkubiert wurden.
Daraufhin wurden die 6-Loch-Platten dreimal mit PBS, mit Ca®* und Mg”, gewaschen und 10
min bei 4°C gekihlt und mit 1%-igem Glutaraldehyd fixiert. Danach wurden die Zellen einmal
mit PBS (mit Ca®* und Mg?*) gewaschen und letztendlich wurden die 6-Loch-Platten mit PBS
(mit Ca*" und Mg*") aufgefiillt und im Kihlschrank bei 4°C gelagert. Die Auswertung erfolgte
unter dem Mikroskop bei einer 200-fachen Vergrof3erung. Es wurden funf Sichtquadrate mit

einer Flache von 0,25 mm? je Vertiefung der 6-Loch-Platte ausgezahlt.

3.4.2 Adhasion an immobilisierte extrazellulare Matrixproteine

Die Adhasion an immobilisierte EZM-Proteine wurde in den 24-Loch-Platten durchgefiihrt,
wobei die 24-Loch-Platten mit Kollagen G, Fibronektin und Laminin 24 Stunden vor dem
Versuch prépariert werden mussten. So wurden mittels PBS (ohne Ca?* und Mg®) die
Matrixproteine auf die jeweilige Konzentration eingestellt: Kollagen G: 400 pg/ml; Fibronektin:
100 pg/ml; Laminin (50 pg/ml). Die 24-Loch-Platten wurden mit je 1 ml der jeweiligen
Matrixprotein-Losung beschichtet. Die Kontrollplatte mit Plastik und die fertig beschichtete
Kontrollplatte mit Poly-D-Lysin (Becton Dickinson) wurden mit 1 ml PBS (ohne Ca®* und Mg®")
befullt. Alle Platten wurden bei 4°C fur 24 Stunden im Kuhlschrank inkubiert. Daraufhin
wurden die Platten dreimal mit PBS (ohne Ca®* und Mg*") vorsichtig gewaschen, mit 1 ml
Blockierpuffer beflllt und 1 Stunde bei RT inkubiert. Wahrenddessen konnten die
Tumorzellen prépariert werden. Die Tumorzellen wurden wie in Punkt 3.2.4 behandelt und
kultiviert, mit Accutase abgeltst (siehe Punkt 3.2.1), 5 min mit 1.050 rpm bei 4°C
abzentrifugiert und analog Punkt 3.2.3 gezéahlt. Das Zellpellet wurde in 1 ml Bindepuffer
aufgenommen und die Zellzahl wurde mithilfe von Bindepuffer auf 2 x 10° Zellen/ml
eingestellt. Die 24-Loch-Platten wurden nun dreimal mit PBS (ohne Ca* und Mg®)
gewaschen und 500 pl der Zellsuspension je Loch der 24-Loch-Platte pipettiert und 60 min
bei 37°C im Brutschrank inkubiert. Nun wurden die 24-Loch-Platten dreimal mit Bindepuffer

vorsichtig gewaschen und 10 min mit auf 4°C vorgekihlten 2%-igem Glutaraldehyd bei RT
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fixiert. Daraufhin wurden die 24-Loch-Platten noch einmal mit PBS (mit Ca?* und Mg?")
gewaschen und letztendlich mit PBS (mit Ca** und Mg?*) aufgefiillt und im Kiihischrank bei
4°C gelagert. Die Auswertung erfolgte unter dem Mikroskop bei einer 200-fachen
VergroRerung. Es wurden fiinf Sichtquadrate mit einer Flache von 0,25 mm? je Vertiefung

der 24-Loch-Platte ausgezahlt.

Blockierpuffer: 1% BSA in PBS ohne Ca*" und Mg**

Bindepuffer: 450 pl CaCl, [1 M]
250 pl MgCl [1 M]
in 500 ml PBS ohne Ca** und Mg?*

3.4.3 Analysen der Modulation der Integrinsubtypen

Integrine besitzen vielfaltige Funktionen. Zu den wichtigsten gehdren die Bindung der Zelle
an die extrazellulare Matrix und die Aktivierung intrazellularer Signalwege. Um den Einfluss
der Mono- bzw. der Dualapplikation der Medikamente auf die Integrine herauszufinden,
wurde die Transkription, die Oberflachen- und die Proteinexpression der a- und -

Integrinsubtypen erforscht.

3.4.3.1 Analyse der Oberflachenexpression der Integrinsubtypen mittels

Durchflusszytometrie

Die Analyse der Oberflachenexpression ausgewahlter Integrinsubtypen wurde mittels
Durchflusszytometrie und mit Phycoerythrin (PE) markierter Antikdrper ausgefuhrt. Hierfar
wurden die Tumorzellen wie in Punkt 3.2.4 dargestellt in T-75 Kulturflaschen behandelt und
subkonfluent kultiviert, mit 3 ml Accutase abgelést und in 7 ml PBS (ohne Ca®* und Mg?*)
resuspendiert, in 15 ml Zentrifugenréhrchen tberfihrt und 5 min mit 1.050 rpm bei 4°C
abzentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Zellpellet auf Eis in 2 ml FACS-
Puffer aufgenommen, resuspendiert und wieder 5 min mit 1.050 rpm bei 4°C zentrifugiert.
Der Uberstand wurde erneut verworfen und das Zellpellet in FACS-Puffer aufgenommen, die
Zellen mit der Neubauer-Kammer gezahlt und bei einer Einstellung auf 2 x 10° Zellen/ml je
100 pl Zellsuspension in auf Eis stehende FACS-Ro6hrchen verteilt, 900 pl FACS-Puffer
hinzugefugt und wieder 5 min mit 1.050 rpm bei 4°C zentrifugiert. Nachdem der Uberstand
verworfen wurde, wurden 20 pl von dem mit PE markierten Antikérper zum Zellpellet
pipettiert und mit diesem vorsichtig resuspendiert und 30 min auf Eis im Dunkeln inkubiert.
Dannach wurden die Zellen 2 x mit 1-2 ml FACS-Puffer gewaschen und 5 min bei 1.050 rpm

bei 4°C zentrifugiert. Nun wurde das Zellpellet in 500 pl FACS-Puffer vorsichtig resuspendiert
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und am Durchflusszytomerter innerhalb von 2 Stunden gemessen. Die Tabelle 11 zeigt die

verwendeten Antikorper.

Zur Bestimmung der Hintergrundfluoreszenz wurden mit allen Ansétzen Kontrollen mit den

IgG-Isotypen wie oben beschrieben angesetzt und ebenfalls am Durchflusszytometer

gemessen. Die Isotypkontrollen sind in der Tabelle 12 aufgefuhrt.

FACS-Puffer: PBS (ohne Ca*" und Mg?")
0,5% BSA
Antikorper Klon Herkunft Menge
CD49a-PE (Integrin alphal, Maus 1gG1) SR84 Becton Dickinson (Heidelberg) 20 pl
CDA49b-PE (Integrin alpha2, Maus IgG2a) | 12F1-H6 | Becton Dickinson (Heidelberg) 20 pl
CD49c-PE (Integrin alpha3, Maus 1gG1) C3lIl.1 Becton Dickinson (Heidelberg) 20 pl
CDA49d-PE (Integrin alpha4, Maus 1gG1) 9F10 Becton Dickinson (Heidelberg) 20 pl
CD49e-PE (Integrin alpha5, Maus, 1gG1) 1AL Becton Dickinson (Heidelberg) 20pl
CDA49f-PE (Integrin alpha6, Ratte IgG2a) GoH3 Becton Dickinson (Heidelberg) 20 pl
CD29R-PE (Integrin betal, Maus IgG1) MAR4 Becton Dickinson (Heidelberg) 20 pl
CD61R-PE (Integrin beta3, Maus 1gG1) VI-PL2 Becton Dickinson (Heidelberg) 20 pl
CD104R-PE (Integrin beta4, Ratte IgG2b) 439-9B Becton Dickinson (Heidelberg) 20 pl

Tabelle 11: Durchflusszytometrie: Antikdrper der Integrinsubtypen mit Herkunfts - und Mengen-

angabe.

Isotypen Klon Herkunft Menge
Maus IgG1 R-PE MOPC-21 Becton Dickinson (Heidelberg) 20 pl
Maus 1gG2a R-PE G155-178 Becton Dickinson (Heidelberg) 20
Ratte IgG2b R-PE R35-38 Becton Dickinson (Heidelberg) 20

Tabelle 12: Durchflusszytometrie: Isotypenantikérper mit Herkunfts- und Mengenangabe.
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3.4.3.2 Western-Blot-Hybridisierung cytoplasmatischer Integrinsubtypen und

integrinspezifischer Kinasen

Um die Expression der cytoplasmatischen Integrinsubtypen und der integrinspezifischen
Kinasen mittels der Western-Blot-Hybridisierung zu untersuchen, wurden die Zellen wie in
Punkt 3.2.4 behandelt und kultiviert. Daraufhin erfolgte eine Proteinisolation analog Punkt
3.3.2.2.1 und eine Western-Blot-Analyse wie in den Punkten 3.3.2.2.1-3.3.2.2.6. Die fiur die

Detektion verwendeten Antikorper sind in der Tabelle 13 dargestellt.

Primarantikorper Klon kDa Herkunft Verd.
_ Santa Cruz Biotechnology
Integrin alphal ( Maus) R-164 200 1:1.000
(USA)
Integrin alpha2 o .
2 150 Becton Dickinson (Heidelberg) 1:250
(VLA-2, Maus 1gG2a)
Integrin alpha3 Chemicon/Millipore GmbH
) polyklonal 150 1:1.000
(VLA-3alpha, Kaninchen) (Schwalbach)
] ] Santa Cruz Biotechnology
Integrin alpha4 (Ziege) C-20 150 1:200
(USA)
Integrin alpha5 (Maus 1gG2a) 1 150 Becton Dickinson (Heidelberg) | 1:5.000
_ ) Santa Cruz Biotechnology
Integrin alpha6 (Kaninchen) H-87 150 1:200
(USA)
Integrin B1 (Maus 1gG1) 18 130 Becton Dickinson (Heidelberg) | 1:2.500
Integrin B3 (Maus 1gG1) 1 104 Becton Dickinson (Heidelberg) | 1:2.500
Integrin R4 (Maus 1gG1) 7 200 Becton Dickinson (Heidelberg) 1:250
ILK (Maus 1gG1) 3 50 Becton Dickinson (Heidelberg) | 1:1.000
FAK (Maus 1gG1) 77 125 Becton Dickinson (Heidelberg) | 1:1.000
Phospho-FAK (Maus 1gG1) 18 125 Becton Dickinson (Heidelberg) | 1:1.000
3-Aktin (Maus 1gG1) AC-15 42 Sigma-Aldrich (Taufkirchen) 1:1.000
Sekundarantikorper Herkunft Verd.
Ziege-Anti-Maus HRP - - Upstate Biotechnology (USA) 1:5.000
Ziege-Anti-Kaninchen HRP - - Upstate Biotechnology (USA) 1:5.000
. L Santa Cruz Biotechnology
Rind-Anti-Ziege HRP - - 1:5.000
(USA)

Tabelle 13: Western-Blot-Hybridisierung: Proteine des Integrinsignalwegs und die Integrinsubtypen a
und B. Primar- und Sekundérantikbrper mit Klon-, Herkunfts- und Verdinnungsangaben. Die
Verdinnungen erfolgten im Antikrperpuffer.
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3.4.3.3 Analyse der Genaktivitat der Integrinsubtypen

Um den Effekt der Kombinationstherapien auf die Transkription der Integrinsubtypen zu
untersuchen, wurde mRNS isoliert, in cDNS umgeschrieben und mittels RT gPCR (real time
guantitative polymerase chain reaction) verifiziert. Hierfir wurden die Tumorzellen wie in
Punkt 3.2.4 behandelt und kultiviert.

3.4.3.3.1 RNS-Isolation

Fir die RNS-Isolation wurde der RNeasy Mini Kit(250) von der Firma Quiagen verwendet.
Hierzu wurden die Tumorzellen wie in Punkt 3.2.4 in T-75-Kulturflaschen behandelt und
kultiviert, mit 3 ml Accutase abgeldst und in 7 ml PBS (ohne Ca* und Mg*") aufgenommen
und in 15 ml Zentrifugenrdhrchen tberfuhrt. Danach wurden die Proben 5 min bei 1.050 rpm
und bei 4°C zentrifugiert, wobei das Zentrat verworfen und das Pellet in 700 pl RLT-Puffer
(RNA Lysis Tissue-Puffer + 1% Mercaptoethanol) aufgenommen wurde. Ab diesem Punkt
gab es ein Unterschied zwischen der Behandlung der LNCaP- und der PC-3-Zellen.
Wahrend die PC-3-Zellldsung in den QIlAshredder™ (250), der sich in einem 2 ml
Sammelréhrchen befand, Uberfihrt und 2 min bei 14.000 rpm bei RT zentrifugiert wurde,
mussten die LNCaP-Zellen mit einer 1 ml Insulinspritze 8 x resuspendiert werden, bis eine
homogene Ldsung entstand. In beiden Féllen wurden dem so entstandenen Lysat
anschliel3end 700 pl 70%-iges Ethanol beigefiigt und vorgetext. Nun wurden 700 pl von dem
Lysat in ein RNeasy Mini Spin Uberfihrt, welches sich ebenfalls auf einem Sammelréhrchen
befand und bei 10.000 rpm und RT 15 sec lang zentrifugiert, wobei das Zentrifugat verworfen
wurde. Dieser Schritt wurde ein weiteres Mal wiederholt, bis das Lysat aufgebraucht war.
Von jetzt an war die RNS an der RNeasy Mini Spin-Membran gebunden und nach jedem
Zentrifugalschritt wurde die RNeasy Mini Spin auf ein neues Sammelrohrchen gesetzt.
AnschlieRend wurde die Membran mit 700 ul RW1-Puffer gewaschen und wieder fur 15 sec
bei 10.000 rpm und RT zentrifugiert. Nun wurden 80 pl RNase-Free DNase Set-Puffer (10 pl
DNase + 70 ul RDD-Puffer) auf die Membran pipettiert, um die sich mdglicherweise auf der
Membran befindliche DNS zu verdauen. Fir diesen Zweck wurde die RNeasy Mini Spin-
Membran 15 min lang bei 30°C im Inkubationsschrank inkubiert. Darauf wurde die Membran
wieder mit 350 ul RW1-Puffer gewaschen und 15 sec bei 10.000 rpm und RT zentrifugiert.
Nun wurde die Membran 2 x mit 500 ul RPE-Puffer (+ Ethanol) gewaschen und beim ersten
Mal 15 sec, beim zweiten Mal 2 min bei 10.000 rpm und RT zentrifugiert. Daraufhin wurde
RNeasy Mini Spin-Membran zum Trocknen 2 min LANG bei 10.000 rpm und RT zentrifugiert.
Fur die Elution der mRNS wurde die RNeasy Mini Spin auf ein neues 1,5 ml
Sammelréhrchen gesetzt und 2 x mit 25-30 pl RNase-freiem DEPC H,O beflllt und 2 min
lang bei 10.000 rpm und RT zentrifugiert. Die mRNS konnte nun weiter verarbeitet oder bei

-80 °C gelagert werden.
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3.4.3.3.2 Quantitative Bestimmung des RNS-Gehaltes

Die RNS-Konzentrationsbestimmung wurde mittels Nanodrop durchgefuhrt. Dabei wurde 1 pl
isolierte mMRNS bei 260 nM WellenlAnge gemessen. Der Nanodrop berechnete den ng/ul
Wert der jeweiligen RNA und gab Auskunft tber die Reinheit der RNS (RNS:DNS Ratio,
Wellenlange 260 nm:280 nm). Verwendung fanden ausschliel3lich Proben mit einer
RNS:DNS Ratio ~2.

3.4.3.3.3 Qualitatskontrolle der RNS

Die RNS-Qualitat wurde mittels Messung am Bioanalyser Uberpriift. Eine sehr genaue
guantitative und qualitative Bestimmung der RNS war mit dem Bioanalyser mdglich. Hier
fanden der Bioanalyser von Agilent und das RNA 6000 Nano Kit Verwendung. Die
Durchfiihrung und Messung erfolgte nach dem Herstellerprotokoll (RNA 6000 Nano Kit
Guide, Agilent). Mittels des Bioanalysers wurde zum einen der Anteil an 18S- und 28S-RNS
auf einem Gel dargestellt und die Ratio (28S/18S) ermittelt, zum anderen der RNS-Gehalt in
ng/pl und die RNA integrity number (RIN) bestimmt. Die RIN verdndert sich mit dem 18S-
und 28S-RNS-Gehalt. Die hdchste erreichbare RIN liegt bei 10 und steht fur eine optimale
RNS-Qualitat, d. h. keine Degradation der RNS- oder DNS-Kontamination. Die RIN der

verwendeten Proben betrug ~9.

3.4.3.3.4 cDNS-Synthese
Fir die Durchfihrung der RT qPCR war die Umschreibung der Ausgangs-RNS in cDNS

Voraussetzung. Die cDNS-Synthese erfolgte mittels AffinityScript QPCR cDNA Synthesis Kit

von der Firma Stratagene nach dem Herstellerprotokoll. Dabei wurden 3 pg Ausgangs-RNS

je Probe eingesetzt.

3.4.3.3.5 Quantitative Echtzeit-Polymerase-Kettenreaktion (= RT gPCR) cDNS-Synthese
Die RT gPCR war die derzeit sensitivste Methode zur Analyse von Genexpressionen.

Verwendung fand das SYBR-Green SuperArray nach dem RT? gPCR Primer Assays
Protokoll. Die RT gPCR erfolgte am Mx3005p von Stratagene. Die eigentliche Analyse der
jeweiligen Genexpressionen wurde mittels AA C-Methode im Analyseprogramm der
SABioscience Corporation durchgefiihrt. Die verwendeten Primer sind in der Tabelle 14

aufgefihrt.
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Primer bp UniGen Nr. Ref.- Sequenz Referenz
Zugangs-Nr. Position
GAPDH
(Glycerinaldehyd-3-phosphat- 175 Hs. 544577 NM_002046.3 1287-1310
Dehydrogenase)
ACTB (B-Aktin) 191 Hs. 520640 NM_001101.3 1222
CD49a/VLA1 (Integrin al) 122 Hs. 644352 NM_181501.1 1259
CD49B/BR (Integrin a2) 143 Hs. 482077 NM_002203.3 6385
CD49C/GAP-B3 (Integrin a3) | 109 Hs. 265829 NM_002204.2 2939
CD49D/1A4 (Integrin a4) 96 Hs. 694732 NM_000885.4 4405
CD49e/FNRA (Integrin a5) 106 Hs. 505654 NM_002205.2 3957
CD49f (Integrin a6) 184 Hs. 133397 NM_000210.2 5283
CD29/FNRB (Integrin 1) 165 Hs. 643813 NM_002211.3 2304
CD61/GP3A (Integrin B3) 84 Hs. 218040 NM_000212.2 2940
CD104 (Integrin 34) 88 Hs. 632226 NM_000213.3 4969

Tabelle 14: RT gPCR: Primer fur das RT? gPCR Primer Assay mit Basenpaar (bp)-, Gen-,
Referenzsequenz und Referenzpositions-Angaben. GAPDH = Haushaltsgen (Kontrolle), p-Aktin =
Haushaltsgen (Kontrolle) CD49 = Integrin alpha-Subtypen, CD29, CD61, CD104 = Integrin beta-
Subtypen. Die aufgefuhrten Primer stammten alle von der Firma SABioscience Corporation (USA).

3.4.3.4 Blockadestudien

Die Blockadestudie an den Integrinsubtypen a5, 3 und B4 wurde an immobilisierten EZM-

Proteinen und HUVEC-Zellen in 24-Loch-Platten durchgefuihrt. Dabei wurden die Platten wie
in Punkt 3.4.1 und 3.4.2 vorbereitet. PC-3-Zellen wurden wie in Punkt 3.2.1 kultiviert, mit
Accutase abgeldst und analog Punkt 3.2.3 ausgezahlt. Daraufhin wurde die Zellzahl (2 x 10°
Zellen/ml) mit den Antikérpern fir 30 min bei 37° im Wéarmeschrank inkubiert, anschlie3end
wurden 500 pl Zellsuspension in 24-Loch-Platten Uberfiihrt und 60 min bei 37°C im
Brutschrank inkubiert. Nun wurden die 24-Loch-Platten dreimal mit Bindepuffer vorsichtig
gewaschen und 10 min mit auf 4°C vorgekihlten 2%-igem Glutaraldehyd bei RT fixiert.
Daraufhin wurden die 24-Loch-Platten noch einmal mit PBS (mit Ca** und Mg*") gewaschen,
um die nichtadhérenten Zellen auszuwaschen und letztendlich mit PBS (mit Ca** und Mg*")

aufgefillt und im Kuihlschrank bei 4°C gelagert. Die Auswertung erfolgte unter dem
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Mikroskop bei einer 200-fachen Vergrof3erung. Es wurden funf Sichtquadrate mit einer
Flache von 0,25 mm? je Vertiefung der 24-Loch-Platte ausgezahlt. Bei der Auswertung
wurden die Kontrollzellen als 100% gesetzt. Tabelle 15 zeigt die verwendeten Antikbrper mit

Klon-, Herkunfts- und Verdiinnungsangaben.

Antikorper Klon Herkunft Verd.
Anti Integrin B3 ASC8 Millipore (Schwalbach) 20 ng/mi
Anti Integrin B4 B3A Millipore (Schwalbach) 20 ng/mi
Anti Integrin a5 Clonel Becton Dickinson (Heidelberg) 20 ng/mi

Tabelle 15: Blockadestudie an Integrinsubtypen. Antikdrper mit Klon-, Herkunfts- und
Verdunnungsangaben. Die Verdinnungen erfolgten im Antikérperpuffer.

3.5 Bestimmung der Menge des prostataspezifischen Antigens

Das prostatspezifische Antigen (PSA) findet seit den 80-er Jahren in der Friihdiagnose von
PCa als Biomarker Verwendung. PSA st ein prostataspezifisches, sekretorisches
Glykoprotein, das vorwiegend von den Epithelzellen der Prostatadriise gebildet wird. Die 32
kDa grol3e Serinprotease wird dem Ejakulat beigemengt, spaltet dort das Protein
Semenogelin-1 und verflissigt auf diese Weise das Samenkoagulum. Bei gesunden
Méannern kommt PSA nur in sehr geringen Mengen vor. Bei verschiedenen Erkrankungen
der Prostata wird PSA alterspezifisch vermehrt an das Blut abgegeben und kann tber die
Blutanalyse detektiert werden. Bei Prostatakarzinomen hat eine regelmallige PSA-
Diagnosevoruntersuchung bei Mé&nnern lber 45 eine Sensitivitdt von bis zu 90%. PSA
kommt in zwei Formen vor, einmal in einer gebundenen Form, komplexiert mit Chymotrypsin
und Makroglobulin (cPSA) und einmal als ungebundenes, freies PSA (fPSA). cPSA wird
vermehrt bei PCa gebildet, wahrend fPSA vor allem bei der gutartigen Prostata-Hyperplasie
erhoht wird. Ein Quotient aus fPSA und gesamt PSA (tPSA) bildet die PSA-Ratio und ist ein
spezifischer Hinweis auf ein PCa, falls er den Wert von 15% unterschreitet. Der Wert von 4,0
ng/ml total-PSA bildet einen altersunabhangigen Schwellenwert. Die PSA-Bestimmung hat
sich als anerkannte Methode zur Frithdiagnose der PCa und zur Krebsiiberwachung etabliert
(Wang et al., 1979; Lilja et al., 1985; Lilja et al., 1991; Christensson et al., 1993; Haese et al.,
2002; Pelzer et al., 2005; Leman et al., 2009).

Die Bestimmung der Menge des PSA erfolgte mit Hilfe des DRG Free PSA ELISA EIA-1550
und DRG PSA equimolar ELISA EIA-1551. Alle Antikérper- und Waschlésungen wurden vor

dem Versuch hergestellt und auf RT gebracht, die 96-Loch-Platte wurde von der Firma
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mitgeliefert. Die Tumorzellen wurden wie in Punkt 3.2.4 in T-25-Kulturflaschen behandelt und
kultiviert und das Medium abgesaugt. Da das PSA sich im Medium angereichert hat, wurde
das Medium abgesaugt und auf eine 96-Loch-Platte pipettiert. Es wurde die benétigte Anzahl
der Mikrotiterstreifen in die Vertiefungen der 96-Loch-Platte eingesetzt und jeder Streifen
wurde innerhalb von 30 min einmal mit der Waschlésung gewaschen. Danach wurden je 50
pl Free PSA Standard beigefugt und die Proben in die Vertiefungen pipettiert. Daraufhin
wurden 100 pl der Antikdrperlésung in jede Vertiefung hinzugegeben und fur 1 Stunde bei
RT auf dem Mikroplatten-Schuttler bei gleichmafiigem Schiitteln inkubiert. Daraufhin wurden
alle Streifen 6 x mit der Waschlosung gewaschen. In jede Vertiefung wurden innerhalb von 5
min 100 pl TMB-HRP-Substratldsung pipettiert und wieder fir 30 min bei RT auf dem
Mikroplatten-Schiittler inkubiert. AnschlieBend wurden 100 pl Stopplosung je Vertiefung
hinzugefiigt und gut gemischt. Die Absorption wurde innerhalb von 15 min nach Zugabe der

Stopplésung mit einem Mikrotiterplatten-Spektrometer bei 450 nm gemessen.

