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Einleitung

1. Einleitung

Das Ziel dieser Studie war es, den Einfluss des natirlichen Farbstoffs Curcumin auf die Invasion
von Blasenkarzinomzellen zu untersuchen. Dabei wurde ein Schwerpunkt auf die Adhasion der
Tumorzellen an extrazelluldre Proteine gelegt und insbesondere das Migrationsverhalten der
Tumorzellen im Rahmen des Chemotaxisversuchs analysiert. Des Weiteren wurde mithilfe von

Western-Blotting und FACScan-Analyse die Expressivitat von Integrinen ausgewertet.

1.1 Krebs

Krebs gehort heutzutage zu den groBBten Gesundheitsproblemen in den Industrienationen.
Von 868.356 Todesfallen in Deutschland im Jahre 2014 starben 230.771 Menschen an bdsar-
tigen Neuerkrankungen [1]. Statistisch gesehen, sterben also 26,6 % an einer Krebserkran-
kung, die damit nach den Krankheiten des Kreislaufsystems (38,9 %) die zweithadufigste Todes-
ursache darstellt. Das entscheidende Merkmal maligner Tumore liegt in der Fahigkeit der Tu-
morzellen, das normale Gewebe zu infiltrieren (Invasion) und zu zerstoren (Destruktion). Dar-
Uber hinaus kénnen Tumorzellen absiedeln und an anderen Organen oder Geweben Tochter-
geschwiilste bilden (Metastasierung) [2]. Metastasen sind haufig ein Zeichen dafiir, dass der

Krebs sich in einem fortgeschrittenen Stadium befindet.

1.2 Harnblasenkrebs

1.2.1 Epidemiologie

Das Harnblasenkarzinom ist eine Krebsart des fortgeschrittenen Lebensalters, vor dem 40. Le-
bensjahr kommt die Krankheit nur auBerst selten vor. Insgesamt erkranken ca. 16.000 Men-
schen in Deutschland jedes Jahr an Blasenkrebs, der in etwa 3,4 % aller bosartigen Tumore
ausmacht. Manner sind mehr als dreimal so haufig wie Frauen betroffen [3]. In Abbildung 1
lasst sich erkennen, dass die Neuerkrankungsraten seit 1980 angestiegen sind, was zum Teil
an einer besseren Diagnostik und somit daran liegt, dass mehr Blasentumore gefunden wer-
den. Die Zahl der Sterbefille hat sich im gleichen Zeitraum jedoch verringert trotz hdherer
Inzidenzraten. Griinde hierfir sind eine bessere Friiherkennung und gute Therapiemoglichkei-
ten. Die relativen Fiinf-Jahres-Uberlebensraten liegen bei Mannern bei 76 % und bei Frauen

bei 70 % [4].

Jan-Erik Fleger 10



Einleitung

je 100.000
400

Frauen
350

300 -
250
200
150

100

]
I B
li Lqﬂl |
=
15-34  35-39 40-44 4549 50-54 55-59 60-64 65-69 jo-74 7579 8o0-84 85+

Alter in jahren
1980 m 1990 l 2004

so

je 100.000
400

Manner
350

300

250

200

150

100

1534  35-39 40-44 4549 50-54 55-59 60-64 65-69 7jOo-74 7579 8084 85+

Alter in Jahren
1980 l 1990 l 2004

Abbildung 1: Altersspezifische Neuerkrankungsraten nach Geschlecht und Altersgruppen, Deutschland 1980,
1990 und 2004, ICD-10 C67, D09.0, D41.4.

Quelle: Bertz J (ed). Verbreitung von Krebserkrankungen in Deutschland: Entwicklung der Pravalenzen zwischen
1990 und 2010; Robert-Koch-Institut (2010).

1.2.2 Tumorentitat

Das Urothel (auch Ubergangsepithel) ist ein mehrschichtiges Deckgewebe der Harnblase und
der anderen ableitenden Harnwege [5]. 95 % der Blasentumore gehen von dieser Zellschicht
aus, wobei eine Unterscheidung zwischen einem soliden und einem papillaren Tumorwachs-

tum beobachtet werden kann [6,7]. Eine seltenere Tumorentitat ist das Adenokarzinom mit

Jan-Erik Fleger 11
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0,2 bis 2 % aller Blasentumore [8]. Sie kdnnen sich bspw. aus periurethralen und periprostati-
schen Driisen oder aus Resten des Urachus im Bereich des Blasendachs bilden [7]. Das Adeno-
karzinom ist in der Regel ein solitirer Tumor. Das Urothelkarzinom hingegen stellt eine
panurotheliale Erkrankung dar, die charakteristischerweise auch als multiple Lasion imponie-
ren kann. Plattenepithelkarzinome der Harnblase sind in den Industrienationen nur geringfi-

gig haufiger als Adenokarzinome bei 3 bis 6 % der Blasentumorentitaten [9-11].

1.2.3 TNM-Klassifikation, Tumorstadien und Grading
e Die TNM-Klassifikation dient zur Einteilung bosartiger Tumoren in Stadien. Dabei steht
das T fir Tumor bzw. die Ausdehnung des Primartumors (Abbildung 2), N fiir Nodus
bzw. das Fehlen oder Vorhandensein von regionaren Lymphknotenmetastasen, M all-
gemein flr ferne Metastasen [12]. Zusatzlich zur TMN-Klassifikation werden maligne
Tumore von der UICC (Union internationale contre le cancer) in eine Stadiengruppie-
rung (Tabelle 1) sortiert. Diese Stadieneinteilung gibt der Tumorklassifikation eine
Rangordnung [13,14], die bei der Wahl des Therapieansatzes entscheidend ist. Beim
Grading geht es um die Differenziertheit der Tumorzellen [15], je mehr sich die Tumor-
zellen vom Ursprungsgewebe unterscheiden, desto aggresiver wird der Tumor wach-

sen.

pTis pTa pT1 pl2a pl2b pT3 pT4

Urothel
Lamina propria
Obere Muskulatur

Untere Muskulatur

Fettgewebe

Abbildung 2: T-Klassifikation von Harnblasenkarzinomen.
Quelle: vom Dorp et al., 2009. Zusatz p = durch Biopsie vom Pathologen gesichertes Stadium.
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T — Tumorausbreitung:

e Tx Tumor kann nicht beurteilt werden

e TO Kein Anhalt fir Primartumor

e Ta Nicht invasiver papillarer Tumor

e Tis Carcinoma in situ

e T1 Tumor infiltriert subepitheliales Bindegewebe

e T2 Tumor infiltriert die Muskulatur
e T2a Tumor infiltriert oberflachliche Muskulatur (innere Halfte)
e T2b Tumor infiltriert duRere Muskulatur (duBere Halfte)

e T3 Tumor infiltriert perivesikales Fettgewebe
e T3a Mikroskopisch
e T3b Makroskopisch (extravesikaler Tumor)

e T4 Tumor infiltriert Prostata oder Uterus oder Vagina oder Becken-/Bauchwand
e Td4a Tumor infiltriert Prostata oder Uterus oder Vagina

e T4b Tumor infiltriert Becken- oder Bauchwand

N — Regiondre Lymphknoten:
o NX Regiondre Lymphknoten kénnen nicht beurteilt werden
e NO Kein Anhalt fiir regionare Lymphknotenmetastasen
e N1 Metastase(n) in solitaren Lymphknoten des kleinen Beckens (hypogastrische, Ob-
turator-, externe iliakale oder prasakrale Lymphknoten)
e N2 Metastase(n) in multiplen Lymphknoten des kleinen Beckens (hypogastrische, Ob-
turator-, externe iliakale oder prasakrale Lymphknoten)

e N3 Metastase(n) in Lymphknoten an Aa. lliacae communes

M - Fernmetastasen:
e MX Fernmetastasen konnen nicht beurteilt werden
e MO Keine Fernmetastasen

e M1 Fernmetastasen (v.a. Lunge, Leber und Knochen)

Jan-Erik Fleger 13
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Stadium Oa Ta NO MO
Stadium Ois Tis NO MO
Stadium | T NO MO
Stadium I T2a, T2b NO MO
Stadium IlI T3a, T3b, T4a NO MO
Stadium IV T4b NO MO

Jedes T N1, N2, N3 MO

jedes T jedes N M1

Tabelle 1: Stadiengruppierung (UICC 2009) [14].
Quelle: Wittekind C, Meyer H-J (eds). TNM: Klassifikation maligner Tumoren (2010).

Grading:

e GX Grad der Differenzierung ist nicht zu beurteilen

e G1 gut differenziertes bosartiges Gewebe, hohe Ubereinstimmung mit Ursprungsge-
webe (Low grade)

e G2 maRig differenziertes bosartiges Gewebe (Intermediate grade)

e G3 schlecht/niedrig differenziertes bosartiges Gewebe (High grade)

e G4 nicht differenziertes bosartiges Gewebe (undifferenziert bzw. anaplastisch). Der
Tumor kann manchmal nicht mehr oder nur aufgrund immunhistochemischer Unter-

suchungen einem bestimmten Ausgangsgewebe zugeordnet werden (High grade)

1.2.4 Atiologie und Risikofaktoren

Das Rauchen stellt, wie bei vielen anderen Krebsarten, einen erheblichen Risikofaktor dar. Die
Risikoerh6hung liegt beim Faktor 3 bis 4, etwa die Halfte aller Urothelkarzinome bei Mannern
und ein Drittel bei Frauen in Europa lassen sich auf das Rauchen zurickfihren. Zudem besteht
eine erhohte Gefahr fir ein Tumorrezidiv fir Raucher nach erfolgter operativer Therapie [16].
10 % der Harnblasenkarzinome werden durch Giftstoffe am Arbeitsplatz verursacht. Das Bla-
senkarzinom ist als Berufserkrankung anerkannt, gefdhrdende Berufe sind bspw. Lackierer,
Zahntechniker und Arbeiter in der Chemieindustrie, Gummiverarbeitung oder Stahlindustrie.
Bei den identifizierten Schadstoffen handelt es sich um aromatische Amine, Aminodiphenyl,

Benzidin, Naphthylamin und auch Dieselabgase. Auch Medikamente wie das Zytostatikum

Jan-Erik Fleger 14
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Cyclophosphamid gelten als Verursacher fiir Harnblasenkarzinome [17]. Zudem spielen chro-
nische, jahrzehntelange Infektionen als Risikofaktoren fiir Plattenepithelkarzinome eine Rolle.
In Gebieten wie Afrika, Asien und Siidamerika zahlt die Bilharziose zu den haufigsten Ursachen
des Blasenkrebses [18]. Genetisch gibt es einige Merkmale, die gehauft auftreten. So gelten
sog. ,Langsam-Acetylierer” als gefahrdet, deren N-Acetyltransferasen-Aktivitat (NAT1 und
NAT2) eingeschrankt ist. Der Verlust des langen Arms von Chromosom 9 ist in allen Stadien
des Blasenkarzinoms nachweisbar, aullerdem findet sich eine vermehrte Expression von On-
kogenen wie ras und p21 [19]. Praventiv soll eine Fllssigkeitsaufnahme von > 2,5 | wirken und
zu einer Halbierung des Risikos fiir ein Blasenkarzinom im Vergleich zu einer Menge < 1,3 |
fiihren [20]. Zudem senkt eine gesunde Erndhrung mit viel Gemuse und Friichten (z. B. Mittel-

meerdidt) das Risiko fiir ein Harnblasenkarzinom [21].

1.2.5 Diagnostik

Das Leitsymptom ist die schmerzlose Hamaturie beim Harnblasenkrebs, bei der das Ausmal}
der Blutbeimengung nicht mit dem Tumorstadium korreliert. Eine Hamaturie fordert die Ab-
klarung des Harntrakts [22]. Zuséatzliche fakultative Symptome sind die Dysurie, Algurie oder
Pollakisurie. Bei persistierender Symptomatik und fehlendem Infektnachweis muss ein malig-

ner Prozess ausgeschlossen werden [23].

Eine Harnanalyse und Harnkultur dient zum Ausschluss eines Harnwegsinfekts. Das Serumkre-
atinin wird bestimmt, um die globale Nierenfunktion zu untersuchen. Bei erhartetem Ver-
dacht auf einen malignen Tumor in der Harnblase wird die Blase zunachst sonographiert. Hier-
bei lassen sich bei voller Blase bis zu 90 % der Tumore nachweisen. Eine bis jetzt unumgangli-
che Untersuchung ist die transurethrale Endoskopie der Blase. Sie lokalisiert den Tumor, stellt
die Anzahl und den Wachstumstyp fest und kann in 95 % der Falle zwischen oberflachlichen
und muskelinvasiven Tumoren differenzieren [24]. Des Weiteren bietet die endoskopische Un-
tersuchung die Moglichkeit, ein Biopsat oder Resektat zu gewinnen. Diagnostisch und bild-
technisch von hoherem Wert als die Sonographie sind CT- und MR-Urographie [25]. 5 % der
Urothelkarzinome wachsen im oberen Harntrakt und nicht in der Harnblase, eine Harnstauung
in diesem Bereich kann auf einen Tumor des Harnleiters oder auf einen muskelinvasiven Tu-
mor im Bereich der Uretermiindung hindeuten [26]. Die positive Fallfindung im Urogramm

liegt jedoch bei unter 0,5 % [27]. Auch die Urinzytologie und uringebundene Markersysteme
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erkennen zuverlassig (90 %) ein Carcinoma in situ. Allerdings sind neue Markersysteme wie
z. B. der BTA stat Test, der NMP 22 Test oder der Telomerase Test kostenintensiv, sodass diese
selten zum Einsatz kommen. Die Zystoskopie in Kombination mit der Urinzytologie stellt ein

ausreichend sensitives und spezifisches System dar [28,29].

1.2.6 Therapie

Die Therapie erfolgt in Abhangigkeit vom Tumorstatus und unter Beriicksichtigung der Lebens-
umstande des Patienten (Alter, Komorbiditdten). Bei einem Carcinoma in situ kann die Instil-
lation von Bacillus Calmette-Guerin (BCG) zu einer bakteriellen Zystitis mit Granulombildung
flihren, dabei entsteht eine Entzlindungsreaktion , die als ,,Nebeneffekt” zu einer Tumorzell-
zerstdrung und zu einer Immunisierung gegen die Tumorzellen fiihrt [30]. Bei Therapiemiss-
erfolg muss auf eine operative Methode umgestiegen werden [31]. Die Therapie des nicht
invasiven, oberflachlichen Harnblasenkarzinoms (TaG1 bis T1G2) stellt die fraktionierte
transurethrale Resektion (TURB) dar. Diese sichert die Diagnose zusatzlich. Bei einem T1G3-
Tumor kann wegen der erhohten Metastasierungsgefahr bereits eine Blasenentfernung indi-
ziert sein [32]. Etwa 10 bis 15 % aller Harnblasenkarzinome sind bei Erstdiagnose bereits mus-

kelinvasiv und/oder metastasiert (T2—4, Nx, Mx) [33].

Eine radikale Zystektomie ist bei allen muskelinvasiven Tumoren indiziert, hierbei wird nicht
nur die Harnblase entnommen, sondern abhangig vom Geschlecht auch Nachbarorgane (Pros-
tata und Samenblasen beim Mann, Uterus und Eileiter bei der Frau). Alternativ zur radikalen
Zystektomie kommt eine Strahlentherapie oder Radiochemotherapie nach einer TURB in Be-
tracht. Eine strahlenverstiarkende Chemotherapie erreicht gleiche Uberlebensraten wie eine
Radikaloperation, da Urothelkarzinome sehr strahlenempfindlich sind [34]. Eine reine Strah-
lentherapie hat bei kurativer Absicht keine Bedeutung mehr. Eine neoadjuvante Chemothera-
pie verkleinert den Primartumor und wird daher bei fortgeschrittenen Tumorstadium emp-
fohlen [35]. Hierbei behandelt man den Patienten i. d. R. mit zwei bis drei Zyklen MVAC (Me-
thotrexat, Vinblastin, Doxrubicin und Cisplatin), bevor der Patient zystektomiert wird [36]. Die
adjuvante Chemotherapie nach radikaler Zystektomie bei lokal fortgeschrittenem, nicht-me-
tastasiertem Blasenkrebs gibt keine zufriedenstellende Ergebnisse und wird noch debattiert
[37,38]. Bei metastasiertem Blasenkrebs zeigt die Chemotherapie im Mittel eine verlangerte

Uberlebenszeit [39]. Nicht alle Patienten profitieren jedoch von einer Chemotherapie, da sie
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bei vielen Patienten nicht anspringt und die Medikamente zudem groRe Nebenwirkungspro-
file besitzen. Die Chemotherapie kann selbst auch krebserregend sein [40]. Sie greift neben
den Tumorzellen auch gesunde Zellen mit hohen Proliferationsraten an, dadurch ergeben sich
z. B. Schleimhautentziindungen und Haarausfall. Die systemische Toxizitat flihrt zudem zu ver-
mehrter Infektanfalligkeit und Blutungen im Korper [41]. Darliber hinaus limitiert die Resis-
tenzbildung die meisten Chemotherapeutika in ihrer Wirkdauer. Die Chemotherapie bietet
viele Baustellen und Probleme auf, die es deutlich und nétig machen, weiter nach neuen Maog-

lichkeiten in der perioperativen Therapie zu suchen.