3.6 Western-Blot-Hybridisierung relevanter Signalsysteme

Um die Expression der relevanten Signalsysteme mittels der Western-Blot-Hybridisierung zu
untersuchen, wurden die Zellen wie in Punkt 3.2.4 behandelt und kultiviert. Daraufhin erfolgte
eine Proteinisolation analog Punkt 3.3.2.2.1 und eine Western-Blot-Analyse wie in Punkten
3.3.2.2.1-3.3.2.2.6. Die fur die Detektion verwendeten Antikdrper sind in der Tabelle 16 und
17 dargestellt.

Priméarantikorper Klon kDa Herkunft Verd.
3-Aktin (Maus 1gG1) AC-15 42 Sigma-Aldrich (Taufkirchen) 1:1.000
EGFR (Maus IgG1) 13/EGFR | 180 Becton Dickinson (Heidelberg) | 1:5.000
Phospho-EGFR (Maus 1gG1) 74/EGFR. | 180 Becton Dickinson (Heidelberg) | 1:1.000
ERK1 (Maus 1gG1) MK12 44/42 | Becton Dickinson (Heidelberg) | 1:5.000

ERK2 (Maus 1gG2b) 33 42 Becton Dickinson (Heidelberg) | 1:5.000
Phospho-ERK1/2(Maus IgG1) 20A 44/42 | Becton Dickinson (Heidelberg) | 1:1.000
PKBa/Akt (Maus 1gG1) 55 59 Becton Dickinson (Heidelberg) 1:500
Phospo-Akt (Maus IgG1) 104A282 60 Becton Dickinson (Heidelberg) 1:500
P70S6K (Kaninchen KLH) 49D7 70 Cell Signaling Tech. (USA) 1:1.000
Phospho-P70S6K (Kaninchen KLH) 108D2 70 Cell Signaling Tech. (USA) 1:1.000

Tabelle 16: Western-Blot-Hybridisierung: Proteine relevanter Signalsysteme. Primarantikdrper mit
Klon-, Herkunfts- und Verdiinnungsangaben. Die Verdinnungen erfolgten im Antikdrperpuffer.
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Sekundarantikorper Herkunft Verd.
Ziege-Anti-Maus HRP - - Upstate Biotechnology (USA) 1:5.000
Ziege-Anti-Kaninchen HRP - - Upstate Biotechnology (USA) 1:5.000

Tabelle 17: Western-Blot-Hybridisierung: Sekundéarantikérper mit Klon-, Herkunfts- und
Verdunnungsangaben. Die Verdinnungen erfolgten im Antikrperpuffer.

3.7 HDAC-System

Zur Bestimmung der Modulation des HDAC-Systems, wurde der Proteingehalt der
acetylierten und nicht-acetylierten Histone mittels der Western-Blot-Hybridisierung untersucht.
Dazu wurden die Zellen wie in Punkt 3.2.4 behandelt und kultiviert. Daraufhin erfolgte eine
Proteinisolation analog Punkt 3.3.2.2.1 und eine Western-Blot-Analyse wie in Punkten

3.3.2.2.1-3.3.2.2.6. Die fur die Detektion verwendeten Antikérper sind in Tabelle 18

dargestellt.
Primarantikdrper Klon kDa Herkunft Verd.
3-Aktin (Maus 1gG1) AC-15 42 Sigma-Aldrich (Taufkirchen) 1:1.000
Histondeacetylase 3 )
. polyklonal 48 Biomol GmbH (Hamburg) 1:2.000
(Kaninchen)
Histondeacetylase 4 140/ )
_ polyklonal Biomol GmbH (Hamburg) 1:500
(Kaninchen) 110
Histon H3 (Kaninchen IgG) Y173 17 Epitomics (USA) 1:5.000
Acetyl-Histon H3 o
i Y28 17 Epitomics (USA) 1:500
(Kaninchen IgG)
Histon H4 (Kaninchen 1gG) N/A 14 Imgenex (USA) 1:250
Acetyl-Histon H4 (Lys8, )
) polyklonal ~10 Upstate Biotechnology (USA) 1:500
Kaninchen 1gG)
Sekundarantikorper Herkunft Verd.
Ziege-Anti-Maus HRP - - Upstate Biotechnology (USA) 1:5.000
Ziege-Anti-Kaninchen HRP - - Upstate Biotechnology (USA) 1:5.000

Tabelle 18: Western-Blot-Hybridisierung: Analyse der Acetylierung der Histone und der
Proteinexpression von HDAC3 und HDACA4. Primér- und Sekundar-antikbrper mit Klon-, Herkunfts-
und Verdinnungsangaben. Die Verdinnungen erfolgten im Antikdrperpuffer.
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3.8 Tierversuch

Die tierexperimentellen Studien dienten der Erganzung der in-vitro Modelle. Die Studien
wurden in enger Kooperation mit der Experimental Pharmacology & Oncology GmbH (EPO,
Berlin) durchgefiihrt. Immundefiziente Nacktmause wurden dazu xenogen mit 10’ CWR-22
Tumorzellen transplantiert. Die VPA- und IFN-alpha-Behandlung begann, wenn die Tumoren

palpabel geworden waren. Folgende Therapiegruppen wurden untersucht:

Kontrollgruppe (n = 10): A) Behandlung mit PBS (mit Ca** und Mg*")
Therapiegruppen (n = 8): B) VPA [200 mg/kg/Tag, i.p.]

C) IFNa2a [500.000 U/kg/Tag)

D) VPA (wie B) + IFNa2a (wie C)

Die Tiere wurden getdtet, wenn ein Therapieeffekt erfassbar war, sie moribund wurden bzw.
das Tumorgewicht 10% des Korpergewichts Uberstieg. Die TumorgréRe wurde in
regelmafigen Abstanden Uberprift und abschlieRend die durchschnittlichen, medianen und

relativen Tumorvolumina bestimmt.

3.9 Statistik

Fir die Daten der funktionellen Untersuchungen und der FACS-Analyse wurden die
Mittelwerte +/- Standardabweichung berechnet. Samtliche Ergebnisse wurden 5-7 Mal
wiederholt. Die Prufung auf statistische Signifikanz erfolgte durch den "Wilcoxon-Mann-
Whitney-U-Test". Dieser Test erlaubt es, zwei unabhéngige Datengruppen bei einer nicht
normalverteilten Grundgesamtheit miteinander zu vergleichen. Da biologische Phdnomene
selten der GauR3'schen Normalverteilung folgen, empfiehlt sich dieser nicht parametrische

Test. Differenzen wurden dabei als signifikant gewertet, wenn p < 0,05 war.
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4 Ergebnisse

4.1 Dosis-Wirkungs-Beziehung der Medikamente

Um die geeignete Konzentration der zu untersuchenden Medikamente festzulegen, wurden
zunéachst Dosis-Wirkungs-Beziehungen mithilfe des MTT-Tests evaluiert. Toxische Effekte

wurden mit Trypanblau Uberpruft.

4.1.1 Dosis-Wirkungs-Beziehung von IFNa2a

Die Effekte auf die Zellzahl bei einer Einzelgabe von IFNa2a waren moderat und losten bei
allen drei Konzentrationen einen ahnlichen Kurvenverlauf aus (s. Abb.: 8). Die
Konzentrationen von 20 U/ml und 200 U/ml induzierten keinen Einfluss auf das
Zellwachstum. Die Konzentration 2000 U/ml zeigte eine signifikante Differenz gegentber der
Kontrolle. Die Vitalitat der Zellen lag bei den IFNa2-Konzentrationen 20 U/ml und 200 U/ml
bei 99% und bei der Konzentration von 2000 U/ml bei 90% (Daten nicht gezeigt). Fiur die
weiteren Untersuchungen wurde die subtherapeutische IFNa2a-Konzentration von 200 U/ml

ausgewahlt.

4.1.2 Dosis-Wirkungs-Beziehung von AEE788

Die Zugabe von AEE788 fihrte zu einen deutlichen hemmenden Effekt auf das
Zellwachstum bei Konzentrationen = 0,5 uM (s. Abb.: 9). Eine zunehmende Toxizitat wurde
ab der Konzentration von 10 uM festgestellt (Daten nicht gezeigt), womit fur die Studie eine

subtherapeutische Konzentration von 1 uM ausgesucht wurde.

4.1.3 Dosis-Wirkungs-Beziehung von RADO0O1

Abbildung 10 verdeutlicht die Konzentrationsabhéngigkeit der RADOO01-Wirkung. Eine
signifikante Verringerung der Zellzahl im Vergleich zur Kontrolle erfolgte ab der
Konzentration von 0,1 nM bei den PC-3- und DU145-Zellen und von 1 nM bei den LNCaP-
Zellen. Die Vitalitéat der Zellen lag bei allen Konzentrationen etwa bei 95% (Daten nicht

gezeigt). Fir die Studie wurde die suboptimale Konzentration von 1 nM RAD001 ausgewahlt.
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4.1.4 Dosis-Wirkungs-Beziehung von VPA

Abbildung 11 zeigt die Ergebnisse zum Einfluss von VPA auf das Tumorwachstum.
Samtliche Zelllinien wurden vor Beginn der Wachstumsanalyse 3 oder 5 Tage mit VPA
vorinkubiert. Eine direkte Messung unmittelbar nach VPA-Zugabe hatte keine relevanten
Auswirkungen auf die Zellzahl (Daten nicht gezeigt). Die Ergebnisse demonstrieren
maximale Effekte im Vergleich zu der Kontrolle bei einer VPA-Konzentration von 1 mM und 5
mM, wobei der Effekt durch eine verlangerte Inkubationszeit von 3 Tagen auf 5 Tage deutlich
erhoht wurde. Die Wirkung von VPA zeigte sich am deutlichsten bei den Zellinien DU145 und
LNCaP. Die Vitalitat bei allen drei Zelllinien betrug durchschnittlich 95% bei 0,25 mM, 0,5
mM und 1 mM VPA. Erst unter einer Konzentration von 5 mM erhdhte sich die Zytotoxizitat,
verglichen mit den unbehandelten Kontrollzellen (Daten nicht gezeigt). Somit wurde fir die

Studie die Konzentration von 1 mM VPA ausgewahlt.

4.2 Analyse der Effekte der Medikamtentenapplikation bei humanen

Nierenzellen und Urothelzellen

Um den Effekt der evaluierten Medikamentenkonzentrationen auf nichtkarzinogene Zellen zu
untersuchen, wurde das Wachstum behandelter versus unbehandelter
.gesunder* Epithelzellen Uberprift. Abbildung 12 verdeutlich, dass die Applikation mit den

Medikamenten keine signifikante Hemmung des Wachstums der Zellen hervorrufen konnte.
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Abbildung 8: Dosis-Wirkungs-Beziehung von IFNa2a: Untersuchung der Zellzahl mittels MTT-Assay.
Drei Prostatazelllinien: Oben links: DU145; Oben rechts: PC-3; Unten: LNCaP. Applikation der Zellen
mit IFNa2a [20 U/ml], [200 U/ml] und [2000 U/ml]. Auswertung der 96-Loch-Platte nach 24, 48 und 72
Stunden. Zur Vergleichbarkeit des Wachstumsverhaltens der Zellen wurden die 24-Stunden-Werte auf
100% gesetzt und die Daten der 48 Stunden und der 72 Stunden entsprechend in Prozentwerte
umgerechnet. Durchschnittswerte aus n = 5 Versuchen mit Standardabweichung und Signifikanz (*).
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Abbildung 9: Dosis-Wirkungs-Beziehung von AEE788: Untersuchung der Zellzahl mittels MTT-Assay.
Drei Prostatazelllinien: Oben links: DU145; Oben rechts: PC-3; Unten: LNCaP. Applikation der Zellen
mit AEE788 [0,5 uM], [1 uM], [5 uM], [10 uM] und [20 uM]. Auswertung der 96-Loch-Platte nach 24, 48
und 72 Stunden. Zur Vergleichbarkeit des Wachstumsverhaltens der Zellen wurden die 24- Stunden-
Werte auf 100% gesetzt und die Daten der 48 Stunden und der 72 Stunden entsprechend in
Prozentwerte umgerechnet. Durchschnittswerte aus n = 5 Versuchen mit Standardabweichung und

Signifikanz (*).
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Abbildung 10: Dosis-Wirkungs-Beziehung von RADOQO1: Untersuchung der Zellzahl mittels MTT-
Assay. Drei Prostatazelllinien: Oben links: DU145; Oben rechts: PC-3; Unten: LNCaP. Applikation der
Zellen mit RAD0O01 [0,1 nM], [0,5 nM], [1 nM], [5 nM], [10 nM] und [50 nM]. Auswertung der 96-Loch-
Platte nach 24, 48 und 72 Stunden. Zur Vergleichbarkeit des Wachstumsverhaltens der Zellen wurden
die 24-Stunden-Werte auf 100% gesetzt und die Daten der 48 Stunden und der 72 Stunden
entsprechend in Prozentwerte umgerechnet. Durchschnittswerte aus n = 5 Versuchen mit

Standardabweichung und Signifikanz (*).
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Abbildung 11: Dosis-Wirkungs-Beziehung von VPA: Untersuchung e— Kontrolle
der Zellzahl mittels MTT-Assay. Drei Prostatazelllinien: Oben: o— VPA [0,25 mM]
DU145; .M|tte: PC3; Untgn: LNCaP. 3- (links) und 5-tagige (rechts) v— VPA[0,5 mM]
Applikation der Zellen mit VPA [0,25 mM], [0,5 mM], [1 mM] und [5 A— VPA [L mM]
mM]. Auswertung der 96-Loch-Platte nach 24, 48 und 72 Stunden.
' ! —a— VPA [5 mM]
Zur Vergleichbarkeit des Wachstumsverhaltens der Zellen wurden

die 24-Stunden-Werte auf 100% gesetzt und die Daten der 48 und
72 Stunden entsprechend in Prozentwerte umgerechnet.
Durchschnittswerte aus n = 5 Versuchen mit Standardabweichung
und Signifikanz *.
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Abbildung 12: Wachstumsanalysen an Nierenepithelzellen und Urothelepithelzellen. Links: humane
Nierenepithel-; rechts: Urothelepithelzellen eines Hausschweins. Applikation der Zellen mit IFNa2a
[200 U/ml], AEE788 [1 pM], RADOO1 [1 nM] und VPA [1 mM]. Auswertung der 96-Loch-Platte nach 24,
48 und 72 Stunden. Zur Vergleichbarkeit des Wachstumsverhaltens der Zellen wurden die 24-
Stunden-Werte auf 100% gesetzt und die Daten der 48 Stunden und der 72 Stunden entsprechend in
Prozentwerte umgerechnet. Durchschnittswerte aus n = 5 Versuchen mit Standardabweichung.



Ergebnisse 62

4.3 Analysen des Zellwachstums

Die Vorversuche demonstrieren, dass AEE788, RADOOL oder VPA als Einzelapplikation das
Tumorwachstum deutlich zu reduzieren vermdgen. Im Folgenden sollte festgestellt werden,

ob eine gleichzeitige Gabe von zwei Medikamenten eine Verstarkung dieses Effektes bewirkt.

4.3.1 RADOO1/IFNa2a

Wie die Abbildung 13 veranschaulicht, zeigte IFNa2a in der Einzeldosis keine signifikante

Inhibition des Wachstums in Vergleich zu der Kontrolle. RADOO1 induzierte eine signifikante
Hemmung vom Wachstum bei allen drei Zelllinien. Die Kombination IFNa2a/RAD001
inhibierte signifikant das Wachstum der Zellen, jedoch nicht starker als bei der Einzelgabe
von RADOOL1.

4.3.2 AEE788/RAD001
AEE788 reduzierte signifikant das Wachstum der PCa-Zellen (s. Abb.: 14). Im Gegensatz zur
kombinierten RADOO1l/IFNo2a-Gabe fuhrte die Behandlung mit der Kombination

AEE788/RAD001 bei allen Zelllinien zu einem starkeren wachstumshemmenden Effekt als

die Einzeldosierung.

4.3.3 VPA/AEE788

VPA alleine bewirkte bei allen drei Zelllinien eine Wachstumshemmung. Die Wirkung der 3-

tagigen Inkubation war dabei starker als der Effekt nach 5-tagiger Inkubation (s. Abb.: 15).
Die Versetzung der Zellen mit VPA/AEE788 zeigte bei den PCa-Zellen keine starkere
Auswirkung auf die Reduktion der Zellzahl als die Einzeldosierungen mit AEE788 und VPA.

4.3.4 VPA/RADOO1

Die Effekte der Einzelgabe von VPA und RADOO1 sind nach 3 Tagen relativ ahnlich (s. Abb.:
16). Nach 5 Tagen induziert VPA signifikant starkere wachstumshemmende Effekte als
RADOO1. Bei der gleichzeitigen Gabe von VPA/RADOO1 wurde bei allen drei Zelllinien eine
verstarkte Reduktion der Zellzahl gemessen. Wie Abbildung 16 verdeutlicht, ist der Effekt bei

allen Zelllinien nach 3-tagiger oder 5-tagiger Inkubation signifikant starker als die Wirkung

der Einzelanwendung.

4.3.5 VPA/IFNa2a

Die duale Gabe von VPA/IFNa2a zeigt bei allen drei Zelllinien sowohl nach 3 als auch nach 5

Tagen einen additiven Effekt auf die Reduktion der Zellzahl im Vergleich zur Einzeldosierung
(s. Abb.: 17).
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Abbildung 13: Wachstumsanalysen unter IFNa2a/RAD001-Behandlung. Oben links: DU145, Oben
rechts: PC-3, Unten: LNCaP. Behandlung mit IFNa2a und RADOQO1 als Einzelapplikation oder IFNa2a
mit RADOO1 als Kombination. Feststellung der Zellzahl 24, 48 und 72 Stunden nach Ausplattierung in

der 96-Loch-Platte. Durchschnittswerte aus n=5 Versuchen mit Standardabweichung und Signifikanz
zur Kontrolle (*).
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Abbildung 14: Wachstumsanalysen unter AEE788/RAD001-Behandlung. Oben links: DU145, Oben
rechts: PC-3, Unten: LNCaP. Behandlung mit AEE788 und RADOO1 als Einzelapplikation oder
AEE788 mit RADO001 als Kombination. Feststellung der Zellzahl 24, 48 und 72 Stunden nach
Ausplattierung in der 96-Loch-Platte. Durchschnittswerte aus n=5 Versuchen mit Standardabweichung
und Signifikanz zur Kontrolle (*) und zur Einzelapplikation (#).
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Abbildung 15: Wachstumsanalysen unter e— Kontrolle

VPA/AEE788-Behandlung. Oben: DU145, Mitte: PC-3,
Unten: LNCaP; linke Seite: 3-Tage-Applikation, rechte
Seite:  5-Tage-Applikation. Behandlung mit VPA,
AEE788 als Einzelapplikation oder VPA/AEE788 als

—o— VPA[1 mM]
—v— AEE788[1 uM]
—2— VPA [1 mMMJ/AEE788 [1 uM]

Kombination. Feststellung der Zellzahl 24, 48 und 72 Stunden nach Ausplattierung in der 96-
Loch-Platte. Durchschnittswerte aus n=5 Versuchen mit Standardabweichung und Signifikanz zur

Kontrolle (*).
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Abbildung 16: Wachstumsanalysen unter —e— Kontrolle
VPA/RADOO01-Behandlung. Oben: DU145, Mitte: PC-3, —o— VPA 1 [mM]

Unten: LNCaP; linke Seite: 3-Tage-Applikation, rechte —v— RADOOL1 1 [nM]

Seite: 5-Tage-Applikation. Behandlung mit VPA, —a— VPA 1 [MM]/RADOO1 1 [nM]
RADOO1 als Einzelapplikation oder VPA/RADOO1 als
Kombination. Feststellung der Zellzahl 24, 48 und 72 Stunden nach Ausplattierung in der 96-
Loch-Platte. Durchschnittswerte aus n=5 Versuchen mit Standardabweichung und Signifikanz zur
Kontrolle (*) und zur Einzelapplikation (#).
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Abbildung 17: Wachstumsanalysen unter —e— Kontrolle

VPA/IFNa2a-Behandlung. Oben: DU145, Mitte: PC-3,
Unten: LNCaP; linke Seite: 3-Tage-Applikation, rechte

Seite: 5-Tage-Applikation.

Behandlung mit VPA,

IFNa2a als Einzelapplikation oder VPA/IFNo2a als
Kombination. Feststellung der Zellzahl 24, 48 und 72 Stunden nach Ausplattierung in der 96-
Loch-Platte. Durchschnittswerte aus n=5 Versuchen mit Standardabweichung und Signifikanz zur
Kontrolle (*) und zur Einzelapplikation (#).

—o— VPA[1 mM]
—v— IFNa2a [200 U/ml]
—a— VPA [1 mM]/IFNo2a [200 U/ml]
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4.3.2 Experimentelle Untersuchungen der Apoptoseinduktion

Anhand der Trypanblau-Féarbung konnten keine toxischen Effekte der Substanzen
festgestellt werden (Daten nicht gezeigt). In nachfolgenden Untersuchungen wurde das

Auftreten apoptotischer Phdnomene evaluiert.

4.3.2.1 FACS

Aufgrund der Anfarbung mit Annexin-V-FITC und Propidiumiodid kann mittels
Durchflusszytometrie das Verhaltnis von apoptotischen Zellen versus vitalen Zellen ermittelt
werden. Wie Tabelle 19 veranschaulicht, konnte bei allen drei Zelllinien keine signifikante
Zunahme an apoptotischen Zellen aufgrund der Behandlung ermittelt werden. Abbildung 18
veranschaulicht exemplarisch die Ergebnisse der Farbung mit Annexin-V-FITC und
Propidiumiodid bei DU145 behandelt mit VPA, IFNo2a und der Kombination VPA/IFNa2a.

Apoptose [%)]

Ansatze DU145 PC-3 LNCaP
Frih Spat Frih Spat Frih Spat
Kontrolle 49 11,3 0,1 14 6 24,1
IFNa2a [200 U/ml] 2,8 12 0,1 11,3 3,7 20.1
AEE788 [1 uM] 3,1 11,7 0,1 11,6 7,1 26,1
RADO001 [1 nM] 2,3 11,8 0,3 12,1 4,7 18.3
VPA [1 mM] 6,1 12,9 0,1 15,7 9 24,1

IFNa2a [200 U/ml}/ RADOO1 [1 nM] 2,4 11,1 0,1 6,1 53 20

AEE788 [1 uM]/ RADOO1 [1 nM] 4.8 13,6 0,2 9 7,1 22,8
VPA [1 mM)/ AEE788 [1 uM] 7.4 14,1 0,1 7,5 8 29,1
VPA [1 mM)/ RADOO1 [1 nM] 6,7 14,7 0,2 14,7 8,6 25,4
VPA [1 mM]/ IFNa2a [200 U/ml] 7.1 15,8 0,1 15,7 9,4 24,5

Tabelle 19: Ergebnisse der Farbung mit Annexin-V-FITC und Propidiumiodid. Dargestellt ist die
prozentuale Verteilung der frihen und der spaten Apoptose. Die mittlere Standardabweichung betrug
20 %. Reprasentativ aus n=4 Versuchen.
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Abbildung 18: Analyse der Apoptoseinduktion. Anfarbung mit Annexin V-FITC und Propidiumiodid,
Durchflusszytometrie. Reprasentative Darstellung von DU145 nach 3 Tagen Applikation mit VPA,
IFNa2a, VPA/IFNa2a. Achsenverteilung: x-Achse: AnnexinV-FITC Signal; y-Achse: Propidiumiodid
(PI). Scatter Plot: 1: Kontrolle; 2: VPA [1 mM]; 3: IFNa2a [200 U/ml]; 4: VPA [1 mM]/IFNa2a [200 U/ml].
Verteilung: frih apoptotische Zellen unten rechts, spat apoptotische Zellen oben rechts, vitale Zellen
unten links und nekrotische Zellen oben rechts. Reprasentativ aus n=4 Versuchen.

4.3.2.2 Western-Blot-Analyse

Um eine mdgliche Apoptose eingehender zu untersuchen, wurden die aktive Form der
Caspase3 und ihr direktes Substrat, die gespaltene Form der poly-ADP-ribose-polymerase
(PARP), mittels einer Western-Blot-Analyse gemessen. Caspase3 ist eine Protease, die im
Rahmen der Apoptose vermehrt aktiviert wird und zelleigene Proteine spalten kann, unter
anderem PARP. Es konnte weder aktive Caspase3 noch eine gespaltene Form PARP nach
Behandlung der Zelllinien mit IFNa2a, AEE788, RAD0OO1 oder VPA in der Einzelgabe oder in
der Kombination Uber eine Western-Blot-Hybridisierung nachgewiesen werden (Daten nicht

gezeigt).
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4.3.3 Untersuchung des Zellzyklus

Zellwachstum wird tber den Zellzyklus gesteuert. Somit wurden in weiteren Versuchen die

Zellzyklusphasen und die zellzyklusregulierenden Proteine untersucht.

4.3.3.1 Wirkung der Kombinationstherapie auf die Zellzyklusphasen
Mittels der fluorimetrischen Analyse kann zwischen drei Zellzyklus-Phasen unterschieden
werden: G2/M-Phase, S-Phase und GO0/Gl-Phase. Gemessen wurden jeweils die

behandelten Zellen versus Kontrollzellen.

4.3.3.1.1 RADOO1/IFNa2a
Die Inkubation der Tumorzellen mit RADOO1 resultierte in einer signifikanten Zunahme der

GO0/G1-Phase und einer Abnahme der S- und G2/M-Phase im Vergleich zur Kontrolle (s.
Abb.: 19). Die Behandlung der Zellen mit IFNa2a zeigte keine Zunahme der GO/G1-Phase im
Vergleich zur Kontrolle bei den PCa-Zellen. Hingegen induzierte IFNa2a bei allen drei
Zelllinien eine moderate Reduktion der G2/M-Phase mit einer einhergehenden Erhéhung der
S-Phase. Die kombinierte Applikation beider Substanzen induzierte die héchste Zunahme
der GO/G1-Phase und die starkste Reduktion der G2/M-Phase bei allen drei Zelllinien im

Vergleich zur Kontrolle und Einzeldosierung.

4.3.3.1.2 AEE788/RAD001

AEE788 in der Einzelapplikation loste bei allen drei Zelllinien eine Reduktion des
Zellwachstums aus, mit einer einhergehenden Reduktion der S-Phase und einer moderaten
Erhohung der GO/G1-Phase (s. Abb.: 20). Die Kombination AEE788/RADO001 fuhrte zu einer
signifikanten Zunahme der GO/G1-Phase und einer Abnahme der S-Phase (DU145) und der
M-Phase (PC-3, LNCaP) im Vergleich zur Einzeldosierung.

4.3.3.1.3 VPA/AEE788
Bei der fluorimetrischen Analyse aller drei PCa-Zelllinien konnte eine signifikante Zunahme

der GO/G1-Phase nach Zugabe von VPA gemessen werden. Diese Zunahme steigt von der
3-tagigen Vorinkubation zur 5-tdgigen Inkubation signifikant an (s. Abb.: 21). Die Abnahme
der G2/M-Phase ist am starksten nach 3-tagiger Behandlung wahrend dieser Effekt nach 5
Tagen wieder abnimmt. Bei den DU145-Zellen in der 5-Tages Inkubation weist die G2/M-
Phase sogar eine moderate Zunahme im Vergleich zur Kontrolle auf. Im Gegenzug ist die

Abnahme der S-Phase nach 5-tagiger Inkubation signifikant verstarkt im Vergleich zur 3-
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tagigen Inkubation. Der Effekt der Kombinationstherapie VPA/AEE788 zeigte keine
verstarkende Wirkung auf die Zellzyklusphasen verglichen mit der Einzelapplikation und der

Kontrolle.

4.3.3.1.4 VPA/RADOQO1
Bei der VPA/RADOO1-Kombination konnte ein additiver Effekt im Vergleich zur Einzelgabe

beobachtet werden. Sowohl bei einer 5-tagigen als auch bei einer 3-tdgigen Vorinkubation
erhohte sich der Anteil der Zellen in GO/G1-Phase deutlicher, als dies unter Monotherapie zu
beobachten war. Gleichzeitig induzierte die Behandlung eine Reduktion der S-Phase (s. Abb.:
22). Hingegen konnte kein Effekt auf die G2/M-Phase im Vergleich zur Einzelgabe

beobachtet werden.

4.3.3.1.5 VPA/IFNao2a
Die Kombination von VPA/IFNa2a zeigte bei allen drei Zelllinien eine deutliche Zunahme der

GO0/G1-Phase und eine signifikant starkere Reduktion der S-Phase und G2/M-Phase im

Vergleich zur Einzeldosierung und Kontrolle (s. Abb.: 23). Dieser Effekt war nach 5 Tagen

starker ausgepragt als nach 3 Tagen.
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Abbildung 19: Zellzyklusphasenbestimmung unter IFNa2a/RAD001-Behandlung. FACS-Analysen an
DU145-, PC-3- und LNCaP-Zellen, behandelt mit IFNa2a [200 U/ml], RAD0OO01 [1 nM] oder IFNa2a
[200 U/mI/RADO01 [1 nM] als Kombination im Vergleich zu unbehandelten Zellen. Darstellung der
GO0/G1-, S- und G2/M-Phase als prozentualer Anteil. Oben links: DU145, Oben rechts: PC-3, Unten:

LNCaP. Reprasentative Darstellung aus n=4 Versuchen.
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Abbildung 20: Zellzyklusphasenbestimmung unter AEE788/RAD001-Behandlung. FACS-Analysen
an DU145-, PC-3- und LNCaP-Zellen, behandelt mit AEE788 [1 pM], RADOO1 [1nM] oder AEE788 [1
UM])/RADOO1 [1 nM] als Kombination im Vergleich zu unbehandelten Zellen. Darstellung der GO/G1-,
S- und G2/M-Phase als prozentualer Anteil. Oben links: DU145, Oben rechts: PC-3, Unten: LNCaP.

Reprasentative Darstellung aus n=4 Versuchen.
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Abbildung 21: Zellzyklusphasenbestimmung unter VPA/AEE788-
Behandlung. FACS-Analysen an DU145-, PC-3- und LNCaP-Zellen,
behandelt mit VPA [1 mM], AEE788 [1 uM] oder VPA [1 mM]/AEE788
[L uM] als Kombination im Vergleich zu unbehandelten Zellen.
Darstellung der GO/G1-, S- und G2/M-Phase als prozentualer Anteil.
Oben: DU145, Mitte: PC-3, Unten: LNCaP; linke Seite: 3-Tages-
Applikation, rechte Seite: 5-Tages-Applikation. Reprasentative
Darstellung aus n=4 Versuchen.
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Abbildung 22: Zellzyklusphasenbestimmung unter VPA/RADO0O01-
Behandlung. FACS-Analysen an DU145-, PC-3- und LNCaP-Zellen,
behandelt mit VPA [1 mM], RADO01 [1 nM] oder VPA [1 mM]/RAD001
[L nM] als Kombination im Vergleich zu unbehandelten Zellen.
Darstellung der GO/G1-, S- und G2/M-Phase als prozentualer Anteil.
Oben: DU145, Mitte: PC-3, Unten: LNCaP; linke Seite: 3-Tages-
Applikation, rechte Seite: 5-Tages-Applikation. Reprasentative
Darstellung aus n=4 Versuchen.
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Abbildung 23: Zellzyklusphasenbestimmung unter VPA/IFNao2a-
Behandlung. FACS-Analysen an DU145-, PC-3- und LNCaP-Zellen,
behandelt mit VPA [1 mM], IFNo2a [200 U/ml] oder VPA [1
mM]/IFNa2a [200 U/ml] als Kombination im Vergleich zu
unbehandelten Zellen. Darstellung der GO/G1-, S- und G2/M-Phase als
prozentualer Anteil. Oben: DU145, Mitte: PC-3, Unten: LNCaP; linke
Seite:  3-Tages-Applikation, rechte Seite: 5-Tages-Applikation.
Reprasentative Darstellung aus n=4 Versuchen.
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4.3.3.2 Effekte der Kombinationstherapie auf die Expression der
Zellzyklusproteine und Tumorsuppressoren

Der Zellzyklus und somit das Wachstum der Zellen wird von einer Reihe von Proteinen
reguliert. Um eine Wirkung der Kombinationstherapie auf diese Proteine zu studieren,
wurden diese einer Western-Blot-Analyse unterzogen. Fokussiert wurden die
Untersuchungen auf cyclinabhangige Kinasen wie CDK1, CDK2 und CDK4 und ihre
Partnerproteine Cyclin B, E und D1. Ebenso wurden Proteine untersucht, die Cyclin-CDK-
Komplexe inhibieren kénnen, wie p21 und p27 und Tumorsuppressor-Proteine wie Rb und
Rb2. Da die Effekte der Kombinationen VPA/AEE788 und RADO01/IFNa2a keine signifikante
Wirkungsverstarkung im Vergleich zur Einzeldosierung gezeigt hatten, wurden in den
nachfolgenden Untersuchungen nur die Kombinationen AEE788/RAD001, VPA/RADOO1 und
VPA/IFNa2a eingesetzt.

4.3.3.2.1 AEE788/RAD001
Die Einzelapplikation mit AEE788 fuhrte bei Cyclin E und Cyclin D1 zu einer signifikanten

Reduktion der Proteinexpression (s. Abb.: 24). Bezuglich Cyclin B war die Reduktion auf die
Zelllinien DU145 und PC-3 limitiert. In DU145-Zellen wurden Rb2 und p27 in ihrem
Proteingehalt signifikant erh6ht. Eine Erh6hung des Proteingehaltes von p21 und p27 wurde
bei PC-3 beobachtet. Die Applikation mit RADOO1 induzierte eine signifikante Reduktion in
der Proteinexpression von Cyclin B bei den Zelllinien DU145 und PC-3 und ebenso von
Cyclin E bei den Zelllinien PC-3 und LNCaP (s. Abb.: 24 und 25). Eine moderate Reduktion
des Proteingehaltes konnte bei Cyclin E in DU145 und bei CDK1 und CDK2 in LNCaP-Zellen
beobachtet werden. Die Einzelgabe von RADOO1 konnte bei Cyclin D1 in DU145 keinen
Effekt auslosen, wahrend in PC-3 eine moderate Erhéhung und in LNCaP eine Reduktion
induziert wurde. P21 und p27 wurden in ihrer Expression durch RADOO1 nur in PC-3
aufreguliert. Die Kombinationstherapie AEE788/RAD001 bewirkte eine Verstarkung des
Einzeleffektes bezilglich CDK1, CDK2, Cyclin B (DU145 und PC-3), CDK4, Cyclin E (PC-3)
und Cyclin D1 (LNCaP). Eine moderate Verstarkung in der Erh6hung des Proteingehaltes
konnte nur bei p27 beobachtet werden (LNCaP).

4.3.3.2.2 VPA/RADOO1
Die Exposition mit VPA fuhrte bei allen drei Zelllinien zu einem Verlust an CDK1, CDK2 und

CDK4 sowie Cyclin B (s. Abb.: 25 und 26). Cyclin E verringerte sich nur in PC-3-Zellen,
wahrend der Cyclin D1-Gehalt in DU145 und PC-3 (nach 5 Tagen) aufgrund von VPA erhght
wurde. Auch wurde der Proteingehalt von Cyclin E in DU145 und LNCaP angehoben. Die

Inkubationszeit von 3 bzw. 5 Tagen fuhrte zu vergleichbaren Ergebnissen. Der Proteingehalt
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von p21 und p27 wurde deutlich erh6ht, wobei in diesem Fall der Effekt bei p21 starker nach
einer 5-tdgigen Vorinkubation und bei p27 starker nach einer 3-tédgigen Vorinkubation zum
Tragen kam. Die Kombination von VPA/RADOO1 bewirkte eine Steigerung der Einzeleffekte.
Dies betraf nach 3 Tagen die Reduktion von CDK2, CDK4 und Cyclin B (alle drei Zelllinien),
von CDK1 und Cyclin E (PC-3 und LNCaP), wahrend bei DU145 die Expression von Cyclin E
signifikant erhoht wurde (s. Abb.: 25). Die Kombinationstherapie bewirkte bei der 3-tagigen
Behandlung (DU145 und PC-3) eine moderate Erhdhung des p27 Proteingehalts, bei LNCaP
erfolgte genau das Gegenteil. Hier wurde die Expression von p27 gehemmt. Die 5-tagige
Inkubation verstarkte die Effekte der Kombination im Vergleich zur 3-tdgigen Inkubation
beziglich p21 (alle drei Zelllinien), CDK1 (DU145), Cyclin B und p27 (LNCaP), CDK2, CDK4
und Cyclin E (PC-3).

4.3.3.2.3 VPA/IFNa2a
Bei Einzelgabe von IFNo2a konnte kein Effekt auf die Expression der Proteine beobachtet

werden (s. Abb.: 26). Die Applikation mit der Kombination VPA/IFNa2a hingegen bewirkte in
der 3-tdgigen- und 5-tagigen-Anwendung bei CDK1, CDK2 und CDK4 eine Verstarkung des
VPA-Einzeleffektes, resultierend in einer signifikanten Hemmung der Proteinexpression im
Vergleich zur Kontrolle (s. Abb.: 26). Eine verstarkte Reduktion des Proteingehaltes bei
Cyclinen konnte nach 5-tédgiger Behandlung bei Cyclin B (alle Zelllinien) und Cyclin E (PC-3)
beobachtet werden. Eine gesteigerte Zunahme der Proteinexpression hingegen wurde
sowohl nach 3-tgiger als auch nach 5-tagiger Inkubation bei den Proteinen Rb, Rb2 p21

und p27 bei allen drei Zelllinien evident.
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Zellzyklusproteine und Tumorsuppressoren unter

AEE788/RAD001-Behandlung. Applikation mit AEE788 [1 uM], RADOO1 [1nM] oder der Kombination
von AEE788 [1uM]/RADO01 [1 nM].
Reprasentative Darstellung aus n=3 Versuchen. Das Haushaltsprotein p-Aktin diente als
Beladungskontrolle. Pro Probe wurden 50ug Protein eingesetzt.

Proteinisolation aus DU145-, PC-3- und LNCaP-Zellen.
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Abbildung 25: Western-Blot-Analysen der Zellzyklusproteine und Tumorsuppressoren unter
VPA/RADOO01-Behandlung. Applikation mit VPA [1 mM], RAD0OO1 [1 nM] oder der Kombination von
VPA [1 mM])/RADOO1 [1nM]. Proteinisolation aus DU145-, PC-3- und LNCaP-Zellen nach einer 3-
(Darstellung oben) und einer 5-tagigen (Darstellung unten) Vorinkubation. Reprasentative Darstellung
aus n=3 Versuchen. Das Haushaltsprotein B-Aktin diente als Beladungskontrolle. Pro Probe wurden
50ug Protein verwendet.
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Abbildung 26: Western-Blot-Analysen der Zellzyklusproteine und Tumorsuppressoren unter
VPA/IFNa2a-Behandlung. Applikation mit VPA [1 mM], IFNa2a [200 U/ml] oder der Kombination von
VPA [1 mM]/IFNa2a [200 U/ml]. Proteinisolation aus DU145-, PC-3- und LNCaP-Zellen nach einer 3-
(Darstellung oben) und einer 5-tdgigen (Darstellung unten) Vorinkubation. Repréasentative Darstellung
aus n=3 Versuchen. Das Haushaltsprotein (3-Aktin diente als Beladungskontrolle. Pro Probe wurden
50pg Protein verwendet.
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4.4 Modulation der Zelladhasion

Die Interaktion der Tumorzellen mit Endothelzellen und der subendothelialen extrazellularen
Matrix spielt eine wichtige Rolle bei der Einleitung der Migration und dem anschliel3enden
Eindringen in ein Wirtsgewebe. Daher ist die Analyse des Effektes der Mono- und
Kombinationstherapie auf diesen Vorgang besonders wichtig und wurde im Folgenden

untersucht.

4.4.1 Adhasionsstudie an Endothelzellen (HUVEC)

Bei der Untersuchung der Adhasion an HUVEC wurden zwei Aspekte analysiert: die
Initialanheftung der Zellen, die beim ersten Zeitpunkt der Messung ausgewertet wurde und
das Adhasionsverhalten innerhalb der nachfolgenden vier Stunden. Bei der Initialanheftung
wurde die Zellzahl der sich zu Anfang des Versuches anheftenden Zellen ausgewertet. Die

nachfolgende Veranderung dieser Zellzahl spiegelt die Adh&sionsdynamik der Zellen wieder.

4.4.1.1 AEE788/RAD001

Sowohl die Einzelgabe von RADOO1 als auch die von AEE788 fiihrte zu einer signifikanten

Verringerung der |Initialanheftung der behandelten Zelllinien im Vergleich zu den
unbehandelten Zellen (s. Abb.: 27). Dabei waren die Wirkeffekte der Substanzen auf DU145
und PC-3 gleichermallen stark ausgepragt, wahrend bei LNCaP der Effekt von RAD0OO1
starker zum Tragen kam als der von AEE788. Im weiteren zeitlichen Verlauf wurde die
Adhé&sion von DU145, nicht aber von PC-3 oder LNCaP, durch AEE788 reduziert, wobei die
Differenz zur Kontrolle konstant geblieben ist (s. Abb.: 27). Die Applikation mit RAD0OO1
verringerte signifikant das Adhasionsverhalten bei allen drei Zelllinien (s. Abb.: 27). Die
Kombination AEE788/RAD001 konnte bei allen drei Zellinien den adhasionshemmenden
Effekt signifikant verstarken (s. Abb.: 27).

4.4.1.2 VPA/RADOO1

Die Gabe von VPA resultierte bei allen drei Zelllinien in einer signifikanten Reduktion der

Initialanheftung an Endothel im Vergleich zu den unbehandelten Zellen (s. Abb.: 28). Dabei
wurde keine Verdnderung des Effektes zwischen der 3-tdgigen und der 5-tgigen
Behandlung verzeichnet. Ebenso wurde bei allen drei Zelllinien eine signifikante Reduktion
im zeitlichen Verlauf der Adhasion beobachtet, wobei keine nennenswerte Verstarkung des
Effektes zwischen der 3-tdgigen und der 5-tdgigen Inkubation gemessen wurde. Die
Kombination von VPA/RADOO1 zeigte eine analoge Wirkung auf die Initialanheftung und das

Adhasionsverhalten der Zellen in Vergleich zur Einzelgabe von VPA (s. Abb.: 28).
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4.4.1.3 VPA/IFNaZ2a

Die Einzelgabe von IFNa2a bewirkte bei allen drei Zelllinien keine Veranderung in der

Initialanheftung und dem Adhasionsverhalten der Zellen (s. Abb.: 29). Hingegen konnten die
VPA-Applikation und die Kombination VPA/IFNa2a gleichermal3en die initiale Anheftung
signifikant hemmen. Im weiteren zeitlichen Verlauf konnte VPA/IFNo2a das
Adhéasionsverhalten bei allen drei Zelllinien blockieren. Dabei wurde dieser Effekt aufgrund
der simultanen Behandlung im Vergleich zur Einzeldosierung mit VPA explizit bei 5 Tagen
signifikant verstarkt (s. Abb.: 29).

Abbildung 30 zeigt exemplarisch die mikroskopische Darstellung des Adhasionsverhaltens
von DU145-Zellen nach Behandlung mit IFNa2a, AEE788, RAD0O01 und VPA sowie der
Kombination AEE788/EAD001, VPA/RADO001 und VPA/IFNa2a im Vergleich zu

unbehandelten Kontrollzellen.
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Abbildung 27:  Adhésionsanalysen  an
Endothelzellen unter AEE788/RADO001-
Behandlung. Applikation mit AEE788 [1 pM],
RADOO1 [1 nM] oder der Kombination AEE788
[1 uM])/RADOO1 [1 nM]. Darstellung: Oben links:
DU145, Oben rechts: PC-3, Unten: LNCaP.
Mikroskopische Auswertung der Anzahl der
adharenten Zellen nach 1, 2 und 4 Stunden
Inkubation in einer 6-Loch-Platte. Gezéahlt
wurden jeweils 5 Sichtfelder von 0,25 mm?2 bei
einer 200-fachen VergroRRerung. Durchschnitts-
werte aus n=5 Versuchen mit Standard-
abweichung und Signifikanz zur Kontrolle (*)
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Abbildung 28: Adhasionsanalysen an Endothelzellen
unter VPA/RADO01-Behandlung. Applikation mit VPA
[1 mM], RADOO1 [1 nM] oder der Kombination VPA [1
MM]/RADOO01 [1 nM]. Darstellung: Oben: DU145, Mitte:
PC-3, Unten: LNCaP; Links: 3 Tage Inkubation,
Rechts: 5 Tage Inkubation. Mikroskopische
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Auswertung der Anzahl der adharenten Zellen nach 1, 2 und 4 Stunden Inkubation in einer 6-
Loch-Platte. Gezahlt wurden jeweils 5 Sichtfelder von 0,25 mm2 bei einer 200-fachen
VergroRerung. Durchschnittswerte aus n=5 Versuchen mit Standardabweichung und Signifikanz

zur Kontrolle (*).



Ergebnisse

3 Tage 5 Tage
250 350
N 300 —
= 200
€ 250 —
~
0 o
L 2 150 200 —
- @
5 N
] -
@) 2 100 4 " 150
s 100 — it
T 50
50 —
0 T T T 0 T T T
1 2 4 1 2 4
300 250
NE 250 — 200 —
€
g 200 —
Q 150 —
N
O N 150 —
o o
c * 100 — *
2 100 *
:(C *#
e
© —
0 T T T 0 T T T
1 2 4 1 2 4
180 200
160 —
N
E 140 — 150 —
% 120 —
o 9
© T 100 T
% N \T\i* 100
(0] 80 — *
- £ *
Q60 f\f\f*#
g
S 40 50 —
©
20 —
0 T T T 0 T T T
1 2 4 1 2 4
Inkubation [h] Inkubation [h]

Abbildung 29: Adhasionsanalysen an Endothelzellen e Kontrolle
unter VPA/IFNa2a-Behandlung. Applikation mit VPA [1 o VPA[1mM]|

mM], IFN2a [200 U/ml] oder der Kombination VPA [1

MMJ/IFN2a [200 U/ml]. Darstellung: Oben: DU145, —¥— IFNa2a [200 U/ml]

Mitte: PC-3, Unten: LNCaP; Links: 3 Tage Inkubation, | = VPAI[1 mMJ/IFNa2a [200 U/ml]
Rechts: 5 Tage Inkubation.  Mikroskopische
Auswertung der adharenten Zellen nach 1, 2 und 4 Stunden Inkubation in einer 6-Loch-Platte.
Gezahlt wurden jeweils 5 Sichtfelder von 0,25 mm?2 bei einer 200-fachen Vergrof3erung.
Durchschnittswerte aus n=5 Versuchen mit Standardabweichung und Signifikanz zur Kontrolle (*)
und zur Einzelapplikation (#).
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VPA/RADOO1 VPA/IFNa2a

Abbildung 30: Adhéasion an Endothelzellen (HUVEC). Fotographische Darstellung nach einer 1-
stiindigen Inkubation der 6-Loch-Platte mit DU145-Zellen. Unbehandelt als Kontrolle (1), behandelt mit
der Monoapplikation IFNa2a [200 U/ml] (2), AEE788 [1 uM] (3), RADOO1 [1 nM] (4), VPA [1 mM] (5)
oder mit der Dualapplikation AEE788 [1 uM]/RADOO1 [1 nM] (6), VPA [LmM]/RADOO1 [1 nM] (7), VPA
[1 mMY/IFNa2a [200 U/ml] (8). Aufnahme bei 200-facher Vergrofl3erung.
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4.4.2 Adhasionsstudie an immobilisierten extrazellularen Matrixproteinen

Um die Auswirkung der Medikamentengabe auf die Interaktion der PCa-Zelllinien mit der
extrazellularen Matrix (EZM) zu simulieren, wurden das Adhé&sionsverhalten behandelter
Zellen an immobilisiertes Kollagen, Laminin und Fibronektin studiert. Dabei diente eine Poly-
D-Lysin beschichtete Platte zum Ausschluss unspezifischer Effekte und eine unbeschichtete

Platte als Negativkontrolle.