1.3 Alternative Heilmethoden

Die Komplementdrmedizin spielt insbesondere eine Rolle fiir Patienten, die tiber die Schulme-
dizin hinaus die Moglichkeit haben wollen, ihre Therapie aktiv mitzugestalten. So nutzen be-
reits 90 % der Mammakarzinompatienten, 50 % der Darmkrebspatienten und 42 % der Lun-
genkrebspatienten komplementare Medizin [42]. In vielen Fallen wird die komplementare
Therapie in supportiver Intention zur schulmedizinischen Therapie gegeben. So wurde der
glinstige Effekt von Ingwer bei Ubelkeit und Erbrechen bereits in Studien belegt [43]. Es ist
daher wichtig, die Wirksamkeit alternativer Heilmethoden durch mehr Forschung zu belegen
und mit dem Patienten gemeinsam realistische Erwartungen an die Tumortherapie zu entwi-

ckeln [44].

1.3.1 Curcumin

Kurkuma ist ein Rhizom, dessen botanischer Name ,,Curcuma longa“ lautet. Es wachst natir-
licherweise in Stidostasien, wird aber stark in Landern wie Indien, China, Sri Lanka, Indonesien,
Peru und Australien kultiviert. Schon seit Generationen wird Kurkuma als Heilmittel gegen
bspw. Bauchschmerzen in diesen Landern verwendet [45]. Um den Farbstoff Curcumin, einer
der wichtigsten Inhaltsstoffe der Kurkuma-Pflanze, als therapeutischen Wirkstoff zu verwen-
den, gewinnt man einen Kurkuma-Extrakt [Curcumin (ca. 75 %), Demethoxycurcumin (ca.
15 %), und Bis-Demethoxycurcumin (ca. 5 %)]. Curcumin kann in verschiedenen Darreichungs-
formen weltweit frei vertrieben werden, da Kurkuma natirlichen Ursprungs ist und Patente
daher abgelehnt werden. Abbildung 3 zeigt die chemische Formel von Curcumin in seiner
Keto- und Enol-Form. Ein Forschungsschwerpunkt liegt auf der Verbesserung der Bioverfig-

barkeit des Curcumins, die in seiner natirlichen Form schlecht ist [46].
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Abbildung 3: Chemische Struktur von Curcumin Keto- und Enol-Form (Diferuloylmethan) (1,7-bis[4-hydroxy-3-
methoxyphenyl]-1,6-heptadien-3,5-dion).

Quelle: http://www.orthoknowledge.eu/wp-content/uploads/2014/06/afb1-chemische-struktuur-cur-
cumin.png (aufgerufen am 19.07.2016).

Curcumin verfligt Gber vielfaltige Wirkungen, die aber auf wenige Mechanismen zurtckzufiih-
ren sind. Es hat Effekte auf zentrale Stoffwechselwege, moduliert dartber hinaus verschie-
dene Zellsignalproteine, Zellzyklusproteine, Zytokine und Chemokine, Enzyme, Rezeptoren
und Zelloberflachen-Adhdsionsmolekile [47,48]. Curcumin wirkt entzindungshemmend und
schmerzlindernd, indem es die Enzyme Cyclooxygenase-2, Lipoxygenase und NO-Synthase
hemmt [49,50]. Es ist bereits erforscht, das Curcumin auch krebshemmend wirkt und insbe-
sondere den proinflammatorischen Transkriptionsfaktor NF-kappaB supprimiert [51-54]. Des
Weiteren hat Curcumin positive Effekte auf Knochenerhaltung [55], Neurogenese [56-60],
Blutfettsenkung [61-63] und Immunstimulation [64]. Aufgrund seiner gesundheitsférdernden

Eigenschaften ist Curcumin ein fester Bestandteil heutiger Forschung.

1.4 Ziel der Studie
Um das krebsbekampfende Potenzial von Curcumin ausschopfen zu kénnen, bedarf es weite-
rer Forschung. In dieser In-vitro-Studie wurden unter Verwendung drei verschiedener Blasen-

tumor-Zelllinien (RT112, TCCSUP und UMUC3) folgende Fragen behandelt:

A. Welche Effekte hat Curcumin auf die invasive Zellmigration von Harnblasenkarzinomzel-
len?

Um die invasive Migration bestimmen zu kénnen, wurde die Zellaktivitat der Tumorzellen ge-
messen, indem sie mithilfe eines chemotaktischen Stimulus ein Filtersystem Uberwinden
mussten. Eine weitere Zelleigenschaft, die ein Tumor zum Migrieren braucht, ist die Zelladha-

sion an Extrazellularmatrixproteine und an das Endothel von GefdfRen. So wurde die Adhésion
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der Tumorzellen an die Matrixproteine Kollagen G und Fibronektin gemessen, indem die Mat-
rixproteine auf Platten beschichtet und mit den Tumorzellen in Kontakt gebracht wurden. Die

Anheftung ans Endothel wurde mithilfe von HUVECs untersucht.

B. Wie werden invasionsrelevante Zellproteine von Curcumin beeinflusst?

Um ein detailliertes Bild von der Wirkweise des Curcumins zu erhalten, wurde ein spezieller
Blick auf Integrine gelegt, die zu den sog. CAMs (cell adhesion molecules) gehéren und essen-
ziell die Tumormigration steuern. Sie vermitteln die Interaktion von Zellen mit der Extrazellu-
larmatrix, indem sie als Rezeptor fungieren. Des Weiteren kdénnen sie intrazellular als Signal-
vermittler dienen [65]. Integrine werden von Tumorzellen exprimiert, um als Mediatoren die
Tumormetastasierung zu steuern und voranzutreiben [66]. Sie stellen sich als Heterodimere
dar, die aus zwei nicht miteinander verbundenen Glykoproteinketten (Alpha- und Beta-Un-
tereinheit) bestehen [67]. In dieser Studie wurde untersucht, wie oder ob sich die Expressivitat
der Integrine unter Curcuminbehandlung verandert. Die Rezeptor-Analyse beinhaltete auch
Signalsysteme, die verantwortlich fir die Aktivierung der Integrine sind [FAK (focal adhesion
kinase)-Proteine]. Eine mogliche Veranderung der Expressivitdat wurde mithilfe des Western

Blots und der FACS-Analyse dargestellt.

C. Hat die additive Lichtbestrahlung der mit Curcumin behandelten Harnblasenkarzinomzel-
len eine Wirkungsveranderung zur Folge?
Um eine mogliche Wirkungssteigerung zu erzielen, wurden Tumorzellen ohne und mit Cur-

cuminbehandlung zusatzlich mit Tageslicht bestrahlt.
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2. Material und Methoden

2.1. Zelllinien

Fur die verschiedenen Versuchsreihen wurden die drei Zelllinien UMUC3, RT112 (ATCC/LGC
Promochem GmbH, Wesel, Germany) und TCCSUP (DSMZ, Braunschweig, Germany) (Abbil-
dung 4), mit bis zu 0,2 mg/ml Curcumin behandelt und zusatzlich mit einer Tageslichtlampe

bestrahlt, um anschlieBend mit einer unbehandelten Kontrolle verglichen zu werden.

Abbildung 4: 100-fache VergroRBerung der unbehandelten Zellreihen. Von links: TCCSUP Passage 11, UMUC3
Passage 12 und RT112 Passage 11. Passage 11 = Zellen wurden zuvor elfmal gesplittet.

Alle drei Zelllinien sind adharent, die RT112- und UMUC3-Zelllinien haben zusatzlich epitheli-
ale Eigenschaften [68—71]. Die Zelllinien entstammen verschiedenen Tumorstadien, die bei
der Harnblase nach dem TNM-System eingeteilt werden, zudem spielt das sogenannte Gra-

ding eine Rolle (s. Kapitel 1.2.3 und Tabelle 2).

Zelllinie TNM Grading Beschreibung

UMUC3 T3b G3 makroskopische perivesikale Infiltration,
schlecht differenziert

TCCSUP T4 G4 Infiltration von Nachbarorganen,
undifferenziert

RT112 T2 G1 Infiltration der Harnblasenmuskulatur,

gut differenziert

Tabelle 2: Klassifikation mithilfe des TNM-Systems und des histopathologischen Gradings [5].
Quelle: Lazzeri M.: The physiological function of the urothelium — more than a simple barrier (2006).
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2.2. Material und Instrumente

Tabelle 3 verschafft einen Uberblick tiber alle Materialien, die fiir die Versuche verwendet

und gebraucht wurden.

Material Hersteller

RPMI 1640 (500 ml)

Fa. Sigma-Aldrich, R8758

HEPES Puffer 1M (100 ml)

Fa. Sigma-Aldrich, HO887

GlutaMAX 100x (100 ml)

Fa. Invitrogen, REF: 35050-038

Fetal Bovine Serum (100 ml) (FBS)

Fa. Invitrogen, REF 10500-056

Penicillin (5.000 U/ml) — Streptomycin
(5.000 pg/ml) (100 ml) (P/S)

Fa. Sigma-Aldrich, P4458

Accutase (100 ml)

Fa. PAA Laboratories GmbH,
Cat.No.: L11-007

PBS ohne Ca?*/Mg?* (500 ml)

Fa. Sigma-Aldrich, D8537

Humanserum

Blutspendedienst, Frankfurt am Main

ECGS (2 ml)

Fa. Promo Cell, Cat.No.: C-30160

Gentamicin Sulfat (10 ml, 50 mg

Gentamicin per ml)

Fa. Bio Whittaker, Cat.No.: 17-5187

Heparin-Natrium-5000-ratiopharm,

5 Flaschchen jeweils 5.000 I.E./0,2 ml

Fa. Ratiopharm, PZN-3029820

Glutaraldehyd 25 % (1 1)

Fa. Merck, 8206031000

Zentrifuge Fa. Hettich, Rotina 380 R
Zentrifuge Fa. Eppendorf, Centrifuge 5402
Pipette Fa. Hirschmann Laborgerate, Pipetus

Pipettenspitze

Fa. Costar, 5 ml stripette: Cat.No.: 4487,
10 ml stripette: Cat.No.: 4488

Jan-Erik Fleger
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Falcon/Cellstar Rohrchen, 15 ml Fa. Greiner bio-one, Cat.No.: 188271

C-Chip Einweg-Zahlkammer Fa. Digital Bio, DHC-NO1

Fibronektin (100 pug/ml) FC010 EMD MILLIPORE, P02751

Mikroskop Zeiss, ID 03

Mikroskop Programm Axio vision

ELISA Programm Magellan Version 6.5

Thermalblock Biometra, TB1

Elektrophorese und Blotting Station Bio Rad, Power Pac HC

Inkubator Heracell 240i Thermo Scientific

Entwicklungskammer Fusion FX7 Peqlab

FACS Becton Dickinson (Heidelberg) FACSCalibur

Evaluation Programm Systat Software SigmaPlot 11.0

Membranfilter (6-well 8,0 um PorengréBe) Becton Dickinson (Heidelberg) REF:353093
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Kollagen G
(0,4-%-ige Kollagenlosung in HCl,
Typ I, 4 mg/ml)

Fa. Biochrom, L7213

Medium 199

Fa. Sigma-Aldrich, M4530

Tabelle 3: Materialien.

Nahrmedium:

500 ml Nahrmedium bestehen aus:

430 ml RPMI 1640

50 ml FBS (= 10 %)

10 ml HEPES (= 2 %)
5mlP/S(=1%)

5 ml GlutaMAX (=1 %)

HUVEC-Medium:

500 ml Grundmedium bestehend aus:

483,8 ml M199 Medium

5 ml GlutaMAX (=1 %)

10 ml HEPES Puffer (= 2 %)

0,2 ml Heparin-sodium (= 5.000 IE)

1 ml Gentamycin sulfat (= 50 mg)

Weitere Herstellung:

1.

2
3.
4

396 ml des Grundmediums filtrieren

50 ml humanes Serum und 50 ml FBS hinzufiigen

Mischung steril filtrieren

4 ml EGCS (endothelial cell growth supplement) hinzufligen
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Aqua dest. 3,9 ml 3,5 ml 2,6 ml 1,75 ml
10 % SDS 100 pl 100 pl 100 pl 100 pl
Trenngel-Puffer 2,5 ml 2,5 ml 2,5 ml 2,5 ml
Acrylamid A 2,3 ml 2,6 ml 3,2 ml 3,9 ml
Bisacryl B 1,1 ml 1,6 ml 1,6 ml 1,8 ml
10 % APDS 100 pl 100 pl 100 pl 100 ul
TEMED 10 i 10 i 10 pl 10 i

Tabelle 4: Trenngel.

Lésung 4%

Aqua dest. 5,4 ml
10 % SDS 100 pl
Sammelgel-Puffer 2,5 ml
Acrylamid A 1,3 ml
Bisacryl B 0,6 ml
10 % APDS 100 pl
TEMED 20 pl

Tabelle 5: Sammelgel.

Loésung Inhalt Mengenverhaltnis ‘
Antikorperpuffer Blotpuffer 90 ml

BSA 5 g in 100 ml Blotpuffer
Blotpuffer 10 x Towbinpuffer 100 ml

Tween 20 5 ml

Agua dest. 895 ml
Blockierlosung 1 x Towbinpuffer 100 ml

Magermilchpulver 10g
10 x Elphopuffer (pH 8.3) Tris 30,3 g

Glycin 144 g
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SDS 10g
Aqua dest. 11

1 x Elphopuffer 10 x Elphopuffer 100 ml
Aqua dest. 900 ml

10 x Transferpuffer Tris 30,3g
Glycin l44 g
Aqua dest. 11

1 x Transferpuffer 10 x Transferpuffer 100 ml
Methanol 200 ml
Agua dest. 700 ml

10 x Towbinpuffer Tris 12,1g
NaCl 90¢g
Agua dest. 11

1 x Towbinpuffer 10 x Towbinpuffer 100 ml
Agua dest. 900 ml

Tabelle 6: Puffer-Losungen fiir die SDS-polyacrylamidgel Elektrophorese, Western-Hybridisierung, Immunfar-
bung und Immunstripping.

Chemikalien Konzentrationen Losungsmittel Lagerung Hersteller
EDTA 0,1 M (29,22 g/l), H.0 Fa. Sigma,
pH 7,4 Kat#ED455
NacCl Fa. Merck
Na-deoxycholat 10 % (g/v) H20 Fa. Sigma,
Kat#D6750
NaF 0,2 M (8.398 g/l) H.0 RT Fa. Sigma,
Kat#1504
Tergitol NP40 10 % (v/v) H.0 RT Fa. Sigma,
Kat#127087-
87-0
Tris-base Fa. USB
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Phosphatase Inhibitoren Konzentrationen Losungsmittel Lagerung Hersteller
Na-orthovanadat 0,2 M (36,78 g/l) H,0 -20°C Fa. Sigma,
Kat#56508
Protease Inhibitoren Konzentrationen Losungsmittel Lagerung Hersteller
Leupeptin 1 mg/ml H,0 -20°C Fa. Sigma,
Kat#2023
Pepstatin A 1 mg/ml Methanol -20°C  Fa.Sigma,
Kat#P5318
Phenylmetylsulfonylfluorid 0,2 M (34,84 g/l) Isopropanol RT Fa. Sigma,
(PMSF) Kat#P7626
Apropitin 1 mg/ml H.0 -20°C  Fa.Sigma,
Kat#A1153

Tabelle 7: Lysispuffer.

Vorbereitung des Lysispuffers:
Fir den maximalen Effekt muss Na-orthovanadat (NasVOa) aktiviert werden:
1. 0,2 Mol Na3VOas-Mischung in H,0 (36.78 g/l) I6sen
2. pH-Wert auf pH 10 (gelblich) einstellen
Mit Bunsenbrenner erhitzen, bis die Mischung farblos ist (10 min)
Auf Raumtemperatur herunterkihlen lassen
Den pH-Wert Gberprifen (pH 10)
Schritte 3 bis 5 so oft wiederholen, bis der pH-Wert stabil bei pH 10 liegt

N o v &~ Ww

Die Aliquots bei —20 °C lagern
Tergitol NP40 muss 2 bis 3 Tage bei 70 °C inkubiert werden, bis es flissig ist. 2 ml Tergitol

werden zu 18 ml H,0 gegeben und gut vermischt.

100 ml Puffer werden wie folgt zusammengestellt:
1. 790 mg Tris-Base werden in 75 ml H,0 gel6st (Endkonzentration (EK): 50 mM) unter
der Zugabe von 900 mg NaCl (EK 180 mM)
2. 10 ml 10 % Tergitol Losung (EK 1 %) wird hinzugegeben

Jan-Erik Fleger 26



Material und Methoden

3. 2,5 ml 10 % Na-deoxycholat Lésung (EK 0,25 %) wird hinzugegeben, umrihren bis die
Losung klar ist

4. 1mlEDTA [0,1] (EK 1 mM) hinzugeben

5. Auf 98,2 ml mit H,O auffillen

6. Zugabe von:

e 100 pl Apropitin (EK 1 pg/ml)

e 100 pl Leupeptin (EK 1 pg/ml)

e 100 pl Pepstatin (EK 1 pg/ml)

e 500 pl NaF (EK 1 mM)

e 500 pl NasVOs (EK 1 mM)

e 500 pl PMSF (EK 1 mM)

Mischen und Aliquotierung von 500 pl bei -20 °C lagern.

Primarer Antikorper Herkunft Verdiinnung
CDA49a-PE (Integrin SR84 Becton Dickinson gebrauchsfertig 20 pl
alphal, Mouse IgG1) (Heidelberg)

CD49b-PE (Integrin 12F1-H6 Becton Dickinson gebrauchsfertig 20 pul
alpha2, Mouse (Heidelberg)

IgG2a)

CDA49c-PE (Integrin C311.1 Becton Dickinson gebrauchsfertig 20 pl
alpha3, Mouse IgG1) (Heidelberg)

CD49d-PE (Integrin 9F10 Becton Dickinson gebrauchsfertig 20 ul
alphad, Mouse I1gG1) (Heidelberg)

CDA49e-PE (Integrin A1 Becton Dickinson gebrauchsfertig 20 pl
alpha5, Mouse IgG1) (Heidelberg)

CDA49f-PE (Integrin GoH3 Becton Dickinson gebrauchsfertig 20 pul
alphab, rat IgG2a) (Heidelberg)

CD29 R-PE (Integrin MAR4 Becton Dickinson gebrauchsfertig 20 pl
betal, Mouse IgG1) (Heidelberg)
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CD61 R-PE (Integrin  VI-PL2 Becton Dickinson gebrauchsfertig 20 pl
beta3, Mouse IgG1) (Heidelberg)

CD104 R-PE (Integrin 439-9B Becton Dickinson gebrauchsfertig 20 pl
beta4, rat IgG2b) (Heidelberg)

Isotyp Klon Herkunft Verdlinnung Menge
Mouse IgG1 R-PE MOPC-21 Becton Dickinson gebrauchsfertig 20 pl

(Heidelberg)

Mouse IgG2a R-PE G155-178 Becton Dickinson gebrauchsfertig 20 pl
(Heidelberg)

Rat IgG2b R-PE R35-38 Becton Dickinson gebrauchsfertig 20 pul
(Heidelberg)

Tabelle 8: Integrin-Subtypen. Primare und isotypische Antikérper, plus Herkunft, Verdiinnung und Menge.

Antikorper Bestellnummer Herkunft Verdiinnung

Ms X Hu Integrinal- MAB19527Z Millipore 1:100 100 pl
pha3

Ms X Hu Integrinal- MAB 1956Z Millipore 1:100 100 pl
phab

Ms X Hu Integrin MAB22537 Millipore 1:100 100 pl
betal

Tabelle 9: Blockierende Antikorper: Integrin-Subtypen.
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2.3. Methoden

2.3.1. Kultivierung der Zellen

2.3.1.1. Auftauen der Zelllinien

Die Zellenlinien, TCCSUP, RT112 und UMUC3, werden in Kryoréhrchen in fliissigem Stickstoff
bei -196 °C gelagert. Um die Zellen aufzutauen, legt man sie fiir ca. 1 Minute in ein 37 °C war-
mes Wasserbad. Nun flllt man den gesamten Inhalt des Kryoréhrchens in ein 15 ml Falcon
Réhrchen und fillt zusatzlich 9 ml RPMI 1640 Nahrmedium hinzu. AnschlieBend zentrifugiert
man die Falcon Réhrchen fiir 5 Minuten bei 1.050 Umdrehungen pro Minute und 4 °C, um das
Gefriermedium (Dimethylsulfoxid) von den Zellen zu trennen. Nach dem Zentrifugieren ver-
wirft man den fliissigen Uberstand und resuspendiert das Zellpellet in 7 ml Ndhrmedium. Ab-
schlieRend fillt man die Zellsuspension in eine 25 cm? kleine Kulturflasche und lagert sie in

einem 37 °C warmen Inkubator (5 % CO).

2.3.1.2. Splitten der Zellen

Sobald die Zellen komplett am Boden der Kulturflasche konfluieren, i. d. R. nach 2 bis 3 Tagen
Kultivierung, werden die Zellen gesplittet. Daflir verwirft man das alte Medium und wascht
die Zellen mit PBS (ohne Magnesium/Calcium). Man nimmt 1 ml PBS bei kleinen (25 cm?) Kul-
turflaschen und 3 ml PBS bei groBen (75 cm?) Kulturflaschen. Nachdem man das PBS zu den
Zellen hinzugegeben hat, wird die Fllssigkeit darin mehrfach kurzzeitig vorsichtig geschwenkt,

um die Zellen zu waschen.

Danach entnimmt man das PBS wieder und fligt den Zellen Accutase im gleichen Verhaltnis
wie PBS (1 ml fir kleine Flasche, 3 ml bei groRer Flasche) hinzu, um sie vom Boden der Kultur-
flasche zu I6sen. Hierfir platziert man die Kulturflasche in den Inkubator bei 37 °C fiir 1 bis 3
Minuten oder beldsst die Flasche unter der Werkbank bei Raumtemperatur fir 5 bis 6 Minu-
ten. Um ganzlich alle Zellen abzulésen, kann man nach abgelaufener Zeit die Kulturflasche
leicht schiitteln oder vorsichtig von unten beklopfen und zusatzlich mithilfe von 3 bis 5 ml
Nahrmedium die noch festsitzenden Zellen abspulen, indem man mehrmals das Medium ent-
lang des Flaschenbodens spiilt. Je nachdem, in welchem Verhaltnis man die Zellen splitten
mochte, entnimmt man nun die ganze oder einen Teil der Zellsuspension und fiillt sie in eine
groBe (75 cm?) Kulturflasche, in die man vorher eine erganzende Menge Nahrmedium gefullt

hat. In eine groRe Flasche fillt man entweder 10 oder 12 ml, sodass man z. B. flir eine Splitting
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Ratio von 1 zu 4 (1 : 4) 3 ml Zellsuspension der kleinen Flasche entnimmt und 9 ml Ndhrme-
dium in der groBen Flasche hinzufiigt. Die drei Zellreihen haben eine individuelle Wachstums-
geschwindigkeit und miissen daher unterschiedlich hoch gesplittet werden. Mdchte man z. B.
eine volle Kulturflasche innerhalb von 48 Stunden erreichen, um einen Versuch durchfiihren

zu kdnnen, muss man eine niedrige Splitting Ratio wahlen (z. B. 1 : 3).

2.3.1.3 Mediumwechsel

Das Medium auf den Zellen sollte alle 2 bis 3 Tage gewechselt werden, wenn man die Zellen
nicht splitten mochte. Hierfir verwirft man das alte Medium, wascht die Zellen (s. 0.) mit PBS
(ohne Magnesium/Calcium) und gibt anschlieBRend 12 ml neues Ndhrmedium in die Kulturfla-

sche (bei der kleinen Flasche 6 ml Nahrmedium).

2.3.2. Behandlung mit Curcumin

Zunachst verwirft man das alte Medium. Man wascht die Zellen, die man fiir ein Experiment
benutzen mochte, mit PBS (ohne Magnesium/Calcium). Die Zellen wurden mit Curcumin in
folgenden Konzentrationen behandelt: 0,05 pg/ml, 0,1 pug/ml und 0,2 ug/ml. Die Molare
Masse von Curcumin betragt 368, 838 g/mol. 0,27 uM Curcumin ergeben 0,1 pg Curcumin pro
Milliliter. Fir die gewlinschten Konzentrationen wurde zunachst ein Zwischenstock angelegt,
indem man 1 pl Curcumin (100 mM) in ein mit 999 ul Medium gefilltes 1,5-ml-Eppendorf-
Rohrchen hinzugibt. So hat man eine 1:1000-Verdinnung des Curcumins. Gibt man nun 27 pl
des Zwischenstocks in 10 ml Medium, hat man eine Curcuminkonzentration von 0,1 pg/ml in
der Losung, die man auf die Zellen gibt. Fiir eine Konzentration von 0,2 pug/ml wurden dem-
entsprechend 54 ul des Zwischenstocks entnommen. Die Zellen wurden anschlieRend eine

Stunde bei 37 °C inkubiert.

2.3.3. Bestrahlen der Zellen

Nachdem die Zellen eine Stunde im Inkubator waren, verwirft man bei jeder Probe das Me-
dium und fligt den Zellen PBS (mit Magnesium/Calcium) mit der gleichen Curcuminkonzent-
ration wie zuvor hinzu. Nun wurden die Proben bestrahlt, indem man sie unter einer Tages-
lichtlampe fiir 5 Minuten beladsst. Das Tageslicht befindet sich im Bereich des visuellen
Lichtspektrums mit einer Wellenlange von 400 bis 550 nm. AbschlieBRend werden alle Proben

wieder mit normalem Nahrmedium (10-12 ml) versorgt und 24 Stunden im Inkubator (37 °C)
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gelagert. Die Behandlung mit Curcumin und zusatzlich Lichtbestrahlung wird im Weiteren als

Curumint"(-Therapie) oder Kombinationsbehandlung bezeichnet.

2.3.4. Zellen einstellen

Um die Zellzahl einer Suspension zu bestimmen, entnimmt man dieser 10 pl und fligt dies in
ein kleineres Gefal} (z. B. 1,5-ml-Eppendorf-Réhrchen), wo man es mit 90 ul Trypanblau ver-
mengt. Trypanblau markiert alle Zellen blau, die keine intakte Zellmembran mehr besitzen —
da es sich hierbei um nicht vitale Zellen handelt, werden diese nicht mitgezahlt. Als nachstes
entnimmt man dieser 100-ul-Suspension 10 pl und flgt diese in eine Neubauer Zahlkammer
(Abbildung 5), die mithilfe von Kapillarkraften gefiillt wird. Die Zellen mit intakter Zellmemb-
ran erscheinen unter dem Mikroskop hell und sind vom Blau des Trypanblaus umgeben, so-
dass man sie gut zahlen kann. Nun zahlt man alle hellen Zellen in den vier groBen Quadraten
(jeder enthalt 16 kleinere Quadranten) am besten in einer systematischen Reihenfolge. Die
Zellen sollten Gber die gesamte Zahlkammer verstreut sein. Wie viel Zellen in einem Quadran-

ten landen, ist also zufallig.

Die Fliche eines groRen Quadranten betrigt 1 mm? und hat eine Tiefe von 0,1 mm, daraus
erschlieRt sich ein Volumen von 10* ml. Um auf die gesamte Zellzahl zu kommen, benutzt man
folgende Rechnung:

Zellzahl/ml = Zellzahl aller 4 groBen Quadranten/4 x 10 (Verdiinnungsfaktor) x 10*
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Abbildung 5: Neubauer-Zihlkammer.
Quelle: http://www.emsdiasum.com/microscopy/technical/datasheet/images/63560_a.jpg
(aufgerufen am 25.07.2016).
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2.3.5. Adhasion an die Extrazelluldare Matrix (EZM)

Der Adhasionsversuch untersucht die Eigenschaften der Tumorzellen, sich an eine Oberflache
zu heften. Fur die Versuchsreihen wurde mit Kollagen G (400 pg/ml) und Fibronektin (100
ug/ml) gearbeitet, die als Matrixproteine fiir die Anheftung der Tumorzellen dienten. Der Ver-
such bestand aus einem dreitdgigen Aufbau. Am ersten Tag wurde eine 24-well Platte mit Kol-
lagen G/Fibronektin beschichtet. Dafiir wurden zunachst Kollagen und Fibronektin 1:10 in PBS
(ohne Magnesium/Calcium) verdiinnt. Von der Verdiinnung kamen jeweils 500 ul in die vor-
gesehenen Wells. Die Platte kam Uber Nacht in den Kiihlschrank bei 4 °C. Zudem wurden am
ersten Tag die Versuchszellen einer Zellreihe in zwei 6-well Platten umgesetzt. Dafiir wurde
zuerst das alte Medium verworfen, die volle Kulturflasche mit PBS (ohne Magnesium/Calcium)
gewaschen und die Zellen mit 3 ml Accutase zum Abldsen gebracht. AnschlieBRend wurden die
Zellen in die Wells in einer 1:4-Verdiinnung gegeben (1 ml Zellsuspension + 3 ml Nahrmedium)

und Uber Nacht im Inkubator bei 37 °C gelagert.

Am zweiten Tag wurden die Zellen mit Curcumin in drei verschiedenen Konzentrationen (0,05
pug/ml, 0,1 pg/ml und 0,2 pg/ml) behandelt, zudem wurde eine Kontrolle belassen. Zunachst
wurde das alte Medium auf den Platten entfernt, dann wurden die Zellen mit PBS (ohne Mag-
nesium/Calcium) gewaschen, anschlieBend das Curcumin daraufgegeben, die Kontrolle be-
kam 4 ml normales Medium, und die Platten eine Stunde im Inkubator belassen. Danach
wurde das Medium mit Curcumin verworfen und tberall PBS (mit Magnesium/Calcium) mit
den gleichen Curcuminkonzentrationen hinzugegeben. Die Kontrollprobe bekam 4ml PBS
ohne Curcumin. Nun wurde eine der beiden 6-well Platten 5 Minuten unter der Tageslicht-
lampe bestrahlt. AbschlieBend wurde das PBS aus allen Wells verworfen und in alle Wells 4 ml
normales Medium gegeben. Die Platten blieben Gber Nacht im Inkubator bei 37 °C. Das ei-
gentliche Experiment fand am dritten Tag statt. Als Erstes wurden die Wells der 24-well Platte
vorsichtig dreimal mit PBS (ohne Mg?*/Ca?*) gewaschen. Um die Matrixproteine nicht aus Ver-
sehen abzuspilen, wurde das PBS liber den Rand in das Well gegeben. Nach dem Waschen
kommt 1 ml Blockierpuffer (1 % BSA in PBS) in die Wells, den man bei Raumtemperatur fir
1 Stunde einwirken lasst, um unspezifische Proteinbindungen zu blockieren. In der Zwischen-
zeit wurden die Zellen mit PBS gewaschen, mit 1 ml Accutase pro Well abgel6st, in 4 ml Nahr-

medium resuspendiert und in 15 ml Falcons tberfihrt.

Jan-Erik Fleger 32



Material und Methoden

Nun wurde die Suspension fiir 5 Minuten bei 1050 rpm zentrifugiert. Der Uberstand (iber dem
Zellpellet wurde verworfen und die Zellen in 1 ml Medium suspendiert. Optional wurde an
dieser Stelle 1 pl Calcein den Proben hinzugefiigt (s. u.). Als ndchstes wurde die Zellzahl in
jeder Probe gemaR Kapitel 2.3.4. bestimmt und die Proben wurden auf 200.000 Zellen/ml
eingestellt, in dem man die Zellsuspensionen entsprechend verdiinnt hat. Ist dies geschehen,
kommen jeweils 500 ul in die vorgesehenen Wells der 24-well Platte, bei der man zuvor den
Blockierpuffer entfernt hat und die Wells nochmal dreifach mit PBS gewaschen hat. Die Zellen
wurden jetzt eine Stunde lang im Inkubator gelagert und dann dreimal mit PBS (mit Mg?*/Ca?*)
gewaschen, das als Bindepuffer dient. Um die Zellen, die an der Matrixoberflache haften, zu
fixieren, wurde nun in jedes Well 500 ul 2-%-iges Glutaraldehyd (mit Alufolie bedeckt, da sehr
lichtempfindlich) gegeben und die 24-well Platte fiir 10 Minuten bei Raumtemperatur inku-
biert. Hinterher wurden die Zellen noch einmal mit PBS (mit Mg?*/Ca%*) gewaschen und ab-
schlieRend kam in jedes Well 1 ml PBS (mit Mg?*/Ca?*). Die Platte l4sst sich nun im Kihlschrank

lagern, die Auswertung kann jedoch auch direkt im Anschluss erfolgen.