4.4.2.1 AEE788/RAD001
Die Zelllinie DU145 fiihrte zu aquivalenten Ergebnissen wie die Zelllinie PC-3. Aus diesem

Grund wird exemplarisch fur beide Zelllinien nur PC-3 gezeigt und auf die Darstellung des
Adhéasionsverhaltens von DU145 verzichtet. Des Weiteren konnte keine nennenswerte
Adhasion von LNCaP an Laminin gemessen werden, sowohl bei den unbehandelten als

auch bei den behandelten Zellen.

Wie die Abbildungen 31 und 32 darstellen, fihrte die Monogabe von RADOO1 zu einer
Reduktion der PC-3-Anheftung an Kollagen um etwa 20%, bei LNCaP um 35%. Die
Verringerung der Interaktion aufgrund der Wirkung von AEE788 betrug bei PC-3 und LNCaP
etwa 30% (s. Abb.: 31 und Abb.: 32). In Gegenwart von Fibronektin reduzierte RADOO1 die
Anheftung von PC-3 um etwa 15%, von LNCaP um ca. 40%. AEE788 bewirkte bei PC-3
ebenfalls eine Inhibition der Anheftung um etwa 15% und bei LNCaP um etwa 20%. Die
Dualgabe von AEE788/RADO001 fiihrte bei PC-3 zur Verstarkung in der Blockade der
Tumoranheftung an Kollagen (s. Abb.: 31). An Laminin (PC-3), Fibronektin (PC-3 und
LNCaP) und Kollagen (LNCaP) konnte die Bindungskapazitat der Tumorzellen durch die
Substanzkombination nicht weiter geblockt werden, verglichen zur Einzelgabe. Bei allen
Zelllinien konnte keine signifikante Adhasion an Plastik gemessen werden (Daten nicht
gezeigt). Die Adhéasion an Poly-D-Lysin wurde durch die Einzelgabe von AEE788 und
RADO0O01, sowie der Kombination AEE788/RADO001 nicht modifiziert (s. Abb.: 31 und 32).

4.4.2.2 VPA/RADOO1
Bei der Behandlung mit VPA konnte bei allen Zelllinien eine verminderte Interaktion mit

Kollagen, Fibronektin und bei PC-3 zusatzlich mit Laminin im Vergleich zu unbehandelten
Zellen festgestellt werden (s. Abb.: 33 und Abb.: 34). Jedoch ergaben sich keine
gravierenden Unterschiede zwischen der 3-Tages- und der 5-Tages-Applikation. Die
Kombination VPA/RADOO1 konnte keine signifikante Verstarkung in der Hemmung des
Adhéasionsverhaltens hervorrufen (s. Abb.: 33 und Abb.: 34).
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4.4.2.3 VPA/IFNa2a
Die alleinige Behandlung mit IFNa2a Ioste bei allen Zellen keine nennenswerte Reduktion

der Tumoranheftung im Vergleich zur Kontrolle aus (s. Abb.: 35 und Abb.: 36). Jedoch
konnte die Kombination VPA/IFNa2a eine Verstarkung des durch VPA ausgeltsten Effektes
erzielen. Beziglich PC-3 konnte auf Fibronektin und Laminin die Tumorbindung signifikant
vermindert werden und das sowohl bei der 3- als auch bei der 5-tagigen Applikation (s. Abb.:
35). Auch bei LNCaP ergaben die Versuche an Kollagen und Fibronektin eine deutliche

Verstarkung des Effektes der Dualgabe im Vergleich zur Monogabe (s. Abb.: 36).
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Abbildung 31: Adhasion der PC-3-Zellen an EZM. Applikation von AEE788 [1 uM], RADOO1 [1 nM]
oder der Kombination AEE788 1 [uM]/RADOO1 [1 nM]. Adhé&sion oben links: Kollagen G [400 pg/ml],
Oben rechts: Fibronektin [100 pg/ml], Unten links: Laminin [50 pg/ml], Unten rechts: beschichtete
Poly-D-Lysin Platte. Mikroskopische Auswertung von 5 Sichtfeldern von jeweils 0,25 mm?2 bei einer
200-fachen VergrofRerung. Durchschnittswerte aus n=5 Versuchen mit Standardabweichung und
Signifikanz zur Kontrolle (*) und zur Einzelapplikation (#).
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Abbildung 32: Adhé&sion der LNCaP-Zellen an EZM. Applikation von AEE788 [1 uM], RAD0O1 [1 nM]
oder der Kombination AEE788 [1 uM]/RADO001 [1 nM]. Adh&sion Oben links: Kollagen G [400 pg/ml],
Oben rechts: Fibronektin [100 pg/ml], Unten links: beschichtete Poly-D-Lysin Platte. Mikroskopische
Auswertung von 5 Sichtfeldern von jeweils 0,25 mm?2 bei einer 200-fachen VergréRerung.

Durchschnittswerte aus n=5 Versuchen mit Standardabweichung und Signifikanz zur Kontrolle (*).
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Abbildung 33: Adhésion der PC-3-Zellen an EZM. Applikation von VPA [1 mM], RAD001 [1 nM] oder
der Kombination VPA [1 mM]/RADO01 [1 nM] der PC-3-Zellen mit einer 3- und 5-tagigen
Inkubationszeit. Adh&sion Oben links: Kollagen G [400 pg/ml], Oben rechts: Fibronektin [100 pg/ml],
Unten links: Laminin [50 pg/ml], Unten rechts: beschichtete Poly-D-Lysin Platte. Mikroskopische
Auswertung von 5 Sichtfeldern von jeweils 0,25 mm?2 bei einer 200-fachen VergréRerung.
Durchschnittswerte aus n=5 Versuchen mit Standardabweichung und Signifikanz zur Kontrolle (*).
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Abbildung 34: Adhéasion der LNCaP-Zellen an EZM. Applikation von VPA [1 mM], RAD001 [1 nM]
oder der Kombination VPA [1 mM]/RADO0O01 [1 nM] der LNCaP-Zellen. Adh&sion Oben links: Kollagen
G [400 pg/ml], Oben rechts: Fibronektin [100 pg/ml], Unten links: beschichtete Poly-D-Lysin Platte.
Mikroskopische Auswertung von 5 Sichtfeldern von jeweils 0,25 mm2 bei einer 200-fachen
VergroRerung. Durchschnittswerte aus n=5 Versuchen mit Standardabweichung und Signifikanz zur

Kontrolle (*).
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Abbildung 35: Adhasion der PC-3-Zellen an EZM. Applikation von VPA [1 mM], IFNa2a [200 U/ml]
oder der Kombination VPA [1 mM]/IFNa2a [200 U/ml] der PC-3-Zellen mit einer 3- und 5-tdgigen
Inkubationszeit. Adh&sion Oben links: Kollagen G [400 pg/ml], Oben rechts: Fibronektin [100 pg/mi],
Unten links: Laminin [50 pg/ml], Unten rechts: beschichtete Poly-D-Lysin Platte. Mikroskopische
Auswertung von 5 Sichtfeldern von jeweils 0,25 mm?2 bei einer 200-fachen Vergré3erung.
Durchschnittswerte aus n=5 Versuchen mit Standardabweichung und Signifikanz zur Kontrolle (*) und
zur Einzelapplikation (#).
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Abbildung 36: Adhéasion der LNCaP-Zellen an EZM. Applikation von VPA [1 mM], IFNa2a [200 U/ml]
oder der Kombination VPA [1 mM]/IFNa2a [200 U/ml] der LNCaP-Zellen. Adhasion Oben links:
Kollagen G [400 pg/ml], Oben rechts: Fibronektin [100 pug/ml], Unten links: beschichtete Poly-D-Lysin
Platte. Mikroskopische Auswertung von 5 Sichtfeldern von jeweils 0,25 mm? bei einer 200-fachen
VergroRerung. Durchschnittswerte aus n=5 Versuchen mit Standardabweichung und Signifikanz zur
Kontrolle (*) und zur Einzelapplikation (#).
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4.4.3 Integrin-Expressionsmuster

4.4.3.1 Oberflachenanalyse der Oberflachen-Expression der Integrinsubtypen
mittels FACS-Assay

Um eine mogliche Veranderung im Oberflachenprofil der Integrinsubtypen unter Therapie zu
untersuchen, wurden die behandelten versus unbehandelten Zellen mittels
Durchflusszytometrie evaluiert. Wie Abbildung 37 verdeutlicht, waren bei der Zelllinie PC-3
die Integrinuntereinheiten a2, a3, a5, a6, f1 und B4 stark, die Untereinheiten a1 und B3
gering auf der Oberflache der Zelle vertreten. Auf LNCaP waren a2, a3, a5, a6 und (31
deutlich nachweisbar, a1 hingegen nur schwach (s. Abb.: 38). Bei beiden Zelllinien waren a4
und bei LNCaP-Zellen zusétzlich B3 und B4 gegenuber der Hintergrundfluoreszenz kaum
erhoht.

4.4.3.1.1 AEE788/RAD001
Die Zelllinien PC-3 und DU145 zeigten ein &hnliches Adhéasionsverhalten, daher

konzentrierten sich die Folgeversuche auf PC-3 und LNCaP als reprasentative Zelllinien. Die
Einzeldosierung von AEE788 (s. Abb.: 39) fuhrte zu einer signifikanten Verstarkung der
Oberflachenexpression bei a1 und einer signifikanten Reduktion von a5 bei PC-3. Bei
LNCaP konnte eine starke Reduktion von a1 gemessen werden. Die Ubrigen
Integrinsubtypen wurden unter AEE788 im Vergleich zur Kontrolle nicht in ihrer
Expressionsdichte verdndert. Die Einzelapplikation mit RADOOL fihrte bei PC-3 zu einer
signifikanten Verstarkung des Oberflachenprofils von a2 und B3 und einer Reduktion der
Oberflachenrezeptoren bei a5 (s. Abb.: 39). Bei LNCaP fiihrte die Behandlung mit RAD00O1
zu keinen signifikanten Veranderungen des Oberflachenprofils der Integrinsubtypen.
Ebenfalls konnte die Kombination AEE788/RAD001 keine additiven Effekte induzieren (s.
Abb.: 39).

4.4.3.1.2 VPA/RADOO1
Eine 3- oder b5-Tages-Inkubation der Tumorzellen mit VPA fihrte zu &hnlichen

Veranderungen im Integrin-Expressionsprofil. Exemplarisch wurden im Folgenden die
Auswirkungen der 3-tagigen Vorinkubation prasentiert. Wie Abbildung 40 zeigt, erhdhten sich
auf PC-3 mittels VPA a1 und a3 signifikant, wéhrend die Expression von a5, a6, 3 und 4
signifikant reduziert wurde. Bei LNCaP konnte bei allen Integrinsubtypen unter VPA-Gabe
eine signifikante Verstarkung der Oberflachenexpression gemessen werden. Die grof3te
Amplifikation wurde beim Integrinsubtyp a1 bei PC-3 (+ 100%) und a3 bei LNCaP (+ 250%)
gemessen. Die Kombination VPA/RADOO1 bewirkte eine signifikante Wirkungsverstarkung
versus Einzelapplikation bei B3 (PC-3) und a2, a3 (LNCaP) (s. Abb.. 40). Die
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Integrinsubtypen a2, a3, 4 (PC-3), B1 (LNCaP) und a1, a5, a6 (PC-3 und LNCaP) zeigten

eine vergleichbare Tendenz der relativen Fluoreszenz wie die Einzelapplikation.

4.4.3.1.3 VPA/IENa2a
Es konnte keine Verénderung des Integrinspiegels auf der Oberflache von PC-3 und LNCaP

durch die Behandlung mit IFNa2a gemessen werden (s. Abb.: 41). Kombiniert mit VPA
jedoch evozierte IFNa2a bei den Integrinsubtypen 1 (PC-3), a2 (LNCaP) und a1, a3 (PC-3
und LNCaP) eine signifikante Verstarkung des Signals im Vergleich zur Einzelgabe (s. Abb.:
41).
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Abbildung 37: Oberflachenexpression der Integrinsubtypen auf PC-3-Zellen. Durchflusszytometrie.
Histogramme der Kontrollproben der PC-3-Zellen: A: a1, B: a2, C: a3, D: a4, E: a5, F: a6, G: B1, H:
B3 und I: B4. Abszisse: relative logarithmische Verteilung der Fluoreszenzintensitat. Ordinate: relative
Zellzahl. Schwarzer Graph = Isotypenkontrolle Ig-FITC, roter Graph = Oberflachenexpression der
Integrinsubtypen der PC-3-Zellen. Reprasentativ aus n=6 Versuchen. Gezahlt wurden jeweils 10.000
Zellen.
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Abbildung 38: Oberflachenexpression der Integrinsubtypen auf LNCaP-Zellen. Durchflusszytometrie.
Histogramme der Kontrollproben der LNCaP-Zellen: A: a1, B: a2, C: a3, D: a4, E: a5, F: a6, G: 81, H:
B3 und I: B4. Abszisse: relative logarithmische Verteilung der Fluoreszenzintensitat. Ordinate: relative
Zellzahl. Schwarzer Graph = Isotypenkontrolle Ig-FITC, griner Graph = Oberflachenexpression der
Integrinsubtypen der LNCaP-Zellen. Représentativ aus n=6 Versuchen. Gezé&hlt wurden jeweils

10.000 Zellen.
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Abbildung 39: Integrinmodulation unter AEE788/RAD001-
Behandlung. Oberflachenexpression der Integrinsubtypen
al, a2, a3, a5, a6, B1, B3 und B4. Applikation mit
AEE788 [1 pM], RADOO1 [1 nM] oder der Kombination

B AEE78S [1 pM]
=3 RADO01 [1 nM]
B AEE788 [1 pMJ/RADOO1 [1 nM]

AEE788 [1 uM]/ RADOO1 [1 nM]. Links: PC-3, Rechts:
LNCaP. Darstellung in prozentualer Differenz zu
unbehandelten Kontrollzellen. Durchschnittswert aus n=5
mit Standardabweichung und Signifikanz zur Kontrolle (*).
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Abbildung 40: Integrinmodulation unter VPA/RADO0O0O1-

Behandlung. Oberflachenexpression der Integrinsubtypen a1,
a2, a3, a5, a6, B1, B3 und B4. Applikation mit VPA [1 mM],
RADOO01 [1 nM] oder der Kombination VPA [1 mM]/RADO001 1
nM]. Links: PC-3, Rechts: LNCaP. Durchschnittswert aus n=5
mit Standardabweichung und Signifikanz zur Kontrolle (*) und
zur Einzelapplikation (#).
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Abbildung 41: Integrinmodulation unter VPA/IFNa2a-Behandlung. Oberflachenexpression der
Integrinsubtypen a1, a2, a3, a5, a6, 1, B3 und B4. Applikation mit VPA [1 mM], IFNa2a [200 U/ml]
oder der Kombination VPA [1 mM]/IFNa2a [200 U/ml]. Links: PC-3, Rechts: LNCaP. Durchschnittswert
aus n=5 mit Standardabweichung und Signifikanz zur Kontrolle (*) und zur Einzelapplikation (#).

4.4.3.2 Untersuchung des cytoplasmatischen Integringehalts sowie

integrinspezifischer Kinasen

Um die Proteinexpression der Integrinsubtypen zu analysieren, wurde die Western-Blot
Analyse herangezogen. Die Subtypen a1 und a4 bei beiden Zelllinien und die Subtypen B3
und B4 bei LNCaP konnten nicht detektiert werden. Zusétzlich zu den Integrinsubtypen
wurde die Proteinexpression der integrin-linked kinase (ILK), der focal adhesion kinase (FAK)
und der aktivierten Form von FAK (pFAK) untersucht, mittels derer Rickschlisse auf den

Aktivitatszustand der Integrine gezogen werden kénnen.

4.4.3.2.1 AEE788/RAD001
Die Einzelapplikation von AEE788 und RADOO1 zeigte keinen Effekt auf den Proteingehalt

der Integrinsubtypen. Eine Ausnahme bildete 33 und 4 bei PC-3 nach Applikation von
RADOO1 (s. Abb.: 42). Hier kam es zu einer signifikant starkeren Proteinexpression im
Vergleich zur Kontrolle. Zusatzlich konnte eine Reduktion von pFAK und ILK aufgrund der
Einzelbehandlung mit AEE788 bzw. RADOO1 bei den LNCaP-Zellen beobachtet werden. Die
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Kombination AEE788/RADO001 fuihrte in PC-3-Zellen zu einer Verstarkung des Proteingehalts
von 02, B3 und B4, dhnlich dem Effekt der RADOO1-Einzelgabe (s. Abb.: 42). In LNCaP-
Zellen fuhrte die Dualgabe zu keinen relevanten Integrin-Veranderungen, jedoch war eine

signifikante Reduktion von ILK und pFAK zu beobachten.

4.4.3.2.2 VPA/RADOO1
VPA induzierte eine moderate Zunahme von a2, a3, a5, 1 und B4 in PC-3, von a2, a3 und

a5 in LNCaP (s. Abb.: 43). Im Gegensatz zu PC-3 wurden in LNCaP a6 und B1 Integrine

deutlich reduziert. Die Kinasen FAK und ILK konnten ebenfalls in Gegenwart von VPA

reduziert werden, wobei der Effekt bei LNCaP starker ausfiel. In LNCaP wurde zudem unter
VPA die phosphorylierte Form von FAK (pFAK) deutlich vermindert. Mittels kombinierter
VPA/RADOO1-Anwendung konnte eine Wirkungsverstarkung bezilglich der a2 und 1
Modulation in PC-3 erzielt werden (s. Abb.: 43). Die Integrinsubtypen a3, a5 und B4 (PC-3)
bzw. a2, a3, a5, a6 und 1 (LNCaP) veréanderten sich unter Kombinationstherapie @hnlich

wie unter VPA-Monotherapie.

4.4.3.2.3 VPA/IENa2a
Die Applikation von IFNa2a induzierte keine relevanten Veranderungen in der

Proteinexpression (s. Abb.: 44). Die gemeinsame Anwendung von VPA/IFNa2a erhohte
allerdings den Proteingehalt von a2, a3, a5, 1 und B4 in PC-3-Zellen, wobei nur a3 in
Vergleich zur Einzelgabe mit VPA zusatzlich erhdht wurde (s. Abb.: 44). Die Integrinsubtypen
a6 und B1 wurden aufgrund der VPA/RADOO1-Applikation genauso wie bei der alleinigen
VPA-Gabe reduziert. In LNCaP wurden a2 und a5 signifikant im Vergleich zur Kontrolle und
VPA-Einzelapplikation erhoht. Der Proteingehalt des Subtyps a3 wurde ebenfalls moderat
erhoht, derjenige von a6 reduziert, beide aquivalent zu dem Effekt der Einzelgabe mit VPA.
Der Proteingehalt der relevanten Signalkaskaden ILK, FAK und pFAK wurde aufgrund der
Dualapplikation von VPA/IFNa2a im Vergleich zur Kontrolle sowohl bei PC-3 als auch bei

LNCaP drastisch reduziert.
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Abbildung 42: Western-Blot-Analysen zur Integrinexpression und —aktivitat. Integrinsubtypen a2, a3,
a5, a6, B1, B3, B4 und die integrinaktivitatsspezifischen Kinasen FAK, pFAK und ILK. Applikation mit
AEE788 [1 pM], RADOO1 [1 nM] oder der Kombination von AEE788 [1 uM]/RADOO1 [1 nM]. Links:
Proteinisolation aus PC-3, Rechts: Proteinisolation aus LNCaP. Eine représentative Darstellung aus
n=3 Versuchen. Das Haushaltsprotein 3-Aktin diente als Beladungskontrolle. Pro Probe wurden 50 pg
Protein eingesetzt.
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Abbildung 43: Western-Blot-Analysen zur Integrinexpression und —aktivitat. Integrinsubtypen a2, a3,
a5, a6, B1, B3, B4 und die integrinaktivitatsspezifischen Kinasen FAK, pFAK und ILK. Applikation mit
VPA [1 mM], RADOO1 [1 nM] oder der Kombination von VPA [1 mM]/RADOO1 [1 nM]. Links:
Proteinisolation aus PC-3, Rechts: Proteinisolation aus LNCaP. Eine représentative Darstellung aus
n=3 Versuchen. Das Haushaltsprotein 3-Aktin diente als Beladungskontrolle. Pro Probe wurden 50 pg
Protein verwendet.
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Abbildung 44: Western-Blot-Analysen zur Integrinexpression und —aktivitat. Integrinsubtypen a2, a3,
a5, a6, B1, B3, B4 und die integrinaktivitatsspezifischen Kinasen FAK, pFAK und ILK. Applikation mit
VPA [1 mM], IFNa2a [200 U/ml] oder der Kombination von VPA [1 mM]/IFNa2a [200 U/ml]. Links:
Proteinisolation aus PC-3, Rechts: Proteinisolation aus LNCaP. Eine reprasentative Darstellung aus
n=3 Versuchen. Das Haushaltsprotein $-Aktin diente als Beladungskontrolle. Pro Probe wurden 50 ug
Protein verwendet.
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4.4.3.3 Transkriptionsanalyse der Integrinsubtypen mittels RealTime gPCR

4.4.3.3.1 AEE788/RAD001
Wie Abbildung 45 veranschaulicht, fihrte die Zugabe von AEE788 zu einer moderaten

Reduktion der Transkription von al, a2, a3, a5, B3 und B4 bei PC-3-Zellen. Bei LNCaP
erfolgte eine moderate Reduktion der mMRNS bei 31 (s. Abb. 48). Die Applikation mit RADO01

fihrte zu einer moderaten Verminderung der Transkription von al, a2, a3, a5, 3 und 4 bei

PC-3, bei LNCaPhingegen zu einer moderaten Erh6hung des mRNS-Gehaltes von al und
a3 (s. Abb.: 45 und Abb.: 48). Die Kombinationsgabe AEE788/RADO001 resultierte in einer
signifikanten Wirkungsverstarkung bei a1, a3, a5, 3 und 4 in PC-3 und in LNCaP bei a1 (s.
Abb.: 45 und Abb.: 48).

4.4.3.3.2 VPA/RADOO1

VPA verminderte 3 und erhéhte die mRNS Transkription von a1, a5 in PC-3-Zellen (s. Abb.:
46). In LNCaP fiuhrte VPA zu einer moderaten Erhéhung der mRNS-Transkription von a1
und a3 (s. Abb.: 49). Die gemeinsame Anwendung von VPA und RADOO1 induzierte eine
signifikante Wirkungsverstarkung beztglich 3 in PC-3-Zellen (s. Abb.: 46). In LNCaP liel3
sich aufgrund von VPA/RADOO1 kein gesteigerter Effekt bezlglich des Integrinsubtypen
feststellen (s. Abb.: 49).