2.3.5.1. Auswertung der Adhasionsstudien

Die Auswertung der Versuchsplatten erfolgte auf zwei verschiedene Arten. Bei der ersten Me-
thode wurde die Platte unter dem Mikroskop platziert und die Zellen bei zweihundertfacher
VergrofRerung mithilfe eines Rasterokulars gezahlt. Daflir suchte man sich fiinf verschiedene
Zahlfelder im Well aus und bildete anschlieRend den Mittelwert aus den fiinf Zellanzahlen. Die
zweite Methode erfolgte mithilfe eines Multimode Microplate Readers, der in der Lage ist,
Fluoreszenz zu messen. Als Fluoreszenzfarbstoff diente hierbei Calcein, das den Zellen bereits
im Versuch zugefiihrt wurde (s. Kapitel 2.3.5.). Der Microplate Reader misst die spontanen
Lichtemissionen, die durch das Komplexieren des Calceins mit Calciumionen entstehen. Dies
kann nur in lebenden Zellen geschehen, d.h. je mehr intakte Zellen in der Probe, desto héher

die gemessene Emissionsrate.

2.3.6. Adhésion an Endothelzellen (HUVEC)

Diese Untersuchung wurde durchgefiihrt, um herauszufinden, wie sich das Bindungsverhalten
der Tumorzellen an Endothelzellen, wie sie in der GefaBwand im menschlichen Kérper vor-
kommen, darstellt. Dafir wurden 6-well Platten am Vortag mit HUVECs beschichtet (3 ml). Die

HUVECs wurden zuvor aus einer menschlichen Nabelschnur isoliert und mithilfe eines eigens
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verwendeten Mediums kultiviert (s. o0.). Es ist wichtig, dass die Zellen subkonfluent vorliegen
far das Experiment. Am Versuchstag wurde 1 ml des HUVEC-Mediums verworfen und durch
1 ml der Tumorzellproben ersetzt, die zuvor auf 500.000 Zellen/ml eingestellt wurden (s. Ka-
pitel 2.3.4.). Die Proben bestanden aus einer Kontrolle, einer mit 0,2 pug/ml Curcumin behan-
delten Probe, einer mit Tageslicht bestrahlten Kontrolle und einer Kombination aus Curcumin-
behandlung (0,2 pg/ml) und Bestrahlung (Kombinationsbehandlung, Curcumintht), Die Platte
wurde fur eine Stunde bei 37 °C inkubiert. Anschliefend wurden die Zellen einmal mit 1-%-
igem Glutaraldehyd (lichtsensibel) und zweifach mit PBS (mit Mg?*/Ca?*) gewaschen. Um die
Zellen an Ort und Stelle zu fixieren, wurden sie fiir 10 Minuten bei Raumtemperatur mit 1-%-
igem Glutaraldehyd inkubiert. Zum Schluss wurden die Zellen nochmals mit PBS (mit
Mg?*/Ca?*) gewaschen und zuletzt in jedes Well 2 ml PBS (mit Mg?*/Ca?*) gegeben. Die Aus-
wertung erfolgte unter dem Mikroskop mit zweihundertfacher VergrofRerung mit Rasteroku-

lar, in dem die Zellzahl in jeweils fiinf Feldern gezahlt wurde.

2.3.7. Chemotaxis

Beim Chemotaxisversuch wurde untersucht, wie das Migrationsverhalten der Tumorzelllinien
durch einen Filter sich abhangig von der Curcuminbehandlung verandert. Als Erstes wurde
begonnen, die Zellen mit PBS zu waschen, sie mit Accutase zu l6sen und in 15-ml-Falcon-Réhr-
chen zu tiberfiihren. Nach dem Zentrifugieren wurde der Uberstand verworfen und die Zellen
in 1 ml serumfreies Medium resuspendiert. Nun wurden die Zellproben (Kontrolle, Curcumin-
behandlung (0,2 pg/ml), bestrahlte Kontrolle, bestrahlte Curcuminbehandlung) auf 250.000
Zellen/ml eingestellt. Hierbei wurden 6-well Platten verwendet und die dazugeharigen Filter
(6-well, 8 um Porengrofe). In die Wells kamen zunachst 2 ml Nahrmedium, dann wurden die
Filter eingesetzt und in jeden Filter kamen 2 ml einer Probe. Die Platten wurden 24 Stunden
im Inkubator belassen. Am darauffolgenden Tag wurden die Zellen fixiert. Hierfiir wurde zu-
nachst Hamatoxylin gefiltert. Nun wurde der Inhalt der Filter von oben geleert und zweimal
mit PBS (mit Mg?*/Ca?*) gewaschen. AnschlieRend wurden neue 6-well Platten beschriftet, mit
2 ml 2-%-igem Glutaraldehyd befillt und die Filter umgelagert und eingehangt. Die Filter wur-
den flir 10 Minuten bei RT inkubiert und wahrenddessen fiir eine spatere Zuordnung an den
Ecken beschriftet. Die ,,alten” Platten werden aufbewahrt, um evtl. vorhandene Zellen im un-

teren Kompartiment zu zahlen. Nach der Fixierung wurden die Filter auf der Seite in VE-Was-
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ser gewaschen und anschlieRend 10 Minuten in Hamatoxylin gefarbt. Nach dem Farben wer-
den die Filter auf dem Kopf mit flieRendem Leitungswasser gebldaut und nach ca. 2 Minuten
geschwenkt, um die Farbe komplett auszuwaschen. Danach wurden die Filter in eine Schale
mit VE-Wasser gelegt und mit Wattestdabchen die Zellen im Filter entfernt. AbschlieBend wur-
den die Filter noch einmal mit VE-Wasser gewaschen und in eine neue 6-well Platte gelagert,
bei der zuvor jeweils 2 ml PBS (mit Mg?*/Ca?*) in die Wells gegeben wurden. Zum Ende wurden
in jeden Filter 2 ml PBS (mit Mg?*/Ca?*) pipettiert. Die Platten wurden unter dem Mikroskop

mithilfe des Rasterokulars ausgezahlt.

2.3.8. FACScan-Analyse von Integrinen

Die Expression von Integrinen auf Zellmembranen kann mithilfe des FACS gemessen werden.
Dieses Verfahren funktioniert durch Durchflusszytometrie, dabei flieBen Zellen einzeln in ei-
nem hohen Tempo an einer elektrischen Spannung oder an einem Lichtstrahl vorbei, wobei

sie nach GroRRe und Granularitat sortiert werden.

Am ersten Versuchstag wurden die Zellen mit Curcumin behandelt und ausgewahlte Proben
zusatzlich bestrahlt (s. 0.). Mit Beginn des zweiten Versuchstages wurden die Zellen gewa-
schen, abgeldst, in 15-ml-Falcons Gberfliihrt und zentrifugiert. Die nachsten Schritte wurden
allesamt auf Eis durchgefiihrt, um die Proteine moglichst schonend zu behandeln. Zunachst
wurde das Zellpellet in 2 ml FACS-Puffer (PBS ohne Mg?*/Ca?* + 0,5 % BSA) resuspendiert und
erneut bei 4 °C fiir 5 Minuten bei 1050 rpm zentrifugiert. AnschlieBend wurde der Uberstand
verworfen und das Pellet in 12 ml FACS-Puffer aufgenommen, da 12 verschiedene Antikérper
(s. Tabelle 8) verwendet werden. Also wurde jeweils 1 ml der Zellsuspension in FACS-Réhrchen
verteilt und zentrifugiert. Nun wurde der Uberstand verworfen und jeweils 20 pl der Antikor-
perlosungen auf die entsprechenden Zellpellets gegeben und in Suspension gebracht. Die An-
tikdrper wurden fir eine Stunde auf Eis im (dunklen) Kihlschrank inkubiert. Nach abgelaufe-
ner Zeit wurden die Réhrchen zentrifugiert, der Uberstand verworfen und die Zellen zweifach
mit 1 bis 2 ml FACS-Puffer gewaschen. Zum Abschluss wurde das Pellet, abhdngig von der
GroRe, in 200 bis 400 ul FACS-Puffer resuspendiert, und die Proben wurden am Durchflusszy-

tometer gemessen.
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2.3.9. Proteinisolierung

Man isoliert die Proteine der Zellen, um sie spater flir das Western Blotting zu verwenden.
Hierfir ist es nicht notwendig, die Zellen zu zdhlen. Zunachst ist es wichtig, den eingefrorenen
Lysispuffer (s. Tabelle 7) langsam auf Eis auftauen zu lassen, bevor man mit dem Versuch star-
ten kann. Wie in allen durchgefiihrten Versuchen wurden die Zellen am ersten Tag mit Cur-
cumin behandelt und ausgewahlte Proben bestrahlt, sodass sich folgende Proben ergaben:
Kontrolle, Curcuminbehandlung (0,2 pg/ml), bestrahlte Kontrolle, bestrahlte Curcuminbe-
handlung (s. 0.). Am darauffolgenden Tag wurden die Zellen mit PBS (ohne Mg?*/Ca?*) gewa-
schen, mit Accutase abgelést und in 5 ml PBS oder Ndhrmedium resuspendiert. Nach der Uber-
fihrung der Zellsuspensionen in 15-ml-Falcon-Réhrchen wurden die Proben fiir 5 Minuten bei
4 °C und 1050 rpm zentrifugiert. In der Zwischenzeit wurde zu jeweils 1,5 ml Lysispuffer 7,5 ul

PMSF pipettiert.

Nun wurde der Uberstand abdekantiert und die Restfliissigkeit (iber dem Pellet abgesaugt. Je
nach PelletgroRe wurden die Zellen nun in 100 bis 300 ul Lysispuffer resuspendiert und in 1,5-
ml-Eppendorf-Réhrchen tiberfiihrt. Die Proben wurden 10 Minuten auf Eis inkubiert. Anschlie-
Rend wurde mithilfe einer Insulinspritze die Zellsuspension siebenmal gut durchgemischt, bis
das Lysat schaumig wurde. Das Lysat kam anschlieRend fiir 10 Minuten bei 4 °C und 10.000
rpm in die Eppendorf-Zentrifuge. Im Uberstand befinden sich die freigesetzten Proteine, so-
dass die Flissigkeit Gber dem Pellet abgesaugt und in zuvor beschriftete Kryoréhrchen lber-
fuhrt wurde und, sofern die Proteine nicht sofort weiterverarbeitet wurden, bei =80 °C ver-
staut und gelagert wurden. Das Zellpellet wurde verworfen. Bevor die Proteinlésung in den
Gefrierschrank bei —80 °C kam, wurden 3 ul Proteinlosung zur spateren Konzentrationsbestim-

mung entnommen und in 0,2-ml-PCR-R6hrchen pipettiert.

2.3.9.1. Proteinkonzentrationsbestimmung nach der Comassie-Methode (Bradford)

Nachdem bei der Proteinisolierung 3 ul der Proteinlosung in 0,2-mI-PCR-Réhrchen pipettiert
wurden (s. 0.), wurde die Losung mit 57 pl destilliertem Wasser (1:20) verdinnt. Aus jeder
Losung wurden 3 Proben in Form von 10 pl entnommen und in entsprechende Wells einer 96-
well Platte pipettiert. Anschliefend wurde jedem Well 300 pul Coomassie Blau hinzugefiigt und

die Proben fiir 10 Minuten im Dunkeln bei Raumtemperatur inkubiert, wahrend sie auf dem

Jan-Erik Fleger 36



Material und Methoden

Schwenktisch geschwenkt wurden. Hinterher wurde die optische Dichte/Extinktion der Pro-
teinlésungen im Tecan bei 595 nm Licht-Wellenlange gemessen. Um fir die Messung einen
Vergleichswert zu bekommen, wurde ein sog. , blank” verwendet, dessen 3 Proben aus destil-
lierten Wasser (plus Coomasie Blau) bestanden. Durch eine Kalibrierungskurve von verschie-
denen Albuminkonzentrationen konnte der Computer den entsprechenden Proteingehalt

messen.

2.3.10. Gel-Elektrophorese und Western Blot

Die Gel-Elektrophorese wird fiir Trennung von DNA, RNA und, wie in diesem Falle, von Prote-
inen verwendet. Hierbei werden die Proteine nach ihrer Ladung und GroRe aufgeteilt. Die
Trennung erfolgt durch Glycingele mit 4 % Sammelgel und 7 bis 15 % Trenngel (Laemmli). Die
Zusammensetzung der Gele kann den Tabellen 4 und 5 entnommen werden. Die Proteine
wurden so gewonnen, wie in den Kapiteln 2.3.8. und 2.3.8.1. beschrieben. Wahrend der Gel-
Elektrophorese und Western-Blot-Analyse wurden verschiedene Puffer verwendet, deren Zu-

sammensetzungen in Tabelle 6 zu finden sind.

Flr die Trennung wurden jeweils 7,2 ml Trenngel in die Gelkammern pipettiert und 50 pl
Isobutanol draufgegeben, um Blaschen zu vermeiden. Nach 15 bis 20 Minuten Polymerisation
wurde das Isobutanol mit destilliertem Wasser weggewaschen und mit Filterpapier getrock-
net. Der Ubrig gebliebene Platz wurde mit Sammelgel gefiillt und direkt danach wurden die
Kamme platziert, um Taschen zu formen. Nach der Polymerisation wurde der Kamm entfernt
und die Taschen mit destilliertem Wasser gewaschen. Die Elektrophoresekammer wurde mit
1 x Elphopuffer gefillt und die Taschen mit 5 pl Proteinmarker (peqGOLD IV) und den Protein-
I6sungen beladen. Bevor jede Tasche mit 50 pg Protein geflillt wurde, wurden die Proben im
1:1-Verhaltnis verdiinnt mit einer Mixtur bestehend aus Laemmli-Puffer (4 %) und Mercap-
toethanol. Dann wurden die Proteine denaturiert, indem sie bei 95 °C fiir 5 Minuten im
Thermo-Block belassen wurden. Die Elektrophorese wurde unter einer Spannung von 80 V
durchgefihrt, und nachdem die Proben das Sammelgel passiert hatten, wurde die Spannung
auf bis zu 120 V erhoht. Nach etwa einer Stunde waren die Proteine getrennt und konnten

nun fir das Western Blotting verwendet werden.
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Der Western Blot dient zum Nachweis von Proteinen. Die durch die Gel-Elektrophorese ge-
trennten Proteine wurden auf eine Nitrozellulose-Membran transferiert. Zu Beginn wurden
die Nitrozellulose Membran, das Schwammtuch und auch das Blotting Papier fiir 15 Minuten
in 1 x Transferpuffer eingeweicht. Ein ,Sandwich” mit Materialien in folgender Reihenfolge
wurde zusammengestellt: Schwammtuch, 2 Blotting Papiere, Gel, Membran, 2 Blotting Pa-
piere, zweites Schwammtuch. Um Blaschen zu vermeiden, wurde die Luft aus dem Aufbau
gepresst, indem man eine Pipettenspitze mit leichtem Druck iber das zweite Blotting Papier
Paar rollte. Danach wurde die Kammerhalterung aufgebaut, 1 x Transferpuffer hinzugegeben
und mit einem Eisblock versucht, eine spatere Uberhitzung zu vermeiden. Nun wurde die Kam-
mer auf einen Magnetrihrer gestellt, ein Magnetfischchen hineingelegt und der Blot-Vorgang
flir eine Stunde bei 100 V laufen gelassen. Nach abgelaufener Zeit waren die getrennten Pro-
teine auf eine Membran transferiert, die zur Immunfarbung mit bestimmten Antikdrpern be-

nutzt werden konnte.