4.4.3.3.3 VPA/IFNa2a

Die Einzelgabe von IFNo2a filhrte bei allen Zelllinien zu keinen Veranderungen in der
MRNS-Transkription der Integrinsubtypen (s. Abb.: 47 und Abb.: 50). Die
Kombinationsapplikation VPA/IFNo2a erzielte eine signifikante Verstarkung des VPA-
Einzeleffektes in PC-3 bei al und a5 (s. Abb.: 47). In LNCaP-Zellen konnte aufgrund der
Kombinationsbehandlung keine Intensivierung der Effekte im Vergleich zur Einzeltherapie
beobachtet werden (s. Abb.: 50).
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Abbildung 45: Integrintranskription
in PC-3 unter AEE788/RAD001-
Behandlung. RT gPCR: Darstellung
der relativen Transkriptionsrate der
Gene flr die Integrinsubtypen. PC-3-
Zellen unter Behandlung von AEE [1
puM], RADOO1 [1 nM] oder AEE788 [1
MM]J/RADOO1 [1 nM]. Als Kontrolle
dienten die Haushaltsgene (-Aktin
und GAPDH. Durchschnittswerte aus

relative Transkriptionsaktivitat
(fold change)

-10 — *# n=5 Versuchen mit Standard-
abweichung und Signifikanz zur
-12 | | | | , , , , Kontrolle (*) und zur Einzel-
al o2 a3 o5 a6 pl p3 ps  applikation (#).
10
* B \VPA [1 mM]
[ RADOO1 [1 nM]
0 - B VPA [1 mMJ/RADOO1 [1 nM]
;-“E
= Abbildung 46: Integrintranskription
w107 in PC-3 unter VPA/RADOOI-
=) Behandlung. RT gPCR: Darstellung
§§ 20 der relativen Transkriptionsrate der
é S Gene fur die Integrinsubtypen. PC-3-
) " Zellen unter Behandlung von VPA [1
' .30 mM], RADOO1 [1 nM] oder VPA [1
Z mM]/RADOO1 [1 nM]. Als Kontrolle
© dienten die Haushaltsgene B-Aktin
20 und GAPDH. Durchschnittswerte aus
n=5 Versuchen mit Standard-
*# abweichung und Signifikanz  zur
50 : : : : : : : : Kontrolle  (*) und zur Einzel-
ol o2 o3 a5 o6 Pl B3  p4 applikation (#).
EE VPA [1 mM]
104 *# 0 IFNa2a [200 U/ml]
. # B \/PA [1 mM]/IFNa2a [200 U/mi]
Abbildung 47: Integrintranskription
0 - in PC-3 unter  VPA/IFNa2a-

Behandlung. RT gPCR: Darstellung
der relativen Transkriptionsrate der
Gene fur die Integrinsubtypen. PC-3-
Zellen unter Behandlung von VPA [1
-10 mM)], IFNa2a [200 U/ml] oder VPA [1
mMY/IFNa2a [200 U/ml]. Als Kontrolle
dienten die Haushaltsgene [-Aktin
und GAPDH. Durchschnittswerte aus
-20 * n=5 Versuchen mit Standard-
abweichung und Signifikanz  zur
Kontrolle (*) und zur Einzel-
applikation (#).

relative Transkriptionsaktivitat
(fold change)
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(T
ZE Abbildung 48: Integrintranskription
5 4T in LNCaP unter AEE788/RAD001-
55 Behandlung. RT gPCR: Darstellung
I 5 | der relativen Transkriptionsrate der
% 5 Gene fur die Integrinsubtypen.
) LNCaP-Zellen unter Behandlung von
s o AEE [1 pM], RADOO1 [1 nM] oder
% AEE788 [1 uM]J/RADO01 [1 nM]. Als
° Kontrolle dienten die Haushaltsgene
2 B-Aktin und GAPDH. Durchschnitts-
werte aus n=5 Versuchen mit
Standardabweichung und Signifikanz
4 | | | | | | zur Kontrolle (*) und zur Einzel-

applikation (#).
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E Abbildung 49: Integrintranskription
?‘(g 47 in LNCaP unter VPA/RADO0O1-
=) Behandlung. RT gPCR: Darstellung
g8 ,_ der relativen Transkriptionsrate der
%S Gene fur die Integrinsubtypen.
8 o LNCaP-Zellen unter Behandlung von
h o VPA [1 mM], RADOO1 [1 nM] oder
£ VPA [1 mM]/RADOO1 [1 nM]. Als
° Kontrolle dienten die Haushaltsgene
2 B-Aktin und GAPDH. Durchschnitts-
werte aus n=5 Versuchen mit
Standardabweichung und Signifikanz
4 : : : : : : zur Kontrolle (*).
al a2 a3 as a6 B1
8
EE VPA [1 mM]
[ IFNa2a [200 U/ml]
6 — * * B VPA [1 mM]/IFNa2a [200 U/ml]
‘©
ZE Abbildung 50: Integrintranskription
5 4T in LNCaP unter VPA/IFNo2a-
=) Behandlung. RT gPCR: Darstellung
88 ,_ der relativen Transkriptionsrate der
é 3 Gene fur die Integrinsubtypen.
) LNCaP-Zellen unter Behandlung von
'q_, 0 VPA [1 mM], IFNo2a [200 U/ml] oder
% VPA [1 mM]/IFNa2a [200 U/ml]. Als
° Kontrolle dienten die Haushaltsgene
2 B-Aktin und GAPDH. Durchschnitts-
werte aus n=5 Versuchen mit
Standardabweichung und Signifikanz
4 : : : : : : zur Kontrolle (*).
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4.4.3.4 Blockadestudien

Die eingesetzten Substanzen induzierten in PC-3-Zellen insbesondere deutliche
Veranderungen der (3-, B4- und a5-Expression. Die funktionelle Bedeutung dieser
Rezeptoren wurde daher in Blockadestudien vertiefend analysiert. Uber eine Hemmung der
Integrinsubtypen B3, B4 und a5 wurde die integrinvermittelte Adhasion der PC-3-Zellen an
EZM und HUVEC-Zellen untersucht. Abbildung 51 zeigt die Ergebnisse der Blockadestudien.
Eine Hemmung von B3, B4 und a5 induzierte eine signifikante Reduktion der Adhéasion der
PC-3 an HUVEC, Kollagen, Fibronektin und Laminin.

Integrin 3 abhéangige Zelladhéasion Integrin 4 abhéangige Zelladhasion
120 120
'o\? 100 — -o\? 100 -
= = *
éc.) 80 - éc.) 80 - *
(] (] *
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=] =]
@ 20 @ 20
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X ¥ 5 - ¥ ¥ 5 -
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Integrin a5 abhéngige Zelladh&sion Abbildung 51: Blockadestudien an EZM-
120 Proteinen und Endothelzellen. Behandlung
der PC-3-Zellen mit Antikérpern gegen (33
< 100 1 ] % [20 ng/ml] (Oben links), B4 [20 ng/ml]
P * * (Oben rechts) und a5 [20 ng/ml] (Unten
2 links). Kontrollzellen ~ wurden nicht
N 6o | * behandelt. Die Adhéasionsblockade wurde
o als prozentuale Differenz gegenuber den
§ 40 1 Kontrollzellen, die auf 100% eingestellt
® wurden, dargestellt. Mikroskopische Aus-
T 204 wertung von 5 Sichtfeldern von jeweils 0,25
mm? bei einer 200-fachen VergroRerung.
0

Durchschnittswerte aus n=5 Versuchen mit
Standardabweichung und Signifikanz (*).

Kontrolle
Huvec
Kollagen
Fibronektin
Laminin
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4.5 Untersuchung des PSA-Spiegels

Die PSA-Bestimmung dient als wichtiger diagnostischer Parameter des PCa. Da nur LNCaP
PSA in einem messbaren Bereich synthetisieren und sezernieren, wurde die PSA-Analyse
auf LNCaP-Zellen beschrénkt.

Die Einzelanwendung von AEE788 und RADOO1 bewirkte keine signifikante Reduktion des
tPSA- und des cPSA-Spiegels im Uberstand der LNCaP-Kulturen (Daten nicht gezeigt). Wie
Abbildung 52 verdeutlicht, ging die Einzelgabe von IFNa2a mit einer moderaten Reduktion
von cPSA einher, hatte jedoch keine Wirkung auf den tPSA-Spiegel. VPA in der
Einzelapplikation I0ste eine deutliche Reduktion von tPSA um etwa 25% und von cPSA um
etwa 50% aus (s. Abb.: 52). Die Kombination von VPA/IFNa2a erzielte eine signifikante
Wirkungsverstarkung bei tPSA und bei cPSA (s. Abb.: 52). Die Kombination
AEE788/RAD001 und VPA/RADOO1 hingegen konnte keine signifikante
Wirkungsverstarkung in der Reduktion von sowohl tPSA als auch cPSA erzielen (Daten nicht

gezeigt).
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Abbildung 52: PSA-Untersuchung an LNCaP unter VPA/IFNa2a-Behandlung. ELISA: Behandlung
der LNCaP-Zellen mit VPA [1 mM], IFNa2a [200 U/ml] oder VPA [1 mMJ/IFNa2a [200 U/ml]. Links:
Darstellung der gesamten PSA-Menge (tPSA); rechts: Darstellung der aktiven (freien) PSA-Menge
(cPSA). Durchschnittswerte aus n=5 Versuchen mit Standardabweichung und Signifikanz zur
Kontrolle (*) und zur Einzelapplikation (#).
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4.6 Modulation der intrazelluléren Signalsysteme

4.6.1 Einfluss der Therapeutika auf die Modulation intrazellularer

Signalproteine

Mit Hilfe der Western-Blot-Hybridisierung wurden intrazelluldre Signalmechanismen studiert,

mit besonderem Fokus auf die relevanten Zielproteine der eingesetzten Pharmaka.

4.6.1.1 AEE788/RAD001

Die Inkubation mit AEE788 inhibierte die Expression von EGFR, pEGFR und pERK1/2 in
PC-3- und LNCaP-Zellen (s. Abb.: 53), wobei die Wirkung bei PC-3 starker als bei LNCaP
ausfiel. Die Behandlung der Zellen mit RADOO1 fuhrte jeweils zu einer verminderten pEGFR
und pP70S6K Expression, in PC-3 zusatzlich zur Reduktion von pERK1/2, AKT und P70S6K
(s. Abb.: 53). Die Kombination AEE788/RAD001 verstarkte nicht die Wirkung der Einzelgabe
von AEE788 bzw. RADOOL1 (s. Abb.: 53).

4.6.1.2 VPA/RADOO1
Unter VPA konnte eine Verminderung des Proteingehaltes im Vergleich zur Kontrolle bei
EGFR, pEGFR, ERK1 und ERK2, pERK1/2, AKT, P70S6K und pP70S6K sowohl bei PC-3

als auch bei LNCaP beobachtet werden (s. Abb.: 54). Die Expression der aktivierten Kinase

PAKT wurde interessanterweise im Vergleich zur Kontrolle erhdht. Die Kombination von
VPA/RADOQO reduzierte den Proteingehalt von EGFR, pEGFR, pERK1/2, AKT, P70S6K und
pP70S6K in beiden Zelltypen (s. Abb.: 54). Die Reduktion war jedoch nur bei pP70S6K und
pEGFR starker im Vergleich zur Wirkung von VPA als Einzelapplikation. Die
Proteinexpression von pAKT wurde in beiden Zelllinien amplifiziert, vergleichbar der

Einzelwirkung von VPA.

4.6.1.3 VPA/IENa2a
IFNao2a erzielte keine signifikanten Veranderungen im Proteinspiegel im Vergleich zur
Kontrolle (s. Abb.: 55). Die Kombination VPA/IFNa2a fihrte allerdings in beiden Zelllinien zu

einer starken Reduktion der Expression aller Kinasen, aufl3er pAKT, die eine signifikante
Hochregulation im Vergleich zur Kontrolle und zur Einzelapplikation erfuhr (s. Abb.: 55). Bei
den folgenden Proteinen wurde der Effekt durch die Kombination in Vergleich zur
Einzelapplikation mit VPA verstarkt: EGFR, pERK1/2, AKT (PC-3 und LNCaP), pP70S6K
und ERK2 (PC-3).
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Abbildung 53: Western-Blot-Analysen der intrazellularen Signalwege unter AEE788/RADO001-
Behandlung. Applikation mit AEE788 [1 uM], RADOO1 [1 nM] oder der Kombination AEE788 [1
MM]/RADOO1 [1 nM]. Proteinisolation Links: PC-3, Rechts: LNCaP. Eine reprasentative Darstellung
aus n=3 Versuchen. Das Haushaltsprotein (3-Aktin diente als Beladungskontrolle. Pro Probe wurden
50 pg Protein eingesetzt.
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Abbildung 54: Western-Blot-Analysen der intrazellularen Signalwege unter VPA/RADO0O1-
Behandlung. Applikation mit VPA [1 mM], RAD0OO1 [1 nM] oder der Kombination VPA [1 mM]/RAD001
[1 nM]. Proteinisolation Links: PC-3, Rechts: LNCaP. Eine représentative Darstellung aus n=3
Versuchen. Das Haushaltsprotein (-Aktin diente als Beladungskontrolle. Pro Probe wurden 50 pg
Protein verwendet.
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Abbildung 55: Western-Blot-Analysen der intrazellulare Signalwege unter VPA/IFNa2a-Behandlung.
Applikation mit VPA [1 mM], IFNa2a [200 U/ml] oder der Kombination VPA [1 mM]/IFNa2a [200 U/ml].
Proteinisolation Links: PC-3, Rechts: LNCaP. Eine reprasentative Darstellung aus n=3 Versuchen.
Das Haushaltsprotein [(3-Aktin diente als Beladungskontrolle. Pro Probe wurden 50 pg Protein
eingesetzt.
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4.6.2 Inhibition des HDAC-Systems

Uber eine Western-Blot-Hybridisierung wurde die Acetylierung der Histone H3 und H4
Uberprift sowie die Expression von HDAC3 und HDAC4. Die Behandlung der Zellen mit VPA
resultierte in einer konzentrationsabhangigen Hemmung der Deacetylierung von Histon 3
(H3) und Histon 4 (H4) (s. Abb.: 56). Beide Histone zeigten eine signifikante Hochregulation
der acetylierten Form bei 1 mM VPA, diese Wirkung konnte mittels 5 mM VPA signifikant

verstarkt werden.
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Abbildung 56: Analysen der Acetylierung der Histone H3 und H4: Western-Blot-Analyse. Applikation
mit VPA [1 mM[ und VPA [5 mM]. Proteinisolation nach 24-stiindiger Inkubation. Links: DU145; Mitte:
PC-3; rechts: LNCaP. Eine reprasentative Darstellung aus n=3 Versuchen. Das Haushaltsprotein [3-
Aktin diente als Beladungskontrolle. Pro Probe wurden 50 ug Protein verwendet.

Wie Abbildung 57 verdeutlicht, wurde die Proteinexpression von den Histondeacetylasen
HDAC3 und HDAC4 durch VPA sowohl in DU145 als auch in PC-3 und LNCaP signifikant
reduziert. Dabei war der Effekt von VPA nach einer 12- und 24-stiindigen-Inkubation zu
beobachten. Bei DU145 wurde HDACS3 signifikant nach einer 24-stindigen-Inkubation
reduziert, bei PC-3 nach einer 12-stiindigen- und bei LNCaP sowohl bei einer 12- wie auch
einer 24-stindigen-Inkubation. Die Proteinexpression von HDAC4 wurde bei allen drei

Zelllinien unabhangig von der Inkubationszeit reduziert.
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Abbildung 57: Analysen der Proteinexpression von HDAC3 und HDAC4: Western-Blot-Analyse.
Applikation mit [L mM] VPA, Proteinisolation nach einer 12-stiindigen- und 24-stiindigen-Inkubation.
Links: DU145; mitte: PC-3; rechts: LNCaP. Eine reprasentative Darstellung aus n=3 Versuchen. Das
Haushaltsprotein B-Aktin diente als Beladungskontrolle. Pro Probe wurden 50 pg Protein eingesetzt.
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4.7 In-vivo-Studie am Nacktmausmodell

Die in-vivo-Studie am Nacktmausmodell konzentrierte sich auf die Kombinationsbehandlung
VPA/IFNo2a, die in-vitro ausgeprégte antitumorale Effekte ausloste. Wie Abbildung 58
verdeutlicht, konnte eine chronische IFNa2a Applikation keine signifikanten Verdnderungen
im Tumorvolumen der Mause erzielen. Aufgrund der chronischen Behandlung mit VPA
wurde das Tumorvolumen signifikant reduziert, wobei nach einer 31-tdgigen Behandlung das
Volumen des Tumors sogar um 50% im Vergleich zu den mit PBS behandelten Tieren
vermindert war. Die Kombination VPA/IFNa2a verstéarkte diesen Effekt zusétzlich und

reduzierte das Tumorvolumen nach einer 31-tdgigen Behandlung um mehr als 50%.
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Abbildung 58: In-vivo-Studie mit VPA/IFNa2a. Tumorwachstum xenogen transplantierter CWR-22-
Zellen in Nacktmausen: Eine chronische Behandlung der Mause mit PBS [Kontrolle], VPA [200
mg/kg/Tag], IFNa2a [5 x 10° U/kg/Tag] oder der Kombination VPA [200 mg/kg/Tag)/IFNa2a [5 x 10°
U/kg/Tag]. Durchschnittswerte von n = 8-10 Versuchstieren mit Standardabweichung und Signifikanz
zur Kontrolle (*) und zur Einzelapplikation (#).
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5 Diskussion

In vielzelligen Organismen werden Wachstum und Differenzierung einer Zelle Uber ein
komplexes regulatorisches Netzwerk kontrolliert. Wachstumsfaktoren, Signalmolekile und
Nahrstoffe sind in diesem Netzwerk als auslosende Faktoren stark involviert. Heutige
Erkenntnisse in der Karzinomforschung erlauben ein recht prazises Bild der Karzinogenese
und Funktionalitéat der entarteten Zellen. Es scheint, dass Stérungen in der Kontrolle der
Signaltransduktionskaskaden die Karzinogenese einleiten und eine Akkumulation dieser
Ereignisse die Malignitat der Karzinomentitaten erhéht. Solche Stellen der Disregulation sind
in den hallmarks of cancer zusammengefasst: die Fahigkeit der Zelle zur Angiogenese,
Metastasierung und Selbstversorgung mit Wachstumssignalen, die Unempfindlichkeit der
Zelle gegeniber den Antiwachstumssignalen sowie eine Resistenz gegentber der Apoptose
und eine unbegrenzte Replikation (Hanahan et al., 2000). Selbst nach zehn Jahren findet
diese Liste auch heute noch eine uneingeschrankte Gultigkeit und zeigt vor allem die Punkte,
an denen Karzinomzellen verwundbar sind und eine targeted Therapie eingreifen kdnnte. Da
bei vielen Monobehandlungen eine zunehmende Resistenzentwicklung wegen der hohen
Adaptionsfahigkeit der Karzinomzellen beobachtet wird, scheint eine kombinierte
Therapieform, die mehrere Signalwege gleichzeitig inhibiert, einen geeigneten
Losungsansatz zu bieten. (Rodon et al., 2010; Miller et al., 2009; Gross-Goupil et al., 2010;
Agarwal et al., 2000; Heidenreich et al., 2006). Insofern sollte das Ziel einer kombinierten
targeted Therapie die Hemmung von mehreren Hauptsignalwegen sein. Die kombinierte
Applikation sollte synergetische Effekte induzieren und die mdglichen feedback-

Mechanismen umgehen.

In dieser Arbeit wurden essentielle Schllsselproteine, die an der Kontrolle von Proliferation,
Apoptose, Zelldifferenzierung, Zelladh&asion und Migration beteiligt sind, therapeutisch
gehemmt. Dazu z&hlen das Protein mTOR, das in den PI3-K/AKT/mTOR-Signalweg
involviert ist, die Tyrosinkinasen EGFR und VEGFR sowie die HDACs. Die Inhibitoren dieser
Proteine wurden einzeln und kombiniert auf ihre Wirkung in der Proliferation und der
Adhasion der PCa-Zelllinien DU145, PC-3 und LNCaP untersucht. Bei der Auswahl der
Zelllinien lag das Augenmerk darauf, androgenresistente und androgensensitive Zellen
miteinander zu vergleichen. Es ist bekannt, dass androgenresistente PCa-Zellen eine
aggressivere Progredienz und Metastasierung aufweisen und somit flr den Patienten
schlechte Uberlebenschancen bedingen (Feldman et al., 2001). Neben der Hemmung der
Signaltransduktionswege wurde zusatzlich der Effekt des Immunmodulators IFNa2a als
Einzelapplikation und in der Kombinationsgabe bei der Behandlung der PCa-Zellen

untersucht. In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass nur bestimmte
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Kombinationsbehandlungen eine Verstarkung der einzelnen Effekte erzielen und somit

entscheidend in das Zellwachstum und die Motilitat der PCa-Zellen eingreifen.

5.1 Einfluss der Kombinationsbehandlung auf die Proliferation der
PCa-Zelllinien

Die unkontrollierte Proliferation zeichnet fast alle Karzinomzellen aus. Das invasive
Wachstum eines Tumorherdes in die angrenzenden Organe bildet die Voraussetzung fur
maligne metastasierende Karzinome. Die vergleichende Analyse verschiedener molekular
agierender Pharmaka sollte Aufschluss darlber geben, in welchem Rahmen ein klinischer
Einsatz zur Therapie der progredienten PCa sinnvoll erscheint. Dies insbesondere unter dem

Gesichtspunkt einer kombinierten Anwendung zweier Substanzen.

Die Inhibition von EGFR und VEGFR durch AEE788 bewirkte eine starke Hemmung des
Zellwachstums. Diese Hemmung fiel vor allem bei den androgenresistenten Zellen, wie PC-3
und DU145 starker aus als bei den androgensensitiven LNCaPs. Beide RTKs regulieren die
Zellproliferation tber die Aktivierung des PI3-K/AKT/mTOR- und des MAPK-Weges (Holmes
et al., 2007; Brunet et al., 1999; Oda et al., 2005). Eigene Daten zeigen, dass eine
Hemmung dieser RTKs einen starken antiproliferativen Effekt vor allem bei den
androgenresistenten PCa-Zellen auslésen kann.

Eine essentielle Rolle in der Kontrolle der Zellzyklusphasen spielen die Cycline und die
cyclinabhangigen Kinasen (CDKs). Dabei bilden die Cycline Komplexe mit den CDKs und
aktivieren deren Kinasefunktion (Galderisi et al., 2003). So leitet CDK1/Cyclin B die
mitotische Phase ein, wahrend CDK2/Cyclin E fir den Ubergang in die S-Phase
verantwortlich ist (Alao et al., 2007).

Der Zellzyklus ist bei vielen Tumorentitaten disreguliert. Eine Uberexpression von Cyclinen
wird haufig bei Karzinomen beobachtet. So wurde eine erhdhte Amplifikation von Cyclin D
und Cyclin E in vielen soliden Tumoren wie z.B. Brustkrebs festgestellt, einhergehend mit
einer schlechten Uberlebensprognose der Patienten (Waltersson et al., 2009; Ko et al.,
2009). Eine Uberexpression von Cyclin D1 wurde bei der Entstehung von hormonresistenten
Brustkarzinomzellen festgestellt (Hui et al., 2002; Kenny et al., 1999; Gillett et al., 1994).
Eine erhohte Expression von Cyclin B gilt als ein verlasslicher Indikator beim
Plattenepithelkarzinom (Watanabe et al., 2010). Bei der Untersuchung der Expression dieser
Zellzyklusproteine konnte die Behandlung bei Applikation der Zellen mit AEE788 eine starke
Verminderung der Proteinexpression von Cyclin B, Cyclin E und eine vollstdndige Reduktion
von Cyclin D1 bei androgenresistenten Zellen induzieren. Es ist bekannt, dass der MAPK-

Weg eine positive Transkriptionskontrolle auf Cyclin D1 in glatten Muskelzellen ausiibt (Du et



Diskussion 118

al., 2008). AEE788 inhibiert VEGFR und EGFR und somit den MAPK-Weg, was sich
wiederum in der Reduktion der Cyclin D1-Expression ausdriickt und eine Hemmung der
Zellzyklusphasenverschiebung induzieren kann (Alao et al., 2007; Cook et al., 2001; Serrano
et al., 1993). Der Einsatz des Multi-Kinase-Inhibitors AEE788 scheint somit vor allem bei den
androgenresistenten Zellen eine potentielle Wirkung auf die Expression der Cycline

auszuiben und dadurch ihr Wachstum zu hemmen.

Die Behandlung der PCa-Zellen mit RADOO1 induzierte bei allen Zelllinien ebenfalls eine
signifikante Hemmung des Zellwachstums. MTOR, das Zielprotein von RAD0O1, ist beteiligt
an der Umwandlung extrazellularer in intrazelluldre Signale und nimmt somit eine
Schlusselrolle bei der Weiterleitung wichtiger Signale ein, wie die der Wachstumsfaktoren
EGF, VEGF und Ostrogen und der metabolischen Signalwege, die Aminoséauren,
Adenosintriphophat und Glukose beinhalten. Somit befindet sich mTOR im Schnittpunkt
vieler wichtiger Signalwege. Seine zentrale Rolle liegt in der Kontrolle und Weiterleitung
dieser Signale und somit der Regulation der Proteinbiosythese (Ciuffreda et al. 2010). Die
vorliegenden Ergebnisse lassen die Schlussfolgerung zu, dass die Anwendung von RAD001
eine signifikante antiproliferative Wirkung bei PCa-Zellen erzielen kann. Die Behandlung der
Zellen mit RADOO1 fuhrte dartber hinaus zu einer Reduktion der CDK2, Cyclin B und Cyclin
E. Dies spiegelt sich auch in der signifikanten Erh6hung der G1/G0-Phase und der damit
einhergehenden Reduktion der M- und G2/S-Phase wider. Die Zelle reagiert mit einer
Wachstumsverzoégerung. In der Tat konnte die wachstumshemmende Wirkung einer
Behandlung mit RADOO1 schon bei vielen Tumorarten nachgewiesen werden, so auch beim
RCC (Motzer et al., 2008; Sun et al.,, 2010a). RADOO1 verlangerte in dieser Studie im
Vergleich zur Behandlung mit Placebo ein progressionsfreies Uberleben bei Patienten mit

fortgeschrittenen metastasierenden RCC.