Die Nitrozellular Membran wurde mit 1 x Towbinpuffer gewaschen und, um unspezifische Bin-
dungen zu umgehen, mit Blockierl6sung blockiert. Nach einer Stunde wurde die Blockierlo-
sung verworfen und die Membran wurde mit 1 x Blotpuffer gewaschen; die entsprechenden
primdren Antikérper wurden auf die Membran gegeben. Die Inkubation konnte entweder
Uber Nacht bei 4 °Cim Kiihlschrank oder fiir eine Stunde bei Raumtemperatur geschehen. Die
primdren Antikorper wurden nach der Verwendung in 15-ml-Falcons Uberfihrt und bis zu
zweimal wiederverwendet. Die Membran wurde nun dreimal mit 1 x Blotpuffer fir jeweils 15
Minuten gewaschen und anschliefend mit dem passenden, zweiten Antikérper inkubiert.
Nach 30 Minuten wurde die Membran erneut dreimal fiir 15 Minuten mit 1 x Blotpuffer und
5 Minuten lang mit destilliertem Wasser gewaschen. Fiir die Detektion wurde die Membran
fir eine Minute mit 1 ml einer 1:1-Mischung, bestehend aus Detektionsreagenz 1 und 2 (ECL-
Losung), inkubiert. Danach wurde die Membran in eine Plastikhlle gelegt und vom Fusion FX7

vermessen. Als Kontrolle zur gleichmaRigen Proteinladung diente R-Aktin.

Jan-Erik Fleger 38



Material und Methoden

2.3.11. Blockadestudie

2.3.11.1 Adhasion an Kollagen

Am Vortag wurde eine 24-well Platte mit Kollagen G beschichtet wie in Kapitel 2.3.5. beschrie-
ben. Am Versuchstag wurde die Platte dreimal mit PBS (ohne Mg?*/Ca?*) gewaschen und mit
1 ml Blockierpuffer pro Well eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Die Zellsuspensionen
wurden zentrifugiert, der Uberstand verworfen und mit 1 ml Ndhrmedium resuspendiert. Nun
wurden in die entsprechenden Proben 10 pul der blockierenden Antikérper a3, a5, und R1 (s.
Tabelle 9) gegeben. AnschlieBend wurden die Zellen gezahlt und auf 200.000/ml eingestellt.
Nach einer Stunde wurde der Blockierpuffer auf der 24-well Platte entfernt und die Platte
erneut dreimal mit PBS (ohne Mg?*/Ca?*) gewaschen. Jetzt wurden in jedes mit Kollagen be-
schichtete Well 500 ul der Proben gegeben und die Platte bei 37 °C eine Stunde im Inkubator
belassen. Danach wurde die Platte dreimal mit PBS (mit Mg?*/Ca?*) gewaschen. Um die Zellen
nun zu fixieren, wurden in die entsprechenden Wells 500 pl 2-%-iges Glutaraldehyd gegeben
und 10 Minuten bei RT inkubiert. AbschlieRend wurde die Platte wieder dreimal mit PBS (mit

Mg?*/Ca?*) gewaschen und in jedem entsprechenden Well 1 ml PBS (mit Mg?*/Ca?*) belassen.

2.3.11.2 Chemotaxis

Am Versuchstag wurden die Zellsuspensionen zentrifugiert. Der Abstand wurde verworfen
und mit 1 ml Medium ohne Zuséatze resuspendiert. Nun wurden in die entsprechenden Proben
10 pl der blockierenden Antikoérper (a3, a5, 81) gegeben. Anschliefend wurden die Zellen ge-
zahlt und auf 250.000/ml eingestellt. Danach wurden in eine 6-well Platte jeweils 2 ml Nahr-
medium in die entsprechenden Wells gegeben und ein Filter (6-well, 8um Porengrolie) einge-
hangt. In den Filter wurden jeweils 2 ml der Proben gegeben; die Platte wurde Gber Nacht im
Inkubator bei 37 °C belassen. Ausgewertet wurde der Versuch wie in Kapitel 2.3.7. beschrie-

ben.
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3. Ergebnisse

3.1 Zellbehandlung

Abbildung 6 zeigt den Zustand der drei Tumorzellreihen 24 Stunden nach verschiedenen Be-
handlungsmethoden. Die Behandlungen bestanden aus einer reinen Curcuminbehandlung
(0,2 pug/ml), einer reinen Bestrahlung mit Tageslicht und einer Kombinationsbehandlung aus
beidem (Curcumintht), Bei jeder Zellreihe l4sst sich gut erkennen, dass nur die Kombinations-
behandlung deutliche morphologische Alterationen induzierte. Die Tumorzellen rundeten sich

ab, verloren Zell-Zell-Kontakte und verringerten sich in Anzahl und GréRRe.

Abbildung 6: Hundertfache VergroRerung behandelter Blasenkarzinomzellen. Von oben nach unten: TCCSUP
(Passage 11), UMUC3 (Passage 12) und RT112 (Passage 11) (von links nach rechts: Curcuminbehandlung
(0,2 pg/ml), Bestrahlung mit visuellem Licht, kombinierte Behandlung mit Curcumin‘“"t, Kontrollzellen sind in
Abbildung 4 gezeigt.
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3.2 Adhadsion an die EZM

Die Adhasion an Kollagen, wie auch die Adhasion an Fibronektin, wurde durchgefiihrt, um das
Bindungsverhalten der Tumorzellen an die extrazelluldre Matrix (EZM) zu untersuchen. Die
Resultate basieren auf der Zellzahl der adharenten Tumorzellen, die mithilfe eines Mikroskops
bestimmt wurde. Die Abbildungen 7 bis 12 zeigen die Ergebnisse dieser Testreihe, die mit acht
verschiedenen Proben durchgefiihrt wurde. Neben der Kontrolle und der bestrahlten Kon-
trolle, wurden drei verschiedene Curcuminkonzentrationen (0,05 pg/ml, 0,1 pug/ml,

0,2 pg/ml) fur die Zellbehandlung verwendet (bestrahlt versus nicht bestrahlt).

3.2.1. Adhasion an Kollagen

Abbildung 7 veranschaulicht, dass die UMUC3-Zellen ein geringeres Bindungsverhalten zeig-
ten, wenn sie zuvor eine Kombinationsbehandlung bekamen. Die reine Behandlung mit Cur-
cumin hatte einen schwacheren Effekt. Je hdher die Curcuminkonzentration, desto starker der
Effekt, wobei erst ab einer Konzentration von 0,2 ug/ml eine signifikante Reduzierung der ad-

harenten Zellen zu beobachten war.
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Abbildung 7: Anzahl der UMUC3-Zellen, die nach einer Stunde Inkubationszeit an der Kollagenoberflache ad-
hérierten. Die x-Achse beschreibt den Versuchsansatz, die y-Achse zeigt die Zellzahl pro 0,25 mm?an.

Jan-Erik Fleger 41



Ergebnisse

Abbildung 8 veranschaulicht die Resultate der Kollagenadhasion von TCCSUP-Zellen. Die Tu-
morzellen reagierten beinahe ausschlieBlich auf die Curcumint"-Therapie. Wahrend der Ef-
fekt bei der Kombinationsbehandlung mit 0,05 pg/ml Curcumin noch gering ausfiel, war er bei
einer Behandlung mit 0,1 ug/ml schon deutlicher erkennbar. Das Bindungsverhalten wurde bei
einer Kombinationsbehandlung mit 0,2 ug/ml stark beeinflusst. Die Tumorzellen zeigten nur

noch geringes Potenzial, sich an das Kollagen zu heften.
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Abbildung 8: Anzahl der TCCSUP-Zellen, die nach einer Stunde Inkubationszeit an der Kollagenoberflache ad-
hirierten. Die x-Achse beschreibt den Versuchsansatz, die y-Achse zeigt die Zellzahl pro 0,25 mm? an.
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In Abbildung 9 ldsst sich erkennen, wie sich die RT112-Zellen in ihrem Bindungsverhalten ver-
anderten. Diese Zellreihe reagierte auf die reine Curcuminbehandlung, vor allem in Gegenwart
von 0,2 pg/ml Curcumin, mit einem reduzierten Bindungsverhalten. Es gab einen starkeren

Effekt bei den Kombinationsbehandlungen.
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Abbildung 9: Anzahl der RT112-Zellen, die nach einer Stunde Inkubationszeit an der Kollagenoberflache adha-
rierten. Die x-Achse beschreibt den Versuchsansatz, die y-Achse zeigt die Zellzahl pro 0,25 mm2 an.
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3.2.2. Adhadsion an Fibronektin

Abbildung 10 verdeutlicht, dass die UMUC3-Zellen ein geringeres Bindungsverhalten hatten,
wenn sie zuvor eine Behandlung mit Curcumin‘“" bekamen. Die reine Bestrahlung sowie die
ausschlieBliche Behandlung mit Curcumin induzierte keine signifikante Reaktion. Je hoher die
Curcuminkonzentration der Kombinationsbehandlung gewesen ist, desto starker wurde der
Effekt, wobei erst ab einer Konzentration von 0,1 ug/ml eine signifikante Reduzierung der ad-

harenten Zellen zu beobachten war.
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Abbildung 10: Anzahl der UMUC3-Zellen, die nach einer Stunde Inkubationszeit an der Fibronektinoberflache
adhirierten. Die x-Achse beschreibt den Versuchsansatz, die y-Achse zeigt die Zellzahl pro 0,25 mm?an.
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In Abbildung 11 I3sst sich erfassen, wie sich das Bindungsverhalten der TCCSUP-Zellen veran-
derte. In diesen Experimenten reagierten die Zellen mit einem reduzierten Bindungsverhalten
auf die reine Curcuminbehandlung, dies bei einer verwendeten Konzentration von 0,2 pug/ml.

Signifikant stirkere Effekte zeigten sich unter der Curcumint"®-Behandlung.
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Abbildung 11: Anzahl der TCCSUP-Zellen, die nach einer Stunde Inkubationszeit an der Kollagenoberfldche ad-
hirierten. Die x-Achse beschreibt den Versuchsansatz, die y-Achse zeigt die Zellzahl pro 0,25 mm?an.
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Abbildung 12 stellt die Resultate des Adhasionstests mit RT112-Zellen dar. Die Tumorzellen
wurden durch samtliche Curcuminbehandlungen beeinflusst und reagierten mit einem redu-
zierten Bindungsverhalten. Wahrend sich der Wirkeffekt bei der Curcumin‘“"-Therapie mit
0,05 und 0,1 pug/ml im Vergleich zur ausschlieBlichen Curcuminbehandlung nicht wesentlich
unterschied, wurde das Adhisionsverhalten bei einer Behandlung mit 0,2 pg/ml Curcuminticht
starker beeinflusst. Die Tumorzellen zeigten hier ein geringeres Potenzial, sich an die Fib-

ronektinoberflache zu heften.
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Abbildung 12: Anzahl der RT112-Zellen, die nach einer Stunde Inkubationszeit an der Kollagenoberflache ad-
hérierten. Die x-Achse beschreibt den Versuchsansatz, die y-Achse zeigt die Zellzahl pro 0,25 mm?an.
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3.3. Adhésion an Endothelzellen (HUVEC)

Im Rahmen des Endothel-Tumorzell-Interaktionsassay wurden die Tumorzellen in Verbindung
mit HUVECs gebracht und das Bindungsverhalten untersucht. Die Ergebnisse basieren auf der
Zellzahl der adharenten Tumorzellen, die mithilfe eines Mikroskops bestimmt wurde.
Abbildung 13 veranschaulicht die Adhasion der UMUC3-Zellen an die umbilikalen Endothel-
zellen, ermittelt nach einer Stunde Inkubationszeit. Der Kontrollansatz, die mit Licht bestrahlte
Kontrolle sowie die mit 0,2 pg/ml Curcumin behandelte Probe sind in ihren Resultaten ver-
gleichbar. Ein um mehr als die Halfte verringertes Adhasionsverhalten hingegen zeigten die

Zellen unter der Curcumint“'-Therapie.
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Abbildung 13: Anzahl der UMUC3-Zellen, die nach einer Stunde Inkubationszeit am Endothel anhefteten. Die
x-Achse beschreibt den Versuchsansatz, die y-Achse zeigt die Zellzahl pro 0,25 mm?an.
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Abbildung 14 illustriert das Adhasionsverhalten der TCCSUP-Zellen an die Endothelzellen.
Wahrend die Tumorzellen der Kontrolle, der mit Licht bestrahlten Kontrolle und der mit
0,2 pg/ml Curcumin behandelten Probe allesamt ein sehr vergleichbares Adhdasionsverhalten

zeigten, stieg die Bindungskapazitat bei der Kombinationsbehandlung auf das Dreifache an.

500
TCCSUP-HUVEC %
400 |
e
E 300
% 200 |
g T T
100 A L
0 |

Kontrolle Kontrolle 0,2 ug/ml 0,2 ug/ml
+ Licht + Licht

Abbildung 14: Anzahl der TCCSUP-Zellen, die nach einer Stunde Inkubationszeit am Endothel anhefteten. Die
x-Achse beschreibt den Versuchsansatz, die y-Achse zeigt die Zellzahl pro 0,25 mm?an.
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In Abbildung 15 wird die Adhdsion von RT112-Zellen an Endothelzellen verdeutlicht. Hierbei
zeigte sich ein anndhernd gleiches Bindungsverhalten der Kontrollzellen und der mit Licht be-
strahlten Kontrollzellen. Die mit 0,2 pg/ml Curcumin behandelten Tumorzellen zeichneten sich
durch ein moderat reduziertes Adhadsionsverhalten gegeniber der Kontrolle aus. Die Zellen der
Kombinationsbehandlung besalRen ein starker eingeschranktes Potenzial, sich an die umbilika-

len Endothelzellen zu binden.
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Abbildung 15: Anzahl der RT112-Zellen, die nach einer Stunde Inkubationszeit am Endothel anhefteten. Die x-
Achse beschreibt den Versuchsansatz, die y-Achse zeigt die Zellzahl pro 0,25 mm?an.
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3.4 Chemotaxis

Die Chemotaxis wurde durchgefiihrt, um das Migrationsverhalten durch einen Filter zu unter-
suchen. Die Ergebnisse basieren auf der Zellzahl der migrierten Zellen, die mithilfe eines Mik-
roskops bestimmt wurde. Die Abbildungen 16 bis 18 veranschaulichen die Ergebnisse. Bei der
Auswertung wurden die Zellen erfasst, die durch den Filter wanderten und an der Unterseite

hangen blieben.

In Abbildung 16 zeigen die mit Licht bestrahlte Kontrolle und die mit 0,2 pg/ml Curcumin be-
handelte Probe kaum abweichende Effekte beziiglich der Migration, verglichen mit der Kon-
trolle. Eine erhebliche Reduktion der Zellzahl ergab sich bei der Behandlung mit Curcuminticnt,
Hierbei wurde eine beinahe um die Halfte reduzierte Zellzahl, verglichen zur Kontrolle, ermit-

telt.
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Abbildung 16: Anzahl der UMUC3-Zellen, die durch den Filter gewandert und am Boden hangen geblieben sind.
Die x-Achse beschreibt den Versuchsansatz, die y-Achse zeigt die Zellzahl pro 0,25 mm?an.
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In Abbildung 17 lassen die mit Licht bestrahlte Kontrolle und die mit 0,2 pg/ml Curcumin be-
handelte Probe eine geringe, nicht signifikante Reduktion der Zellwanderung erkennen. Der

starkste Effekt, verglichen mit der Kontrolle, trat bei der Therapie mit Curcumintc"t auf,
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Abbildung 17: Anzahl der TCCSUP-Zellen, die durch den Filter gewandert und am Boden hdngen geblieben sind.
Die x-Achse beschreibt den Versuchsansatz, die y-Achse zeigt die Zellzahl pro 0,25 mm?an.
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Abbildung 18 lasst die geringe Differenz zwischen der Kontrolle und der mit Licht bestrahlten
Kontrolle erkennen. Die mit 0,2 pg/ml Curcumin behandelte Probe unterschied sich in einer
leichten Migrationsreduktion von der Kontrolle (81 %), die jedoch nicht signifikant war. Die
Behandlung mit Curcumint“' zeigte eine signifikante Verminderung (35 %) der Migration und

damit der Zellzahl unter dem Filter.
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Abbildung 18: Anzahl der RT112-Zellen, die durch den Filter gewandert und am Boden hangen geblieben sind.
Die x-Achse beschreibt den Versuchsansatz, die y-Achse zeigt die Zellzahl pro 0,25 mm?an.
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3.5 FACScan-Analyse von Integrinen und Membran Proteinen

Abbildungen 19 bis 21 verweisen auf die Integrin-Expressionsmuster der unbehandelten Tu-
morzelllinien, inklusive der entsprechenden Isotypen. Die x-Koordinate spiegelt die Fluores-
zenzintensitat wider, die y-Koordinate die Anzahl fluoreszenzpositiver Zellen in Korrelation zur

Intensitat.