In Kombination mit AEE788 konnte die antiproliferative Wirkung von RADOO1 auf die
Tumorzellen deutlich verstarkt werden. Das erscheint logisch, da sowohl die Tyrosinkinase
EGFR Uber den MAPK-Weg als auch der PI3-K/AKT/mTOR-Signalweg das Zellwachstum
maf3geblich regulieren. Womdéglich kénnte AEE788 in der Kombination mit RADOO1 eine
separate Einflussnahme auf zwei Aktivierungsebenen induzieren und somit einen
Verstarkereffekt sowohl bei androgenresistenten als auch bei androgensensitiven PCa-
Zellen herbeiftihren. Tatsachlich fihrte die simultane Behandlung zu einer drastischeren
Blockade des Zellzyklusses in der GO/G1-Phase, als dies unter Einzelgabe zu beobachten
war. Der Zellzyklus ist bei vielen Tumorentitaten haufig disreguliert und wird von einer
erhdhten Expression der CDKs begleitet (Malumbres and Barbacid et al., 2009; Weinberg et
al., 1996). So liel3 sich eine erhéhte Expression von CDK1, CDK2 und CDK4 in Magen- und
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Kolonkrebszellen nachweisen (Ishihara et al. 2005; Salh et al., 1999). Ebenfalls konnte eine
erhdhte Aktivitat von CDK1 und CDK2 beim Brustkarzinom von Kim et al. festgestellt werden
und korreliert mit einem schlechteren Uberleben (Kim et al., 2008). Die eigenen
Untersuchungen demonstrieren einen hemmenden Effekt der AEE788/RAD001-Kombination
auf die Expression der CDK1, CDK2 und CDK4 sowie der Cycline B, E und D1. In
androgenresistenten Zellen wurde die Expression von Cyclin D1 sogar vollstdndig gehemmit,
was in diesem Fall auf den Effekt von AEE788 zurtickzufuhren ist. In der Tat verursachte
AEE788 alleine eine quantitativ vergleichbare Anderung dieses Proteins. Es lasst sich
daraus ableiten, dass eine Hemmung der Zellzyklusprogression mit einer Reduktion der
Cycline und CDKs einhergeht. Im Einklang mit dieser Hypothese wurde aufgrund der
Behandlung mit der Kombination AEE788/RAD001 die Expression von p27 hochreguliert.
P27 wirkt als ein Suppressor der Komplexe Cdk4/Cyclin D1 und Cdk2/Cyclin E, womit ein
Restriktionspunkt erreicht werden kann, der die Zelle in die Ruhephase zwingt (Polyak et al.,
1994; Toyoshima et al., 1994). Die Inaktivierung bzw. der Verlust von p27 ist eine haufige
Begleiterscheinung wahrend der Karzinogenese und gilt als ein zuverlassiger Prognosefaktor
z.B. beim RCC (Sgambato et al., 2010; Pertia et al. 2007, Langner et al. 2004). Umgekehrt

konnte somit die Re-Expression von p27 Aufschluss tiber das Therapieansprechen geben.

Im Gegensatz zu RADO01 und AEE788 ist der Wirkungseintritt von VPA verzogert. Eine
langere Applikation mit VPA war notwendig, um das Tumorwachstum signifikant zu hemmen.
Die 5-tagige Inkubation mit VPA zeigte dabei deutlich starkeren Effekt als die 3-tagige
Behandlung. Studien mit VPA beim RCC und Neuroblastom zeigten Ubereinstimmungen mit
den vorliegenden Beobachtungen (Jones et al., 2009a; Xia et al., 2006; Beecken et al.,
2005). Offensichtlich I8st ein Angriff auf das HDAC-System nur allm&hlich und zeitverzdgert
phano- und genotypische Veréanderungen aus. Zellzyklusanalysen bestatigen diesen Befund.
VPA induzierte eine signifikante Erhéhung der G1/G0-Phase und eine signifikante Reduktion
der G2/S- und der M-Phase erst nach langerer Anwendung, wobei der Effekt bei allen drei
Zelllinien nach 5-tagiger Inkubation signifikant starker ausfiel als nach 3-tgiger. Es ist
maglich, dass VPA zunéchst eine Disregulation der Zellzyklusphasen einleitet, wobei die
einzelnen Phasen des Zellzyklus aktiviert und deaktiviert werden und letztendlich im
Zellzyklusarrest in der G1/G0O-Phase miinden. Das Phanomen der Aktivierung apoptotischer
Mechanismen und der Initiation des Zellzyklusarrest durch HDAC-Inhibitoren (HDACI) wurde
schon von Marks et al. postuliert und scheint ein gangiger Mechanismus als Antwort auf die
Hemmung der HDAC-AKktivitat zu sein (Marks et al., 2004). Korrelierend mit der signifikanten
Erhdhung der G1/G0-Phase induzierte VPA eine erhebliche Reduktion der Expression der
CDK1, CDK2, CDK4 und des Cyclin B. Gleichzeitig fihrte die Behandlung der Zellen mit

VPA zu einer Hochregulation der Tumorsuppressorproteine p21 und p27. Wie schon oben
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erwahnt, liegt die Hauptrolle von p27 in der Regulation des Zellzyklus beim Eintritt in die S-
Phase, induziert durch die Inhibition des CDK2/Cyclin E-Komplexes (Massagué et al., 2004).
P21, ein weiterer Inhibitor aus der CIP/KIP-Familie (cyclin-dependent-kinase inhibitor
proteins), reguliert ebenfalls die Zellzyklusphasenverschiebung am G1-Checkpoint. So
induziert p21 eine Hemmung der Aktivitat von CDK2, das den Ubergang von der G1- in die
S-Phase einleitet. Dabei wird normalerweise die Transkription von p21 aufgrund einer DNS-
Schadigung aktiviert (Martin et al., 2005; Walworth et al. 2000). Eine tber p21 induzierte
Hemmung der CDK1-Aktivitat, die fur den Eintritt der Zelle in die M-Phase verantwortlich ist,
konnte ebenfalls beobachtet werden (Dulic et al., 1998; Bates et al., 1998; Medema et al.,
1998). Zusatzlich kann p21 Uber die Bindung an den proliferting cell nuclear antigen (PCNA)
den Aufbau der Replikationsgabel stoppen und somit einen Zellzyklusarrest in der S-Phase
hervorrufen (Gulbis et al.,, 1996). So ist p21 ein potentieller Suppressor der
Zellzyklusprogression. Vermutlich l6st eine Hemmung der HDACs uber VPA eine
Modulierung der Chromatinstruktur aus, die wiederum die p21-Expression induziert mit
nachfolgender Verschiebung der Zellzyklusphasen in Richtung G1/GO. Zahlreiche Studien
konnten diesbeziiglich vergleichbare Effekte von HDACI im Hinblick auf Zellzyklus und
Zellwachstum an verschiedenen Tumorentitaten beschreiben (Kramer et al., 2001; Gattlicher
et al., 2004; Mei et al., 2004; Marks et al., 2004; Cinatl et al., 2002; Kim et al., 1999).

VPA kombiniert mit RADOOL induzierte eine erhebliche Potenzierung in der Hemmung des
Tumorwachstums. Bei allen drei Zelllinien fihrte die Kombination zu einem verbesserten
Effekt in der Reduktion von CDK1, CDK2, CDK4 und Cyclin B. Der aus der simultanen
Behandlung resultierende Verstarkereffekt konnte zugleich in der Verschiebung der
Zellzyklusphasen beobachtet werden. So verstarkte VPA/RADOOL signifikant den Effekt auf
die Erhbéhung der G1/G0-Phase und auf die Reduktion der G2/M- und S-Phase. Eine solche
Wirkungsverstarkung, einhergehend mit einer Induktion von Zellzyklusarrest wurde schon bei
einer Behandlung der akuten myeloischen Leukdmie mit VPA in Kombination mit RAD0OO1
festgestellt (Nishioka et al. 2008). Vermuten lasst sich ein crosstalk zwischen mTOR-Aktivitat
und dem HDAC-System. Entweder induzieren der PI3-K/AKT/mTOR-Signalweg und die
HDACSs auf paralleler Ebene &hnliche Wirkungsmuster, die sich letztendlich addieren, oder
eines der Systeme greift verstarkt in das andere ein. Untersuchungen mit Inhibitoren gegen
die AKT/mTOR-Signalachse zeigen, dass aufgrund der Hemmung dieser Signalkaskade die
Antwortbereitschaft gegentber HDACI erhéht wird (Ozaki et al., 2010). Chen et al. wiederum
postuliert einen direkten Einfluss der HDACI auf die AKT/mTOR-Achse. In der Tat konnte er
in seinen Untersuchungen beobachten, dass HDACI einen direkten Einfluss auf AKT
nehmen kann (Chen et al., 2005). Studien von Verheul et al. und Brugarolas et al. zeigen,

dass eine mTOR-Inhibition die Expression von proliferationsfordernden Proteinen wie HIF-1a
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deutlich zu reduzieren vermag, eine simultane Behandlung mit HDACI jedoch diesen Effekt
erheblich potenzieren kann (Verheul et al., 2008; Brugarolas et al., 2003). Im Hinblick auf die
eigenen Untersuchungen lasst sich vermuten, dass VPA AKT/mTOR gegeniber RADO01

sensibilisiert und so die Wachstumsblockade verstarkt.

Interessant ist der durch IFNa2a erzielte Verstarkereffekt auf die VPA-Wirkung. Die gilt
insbesondere, als IFNa2a alleine keine diesbeziglichen Veranderungen in der Tumorzelle
ausloste. Die Kombination VPA/IFNo2a zeigte eine deutliche antiproliferative Wirkung
anhand der Wachstumsanalysen. Dies spiegelte sich in den Untersuchungen der
Zellzyklusproteine wieder. VPA/IFNo2a induzierte im Vergleich zur Einzelapplikation eine
Wirkungsverstarkung in der Reduktion der Proteinexpression der CDK1, CDK2, CDKA4,
Cyclin E und Cyclin B. Zugleich konnte die Kombination die Expression der
Tumorsuppressorproteine p21 und p27 deutlich hochregulieren.

Ein weiteres Regulationsprotein des Zellzyklus ist der Tumorsuppressor Retinoblastom (Rb).
Rb fungiert in aktiver Form als ein Inhibitor der Transkription und hemmt, durch eine direkte
Bindung an die Doméane des Transkriptionsfaktors E2F-1, die Transkription der Proteine, die
fur den Ubergang von der G1- in die S-Phase verantwortlich sind. Dartiber hinaus rekrutiert
es Korepressoren zum Promotor, was als eine aktive Repression bezeichnet wird (Zhang et
al., 2000, Harbour and Dean et al., 2000). So kann Rb den Ubergang zwischen der G1/GO-
Phase in die S-Phase blockieren (Chicas et al., 2010; Hume et al., 2009; Lee et al., 1989).
VPA/IFNa2a erhohte signifikant die Proteinexpression von Rb und Rb2 in PCa-Zellen. Der
Tumorsuppressor Rb2 zeigt dabei Aquivalenz zu Rb im Aufbau von konservierten
Bindungsmotiven. Beide kénnen Uber die Bindung an virale Proteinpartikel wie die des
Adenovirus A1A, SV40 und Papillomavirus E7 die Transkription von zellzyklusregulierenden
Faktoren ausldsen (Mayol et al., 1993; Laplatine et al., 2002, Soprano et al., 2006). Die
wichtige Rolle dieser Tumorsuppressorproteine bei der Tumorgenese des PCa konnte Wu et
al. an einem Mausmodell zeigen. Eine Ablation dieser Tumorsuppressoren fuhrte zu
hochinvasiven PCa-Formen (Wu et al.,, 2009). Vermutlich 16st VPA/IFNa2a die Reduktion
des Wachstums der PCa-Zellen aufgrund der Verminderung der Expression der CDKs und
Cycline und einer gleichzeitigen Erhdhung der Tumorsuppressoren aus. Dieser Effekt der
Kombination resultiert in der Hemmung der Zellzyklusprogression. VPA/IFNo2a induzierte
dabei eine signifikante Verschiebung der PCa-Zellen in die G1/G0O-Phase mit einer
einhergehenden Reduktion der G2/M- und der S-Phase.

Es ist unklar, Uber welchen Mechanismus IFNa2a die Wirkungsverstarkung von VPA steuert.
Vlasdkova et al. untersuchte den Einfluss von HDACI auf die Wirkung von IFNa2a-
stimulierten Genen mit dem Hintergrund, dass sowohl eine Stimulation mit IFNa2a als auch

die durch HDACI ausgeldste Hyperacetylierung des Chromatins eine erhdhte Transkription
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von Genen induziert. Erstaunlicherweise demonstrierte die Studie, dass eine von IFNa2a
ausgeloste Transkriptionsrate Uber eine Hemmung des HDAC-Systems deutlich
herabgesetzt wird (Vlasakova et al., 2007). Somit scheint die Wirkungsverstarkung nicht
explizit Uber die Transkriptionsebene abzulaufen. Studien am Melanom zeigten, dass IFNa2a
alleine keine Apoptose ausldste, in Kombination mit VPA jedoch dessen pro-apoptotischen
Effekt markant erhoht (Kramer et al., 2006). In diesen Studien resultierte die alleinige
Behandlung der Zellen mit IFNa2a in einer deutlichen Expressionserhdhung des signal
transducers and activators of transcription 1-Proteins (STAT1) und somit in einer verstarkten
Zuganglichkeit des HDAC-Systems gegenuber VPA (Kramer et al., 2006; Wong et al., 2002).
Wahrscheinlich akkumuliert der von IFNa2a induzierte Anstieg von STAT1 auch beim PCa
die Antwortbereitschaft von VPA. Ahnliche Studien am Neuroblastom und RCC
demonstrieren, dass eine effektive Wirkungsverstarkung bei der Verwendung von IFNa2a in
Kombination mit HDACI ausgeltst werden kann (Jones et al., 2009a; Michaelis et al., 2004;
Cinatl et al., 2002). Eigene Untersuchungen am PCa demonstrieren ebenfalls, dass der

antiproliferative Effekt von VPA Uber die Zugabe von IFNa2a effektiv erhdht wird.

Die in der vorliegenden Arbeit eingesetzten Substanzen konnten keine Apoptose in den
Tumorzellen induzieren. Die Analysen des Wachstums und die signifikante Erhéhung der
G1/G0-Phase mit einer gleichzeitigen Reduktion der CDKs und Cycline bei einhergehender
Erhdhung der Tumorsuppressorproteine lassen auf einen Zellzyklusarrest schliel3en. Dieses
Phanomen ist nicht neu. So konnte Mansure et al., aufgrund einer Behandlung des
Blasenkrebs mit RADOO1 eine Erhohung des Zellzyklusarrests ohne eine Induktion der
Apoptose beobachten (Mansure et al., 2009). Tatsachlich belegen zahlreiche Studien, dass
eine kombinierte Behandlung mit mTOR-Inhibitoren zur Restriktion der Zellzyklusphasen
beitragt (Nagata et al., 2010; Yang et al., 2010; Zuo et al., 2009; Fechner et al., 2009).
Ebenfalls zeigen Untersuchungen am HDAC-System, dass nicht zwangsweise durch eine
HDAC-Inhibition die Apoptose induziert wird, sondern vielmehr ein Zellzyklusarrest der
Grund fur die Proliferationshemmung der Zellen sein kann (Wang et al., 2008; Xiao et al.,
2009; Xu et al., 2010).

Nachgewiesenermal3en kann allerdings eine Hemmung von mTOR alleine bzw. in
Kombination mit anderen Therapieformen den Prozess der Autophagie auslosen (lwamaru et
al., 2007; Jaboin et al., 2007; Crazzolara et al., 2009; Wu et al., 2010b; Buss et al., 2010).
Weitere Studien belegen den gleichen Effekt nach Hemmung der HDAC-Aktivitat (Long et al.,
2009; Oh et al., 2008). Die Autophagie ist ein naturlicher Prozess bei eukaryotischen Zellen
und ist verantwortlich fur den Abbau von cytosolischen Bestandteilen wie Organellen oder
Membranen. Im Unterschied zur Apoptose, die in der Selbstzerstorung der Zelle endet, bietet

die Autophagie den Zellen die Mdoglichkeit zur Regeneration. Die Ursachen fir die



Diskussion 123

Autophagie liegen z.B. im Mangel an Nahrstoffen, Wachstumsfaktoren oder Zellstress und
konnen gleichzeitig Zellzyklusarrest hervorrufen (Jung et al., 2010; He et al., 2009b). Die
Verlangsamung der Zellzyklusprogression, hervorgerufen durch die Hemmung von mTOR,

EGFR bzw. HDAC kdnnte somit beim PCa eine Induktion der Autophagie ausldsen.

5.2 Adhasionsdynamik

Die Zelladhasion bildet einen wichtigen Bestandteil der Tumormetastasierung. Die Fahigkeit
eines Tumors, Tochtergeschwiilste auszubilden, reduziert die Heilungschancen bei einem
Krebspatienten erheblich (Friedl et al., 2003, Eccles et al., 2007). Die Bindung der
metastasierenden Tumorzellen an Endothel und die Matrix-Proteine bildet den Initialschritt
der Invasion in ein Zielgewebe. Es ist daher positiv zu bewerten, dass AEE788 die Adhasion
der PCa-Zellen an Endothel und den Matrix-Proteinen Kollagen, Fibronektin und Laminin zu
reduzieren vermag. VEGFR und EGFR scheinen offensichtlich in die Zelladh&sion und
Migration involviert zu sein. Tatsachlich konnte Martinelli et al. eine Reduktion der
Zellmigration tber eine Hemmung des VEGFR herbeifiihren. Eine Kombination des VEGFR-
Inhibitors mit einem EGFR-Inhibitor fuhrte dabei zu einer Wirkungssteigerung (Martinelli et al.,
2010). Die vorliegenden Daten zeigen analog, dass der Einsatz des Multikinase-Inhibitors
AEE788 effektiv die Adh&asionsdynamik der PCa-Zellen zu reduzieren vermag.

Um auszuschlieBen, dass die Reduktion der Tumoradh&sion ausschlie3lich tber eine
Abnahme der proliferativen Aktivitdat herbeigerufen wird, erfolgte zum einen die
Adhasionsmessung bereits nach 1-stlindiger Inkubationszeit (in der keine mitotischen
Ereignisse ablaufen), zum anderen wurden die Tumorzellen (Kontrolle versus behandelte
Zellen) jeweils in identischer Konzentration ausplattiert. Der Einfluss der Testsubstanzen auf

die Tumoradhasion ist somit als spezifischer Effekt zu werten.

RADOO1 induzierte eine signifikante Hemmung der Adh&sion sowohl an Kollagen und
Fibronektin als auch an HUVEC. So scheint RADOO1 durch seine Blockade von mTOR die
Zell-Matrix und die Zell-Zell-Kommunikation zu modulieren. Meng et al. gelang es tber eine
Ausschaltung von PI3-K die Zelladh&sion und Zellmigration von Ovarialkarzinomzellen zu
reduzieren (Meng et al., 2006). Zuséatzlich zu seiner proliferationsregulierenden Aktivitat ist
MTOR an der Reorganisation des Aktin-Zytoskeletts beteiligt und zwar (ber die
Phosphorylierung der GTPasen Rho und Rac (Jacinto et al., 2004; Sarbassov et al., 2004).
Eine Uberexpression von Rho wird in Zusammenhang mit einer erhohten Zellmotilitat
gebracht (Klein et al., 2009; Wong et al., 2009). Vermutlich hemmt RADOO1 diesen Prozess
und induziert auf diese Weise die Hemmung der Adhasionsdynamik. Studien belegen die

Beteiligung von mTOR an der Zellmigration. Aus den eigenen und anderen Daten lasst sich
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postulieren, dass eine deutliche Verringerung der Zellmotilitdt und der Adhasionsdynamik
aufgrund der Inhibition von mTOR hervorgerufen wird (Okui et al., 2010; Clark et al., 2010;
Sun et al., 2010b; Karam et al., 2010; Wu et al., 2010).

Interessanterweise verstarkte die Kombination AEE788/RAD001 signifikant den Effekt der
Einzeldosierung auf den Adh&sionsprozess am Endothel. Bianco et al. konnte in seinen
Studien demonstrieren, dass eine mTOR-Blockade die Antwortbereitschaft fiur EGFR-
Inhibitoren deutlich steigert (Bianco et al., 2008b). Aktuelle Untersuchungen zu der
Dualblockade von EGFR und mTOR belegen eine hohe Ansprechrate der Behandlung
zahlreicher Tumorentitaten. So konnte eine simultane Hemmung von EGFR und mTOR zu
einer Verstarkung der antitumoralen Aktivitat beim Lungen-, Darm-, Plattenepithelkarzinom
und Glioblastom fuhren (Schmid et al., 2010; Herberger et al., 2009; Jimeno et al., 2007;
Wang et al., 2006). Aus eigenen Untersuchungen lasst sich ableiten, dass AEE788/RAD001

einen Verstarkereffekt auf die Hemmung der Zell-Zell-Interaktion auslost.

Der Einsatz von VPA bewirkte ebenfalls eine deutliche Hemmung in der Bindungsaktivitat
der PCa-Zellen. Die Hemmung der Adhéasionsdynamik zeigte keine gravierenden
Unterschiede zwischen der 3-tagigen und der 5-tagigen Inkubation im Gegensatz zu der
zeitabhangigen Wirkung von VPA bei der Untersuchung des Wachstums der PCa-Zellen. So
scheint der maximale Effekt von VPA auf die Adhasion schon friih erreicht. In diesem Fall
konnten zwei verschiedene regulatorische Mechanismen einerseits fur das Wachstum und
adererseits fur die Invasion verantwortlich sein. Uber den Zusammenhang zwischen
Zellmotilitat und HDAC-Inhibition ist wenig bekannt. Proteine, die die Adh&sionsdynamik
hemmen, kdnnten negativ von HDAC kontrolliert werden. So postuliert Jeon et al., dass eine
erhohte HDAC-Expression bei aggressiven Karzinomen fiir deren invasiven Charakter und
deren erhohte Zellmigration verantwortlich ist und eine Inhibition der HDACs diese
Eigenschaften aufheben kénnte (Jeon et al., 2010; Wang et al., 2009; Kuwajima et al., 2007).
Dies korreliert mit den eigenen Beobachtungen, wonach VPA in die Zelladhasionsdynamik

eingreift und sie signifikant hemmt.

Im Gegensatz zur AEE788/RAD001-Kombination konnte RADOO1 den Wirkeffekt von VPA
auf die Adhasionsdynamik nicht verstarken. Womoglich erzielt VPA bereits die maximale
Hemmung, die Uber eine zusatzliche Behandlung mit RADOO1 nicht mehr verstarkt werden
kann. Eine andere Mdoglichkeit ware, dass VPA und RADOO1 zwei unterschiedliche
adhasionsrelevante Signalwege beeinflussen, die in Konkurrenz zueinander stehen und
somit die Einzeleffekte dieser Substanzen vermindern. Ganz anders die kombinierte Gabe

von VPA und IFNa2a. Obwohl IFNa2a in der Monoapplikation keinerlei Verédnderung in der
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Adhasionsdynamik der Zellen an HUVEC bzw. an EZM-Proteine ausloste, verstarkte es
signifikant den Effekt von VPA. Diese Beobachtung scheint sich in anderen Studien zu
bestatigen. So konnte Kuljaca et al. ebenfalls eine Wirkungsverstarkung der HDACI uber
deren Kombination mit IFNa2a beobachten und somit die Motilitatsverminderung der Zellen

deutlich steigern (Kuljaca et al., 2007).