Vergleicht man die Expressionen in den Abbildungen 19 bis 21 von al und a4 aller drei Zellli-
nien, so lasst sich feststellen, dass diese Integrine nur sehr schwach oder gar nicht auf der
Zellmembran exprimiert wurden. Umgekehrt lieRen sich die Integrine a2, a3, a5, a6 und R1
auf jeder Zelllinie detektieren. Eine zellspezifische Expression ergab sich wie folgt: Wahrend
Integrin B3 nicht auf RT112-Zellen, sondern nur auf UMUC3- und TCCSUP-Zellen nachzuweisen
war (Abbildungen 19-20), wurde R4-Integrin nur auf TCCSUP- (Abbildung 20) und RT112-Zel-
len (Abbildung 21) detektiert. Da die Integrine a3, a5 und 1 auf jeder Zelle stark exprimiert
waren, wurden diese Integrine fir die spater zu beschreibende Blockadeanalyse verwendet (s.

Kapitel 3.7.).
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Abbildung 19: Darstellung des Integrin-Expressionsmusters (durchgehende Linie) inklusive des

entsprechenden Isotyps (gestrichelte Linie) der UMUC3-Zelllinie. Die x-Achse beschreibt die Floureszenz-
intensitdt und damit die Expressionsstarke des Integrins. Die y-Koordinate zeigt die gezahlten Zellen.

Jan-Erik Fleger

54




Ergebnisse

TCCSUP
=3 g8 2+
] 1 =3
2 al 21 . a2 =3 a3
S -84 A oS
i1k 5 }d
Szl §8-‘ ) §3_: .'\'
=3 < 3 .: i 3
= —ry - - — c". v‘v,‘ ey e o: — —-
109 0! 102 10° 109 109 107 102 10° 100 10% 109
FL2H FL2H
£ g g
o 4
21 ad 21 as 21 ab
ng mg- mg' b
¥ ] 5 34 R R
S8 Szd. Szq
2] g3 =% S
., = 1 “.'l s LS = = L
1 10° 109 109 10! 10% 10° 10° 10 109
FL2H FL2-H
5 2 P
283 &g" . wg'i A
- B g 14 g 4 y
3, “CEF, 00 -
L CE WA 7
o : o T T s 3 “; = N, T o 2 Y.
109 107 10% 10° 109 10 10! 10° 10% 109 10% 104
FL2H FL2-H
---- Isotvp
— Kontrolle
Abbildung 20: Darstellung des Integrin-Expressionsmusters (durchgehende inklusive des

entsprechenden Isotyps (gestrichelte Linie) der TCCSUP-Zelllinie. Die x-Achse beschreibt die Floureszenz-
intensitdt und damit die Expressionsstarke des Integrins. Die y-Koordinate zeigt die gezahlten Zellen.
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Abbildung 21: Darstellung des Integrin-Expressionsmusters (durchgehende Linie) inklusive des

entsprechenden Isotyps (gestrichelte Linie) der RT112-Zelllinie. Die x-Achse beschreibt die Floureszenz-

intensitat und damit die Expressionsstarke des Integrins. Die y-Koordinate zeigt die gezahlten Zellen.
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3.5.1. Expression nach Behandlung

Die durch Curcumin hervorgerufenen Veranderungen der Integrin-Expression sind in den
Abbildungen 22 bis 28 wiedergegeben. Dargestellt sind jeweils die Integrin-Expressionen nach
Behandlung der Tumorzellen mit 0,2 pug/ml Curcumin (versus Bestrahlung alleine versus Cur-
cuminticht), Die gemessene mittlere Fluoreszenzintensitat (MFI) ist im prozentualen Verhiltnis

zur Kontrolle (gesetzt als 100 %) angegeben.
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Abbildung 22: Expression des Integrins a2 nach Behandlung mit Curcumin. Die x-Koordinate bezieht sich auf
den jeweiligen Versuchsansatz, auf der y-Achse ist die mittlere Fluoreszenzintensitat ,mean fluorescence inten-

sity” (MFI) eingetragen. Die MFIl beschreibt den Anteil positiver Partikel gegeniliber der Gesamtzahl der Kontrolle
(100 %).

UMUC3-Zellen reagierten mit einer starken Abnahme der a2-spezifischen Fluoreszenzintensi-
tat nach der Behandlung mit 0,2 pg/ml Curcumintc" (s. Abbildung 22). Bei RT112-Zellen be-
wirkte keiner der Versuchsansatze eine Veranderung der a2-Expression. Bezliglich TCCSUP-

Zellen induzierte ausschlieRlich die Curcumint"t -Anwendung eine signifikante a2-Reduktion.
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Abbildung 23: Expression des Integrins a3 nach Behandlung mit Curcumin (v.l. UMUC3, RT112, TCCSUP). Die x-
Koordinate bezieht sich auf den jeweiligen Versuchsansatz, auf der y-Achse ist die mittlere Fluoreszenzintensitat
»,mean fluorescence intensity” (MFI) eingetragen.

Der a3-Expressionsspiegel sank in samtlichen getesteten Zelllinien unter der Kombinationsbe-
handlung (s. Abbildung 23). Unter isolierter Zugabe von Curcumin sowie bei alleiniger Lichtex-
position verringerte sich die a3-Expression bei UMUC3 schwach, bei RT112 wurden leicht er-
hohte Werte gemessen. Keinen Einfluss hatte die reine Curcumin- bzw. Lichttherapie auf die

TCCSUP-Zellen.
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Abbildung 24: Expression des Integrins a5 nach Behandlung mit Curcumin (v.l. UMUC3, RT112, TCCSUP). Die x-
Koordinate bezieht sich auf den jeweiligen Versuchsansatz, auf der y-Achse ist die mittlere Fluoreszenzintensitat
»mean fluorescence intensity” (MFI) eingetragen.

Im Verhaltnis zur Kontrolle ergab sich eine deutliche Suppression des a5-Integrins auf UMUC3-
und TCCSUP-Zellen nach der Kombinationsbehandlung (s. Abbildung 24). Hingegen stieg die
a5-Expression auf der RT112-Zellmembran unter Curcumin in Verbindung mit Licht signifikant

an. Die alleinige Behandlung mit entweder Licht oder Curcumin evozierte keine Alterationen.
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Abbildung 25: Expression des Integrins a6 nach Behandlung mit Curcumin (v.l. UMUC3, RT112, TCCSUP). Die x-
Koordinate bezieht sich auf den jeweiligen Versuchsansatz, auf der y-Achse ist die mittlere Fluoreszenzintensitat
»mean fluorescence intensity” (MFI) eingetragen.

Die a6-Spiegel sanken nach der Doppelbehandlung mit Curcumin und Licht bei sowohl RT112-
als auch UMUC3-Tumorzellen signifikant ab (UMUC3 > RT112) (s. Abbildung 25). TCCSUP-Zel-

len reagierten nicht auf die Behandlung im Sinne einer Modulation dieses Integrin-Subtyps.
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Abbildung 26: Expression des Integrins 81 nach Behandlung mit Curcumin (v.l. UMUC3, RT112, TCCSUP). Die x-
Koordinate bezieht sich auf den jeweiligen Versuchsansatz, auf der y-Achse ist die mittlere Fluoreszenzintensitat
»mean fluorescence intensity” (MFI) eingetragen.

Die R1-Integrin-Expression verringerte sich unter Curcumin"*-Exposition (nicht jedoch unter
alleiniger Licht- oder Curcuminbehandlung) signifikant auf UMUC3- und TCCSUP-Tumorzellen,

im Vergleich zur Kontrolle (s. Abbildung 26). Keine Auswirkungen hatten die Therapien auf die

RT112-Zellen.
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Abbildung 27: Expression des Integrins 83 nach Behandlung mit Curcumin (v.l. UMUC3, RT112, TCCSUP). Die x-
Koordinate bezieht sich auf den jeweiligen Versuchsansatz, auf der y-Achse ist die mittlere Fluoreszenzintensitat
,mean fluorescence intensity” (MFl) eingetragen. n.d.: nicht detektierbar.

Eine 20- bis 30-%-ige Reduktion der membranstandigen R3-Expression ergab sich nach der
Curcumint“Therapie bei UMUC3- und TCCSUP-Zellen (s. Abbildung 27). Auf RT112-Zellen
wurde B3 nicht nachgewiesen (s. Abbildung 21).
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Abbildung 28: Expression des Integrins 84 nach Behandlung mit Curcumin (v.l. UMUC3, RT112, TCCSUP). Die x-
Koordinate bezieht sich auf den jeweiligen Versuchsansatz, auf der y-Achse ist die mittlere Fluoreszenzintensitat
»mean fluorescence intensity” (MFI) eingetragen. n.d.: nicht detektierbar.

Die R4-Oberflachenexpression verringerte sich bei TCCSUP-Zellen nach Kombinationsbehand-
lung (s. Abbildung 28). Eine 25-%-ige Vermehrung der R4-Expression wurde bei den RT112-
Zellen nach Kombinationsbehandlung gemessen. Auf UMUC3-Tumorzellen wurde 4 nicht de-
tektiert (s. Abbildung 19). Die separate Anwendung von entweder Licht oder Curcumin fiihrte

in keiner der Zelllinien zu einer Expressionsveranderung im Vergleich zur Kontrolle.

3.6 Gelelektrophorese und Western Blot
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Abbildung 29: Western Blot Analyse der Integrinlevel in den drei Tumorzellreihen. Die Effekte der Behandlung
mit 0,2 pg/ml Curcumin, der Kontrollbestrahlung und der Curcumin“-Behandlung auf die Integrinspiegel in den
menschlichen Harnblasenkarzinomzelllinien RT112, TCCSUP und UMUC3.

Abbildung 29 zeigt die Effekte der Behandlung mit Curcumin (0,2 pug/ml) und Licht auf die
Integrin-Proteinexpression, dargestellt fiir die Zelllinien RT112, TCCSUP und UMUC3. Die R-
Aktin-Expressionsspiegel dienten zum Mengenabgleich und demonstrieren eine gleiche Bela-
dung der Gele. Gemessen wurde die gesamte Proteinmenge, d. h. der sowohl intra- als auch

extrazellular gelegenen Proteine.
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Distinkte Veranderungen waren primar in Gegenwart von Curcumin plus Lichtexposition wie
folgt zu verzeichnen (s. Abbildung 29):
e Integrin a2: Reduktion bei TCCSUP und UMUC3-Zellen. Keine Veranderung in RT112-
Zellen.
e Integrin a3: Expressionsverstarkung in RT112 und TCCSUP, Reduktion in UMUC3-Zellen.
e Integrin a5: Deutliche Suppression in TCCSUP- und UMUC3-Zellen. Keine Verdanderung
in RT112, verglichen zur isolierten Anwendung von Licht.
e Integrin a6: Deutliche Reduktion in RT112- und UMUC3-Zellen. Dezente Reduktion in
TCCSUP-Zellen.
e Integrin R1: Massive Erhohung in TCCSUP, massive Reduktion in UMUC3-Zellen. Keine
distinkten Veranderungen in RT112-Zellen.
e Integrin R3: Massive Erhohung in TCCSUP, deutliche Reduktion in UMUC3-Zellen. Pro-
tein nicht nachweisbar in RT112-Zellen.
e Integrin 34: Massive Erhohung in TCCSUP, deutliche Reduktion in RT112-Zellen. Protein
nicht nachweisbar in UMUC3-Zellen.

Unter alleiniger Verwendung von Curcumin ergaben sich nur in wenigen Fallen Veranderungen
im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle. Diese beschrankten sich auf TCCSUP-Zellen im Sinne
einer Erh6hung des Integrins B1 (dezent) und R4 (deutlich) sowie einer Reduktion des a6-Sub-
typs (dezent). Bezliglich UMUC3 ergaben sich Suppressionen der Integrin-Subtypen a5 (de-
zent) und R3 (deutlich).

Eine distinkte Wirkung auf das FAK-Protein lie sich in keinem der Versuchsansatze erzielen.

Jedoch verringerte sich die FAK-Aktivitit (pFAK) deutlich unter Curcumint“"-Anwendung in

RT112- und UMUC3-Zellen.

Jan-Erik Fleger 65



Ergebnisse

3.7 Integrin-Blockade

Im Rahmen von Blockadetests wurden die Integrine a3, a5 und R1 mit blockierenden Antikor-
pern geblockt, um zu evaluieren, wie sich anschlieBend die Adhdsion an Kollagen und die
Chemotaxis nach Deaktivierung des einzelnen entsprechenden Integrins veranderte.

3.7.1 Adhasion an Kollagen
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Abbildung 30: Blockadeexperiment: Adhdsion an das extrazellulire Matrixprotein Kollagen. Auf der x-Achse
sind die jeweils geblockten Integrin-Subtypen gelistet. Die y-Koordinate beschreibt die Zellzahl der adharenten
Zellen nach Antikérperbehandlung im Verhéltnis zur Kontrolle (gesetzt zu 100 %).

Abbildung 30 verdeutlicht ein verandertes Adhasionsverhalten unter Integrinblockade, in Ab-
hangigkeit von der verwendeten Zelllinie und vom Integrin-Subtyp. Die Zell-Kollagen-Adhasion
nach Blockade des a3-Integrins verringerte sich ausschlieflich bei Versuchen mit TCCSUP-Zel-
len. Die Adhdsion der RT112- und UMUC3-Zellen wurde durch den a3-Block nicht beeinflusst.
Die Blockade von a5 resultierte bei samtlichen Zelllinien gleichermalien in einer verminderten
Adhasion. Das Bindungsverhalten nach $1-Blockade hingegen dnderte sich bei UMUC3- (-75
%) und TCCSUP-Zellen (-50 %), nicht jedoch bei RT112-Zellen.
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3.7.2 Chemotaxis
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Abbildung 31: Blockadeexperiment: Chemotaxis. Auf der x-Achse sind die jeweils geblockten Integrin-Subtypen

gelistet. Die y-Koordinate beschreibt die Zellzahl der migrierten Zellen an der Unterseite des Filters nach Antikor-
perbehandlung im Verhéltnis zur Kontrolle (gesetzt zu 100 %).

Abbildung 31 demonstriert teilweise unterschiedliche Effekte der Integrinblockade auf das
chemotaktische Verhalten im Vergleich zur Adhasion. Analog zum Adhdsionsversuch indu-
zierte die Blockade des Integrins a3 eine Abnahme der Chemotaxis lediglich bei TCCSUP-Zel-
len. Unter a5-Blockade reduzierte sich die chemotaktische Aktivitat der eingesetzten Zelllinien
jedoch in unterschiedlichem MaRe in der Reihenfolge RT112 > TCCSUP > UMUCS3. Der 31-Sub-
typ war bei jedem Zelltyp in die Regulation der Chemotaxis eingebunden, die chemotaktische
Aktivitat verringerte sich in unterschiedlichem Mafe in der Reihenfolge TCCSUP > RT112 > U-
MUC3.
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4. Diskussion

Das Ziel dieser Arbeit war es herauszufinden, welche Effekte Curcumin auf die Metastasierung
des Harnblasenkarzinoms austibt. Daflir wurde ein spezieller Fokus auf die Adhasion und Mig-
ration gelegt. Im folgenden Teil werden die Ergebnisse der verschiedenen Versuchsreihen in-
terpretiert und diskutiert. Um strukturiert vorzugehen, werden die Fragen A—C (s. Seite 20

und 21) aus der Einleitung aufgegriffen.

Abbildung 6 verdeutlicht, dass sich die Behandlung der Tumorzellen mit einer Kombinations-
behandlung aus Curcumin (0,2 pg/ml) und Tageslichtbestrahlung hemmend auf das Tumor-
zellwachstum auswirkt. Der wachstumshemmende Effekt von Curcumin wird unter anderen
mit einem Zellzyklusarrest und induzierter Apoptose erklart [72—76]. Wachstumsprozesse
wurden zwar im Rahmen der vorliegenden Arbeit nicht analysiert, im Einklang mit Literatur-
daten stellt sich allerdings Curcumin als ein Naturstoff dar, der sowohl antiproliferatives als

auch antimetastatisches Potenzial besitzt.

C. Hat die additive Lichtbestrahlung der mit Curcumin behandelten Harnblasenkarzinomzel-
len eine Wirkungsveranderung zur Folge?

Die Plasmaspiegel von Curcumin in physiologischem Medium sinken unter Tageslichtbedin-
gungen viel rapider als bei Verdunklung, eine Stabilisierung lasst sich durch eine héhere Se-
rumkonzentration erreichen [77]. Die Versuchsreihen, bei denen sowohl eine reine Curcumin-
behandlung als auch eine Kombinationsbehandlung mit Tageslicht verwendet wurden, zeigen,
dass der Effekt durch die zusatzliche Lichtbestrahlung erheblich sein kann. Daraus lasst sich
ableiten, dass Curcumin eine Sensibilisierung von Tumorzellen gegentiiber dulReren Einfllssen,
in dem Fall Tageslicht, bewirkt. Dhandapani et al. und Shehzad et al. haben in ihren Studien

gezeigt, dass Curcumin eine gesteigerte Radiosensitivitat in Zellen induziert [78,79].

Eine Erklarung liefert hierflr Brach et al., dessen Studie die verstarkte Expression von NF-kap-
paB in Tumorzellen nach Bestrahlung mit ionisierenden Strahlen feststellt [80]. NF-kappaB hat
beschiitzende Effekte auf die Tumorzellen, indem es eine Apoptose nach der Strahleneinwir-

kung blocken kann [81,82]. Laut Sandur et al. kann Curcumin die Aktivierung von NF-kappaB
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hemmend beeinflussen, sodass mehr Tumorzellen nach Radiation in Apoptose gehen [83]. So-
mit ware der Einfluss von Curcumin am grofSten, wenn es vor einer additiven Lichttherapie
appliziert und lokal (z. B. im Tumorgewebe) angereichert wird und das Curcumin-aufneh-
mende Gewebe gut fiir Tageslichtstrahlen erreichbar ist. Eine erh6hte Wirksamkeit hat zudem
den Vorteil, dass man geringere Konzentrationen an Curcumin benétigte, um den gewiinsch-

ten antitumoralen Effekt zu erzielen.

A. Welche Effekte hat Curcumin auf die invasive Zellmigration von Blasenkarzinomzellen?

Das Harnblasenkarzinom besitzt, wie die meisten Karzinome, die Eigenschaft, unkontrolliert
zu wachsen. Dabei wachst es invasiv, infiltriert zuerst Nachbarstrukturen und anschlieRend
andere Organe. Ein metastasiertes Harnblasenkarzinom senkt die Uberlebenswahrscheinlich-
keit des Patienten und lasst eine kurativ angelegte Therapie nicht mehr zu [84]. In diesem
Zusammenhang ist die Zelladhasion der Tumorzellen eine wichtige Komponente der Metasta-
sierung. Die Fahigkeit der Tumorzelle, sich an Endothelzellen und extrazellulare Matrixprote-

ine binden zu kénnen, bildet den ersten Schritt der Invasion in ein anderes Gewebe.

Um das Bindungsverhalten der Tumorzellreihen an extrazellulare Matrixproteine zu untersu-
chen, wurden Adhasionsstudien mit immobilisiertem Kollagen und Fibronektin durchgefiihrt
(Abbildungen 7-12). Anhand der Daten lasst sich ableiten, dass Curcumin in Verbindung mit
Licht die Tumorzell-Matrix-Interaktion zu unterbinden vermag [85]. Um auszuschliel3en, dass
die verringerte Adhasion moglicherweise aus einer reduzierten Proliferation heraus entstan-
den ist, wurden die Proben mit den Matrixproteinen nur fiir eine Stunde inkubiert, da in ei-
nem solchen Zeitabschnitt keine Mitosen ablaufen. Zwar zeigte auch die alleinige Curcumin-
behandlung Auswirkung auf das Bindungsverhalten, diese waren jedoch nur moderat ausge-
pragt. Ganz offensichtlich lasst sich die Wirkung von Curcumin auf invasive Prozesse durch

Lichtexposition wesentlich steigern.

Die additive Bestrahlung hatte ihre grofRte Wirkeffizienz bei einer vorherigen Curcuminbe-
handlung mit 0,2 pug/ml. Eine héhere Curcuminkonzentration als 0,2 pug/ml fihrte in Pilotex-
perimenten bei zusatzlicher Bestrahlung zu einer toxischen Schadigung der Zellen. Die

Schwelle zur Zelltoxizitat wurde hier empirisch festgelegt, ist aber prinzipiell abhangig von der
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Curcuminkonzentration, der Dauer der Tageslichtbestrahlung und vom zu behandelnden Ge-

webe [86].

Bezuglich der Adhasionskapazitat aller drei Harnblasenkarzinomzellreihen erlauben die Resul-
tate den Schluss, dass Curcumin in Verbindung mit Tageslicht eine wesentliche Wirkungsstei-
gerung erfahrt, sodass auch unter Verwendung niedriger Curcuminkonzentrationen therapeu-
tisch in den Prozess der Tumordissemination eingegriffen werden kann. Die Schlussfolgerung
basiert allerdings auf In-vitro-Daten. Zur Verifizierung bedarf es weiterer Studien am Tiermo-
dell. Interessant sind Aussagen von Herman et al., der anhand eines In-vitro-Prostatatumor-
Modells Differenzen in der Wirksamkeit von Curcumin gegeniber der Tumorzellbindung an
Fibronektin versus Kollagen beobachtete. Demnach hatte die alleinige Behandlung mit Cur-
cumin nur Auswirkungen auf die Adhasion an Fibronektin, nicht aber auf eine Anheftung an

Kollagen [87].

Eine weitere Phase der hamatogenen Dissemination der Tumorzellen beinhaltet die Anheftung
an Endothelzellen. Die Adhdsionsstudie wurde reprasentativ fiur die GefaRauskleidung mit

HUVECs durchgefiihrt (Abbildungen 13-15).

Analog zur Matrix-Tumor-Interaktion reduzierte sich auch die Anzahl adharenter RT112- und
UMUC3-Zellen nach einer Curcumin‘"-Therapie deutlich gegeniiber der Kontrolle. Da die va-
skulare Invasion einen entscheidenden Schritt in der metastatischen Kaskade beinhaltet [88],
Iasst sich folgern, dass Uber eine verminderte Anheftung zirkulierender Tumorzellen auch die
Anzahl der Zellen abnimmt, die in das umliegende Gewebe eindringen konnen. Allerdings sei
auch auf Abbildung 14 verwiesen, die eine gesteigerte Adhdsion von TCCSUP-Zellen unter Cur-
cumin und Licht dokumentiert. Offensichtlich unterliegen TCCSUP-Zellen anderen Kontrollme-
chanismen als RT112 und UMUC3. Interessant sind in diesem Zusammenhang von Makarevic
et al. vorgelegte Daten, bei denen der Naturstoff Amygdalin das chemotaktische Verhalten
der Zelllinien RT112 und UMUC3 verminderte, dasjenige der TCCSUP-Zellen hingegen dras-
tisch erhohte [89]. In ihrer Argumentation hierfiir liefern die Autoren Griinde, die beschreiben
konnten, warum es in einer bestimmten Subtypzellreihe, wie TCCSUP, zu diesen Ergebnissen
kommen konnte. So wurde die Expression von Integrin-Subtyp a2 und B3, die unter anderem

flir das verstarkte Migrationsverhalten ursachlich zu sein scheinen, in den TCCSUP-Zellen nach
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zweiwOchiger Behandlung mit Amygdalin extrem hochreguliert. In TCCSUP-Zellen mit 24-st{in-
diger Amygdalin-Behandlung fand jedoch noch keine erhéhte Expression dieser beiden In-
tegrin-Subtypen statt. Hieraus lasst sich ableiten, dass sich kurzfristige von mittelfristigen Wir-
kungen unterscheiden lassen. Die TCCSUP-Zellen in dieser Studie wurden eine Stunde lang mit
Curcumin und anschlieRend mit Tageslicht behandelt, was in vitro zu einer verstarkten Adha-
sion an die Endothelzellen (HUVECs) fuhrte. Die gegensatzlichen Adhasionsdaten zwischen U-
MUC3/RT112 und TCCSUP sind klinisch bedeutsam und sollten weiter analysiert werden, in
dem man bspw. alle drei Subtyp-Zellreihen ldanger als eine Stunde mit Curcumin behandeln
lasst. Moglicherweise wird nicht jeder Tumorpatient mit Harnblasenkarzinom gleichermalien
von einer Therapie mit Curcumin profitieren. TCCSUP sind Tumorzellen mit der Klassifikation

T4 und dem Grading G4 (s. Tabelle 2).

Das bedeutet, dass diese Zellen ein sehr fortgeschrittenes Stadium erreicht und hinsichtlich
ihres Differenzierungsgrads und Aggressionspotenzials dulRerst maligne sind. Man kénnte ver-
muten, dass diese Zellen relativ schlecht therapeutisch zu kontrollieren sind. Das hohe Aggres-
sionspotenzial der TCCSUP-Zellen kdonnte in Verbindung mit der Curcumin-Licht-Therapie auch
zu einer sehr starken Adhdsion an das Endothel fiihren und durch die damit einhergehende
verminderte Motilitat eine Migration eher behindern. Erst In-vivo-Studien kénnten einen ne-

gativen oder positiven Effekt verifizieren.

Die Chemotaxis von Tumorzellen ist von zentraler Bedeutung fiir die Migration bzw. fir das
Bestreben der Tumorzellen, ihren primaren Tumorzellverband zu verlassen und durch andere
Strukturen, z. B. Endothel, zu wandern [90]. Die Abbildungen 16 bis 18 verweisen auf deutli-
che migrationshemmende Eigenschaften von Curcumin nach Lichtexposition. Nach reiner Cur-
cuminbehandlung mit 0,2 pg/ml wurden nur sehr schwache Effekte registriert. Demnach be-
wirkt die Bestrahlung mit Licht eine deutliche Wirkungsverstarkung der Natursubstanz. Die Re-
sultate sind brisant. Ein reduziertes chemotaktisches Verhalten wiirde die Wahrscheinlichkeit
einer Metastasierung verringern und kdnnte dazu fiihren, den Krebs therapeutisch in den Griff
zu bekommen. Eine Therapie mit Curcumin hatte somit in allen Krebsstadien Vorteile. Vor al-
lem bei Tumoren, die noch nicht gestreut haben, kann eine perioperative Behandlung mit Cur-
cumin einen grolRen Nutzen haben, indem man die Wahrscheinlichkeit einer Fernabsiedlung

minimiert.
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B. Wie werden invasionsrelevante Zellproteine von Curcumin beeinflusst?

Integrine spielen als Rezeptorproteine eine flihrende Rolle bei Zell-Zell- und Zell-Matrix-Kon-
takten. Als entscheidender Bestandteil des Metastasierungsprozesses ermdéglichen sie den Tu-

morzellen, sich an extrazelluldare Proteine und andere Zellen zu heften [91].

Mittels Flow Zytometrie wurde die Oberflachenexpression adhdsions- und invasionsrelevan-
ter Integrine vom a- und B-Subtyp untersucht (Abbildungen 19-21). Beim Western Blotting
wurden zusatzlich zum Integrin-Proteinprofil FAK und pFAK analysiert (Abbildung 29). Jede
Zellreihe charakterisierte sich Uber ihr eigenes, zellspezifisches Integrin-Expressionsmuster,
wobei neben Unterschieden auch Gemeinsamkeiten bestanden (Abbildungen 19-21). So wur-
den bei allen drei Zelllinien a1 und a4 kaum bzw. gar nicht nachgewiesen, B3 wiederum wurde
nicht auf RT112, B4 nicht auf UMUC3 detektiert. Tatsachlich fihrte die Anwendung von Cur-
cumin inklusive Lichtbestrahlung zu unterschiedlichen, Zelllinien-spezifischen Alterationen im
Integrin-Oberflichenprofil (Abbildungen 22-28). Im Verlauf der Curcumin‘"-Therapie wurde
bspw. eine klare Reduktion der a2-Expression nur in UMUC3-Zellen gemessen, wahrend a3 in
allen drei Tumorzellreihen weniger exprimiert wurde. Juengel et al. konnten in ihrer Studie
zeigen, dass die Modulation der Integrine durch Curcumin abhangig vom initialen Integrinpro-

fil ist [92].

Die Integrine a1R1 und a2i31, also die Paarungen von R1 mit al und a2, reprasentieren Kol-
lagenrezeptoren [93]. Wie in den Abbildungen 7 bis 9 verdeutlicht, wird das Bindungspoten-
zial aller drei Tumorzellreihen an Kollagen nach Curcumint"-Behandlung herabgesetzt. Das
Integrin al wurde nicht auf den Harnblasenkrebszellen detektiert. Das Integrin a2 wurde im
UMUC3- sowie im TCCSUP-Oberflachenprofil nach Behandlung herabgesetzt (Abbildung 22).
Beim Blick auf Abbildung 26 fillt auf, dass auch die oberflachliche R1-Expression nach der
Curcumin"“Therapie bei den UMUC3- und TCCSUP-Zellen stark sank. Man kénnte spekulie-
ren, dass die Reduzierung der Adhéasion an Kollagen in diesen beiden Tumorzelllinien deshalb

starker ausfiel als bei RT112 (s. Abbildungen 7-9).

Es lasst sich auBerdem vermuten, dass die Integrinsupprimierung von Subtyp a2R1 eine wich-
tige Rolle bei der verringerten Adhasion von TCCSUP und UMUC3-Zellen an Kollagen spielte.

Da auch die RT112-Zellen eine verringerte Adhdsion an Kollagen zeigten, scheint es aber noch
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weitere Angriffspunkte zu geben, die Curcumin in Bezug auf die Adhéasion beeinflusst. Ein wei-
terer Beleg dafiir, dass 81 bei der Adhasion an die EZM eine gréRere Rolle bei UMUC3 und
TCCSUP als bei RT112 spielt, sind die Ergebnisse der Blockadetestreihe (s. Abbildung 30). Blo-
ckiert man B1 mit blockierenden Antikérpern, so sinkt die Adhasion an Kollagen bei UMUC3
und TCCSUP deutlich, bei den RT112-Zellen verdandert sich das Bindungsverhalten so gut wie

nicht.

Die Bedeutung von Integrin a3, das einen Komplex mit 1 bildet, im Harnblasenkarzinom ist
nicht abschlieBend geklart. Die Curcumint"-Behandlung hat die a3-Spiegel an der Zellober-
flache in allen drei Tumorzelllinien reduziert (s. Abbildung 23). Das Integrin a3 scheint aber
abhangig vom Tumorsubtyp bzw. vom Tumorstadium eine Adhasion und Migration zu bewir-
ken, wie ein Blick auf Abbildungen 30 und 31 verrat. Passend hierzu haben Sakaguchi et al.
und Kurozumi et al. in ihren Studien eine Korrelanz zwischen der Zellmigration, -invasion und
Regulierung von a3R1 festgestellt [94,95]. Eine Runterregulierung vom Subtyp a3B1 hatte
eine signifikante Verringerung der Migration zur Folge, was letztendlich zu einem besseren
Outcome fiir die Patienten fihren wirde. Integrin a3 spielt in anderen Tumorentitaten eine
mitentscheidende Rolle. In Glioblastom-Stammzellen wird a3 Uberexprimiert und korreliert
mit einer verstarkten Invasion [96]. So lasst sich die Hypothese formulieren, dass eine durch
Curcumin gesenkte a3-Oberflachenexpression einen blockierenden Effekt auf die Invasivitat

der schlecht oder wenig differenzierten Tumorzellen (TCCSUP; s. Tabelle 2) auslibt.

Ebenso wie die Integrine a2 und a3 verbindet sich a4 mit 1 zu einem Heterodimer. Das In-
tegrin a4R1 dient als Fibronektin-Rezeptor [97]. Das Integrin a4 wurde nicht auf den Harnbla-
senkrebszellen detektiert. Dem Integrin a4 wird eine Rolle bei der Metastasierung von Dick-
darmkrebs und bei der Lymphangiogenese im Zuge des Tumorwachstums zugeschrieben [98].
Die geringe Expression in den Harnblasenkrebszellen flihrt dazu, dass a4 nicht als therapeuti-

scher Ansatz in Betracht gezogen werden kann.

Die Rolle von a5 im Metastasierungsprozess ist durch seine Expression und seine Wirkung auf
die Zelladhasion eine mitentscheidende. Das belegt ein Blick auf die FACScan-Ergebnisse und
Blockadetestreihe (s. Abbildungen 19-21, 30). Bei allen drei Zellreihen bewirkte o5 eine Re-

duzierung der Adhéasion an Kollagen nach Blockierung des Integrins (s. Abbildung 30). Auch

Jan-Erik Fleger 73



Diskussion

a5 bildet mit B1 ein Heterodimer. Laut Mierke et al. erleichtert Integrin a5R1 die Tumorzellin-
vasion, indem es fiir eine Starkung kontraktiler Krafte sorgt [99]. Analog dazu verdeutlicht Ab-

bildung 31 die Abnahme der Tumorzellinvasion nach a5-Blockade.