5.3 Integrine

Integrine vermitteln die Zell-Zell- und die Zell-Matrix-Interaktion. Sie sind Transmembran-
Heterodimer-Molekiile, die aus zwei verschiedenen Subtypen, einer a-Kette und einer (-
Kette, bestehen. Es gibt 16 a-Subtypen und 8 B-Subtypen, die zu einer Vielzahl von
Integrinen assemblieren kdnnten, wobei bis heute nur 24 Heterodimere bekannt sind
(Humphries et al., 2000; Hynes et al., 2002). Interessanterweise ergaben Oberflachenprofile
der Integrinsubtypen der PC-3- und der LNCaP-Zellen kein einheitliches Bild. Es scheint,
dass Integrine zelltypspezifisch an der Oberflache prasentiert werden. Eine Kausalitat
zwischen der Oberflachenexponation der Integrine und dem Stadium des Tumors konnte in
zahlreichen Studien hergestellt werden. So wird eine verdnderte Oberflachenexpression von
Integrinen als Unterschied zwischen normalen, hyperplastischen, neoplastischen
androgensensitiven und androgenresistenten Prostatazellen postuliert (Bonkhoff et al., 1993;
Knox et al., 1994; Nagle et al., 1995; Trikha et al., 1998; Zheng et al., 1999; Zhu et al., 2010).
Dies korreliert mit eigenen Ergebnissen. Wahrend auf der Oberflache der
androgenresistenten PC-3 verstarkt a2-, a3-, a5-, a6-, 31- und B4-, a1- und B3- schwach,
jedoch keine a4-Rezeptoren vorhanden waren, prasentierten die androgensensitiven LNCaP
ein anderes Integrinprofil. Bei LNCaP wurden a2, a5, a6 und B1 verstarkt auf der Oberflache
detektiert, a1 nur schwach, wahrend a3, o4, B3 und (B4 ganzlich fehlten. Beide Zelllinien
zeigten ein unterschiedliches Adhé&sionsverhalten an die Matrix-Proteine. Wahrend bei PC-3
eine signifikant hohe Adhé&sion an Laminin beobachtet wurde, waren LNCaP zu dieser
Interaktion nicht fahig. Zahlreiche Studien beschreiben die a5-, f3- und B4- vermittelte
Adhasion und deren Beteiligung an der Zellmotilitdt (Rowland et al., 2010; Murillo et al., 2007,
Nakashima et al., 2007; Li et al.,, 2009; Takayama et al., 2005; de Pereda et al., 2009).
Blockadestudien von a5, B3 und 4 an den PC-3-Zellen zeigten eine signifikante Reduktion
der Bindung an Laminin. Somit scheint das veranderte Oberflachenprofil der Integrine
zumindest teilweise fur die unterschiedliche Adhé&sionscharakteristik der eingesetzten

Tumorzelllinien verantwortlich zu sein.

Zellbiologische und genetische Untersuchungen an der Maus, Fliege und am Wurm haben

offengelegt, dass Integrine neben der Adhéasion und Migration auch die Signallibertragung
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und somit das Wachstum und das Uberleben der Zelle zu steuern vermégen (Montanez et
al., 2007). Die Signalibertragung geschieht tber eine direkte intrazellulare Assoziation der
cytoplasmatischen Doméne der Integrine mit Adaptor- und Signalproteinen, womit weitere
Signaltransduktionswege reguliert werden (Fornaro et al., 2002). Letztendlich wird dartber
die Integrinexpression gesteuert und variiert. Konsequenterweise ist daraus zu folgern, dass
das unterschiedliche Integrinoberflachenprofil der PC-3 und LNCaP durch einen externen
Impuls unterschiedliche Signalmechanismen aktiviert mit ebensolchen unterschiedlichen
Konsequenzen fur die Neusynthese und Prasentation einzelner Integrinsubtypen. In der Tat
zeigten PC-3 eine unterschiedliche Modulation der Integrinsubtypen aufgrund der
Behandlung mit AEE788, RAD0O01 und VPA in Vergleich zu LNCaP. Diese Modulation
konnte nicht nur auf der Oberflache der Zellen, sondern auch intrazellular und auf
Transkriptionsebene beobachtet werden. Interessanterweise resultierte die Behandlung in
einer gleichartigen Verénderung des Adhasionsverhaltens. Wahrscheinlich werden bei PC-3
und LNCaP aufgrund der Behandlung unterschiedliche Signalmechanismen betroffen, die

aber einen gleichen Effekt hervorrufen.

Die PC-3-Zellen zeigten aufgrund der Behandlung mit AEE788 eine signifikante Reduktion
von o5 auf der Oberfliche und auf Transkriptionsebene. Die eigenen Ergebnisse
demonstrieren, dass eine Blockade von a5 bei PC-3-Zellen eine signifikante Reduktion der
Adhasion an extrazellulare Matrixproteine (EZM-Proteine) und HUVEC induziert, womit ein
direkter Zusammenhang zwischen a5 und der Regulation der Adh&sionsdynamik zu
bestehen scheint. Zusatzlich induzierte AEE788 eine signifikante Hemmung der
Transkription von a3, a5, B3 und B4 bei PC-3. Dies scheint aber kein genereller
Mechanismus zu sein, da bei LNCaP kein Effekt auf a5 aufgrund der Behandlung mit
AEE788 beobachtet werden konnte. Hingegen wurde eine Reduktion der
Oberflachenverteilung von a1 gemessen. Da AEE788 bei LNCaP und PC-3 gleichermalRen
eine Reduktion der Adhasionsdynamik bewirkte, ist zu folgern, dass die Integrine zwar den
Adhasionsvorgang zu beeinflussen vermdgen, die Kontrolle der Adhasion jedoch nicht immer
Uber eine bloRe mechanische Kopplung der Integrine an die entsprechenden Liganden
erfolgt. In dem Zusammenhang darf nicht unerwédhnt bleiben, dass die Integrinaktivitat tber
cytosolische Kinasen wie die integrin-linked kinase (ILK) reguliert werden kann. ILK
assoziiert mit der cytoplasmatischen Doméane der Integrinsubtypen. Auf diese Weise kann
ILK die Bindung der Integrine an das Aktin-GerlUst vermitteln bzw. fur die zellulare
Signalweiterleitung sorgen (Boticher et al.,, 2009; Fielding et al., 2009). Zahlreiche
Untersuchungen belegen, dass ILK die Adhasion und Zellmotilitét induziert (Guo et al., 2009;
Esfandiarei et al., 2010; Hortelano et al., 2010). Zudem fordert eine erhéhte Expression von

ILK die Tumorgenese von invasiven Karzinomen (McDonald et al., 2008; Schaeffer et al.,
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2010; Peroukides et al., 2008; Goulioumis et al., 2008). AEE788 reduziert bei LNCaP die
Proteinexpression von ILK. Tatsachlich konnte Li et al. Gber ein Gen-knockdown von ILK bei
PCa-Zellen deren Adhasion reduzieren (Li et al.,, 2010). So scheint die verringerte
Proteinexpression von ILK aufgrund der AEE788-Applikation ein Auslosefaktor der

Adhasionshemmung bei LNCaP zu sein.

RADOO1 reduzierte signifikant den a5-Integrinsubtyp auf der Oberflache von PC-3, wie auch
unter der AEE788-Behandlung. Zuséatzlich erhthte sich unter RADOO1 die a2- und B3-
Oberflachenexpression. Dieser Effekt wurde bei AEE788 nicht beobachtet, so dass ein
unterschiedlicher Wirkmechanismus vermutet werden muss. In-vitro-Daten demonstrieren,
dass eine reduzierte Oberflachenexpression von a2 die Zellmotilitdt steigern kann. So konnte
Zuo und Ning et al. durch eine verminderte Expression von a2 eine verstarkte Zellmigration
auslésen (Zuo et al., 2009; Ning et al., 2005). Folglich kénnte eine durch RADOO1 evozierte
a2-Aufregulation einen moglichen Mechanismus reprasentieren, der die Adhasionsdynamik
hemmt. Da AEE788 eine signifikante Reduktion von 33 auf der Oberflache induzierte und
eine Blockadestudie an B3 ebenfalls eine signifikante Reduktion der Adhasion der PC-3 an
die EZM-Proteine und HUVEC zeigte, scheint die Erhéhung von B3 auf der Oberflache der
Zelle aufgrund der Applikation mit RADOO1 widersprichlich. Beim Interpretieren dieser
Modulation von 3 sollte man jedoch nicht vergessen, dass Integrine nicht nur mechanische
Kopplungselemente darstellen, sondern tber die integrinvermittelte Differenzierung ebenfalls
eine Rolle bei der Progression von Karzinomentitaten spielen (Oertl et al.,, 2006). So
postuliert Oertl et al., dass eine Erhohung distinkter Integrinsubtypen die Adhasion hemmen
kann, indem sie integrinvermittelte Differenzierungsvorgange aktiviert. Da die Monotherapie
mit RADOO1 nur bei PC-3, nicht jedoch bei LNCaP eine relevante Modulation der Integrine
hervorrief, ist vermutlich ein anderer Mechanismus fir die Hemmung der Adhasionsdynamik

bei LNCaP aufgrund der mTOR-Inhibition verantwortlich.

Die Kombination von AEE788 und RADOO1 induzierte keine Wirkungsverstarkung der
Integrinmodulation auf der Oberflache der Zellen. Da die Kombination vor allem die
Hemmung der Zell-Zell-Interaktion an Endothel nicht aber an die Matrixproteine erhdhte,
scheint AEE788/RAD001 nicht (ber die Modulation der Integrine in diesen
Adhasionsprozess einzugreifen. Aktuelle Studien an PCa konnten offenlegen, dass
Cadherine eine essentielle Rolle bei der Zell-Zell-Kommunikation spielen (Huang et al.,
2010). Bieri et al. postuliert, dass die Aktivitat der PI3-K/AKT/mTOR-Signalachse die
Expression der Cadherine positiv reguliert (Bieri et al., 2009). In seinen Studien induziert

eine Hemmung dieser Signalachse eine Reduktion der Cadherin-Expression (Bieri et al.,
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2009). Womdoglich induziert AEE788/RAD001 eine Veranderung in der Expression der

Cadherine und Ubt somit Einfluss auf die Zell-Zell-Interaktion aus.

VPA bewirkte die bisher starkste Modulation der Integrinsubtypen. So reduzierte VPA bei
PC-3 signifikant die Oberflachenexpression von a5, a6, B3 und B4. Die Kausalitat zwischen
der mechanischen Koppelung von a5, 3 und B4 konnte anhand der Blockadestudien
gezeigt werden. Die Oberflachenprasentation von a6 scheint ebenfalls eine wichtige Rolle
bei der Zelladhasion einzunehmen. Aktuelle Daten konnten offenlegen, dass a6 fir die
integrinvermittelte Zellmigration und Zelladhasion notwendig ist und dass a6 eine erhohte
Zelladhdsion und Motilitdt von Karzinomzellen induzieren kann (Bouvard et al., 2010;
Kielosto et al., 2009; King et al., 2008). Tatséchlich kénnte die Blockade von a5, a6, B3 und
B4 an der Tumor-Oberflache die Wirkung von VPA auf die Adh&sionsdynamik bei PC-3
erklaren. Bei der Interpretation ist dabei zu bericksichtigen, dass VPA die
Gesamtproteinmenge von a5, 1, und B4 im Cytoplasma erhohte. Auf den ersten Blick
scheint dieses Ph&nomen der Modulation widerspriichlich. Vermutlich liegt eine Erklarung fur
diesen Mechanismus bei der Regulation der Endo- und Exozytose der Integrinsubtypen,
vermittelt Uber VPA. Bei der Zellmotilitét unterliegen die Integrinsubtypen einem Recycling-
Mechanismus. Wahrend sie an einer Stelle der Zellmembran Gber Endozytose abgebaut
werden, werden sie an einer anderen Stelle wieder an der Oberflache prasentiert (Caswell et
al., 2009). Ein solcher Recycling-Mechanismus foérdert neben der Zellmotilitdt ebenfalls die
Invasion von Tumorzellen (Caswell et al., 2008). Beim Abbau der Integrine von der
Zelloberflache werden diese Uber Endocytose innerhalb der Zelle transportiert. Es ist
bekannt, dass die Integrinsubtypen a5, Bl und B3 udber einen solchen Recycling-
Mechanismus ins Cytosol eingeschleust werden, um dann als Antwort auf
adhasionsvermittelte Signale Uber die Exozytose wieder an die Oberflache der Zelle
rekrutiert zu werden (White et al., 2007). Da VPA die Integrinsubtypen a5, 1 und 34 auf der
Oberflache reduziert, reichern sich diese Integrinsubtypen offensichtlich im Cytosol an. Die
durch VPA induzierte Erh6hung der Transkription von a5 kdnnte den Effekt der cytosolischen
Proteinanreicherung von ab potenzieren. Zusatzlich induzierte VPA eine signifikante
Hemmung der Transkription von B3 und eine Hochregulation von a1. Dies korreliert mit der
Reduktion der Gesamtproteinmenge von (3. Die cytosolische Proteinexpression von a1
konnte nicht detektiert werden, die Oberflachenexpression von a1 nahm aber aufgrund von
VPA signifikant zu. Die signifikante Modulation der Integrinsubtypen sowohl auf der
Oberflache als auch intrazelluldar ist ein Indikator dafir, dass VPA den Recycling-
Mechanismus der Integrinregulation beeinflusst und somit die Reduktion der

Adhasionsdynamik begunstigt.
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Bei beiden Zelllinien induzierte VPA eine verstarkte Oberflachenexpression von a3. Die
Bedeutung der a3-Regulation fir den Adhasionsprozess der Tumorzelle wird kontrovers
diskutiert. Die eigenen Daten belegen, dass bei LNCaP gleichzeitig die Transkription von a3,
bei LNCaP und PC-3 die Gesamtproteinmenge von a3 hochreguliert wurde. Im Einklang mit
diesem Befund forcierte ein Verlust von a3 eine Verstarkung der Invasivitat und
Metastasierung bei PCa-Patienten (Pontes-Junior et al.,, 2009). Auf der anderen Seite
korrelierte eine Erhdhung von a3 bei PCa-Zellen mit einem gesteigerten Adhasionsvorgang
gegeniber Matrix-Proteinen (Kiefer et al., 2001; Sun et al., 2007). Insgesamt lasst sich somit
die funktionelle Rolle von a3 noch nicht abschlieBend deuten. Womdglich erfolgt die
Regulation der Adhasion nicht in einem mechanischen Sinne. Die eigenen Untersuchungen
demonstrieren zumindest, dass VPA sowohl in androgenresistenten als auch in
androgensensitiven PCa-Zellen die Oberflachenexpression von a3 erhthte und gleichzeitig
die Adhéasionsprozesse deutlich reduzieren konnte.

Die zellulare Interaktion mit der EZM spielt eine essentielle Rolle bei der Ausbildung der
fokalen Adhésion. Sie wird extrazellular von den Integrinen vermittelt und ist intrazellular an
das Aktin-Zytoskelett gekoppelt. So bedarf der Vorgang der Zellmigration einer dynamischen
Regulation der integrinvermittelten Zelladhasion und des Aktin-Zytoskeletts. Die fokal
adhesion kinase (FAK) dient dabei als ein essentieller Mediator zwischen Integrinen und
dem Aktin-Gerust (Hynes et al., 2002; llic et al., 1995). Die integrinvermittelte Aktivierung von
FAK fuhrt zu dessen Autophosphorylierung und Aktivierung einer Signaltransduktions-
kaskade, die eine erhohte Adhasionsdynamik und Zellmotilitat in normalen und karzinogenen
Zellen auslosen kann (Taton et al., 2007; Mitra et al., 2006). Eine wichtige Rolle von FAK bei
der Karzinogenese konnte bei zahlreichen Studien belegt werden, womit FAK sogar als ein
maogliches Zielprotein einer targeted Therapie in Betracht gezogen wird (Schultze et al., 2010;
Schwock et al., 2010; Luo et al., 2010; Hao et al., 2009; Zhao et al., 2009). VPA reduzierte
ILK und deaktivierte FAK sowohl in PC-3- als auch in LNCaP-Zellen. Insgesamt scheint VPA
erheblich die Modulation der Integrinsubtypen zu bewirken, den Recycling-Mechanismus der
Integrine und gleichermallen die Kontrollmechanismen der integrinvermittelten
Signaltransduktionswege zu hemmen, Uber die letztendlich das Bindungsverhalten der

Tumorzellen herabgesetzt wird.

Die Zugabe von IFNa2a nicht aber von RAD001 konnte die Wirkung von VPA auf die
Adhasion verstarken. Entgegen der Vermutung erzielte die Behandlung mit VPA/IFNa2a eine
ahnliche Tendenz in der Modulation der Integrinsubtypen wie die Kombination VPA/RADOO1.
Unterschiede zwischen den Kombinationen konnten nur bei a1 (LNCaP und PC-3) und a3,
B1 (PC-3) beobachtet werden. Somit scheint die Verstarkung von IFNa2a auf den Effekt von

VPA nicht in den regulatorischen Mechanismen der Integrinexpression zu liegen. In der Tat
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zeigte VPA/IFNa2a, nicht aber VPA/RADOOL eine effektive Zunahme in der Reduktion der
integrinnachgeschalteten Signalkinasen ILK, FAK und pFAK sowohl in PC-3- als auch in
LNCaP-Zellen. Vermutlich resultiert die Wirkungsverstarkung von VPA/IFNa2a auf die

Steuerung der Adhasionsprozesse in der Regulation von eben diesen Kinasen.

5.4 Modulation der PSA-Sythese

Das Uberschreiten eines bestimmten PSA-Schwellenwertes ist ein verlasslicher Indikator bei
der PCa-Fruhdiagnostik. Bei Patienten mit bestehenden PCa dient die PSA-Bestimmung zur
Uberwachung des Tumorwachstums bzw. des Therapieansprechens (Pelzer et al., 2005;
Leman et al.,, 2009). Eine hohe PSA-Bildung und —Freisetzung korreliert dabei mit der
Erhéhung der Malignitat und geht mit schlechteren Uberlebenschancen fiir den Patienten
einher (Kandola et al., 2007).

LNCaP-Zellen synthetisieren PSA in einem messbaren Bereich und wurden daher zur
Analyse herangezogen. Hingegen konnte bei PC-3- und DU145-Zellen keine PSA-
Freisetzung im messbaren Bereich festgestellt werden. AEE788 und RADOOL zeigten beide
keinen Einfluss auf die PSA-Sythese. Die Behandlung der LNCaP-Zellen mit VPA hingegen
resultierte in einer signifikanten Reduktion der gebundenen Form von PSA (cPSA) und der
freien Form (fPSA). Wissenschaftlich konnte ein Zusammenhang zwischen der Blockade des
Androgenrezeptors (AR) und der PSA-Freisetzung hergestellt werden (Lu et al., 2007).
Demnach erfolgt eine Reduktion der PSA-Freisetzung durch eine Blockade des AR. Diese
Kausalitdt konnte von Scher & Schellhammer et al. bestatigt werden. In ihren Studien
verdeutlichten sie, dass die PSA-Sekretion bei Patienten nach einer antiandrogenen
Therapie signifikant reduziert werden konnte (Scher et al., 1993; Schellhammer et al., 1997).
Studien mit HDACI, wie SAHA oder Trichostatin A konnten eine Blockade der
Signalibetragung des AR bestétigen (Bjorkman et al., 2008; Molifer et al. 2010).
Moglicherweise ist VPA Uber eine Hemmung der HDAC-Aktivitdt an der Regulation des AR

beteiligt und verhindert Uber diesen Mechanismus die PSA-Freisetzung.

Erwartungsgem&R konnte die Kombination AEE788/RAD001 keine messbaren
Veranderungen in den PSA-Werten erzielen. Interessanterweise zeigte VPA/RAD0O01
ebenfalls keine Modulation der PSA-Freisetzung. Dies ist erstaunlich, da VPA alleine die
PSA-Werte deutlich herabsetzte. Die Inhibition von mTOR scheint sich also kontraproduktiv
auf den PSA-reduzierenden Effekt der HDAC-Inhibition auszuwirken. Vorteilhaft erwies sich
aber die Kombination von VPA mit IFNo2a. VPA/IFNa2a induzierte eine signifikante

Wirkungsverstarkung in der Reduktion von tPSA. Aus eigenen Untersuchungen resultiert,
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dass nur die Inhibition der HDACs alleine bzw. in einer Kombination mit IFNa2a eine
signifikante Reduktion der PSA-Synthese induziert, und zwar sowohl der Gesamtmenge von
PSA wie der gebundenen Form. Im therapeutischen Sinne hemmt VPA bzw. VPA/IFNa2a
das Wachstum der PCa-Zellen einhergehend mit einer Reduktion der PSA-Expression, die

wiederum zum Tumor-Regress beitragen kann.

5.5 Modulation der intrazellularen Signalwege

Die Proteine EGFR, ERK1 und ERK2, AKT und P70S6K sind an der Regulation des
Zellwachstums und der Differenzierung grundlegend beteiligt. Die Behandlung der PCa-
Zellen mit den aufgefiihrten Substanzen induzierte Veranderungen in der Expression und

Aktivierung dieser Proteine.

Die Tyrosinkinase EGFR ist einer der wichtigsten Wachstumsfaktorrezeptoren, die tiber EGF
eine Autophosphorylierung erfahrt. Die Expression und Aktivitdt von EGFR qilt als ein
potentieller Prognosefaktor beim PCa. Bei Uber 90% PCa wird EGFR Uberexprimiert (de
Muga et al., 2010). AEE788 inhibiert die RTKs VEGFR und EGFR und verhindert somit
deren Aktivierung. So resultierte die Behandlung der PCa-Zellen mit AEE788 in einer
signifikanten Reduktion der Gesamtproteinmenge von EGFR und des phosphorylierten
EGFR (pEGFR). Sowohl VEGFR als auch EGFR greifen tber den MAPK-Weg, und somit
die ERK1/ERK2-Kaskade in die Regulation der Zellproliferation und Differenzierung ein (Gee
et al., 2010; Tarcic et al., 2010; Garnett et al., 2004). AEE788 bewirkte in der Tat sowohl in
LNCaP als auch in PC-3 eine signifikante Reduktion der aktivierten Form von ERKZ1/2.
Studien an ERK1/2 belegen dessen Beteiligung an der Zellproliferation und der Zellmigration
(Shannon et al., 2010; Tarcic et al., 2010; Pearson et al., 2001). El-Habi et al. konnte in
Untersuchungen feststellen, dass die Aktivitat von ERK1/2 fur die integrinvermittelte
Adhéasion bei PCa-Zellen erforderlich ist (El-Habi et al., 2010). Somit scheint AEE788 Uber
die Hemmung von EGFR und VEGFR in den Vorgang der Zellproliferation und Zellmigration
erheblich einzugreifen. Sowohl EGFR als auch VEGFR sind an der Regulation der Endo-
und Exozytose der Integrine beteiligt (Caswell et al.,, 2008; Reynolds et al., 2009).
Untersuchungen der Migration von Zellen auf 2-D-Oberflachen und der Invasion in 3-D-
Fibronektin-Matrizes zeigten eine hohe Aktivitat von EGFR einhergehend mit dem erhéhten
Prasentieren der Integrinsubtypen a5/B1 auf der Oberflache (Mdller et al., 2009; Mills et al.,
2009). Eigene Studien zeigen eine signifikante Reduktion des Zellwachstums und der
Zelladhasion aufgrund der Hemmung von EGFR und VEGFR, vor allem bei
androgenresistenten PCa-Zellen. Vermutlich ist die Inhibition dieser RTKs ein

entscheidender Faktor in der Regulation dieser Vorgénge.
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Die mTOR-Inhibition Gber RADOO1 fuhrte zu einer Reduktion der phosphorylierten Form der
P70S6-Kinase (pP70S6K). P70S6K als Masterregulator der Zellproliferation ist eine mTOR
nachgeschaltete Kinase, die die Translation von ribosomalen Proteinen und
Elongationsfaktoren aktiviert. Auf diese Weise greift P70S6K erheblich in die
Proteinsynthese, das Zellwachstum und den Zellzyklus ein (Asnaghi et al., 2004; Gibbons et
al., 2009). Eine erhéhte Aktivitatt von mTOR und P70S6K wird bei vielen PCa-Formen
beobachtet und gilt als ein entscheidender Faktor der Karzinogenese des PCa (Evren et al.,
2010; Wang et al., 2008c). Neben der mTOR bzw. P70S6K induzierte RADOO1 zusétzlich
eine Erhoéhung der aktivierten Form von AKT, eine mTOR vorgelagerte Kinase. Sie blockiert
in aktiviertem Zustand die Apoptose uUber die Hemmung von Caspase 9 und BAD (Brunet et
al., 1999; Lu et al., 2010, Kim et al., 2010b). Dies korreliert mit den eigenen Daten insofern,
als aufgrund der Behandlung mit RADOO1 keine Apoptoseinduktion gemessen werden
konnte. Ob dieser Effekt allein auf AKT zuriickzuftihren ist oder darauf, dass die Substanzen
in einer zu geringen Dosis appliziert wurden, bedarf einer weiteren Untersuchung.
Interessanterweise decken sich eigene Ergebnisse mit anderen Studien. Tatsachlich konnte
Tamburini et al. bei einer mTOR-Inhibition eine Hochregulation von pAKT beobachten
(Tamburini et al. 2007). So scheint eine Blockade von mTOR mit einer Erhéhung der AKT-
Aktivitat einherzugehen (Pauli et al., 2010; Ma et al., 2010). Ein feedback-Mechanismus, der
die Aktivitat von AKT steuert, konnte dafur verantwortlich sein. So wird beschrieben, dass
AKT selbst Uber den insulin-like growth factor-1 receptor (IGF-1R) aktiviert wird. P70S6K
wiederum inhibiert die Aktivierung von IGF-1R (Harrington et al., 2004; Sun et al., 1991;
Craparo et al., 1997). Wird nun die P70S6K-Aktivitat aufgrund der Behandlung mit RADO01
gehemmt, kdnnte daraus eine Erhéhung von pAKT resultieren. Studien zeigen diesbeziiglich,
dass die IGF-1R-Aktivitat eng mit der EGFR-Aktivitdt gekoppelt ist (Buck et al., 2008;
Knowlden et al., 2007). Eigene Daten demonstrieren, dass RADO0O01 ebenfalls eine Reduktion
von pEGFR induziert. Aus eigenen Untersuchungen lasst sich schliel3en, dass eine
antiproliferative Wirkung der PCa-Zellen nicht zwangsweise mit einer Inhibition von pAKT
einhergehen muss. Vielmehr scheint die Aktivitat von P70S6K ausschlaggebend fir das

Wachstum der PCa-Zellen zu sein.

Die kombinierte Gabe von AEE788 und RADOO1 konnte keinen Verstarkereffekt auf die
Modulation der intrazellularen Signalkinasen erzielen. Der additive Einfluss auf das
Wachstum durch die beiden Substanzen wird womdoglich durch eine simultane Modulation
zweier Signalwege erreicht. Wahrend AEE788 Uber EGFR letztendlich die ERK1/2-Aktivitat
beeinflusst, bewirkt RADOO1 tber die Hemmung von mTOR eine Reduktion von pP70S6K.
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Wie erwartet, griff VPA in den Experimenten entscheidend in die Aktivitat der HDACs ein. So
konnte VPA die Expression von HDAC3 und HDAC4 nachhaltig reduzieren. Die Reduktion
erfolgte bei allen drei Zelllinien gleichermal3en stark. HDACs regulieren die Expression und
Aktivitat von zahlreichen Proteinen, die sowohl in die Karzinogenese als auch in die
Progression des Tumors involviert sind. Zahlreiche Studien demonstrieren in Tumoren eine
veranderte Expression von HDAC (Glozak et al., 2007; Jones et al., 2007; Xu et al., 2007).
Insbesondere beim PCa wurde eine erhdhte Expression der HDACs beobachtet (Wang et al.,
2009; Cang et al.,, 2009; Weichert et al.,, 2008). HDACs sind an der Regulation der
posttranskriptionellen Modifikation der Histonproteine beteiligt und so verwundert es wenig,
dass die Reduktion der HDAC-Aktivitat mit einer Hyperacetylierung der Histone H3 und H4
korrelierte. H3 und H4 sind wichtige Bestandteile des Histonkompartimentes und regulieren
entscheidend die Struktur des Chromatins. Dabei fuhrt eine Hyperacetylierung der Histone
zu einer Auflockerung des Chromatins und beeinflusst somit die Transkription (Rice et al.,
2001; Pecuchet et al., 2010; Dalvai et al., 2010; Richmond et al., 2010). Die in eigenen
Untersuchungen ermittelte Acetylierung stand in engem Zusammenhang mit der VPA-
Konzentration und Inkubationszeit. Eine signifikante Acetylierung der Histone konnte
allerdings erst nach 24 Stunden gemessen werden. Vermutlich sind der Vorgang der HDAC-
Hemmung und die daraus resultierenden Folgen fur die Protein-Neusythese langsam
ablaufende Prozesse, die erst zeitverzégert Effekte ausldsen. Dies korreliert besonders mit
den Wachstumsanalysen. Hier wurde eine Hemmung des Zellwachstums erst nach einer
langeren Inkubationsdauer mit VPA erzielt. Der Effekt von VPA scheint nicht auf das PCa
beschrankt zu sein. Studien am RCC belegen eine deutliche Deacetylierung unter VPA in
Verbindung mit einer Hemmung des Tumor-Wachstums und der Adhasion (Jones et al.,
2009a; Jones et al., 2009b). Auch am Glioblastom und Neuroblastom zeigte VPA eine
antiproliferative Wirkung, bei gleichzeitiger Hemmung der Invasion (Papi et al., 2010; Cinatl
et al., 1997; Beecken et al., 2005). Neben HDAC als priméres Target griff VPA auch in die
intrazellulare Signalibertragung ein. VPA induzierte eine signifikante Reduktion von EGFR,
PEGFR, pERK1/2 und pP70S6K. Beim PCa scheint sich jedoch die Aktivierung von AKT der
HDAC-vermittelten Kontrolle zu entziehen. So induzierte die Behandlung mit VPA eine
Erh6hung von pAKT. Wie schon oben erwahnt, scheint dieser Effekt unter anderem fir die
fehlende Apoptoseinduktion verantwortlich zu sein und kann Uber einen negativen feedback-
Mechanismus zwischen pP70S6K und IGF-1R erklart werden. Neueste Untersuchungen an
AKT belegen in diesem Zusammenhang die IGF-1R-unabhdngige AKT-Aktivierung. So
postulierten Osajima-Hakomori et al. und weitere Arbeitsgruppen, dass haufig Dbei
Tumorentitaten vorkommende Mutationen der anaplastic lymphoma kinase (ALK) eine
Aktivierung von AKT herbeifihren kénnen (Osajima-Hakomori et al., 2005; Chen et al., 2008;
George et al.,, 2008; Janoueix-Lerosey et al., 2008; Mosse et al., 2008). Eine andere
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Maoglichkeit stellt Carpten et al. vor. An verschiedenen Tumorentitdten beobachtete er das
gehaufte Auftreten von AKT-Mutationen (Carpten et al.,, 2007). Diese flhrten zu einer
Uberaktivierung von AKT in den Tumorzellen und erlaubten der Zelle, sich den
Kontrollmechanismen der Apoptose zu entziehen. Ob PCa-Zellen tber eine solche Mutation
von ALK bzw. AKT verfugen, ist nicht hinreichend geklart und muisste in weiteren Studien

evaluiert werden.

Die Wirkung von VPA auf die intrazellularen Signalwege konnte tiber eine Kombination mit
RADOO1 gesteigert werden. So induzierte VPA/RAD eine verstarkte Reduktion von EGFR,
PEGFR und pP70S6K. Dies korreliert mit den Effekten dieser Kombination auf das
Zellwachstum. Eine &hnliche Reaktion konnte Verheul et al. in seinen Studien am PCa
beobachten. Er kombinierte den HDAC-Inhibitor LBH589 und den mTOR-Inhibitor
Rapamycin und erzielte so eine signifikante Reduktion des Tumor-Wachstums und der
Angiogenese im Tiermodell (Verheul et al., 2008). Wie bei der Wachstumsanalyse vermutet,
scheint VPA &hnliche Mechanismen wie RADOO1 auszulésen. Beide Inhibitoren regulieren
deutlich die P70S6-Aktivitat, nicht jedoch die von AKT. Es ist jedoch zu beachten, dass VPA
auch pEGFR und pERK1/2 reduziert. Womd@glich potenziert diese separate Signalregulation
noch zusatzlich den Effekt von RADOO1.

Auch die kombinierte Gabe von IFNo2a mit VPA konnte einen deutlichen Verstarkereffekt
beziglich der Reduktion der Signalkinasen pEGFR, pERK1/2 und pP70S6K erzielen.
VPA/IFNa2a verminderte zudem die Gesamtproteinmenge dieser Kinasen und die
Expression von AKT. Zahlreiche Studien bestéatigen eine Potenzierung der Effekte ausgeldst
Uber eine Kombination von VPA mit IFNa2a (Jones et al., 2009a, Michaelis et al., 2004;
Cinatl et al., 2002). Da Inhibitoren des HDAC-Systems ein sehr breites Wirkungsspektrum
besitzen, ist sowohl die Regulation auf Transkriptionsebene als auch die
Acetylierung/Deacetylierung von cytosolischen Regulationsproteinen in Betracht zu ziehen.
Womadglich aktiviert VPA Uber die Modifikation der Histone die Transkription von distinkten
Kontrollproteinen, die an den Aktivierungsprozessen der Kinasen ERK1/2, P70S6K und
EGFR beteiligt sind. Eine Zugabe von IFNa2a konnte diesen Effekt potenzieren und somit
die Wirkung von VPA verstarken. In der Tat konnte in einer Studie am RCC eine Modulation
der Transkription durch VPA beobachtet werden, die mittels IFNa2a deutlich erhéht wurde.
Zudem konnte in dieser Untersuchung festgestellt werden, dass bestimmte Gene nur bei
Kombinationsgabe, nicht aber bei der Einzeldosierung eingeschaltet werden (Juengel et al.,
2010). Wie bereits erwdhnt, konnte Kramer et al. ebenfalls eine Potenzierung der
antikarzinogenen Effekte aufgrund der kombinierten Behandlung mit VPA/IFNa2a in

Melanomzellen beobachten. Dabei evozierte IFNa2a die STAT1-Expression und erhohte
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somit die Antwortbereitschaft fur VPA (Kramer et al., 2006). Kramer et al. konnte zudem
feststellen, dass STAT1 in Anwesenheit von VPA acetyliert wird und auf diese Weise die
Transkription anti-apoptotischer Regulationsproteine reduziert. Eine aktuelle Studie mit IFNao-
Rezeptoren demonstriert, dass im Falle einer Aktivierung des Rezeptors dessen Acetylierung
und die Acetylierung von STAT2 eingeleitet wird (Tang et al., 2010). Womdglich ist die
Acetylierung der Regulationsproteine, die an dem IFNa2a-Signalweg beteiligt sind, ein

wichtiger Ansatzpunkt im Verstandnis des Verstarkereffektes von VPA/IFNa2a.

5.6 In-vivo-Studie

Aus eigenen Daten resultierte eine signifikante Hemmung des Zellwachstums und der
Zelladhasion aufgrund der Behandlung der PCa-Zellen mit den Substanzen AEE788,
RADO001 und VPA. Wéahrend AEE788 zelltypspezifisch die androgenresistenten Zellen, wie
PC-3 und DU145 beeinflusste, konnte RADOO1 bei allen drei Zelllinien eine starke
antikarzinogene Wirkung induzieren. Die Inhibition der HDACs aufgrund von VPA zeigte
jedoch die starkste Auswirkung sowohl auf die Proliferation als auch auf die
Adhéasionsdynamik. Hier wiederum bewirkte die kombinierte Gabe von VPA und IFNa2a die
starksten Effekte. Da die Kombination VPA/IFNa2a zudem deutlich die PSA-Synthese
reduzierte, wurde diese Kombination ausgewahlt, um sie an einem xenogenen

Nacktmausmodell zu untersuchen.

In dem Tierversuch erzielte die Behandlung mit IFNo2a keine Veranderungen im
Tumorvolumen. Die chronische Behandlung mit VPA hingegen induzierte eine signifikante
Reduktion des Tumorvolumens. Der antikarzinogene Effekt von VPA konnte schon anhand
von in-vivo-Studien an Gebarmutterhalskrebs und dem Medulloblastom gezeigt werden
(Sami et al., 2008; Shu et al., 2006). Ebenfalls wurde eine Inhibition der Angiogenese in-vivo

aufgrund einer HDAC-Inhibition von Michaelis et al. beobachtet (Michaelis et al., 2004).

Géanzlich neu jedoch ist eine kombinierte Gabe von VPA mit IFNa2a als Therapeutika beim
PCa im Tiermodell. So erzielte VPA/IFNa2a einen signifikanten Verstarkereffekt bei der
Reduktion des Tumorvolumens. Nach 31 Tagen resultierte die Behandlung mit VPA/IFNa2a
in einer 75%-igen Verminderung des Tumorvolumens in Vergleich zum Tumorvolumen der
Kontrollgruppe. So scheint die kombinierte Gabe mit IFNa2a den Effekt von VPA auch im
Tierversuch signifikant zu verstarken. Bei dem Vergleich der in-vivo-Studie mit den in-vitro-
Daten, sollte aber beachtet werden, dass in der in-vivo-Studie VPA und die Kombination
VPA/IFNa2a chronisch Uber einen langeren Zeitraum hinweg verabreicht wurden, wahrend

in-vitro die Substanzenvergabe einmalig erfolgte. Im Gegensatz zu den in-vitro Versuchen
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lieR3 sich eine Wirkungsverstarkung tber VPA/IFNa2a erst nach etwa 20 Tagen hervorheben,
verglichen mit der 3-Tages- bzw. 5-Tages-Inkubation in-vitro. Vermutlich unterscheiden sich
die Abbauraten von VPA bzw. IFNa2a im lebenden Organismus und im Zellkulturmodell
voneinander. Eigene Daten prasentieren, dass VPA eine sehr potente antikarzinogene
Wirkung bei PCa in-vitro und in-vivo erzielt und dieser Effekt Uber eine Kombination von VPA

und IFNa2a effektiv verstarkt werden kann.

5.7 Fazit

Die targeted Therapie basiert auf einem molekular gezielten Behandlungsansatz und
ermoglicht eine effektive Blockade von Zielstrukturen, die Tumorwachstum und
Metastasierung beginstigen. Sie bietet ein vielversprechendes Konzept und ist eine neue
Hoffnung in der Karzinomtherapie. In eigenen Untersuchungen konnten diese Erwartungen
bestétigt werden. So konnte demonstriert werden, dass eine Blockade der Signalwege
VEGFR/EGFR, mTOR und HDAC einen deutlichen Einfluss auf Wachstum und Adhé&sion der
PCa-Zellen nehmen kann. Dabei zeigte jede Substanz ein eigenes Wirkprofil, wobei die
molekulare Aktivitat vom Zelltyp abh&ngig war. Wie sich herausstellte, induzierte AEE788
und RADOO1 eine direkte Wirkung auf die Zellen, wéhrend VPA zeitverschoben seine
antiproliferativen Effekte erzielte. AEE788 als Inhibitor von VEGFR und EGFR konnte vor
allem die androgenresistenten Zellen stark beeinflussen. Die klinische Anwendung solcher
RTK-Inhibitoren wirde somit insbesondere bei Patienten im hormonrefrakteren Stadium
einen effektiven Nutzen herbeifihren. Hingegen konnte RADO001 sowohl bei
androgenresistenten, als auch bei androgensensitiven PCa-Zellen das Wachstum und die
Adhasion hemmen. Beide Inhibitoren erzielten jedoch als Einzeltherapie weniger
ausgepragte antikarzinogene Effekte als VPA. VPA konnte die Aktivitdt der HDACs bei allen
PCa-Zelllinien in gleicher Weise hemmen und bewirkte somit eine epigenetische Modulation
der Histone H3 und H4, die zu deren Hyperacetylierung fihrte. Dieser epigenetische Effekt
wirkt sich entscheidend auf die Transkriptionskontrolle der Zelle aus und konnte weitlaufige

Effekte auf das Wachstum und die Adh&sion der PCa-Zellen induzieren.

Eine kombinierte targeted Therapie erlaubt eine simultane Modulation separater Signalwege.
Die eigenen Untersuchungen demonstrieren, dass eine Kombination nicht in allen Fallen
gleich effektiv ist. So erzielten die Kombinationen AEE788/RAD001, VPA/RADO01 und
VPA/IFNa2a einen Verstarkereffekt, hingegen wurde bei VPA/AEE788 und IFNa2a/RAD001
keine Wirkungsverstarkung beobachtet. Das Wirkprofil der in dieser Arbeit verwendeten
Substanzen wird in der Abbildung 59 schematisch dargestellt. Die Substanzen modulierten in

der Mono- als auch in der Kombinationstherapie sowohl die intrazellularen Signalwege als
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auch die Oberflachenverteilung der Integrinsubtypen. Zudem konnte gezeigt werden, dass
androgensensitive Zellen Uber ein anderes Integrinprofil als androgenresistente Zellen
verfigen. Da Integrine nicht nur in die Adh&sion der Zellen involviert sind, sondern weitere
Signalwege der Proliferation und Differenzierung steuern, kénnte das einer der Grinde daftr
sein, warum die Substanzen im Hinblick auf die Integrinmodulation teilweise unterschiedliche
Effekte zwischen LNCaP- und PC-3-Zellen auslosten. Ebenfalls zelltypspezifisch wurde die
Wirkung von AEE788/RAD001 besonders bei androgenresistenten Zellen hervorgerufen,
wahrend VPA/RADOO1 und VPA/IFNa2a unabhangig von der Androgensensitivitat agierten.
Die kombinierte Verabreichung von VPA/RAD001 und VPA/IFNa2a erwies sich als
besonders effektiv als Wachstumblockade der PCa-Zellen, wobei nur VPA/IFNa2a dabei die
PSA-Synthese reduzieren konnte. Zudem zeigte VPA/IFNo2a die starkste Reduktion der
Adhasionsaktivitat. Aufgrund des hohen Verstarkereffektes von IFNa2a auf die Wirkung von
VPA in-vitro, wurde diese Kombination bei einem in-vivo-Versuch evaluiert. Die
Untersuchung demonstriert, dass das Tumorvolumen signifikant reduziert und eine

Wirkungsverstarkung aufgrund der Kombination erzielt werden konnte.

Klinisch betrachtet erweisen sich bestimmte Kombinationen als therapeutischer Vorteil,
wobei vermutlich der Wirkmechanismus vom jeweiligen Patienten abhangen wird. Da
insbesondere PCa einen sehr heterogenen Phanotyp aufweist, ist eine kombinierte
Behandlung sinnvoll, um eine mdglichst hohe Antwortbereitschaft zu erzielen. Um aber einen
effektiven Einsatz in der klinischen Behandlung bzw. als Erganzungstherapie zu ermdglichen,
sollten abhangig von Geno- und Phanotyp individuelle Therapiekonzepte bertcksichtigt
werden. Da VPA und IFNao2a bereits in der Klinik etabliert sind, kdnnte eine rasche

Umsetzung dieser Substanzen gewahrleistet sein.
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Abbildung 59: Schematische Darstellung des Wirkprofils von AEE788, RAD0O01 und VPA in PCa-
Zellen. Darstellungen aktivierender (—) und hemmender (—— , ——|) Effekte auf Signalwege,
Deacetylierung der Histone, Modulation der Integrine und Expression von PSA. Verstarkereffekt der
Kombinationen AEE788/RAD001, VPA/RADO0O1 und VPA/IFNa2a dargestellt als ( €==p )-Pfeil. In
den drei Wirkungskreisen sind nur die Effekte aufgeftihrt, die eine Regulation aufgrund der
Behandlung erfahren haben. ZM: Zellmembran.
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6 Zusammenfassung

Das Prostatakarzinom (PCa) ist in Deutschland die haufigste bdsartige Malignitat beim Mann;
jahrlich erkranken etwa 58.000 Manner am PCa. Mit 11.000 Todesfallen pro Jahr liegt PCa in
der Mortalitatsstatistik an dritter Stelle, hinter dem Bronchialkarzinom und dem
Dickdarmkarzinom. Solange PCa auf die Vorsteherdriise begrenzt ist, besteht die
Moglichkeit einer Heilung lber die Prostatektomie oder Bestrahlung. Bei etwa 15% der
Neuerkrankungen tritt ein metastasierender PCa auf. Bei etwa 20% der Patienten mit
organbegrenztem Tumor zeigen lokale Therapieformen keine Wirkung, so dass ebenfalls
einer invasiven Ausbreitung Vorschub geleistet wird. Weitere Therapieformen bilden die
Androgensuppression und die Chemotherapie. Bei der Androgensuppression kommt es sehr
haufig zu einem hormonrefraktdren Stadium, das Uber einen PSA-Anstieg definiert wird. Ist
das hormonrefraktare Stadium erreicht, stehen nur begrenzte Therapieoptionen zur

Verfligung.

In der jungeren Vergangenheit wurden neue molekulare Substanzen entwickelt, die gezielt in
den Metabolismus der Karzinomzellen eingreifen, die targeted therapy molecules. PCa ist
eine sehr heterogene Karzinomentitat. Das Verstandnis des Zusammenspiels von parallelen
und interagierenden mitogenen Signaltransduktionswegen beim PCa, die sein Wachstum,
seine Differenzierung und seine Zellmotilit regulieren, ist von enormer Bedeutung, um neue
bzw. schon bestehende Inhibitoren gegen PCa erfolgreich zu entwickeln oder als Mono- bzw.
Kombinationstherapie anzuwenden. Zu den beim PCa haufig Uberexprimierten
Signalproteinen gehdren der mammalian target of rapamycin (mTOR), die Rezeptor-

Tyrosinkinasen (RTKs) und die Histondeacetylasen (HDACS).

Ziel dieser Arbeit war es, die Effektivitdt von Inhibitoren auf diese Signalproteine als Einzel-
und Kombinationstherapie im Hinblick auf das Zellwachstum und die Adh&sionseigenschaft
der PCa-Zellen zu untersuchen. Zur Anwendung kamen RADOO0O1, ein mTOR-Inhibitor,
AEE788, ein Multikinaseinhibitor gegen den VEGF- und EGF-Rezeptor, die Valproinsaure
(VPA), ein HDAC-Inhibitor und das Interferon-alpha-2a (IFNa2a), ein kbrpereigenes Zytokin.
Die Untersuchungen basierten auf zellbiologischen und biochemischen Analysen in-vitro
unter Verwendung der PCa-Zelllinien DU145, PC-3 und LNCaP und in-vivo mittels eines
xenogenen Nacktmausmodells. Im Rahmen funktioneller Untersuchungen wurden unter den
entsprechenden Therapien das Zellwachstum mit dem MTT-Test ermittelt, das
Expressionsmuster der zellzyklusregulierenden Proteine durch die Western-Blot-
Hybridisierung und die Progression des Zellzyklus mittels der Durchflusszytometrie

untersucht. Im weiteren Verlauf wurden die Adhé&sionsprozesse an Matrix und an Endothel
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analysiert und die Modulation der Integrinsubtypen mit Hilfe der fluorimetrischen und
molekularbiologischen Methoden sowie deren Genaktivitat evaluiert. Die Synthese der
gebundenen und freien Form von PSA wurde mit dem ELISA-Verfahren gemessen. Zur
detaillierten Aufklarung der Wirkmechanismen der Medikamente diente die néhere

Untersuchung intrazellularer Signalwege anhand molekularbiologischer Studien.

AEE788, RADO001, VPA, nicht jedoch IFNa2a erzielten eine deutliche Reduktion im
Zellwachstum und der Adhésion der PCa-Zellen. Dabei war jede Substanz durch ein eigenes
Wirkprofil charakterisiert und zeigte eine zelltypabhdngige molekulare Aktivitat. Wahrend
AEE788 und RADOO1 eine direkte Wirkung ausldsten, war der Effekt von VPA zeitversetzt.
Im Gegensatz zu VPA und RADOO1 beeinflusste AEE788 vor allem androgenresistente
Zellen. Eine kombinierte Behandlung erwies sich nicht in allen Fallen als gleich effektiv.
Letztendlich zeigten vor allem AEE788/RAD001, VPA/RADOO1 und VPA/IFNa2a deutliche
antitumorale Effekte. Dabei demonstrierten die Untersuchungen eine Verringerung des
Zellwachstums, einhergehend mit einer deutlichen Modulation der relevanten regulatorischen
Zellzyklusproteine, einer Zunahme der Tumorsuppressoren und einer deutlichen
Verlangsamung der Zellzyklusprogression. AEE788/RAD001 und VPA/IFNa2a erzielten
dabei eine effektive Reduktion von Wachstum und Adh&sion. In Analysen der
Adhasionsprozesse  konnte die  Modulation der Integrinsubtypen und der
integrinassoziierenden Kinasen aufgrund der Substanzen demonstriert werden und zeigte
bei androgenresistenen und androgensensitiven Zellen einen unterschiedlichen
Wirkungseinfluss. Nur die Kombination von VPA/IFNa2a verringerte signifikant die PSA-
Synthese und zeigte bei der Evaluation der intrazellularen Signalwege einen deutlichen
Verstarkereffekt in der Regulation der Proteinexpression und der Aktivitat von EGFR,
ERK1/2 und P70S6K. In der darauffolgenden in-vivo-Untersuchung konnte der
Verstarkereffekt von VPA/IFNa2a in einer effektiven Reduktion des Tumorvolumens

demonstriert werden.

Da insbesondere PCa einen sehr heterogenen Phanotyp aufweist, bietet vor allem die
kombinierte targeted Therapie neue Hoffnung und vielversprechende Therapiemdglichkeiten.
Die eigenen Daten demonstrieren, dass nur bestimmte Medikamenten-Kombinationen eine
effektive Verstarkung der antikarzinogenen Effekte erzielen und eine wirksame Therapie des
PCa ermdglichen. Bei der klinischen Anwendung ist zu beachten, dass abhangig von Geno-

und Phanotyp individuelle Therapiekonzepte zu bertcksichtigen sind.
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