Saito et al. und Adachi et al. haben in ihren Studien tber die Rolle von a5 in Blasentumoren
und NSCLCs (non-small cell lung cancers) herausgefunden, dass die Expression von a5 in den
Tumorzellen mit ihrer Malignitat korreliert, und somit formuliert, dass Integrin a5 als prog-
nostischer Faktor fiir die Situation der Krebspatienten in Betracht zu ziehen sei, wobei eine
besonders hohe a5-Expression einen prognostisch unglinstigen Faktor darstellt [100,101]. Xu
et al.undYin et al. haben das Integrin a5 als therapeutischen Angriffspunkt ausfindig gemacht,
um das Uberleben der Patienten mit Blasentumoren oder NSCLCs [102,103] zu verbessern. In
Ovarialkarzinomen fiihrt das a5R1-Integrin zum initialen Tumoradhasionsprozess und korre-
liert somit ebenfalls mit einem schlechten Outcome. Gong et al. zeigen in ihrer Studie, dass
die Suppression des a5R1-Subtyps das Ovarialkarzinom behinderte, Peritonealmetastasen zu

bilden [104].

Die Expression von a6 und dem Integrin a6R4 auf Harnblasenkrebszellen haben Liebert et al.
in ihrer Studie beschrieben [105]. Ihre Ergebnisse stimmen mit den FACScan-Analysen dieser
Studie Uberein. Integrin a6 wird in allen drei Zellreihen exprimiert. Die Ergebnisse in der
FACScan-Analyse nach Behandlung (Abbildung 25) und im Western Blot (Abbildung 29) zeigen
deutlich, dass die a6-Spiegel durch Curcumin gesenkt werden. Integrin a6i34 ist laut Mercurio
et al. verantwortlich fur Zellmotilitat und Zellmigration [106]. Der Einfluss von Curcumin auf
06 ist somit in engem Zusammenhang mit der beobachteten Hemmung der Tumorzellmigra-

tion zu sehen.

Integrin B3 ist Teil des Heterodimers aviR3, der bereits als therapeutisches Target diskutiert
wurde, da avR3 in die Ablaufe der Angiogenese im Zuge der Tumorerkrankung verwickelt ist
[107]. Im Harnblasenkrebs wurde B3 nur auf UMUC3- und TCCSUP-Zellen exprimiert. Die Cur-
cumin-Licht-Behandlung bewirkte an beiden Zellreihen eine Reduktion der Oberflachenex-
pression von R3 (s. Abbildung 27). Shang et al. zeigen in ihrer Studie, dass die Rolle von 133
nicht ganz klar ist, denn in T24-Blasentumorzellen fihrte eine Reduktion des 33-Integrins zu

einer erhdhten Invasion [108]. Bei Kolonkarzinomen wurde entdeckt, dass die verschiedenen
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Integrine abhangig vom Tumorstadium ihre Effekte ausliben kénnen, so wurde bspw. das In-
tegrin B3 im Stadium 2 der Darmkrebszellen vermehrt detektiert und korrelierte mit einer er-
hohten Wahrscheinlichkeit eines Rezidivs [109]. Beim Lungenkrebs gibt es Hinweise darauf,
dass der $3-Subtyp mitverantwortlich fir Tumorwachstum, Metastasierung und Invasion ist
[110,111]. Es scheint also auch in Wachstumsprozesse einzugreifen. Mit Blick auf die bisheri-
gen Studienergebnisse zum R3-Integrin ldsst sich folgendes festhalten: Eine Hochregulierung
und vermehrte R3-Expression in Tumorzellen fiihrt stadiumabhangig eher zu einem vermehr-
ten Tumorwachstum, einer starkeren Tumormigration und damit zu einem aggressiveren Ver-
halten. Die Runterregulierung des R3-Subtyps bedeutet jedoch nicht immer gleichzeitig eine
Inhibition des Metastasierungsprozesses, da erstens noch viele weitere Proteine hierfiir eine
Rolle spielen und zweitens 3 wahrscheinlich in einem komplexen System funktioniert, das
auch mit wenig R3-Expression ablauft, jedoch durch erhohte B3-Spiegel stark angetrieben

werden kann.

Wie bereits erwahnt, ist das Integrin 4 im Heterokomplex mit a6 auf den Krebszellen vorzu-
finden. Allerdings wurde R4 nicht auf UMUC3 exprimiert. Das Integrin a6R4 spielt eine Rolle
bei der Zellmigration (s. 0.) [112]. Unter Curcumin-Licht-Therapie sank die oberflachliche R4-
Expression bei den TCCSUP-Zellen (s. Abbildung 28). Behnsawy et al. identifizierten die Ex-
pressionslevel der Integrine a3, a6 und B4 als wichtige Vorhersagewerte zur Bestimmung von

Rezidiven beim Harnblasenkrebs [113].

Beim Western Blot wurden sowohl extra- als auch intrazellulare Integrinproteine in ihrer
Quantitat detektiert. Die Abbildung 29 zeigt, dass wie bei der FACScan-Analyse die Integrinle-
vel unterschiedlich auf die Curcumint®"*-Behandlung reagierten. So stieg der R1-Gehalt, ge-
gensatzlich zum FACScan-Ergebnis (Abbildung 26), in den TCCSUP-Zellen nach Behandlung an,
wahrend er in den RT112- und UMUC3-Zellen sank. Manche Ergebnisse beider Versuchsreihen
stimmen jedoch (iberein. Festhalten lasst sich bereits, dass die Unterschiede zwischen den
Ergebnissen von Western Blot und FACScan darauf hindeuten, dass die Kombinationsbehand-
lung mit Curcumin und Tageslicht zu Veranderungen der Proteinspiegel flihrt, diese aber nicht

zwangslaufig sichtbar in der Oberflachenexpression werden.
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Mochte man ergriinden, warum die TCCSUP-Zellen trotz einer vermehrten intrazellularen Ex-
pression von R1 (s. Abbildung 29) eine verringerte Adhision an Kollagen nach Curcuminticht-
Therapie zeigten, kommt man zu der Hypothese, dass nur oberflachliche Integrine eine me-
chanische Funktion zur Adhasion ausfiihren kdnnen, sodass bei TCCSUP ein blockierter Trans-
port der neu gebildeten Integrine zur Zelloberflache vorgelegen haben kdnnte. Bei der ver-
mehrten B1-Expression wurde z. B. auch beim Prostatakarzinom eine verringerte Tumoradha-
sion nachgewiesen [114,115] Juengel et al. haben in ihrer Studie dartiber hinaus beschrieben,
dass eine Hochregulierung des gleichen Integrin-Subtyps sowohl zu einer verstarkten Adha-
sion, als auch zu einer reduzierten Adhasion fiihren kann [92]. Hierzu passend wurde in dieser
Studie eine erhohte Adhasion der TCCSUP-Zellen an Endothelzellen gemessen, was daflirspre-
chen kdnnte, dass die Hochregulierung des R1 intrazellular Einfluss auf die Anheftung am En-
dothel gehabt haben kénnte. Heyder et al. haben in ihrer Studie nachgewiesen, dass das In-
tegrin B1 nicht nur bei der Adhasion, sondern auch bei der Migration von Harnblasenkrebszel-
len beteiligt ist [116]. Ubereinstimmend hierzu wurde im Chemotaxisversuch eine Reduzie-
rung des invasiven Verhaltens aller drei Tumorzellreihen nach $1-Blockade festgestellt (s. Ab-

bildung 31).

Das Integrin a3 wurde nach Curcumint-Behandlung in RT112 und TCCSUP insgesamt mehr
exprimiert, nur in UMUC3 weniger (s. Abbildung 29). Das Vorkommen des a3-Subtyps auf der
Oberflache der Zellen sank jedoch einheitlich nach Behandlung (s.o.). Mit Blick auf die Blocka-
detestreihen (s. Abbildungen 30, 31) I3sst sich erkennen, dass die Blockade von a3 nur einen
signifikanten Einfluss auf das Adhdsions- und Migrationsverhalten der TCCSUP-Zellen hat. Es
zeigt sich also einmal mehr, dass der Einfluss des Curcumins abhangig vom Zelltyp bzw. Zellsta-
dium ist. In diesem Fall scheint, wie beim B1-Integrin, Curcumin in Verbindung mit Tageslicht
eine Blockierung des a3-Transport innerhalb der TCCSUP-Zellen zu bewirken, sodass kein oder
weniger a3 an der Oberflache exprimiert werden kann. So lasst sich die Hypothese formulie-
ren, dass Curcumin bei weit fortgeschrittenem Tumorzellstadium einen hemmenden Einfluss
auf intrazellulare Integrin-Transportwege nimmt. Ein weiterer Beleg dafiir scheint der R4-

Transport zu sein (hohere Synthese, weniger Oberflachenexpression).
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Ein kongruentes Bild ergibt sich bei den a5-Daten aus den Abbildungen 24 und 29. Hier
ergibt eine verminderte intrazelluldre Synthese des Integrins, auch eine verminderte ober-

flachliche Expression.

Somit hat die Curcumin-Licht-Behandlung zwei erfolgreiche Wege, die Invasion lber Integrine
zu hemmen. Einerseits hemmt die Behandlung die Synthese zahlreicher Integrine, anderer-
seits werden Transportmechanismen gestort, wodurch trotz erhohter Zellplasmaspiegel der

supprimierende Effekt Gberwiegt.

Integrine sind also wesentlicher Bestandteil der Vermittlung von Zell-Zell- und Zell-Matrix-
Kontakten und somit eminent wichtig fiir das Tumorgewebe im Zuge der Metastasierung. Sie
dienen nicht nur als oberflachliche Rezeptoren zur mechanischen Bindung, sondern vermitteln
dariiber hinaus ein intrazelluldres Signal, das Auswirkungen auf das Uberleben der Zelle hat.
Einer der wichtigsten intrazelluldren Signalwege der Integrine fiihrt Giber die Fokale Adhasi-
onskinase (FAK) [117]. Wenn Integrine an Proteine der Extrazellularmatrix (EZM) docken, ak-
tivieren sie FAK, indem FAK phosphoryliert (pFAK) wird und einen Komplex mit einer Kinase
der Src-Familie bildet. Der FAK/Src-Komplex ist wiederum in der Lage, andere Proteine zu
phosphorylieren und damit die Signalkaskade anzustoRen [118]. Studien haben gezeigt, dass
FAK in malignen Tumoren liberexprimiert wird [119,120]. FAK reguliert die Adh&sion, Migra-
tion und Proliferation von Zellen und tragt somit in Krebszellen zum Progress der Metastasie-
rung bei [121]. Entsprechend wird FAK auch beim Harnblasenkrebs eine entscheidende Kom-
ponente zugeschrieben. Kong et al. verweisen diesbezliglich auf die inverse Assoziation zwi-
schen FAK/pFAK und induzierter Apoptose [122]. Den Resultaten des Western Blots zufolge
inhibiert Curcumin in Verbindung mit Licht nicht die totale FAK-Menge, sondern flhrt zu einer
deutlichen Deaktivierung dieses Proteins insbesondere in RT112- und UMUC3-Zellen (Abbil-
dung 29). Offensichtlich liegt der Wirkmechanismus von Curcumin in einer verminderten Bil-
dung von pFAK. Die These wird durch die Studie von Chen et al. gestlitzt, die eine Inhibition
der Phosphorylierung der FAK durch Curcumin festgestellt haben [123]. Inwieweit die Supp-
ression von pFAK Auswirkungen auf die Expression spezifischer Integrin-Subtypen hat, konnte

im Rahmen der vorliegenden Studie nicht geklart werden.
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Auch andere Effekte von Curcumin spielen wichtige Rollen bei der Tumorausbreitung. So kann
Curcumin durch eine Depolymerisation von Mikrotubuli, die mit den Integrinen ein Netzwerk
bilden, die Proliferation und die Metastasierung von Tumorzellen hemmen [124-126]. Es
greift somit in mehrere Schritte der Signalvermittlung ein, sowohl in die extra- und intrazellu-
lare Expression von Integrinen, in die Deaktivierung von wichtigen zytoplasmatischen Tyrosin-
kinasen (FAK) als auch in die Transportwege der Zelle Gber ihr Zytoskelett. Bedeutende Prote-
ine, die Uiber diesen Transport gerichtet nach extrazelluladr geleitet werden, sind die Matrix-

Metalloproteasen (MMP) [127].

MMPs sind zink-abhangige Endopeptidasen, die wichtig fiir den Abbau extrazelluldrer Prote-
ine und dem Remodeling des Gewebes sind. Sie stellen sich als bedeutende Mediatoren der
Tumorinvasion und Metastasierung dar, indem sie intaktes Gewebe zerstéren [128]. Durch
die Regulierung der Expression und Sekretion der MMPs wirkt Curcumin hemmend auf die
MMP-Aktivitat und kann auch auf diesem Wege positive Effekte im Sinne einer Blockade des

Metastasierungsprozesses auslosen [129-131].

Obwohl sich insgesamt bei der Expression der Integrine kein einheitliches Bild abgezeichnet
hat, wurden gleichartige biologische Effekte (Zell-Matrix-Adhasion und Chemotaxis) unter
Curcumin beobachtet. Spekulativ [6st Curcumin moglicherweise Uber unterschiedliche In-
tegrine unterschiedliche Signale in der Tumorzelle aus, die aber im gleichen Resultat einer
verminderten Adhdsions- und Invasionskapazitdat minden. In Betracht sollten hier auch Dis-
krepanzen zwischen der Curcumin bedingten Regulation eines spezifischen Integrin-Subtyps
an der Membranoberflache und der intrazelluldaren Expression gezogen werden. Vergleicht
man die Versuchsergebnisse von FACScan- Analyse und Western Blot (Abbildungen 22-29),
stellt man fest, dass TCCSUP Zellen auf die Behandlung mit Curcumin und Tageslicht teilweise
mit einer intrazelluldren Steigerung der Expression reagierten, sich jedoch die Integrinspiegel
an der Zelloberflache einheitlich verringerten. Dies kénnte auf eine Verschiebung einzelner
Integrine von aulRen nach innen hinweisen. Tatsachlich sind auch Translokalisationsprozesse

wesentlich an der Steuerung des Tumors beteiligt [132].

Zusammenfassend ldsst sich festhalten, dass eine Curcumin-Licht-Therapie auf alle drei Bla-

senkarzinom-Zelllinien — UMUC3, RT112 und TCCSUP - einen Effekt auslibte. Die Krebszellen
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gingen vermehrt in Apoptose nach Behandlung und zeigten ein geringeres Bindungs- und Mig-
rationsverhalten, was im Sinne einer geringeren Tendenz zur Bildung einer Metastase zu in-
terpretieren ist. Der Wirkungsgrad der Behandlung hing von der Curcumindosis (0,05 pg/ml,
0,1 ug/mlund 0,2 pg/ml), der Bestrahlungsdauer mit Tageslicht und der behandelten Zelllinie
ab. Nachfolgende Studien am Tiermodell sind nun essenziell, um die In-vitro-Daten zu verifi-

zieren. Darliber hinaus sind Moéglichkeiten der klinischen Anwendung zu erarbeiten.
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5. Ausblick

Die vorliegenden Daten verweisen auf distinkte antiproliferative und antimetastatische Eigen-
schaften der Natursubstanz Curcumin. Durch seine zusatzlichen antioxidativen und entziin-
dungshemmenden Eigenschaften [133] kdnnte sich Curcumin als wertvolles Additivum im
Rahmen der konventionellen Tumortherapie erweisen. Es ist jedoch notig, die Wirkmechanis-
men dieser Substanz insbesondere am Tiermodell vertiefend zu evaluieren. Zudem ist das
Problem der geringen systemischen Bioverfiigbarkeit von Curcumin zu berlicksichtigen. Es
wird wichtig sein, die Form seiner klinischen Applikation weiter zu verbessern [134]. Eine neu-
ere Moglichkeit bietet die Nanotechnologie bzw. Nanomedizin [135]. Yallapu et al. beschrei-
ben in ihrer Studie Vorteile und Verbesserung der Bioverfiigbarkeit des Curcumins mithilfe der
Nanotechnologie [136]. Die vorliegende Arbeit greift die Bedeutung der Bestrahlung mit Ta-
geslicht auf. Hierbei gilt es zu berlcksichtigen, dass das zu behandelnde Zielgewebe nach Cur-
cuminapplikation fir eine zusatzliche Lichttherapie gut erreichbar sein muss. Die anatomi-
schen Voraussetzungen flr den Einsatz dieser Technik sind bei der Harnblase gegeben. Andere
Krebsarten wie Pankreaskarzinome oder Glioblastome sind jedoch fiir eine Tageslichttherapie
weniger geeignet. Hier gilt es, die Effektivitdt des Curcumins anderweitig zu steigern. Dies
kann tber Abwandlungen in der Darreichungsform geschehen. Moglicherweise lassen sich
aber auch Therapiekonzepte entwickeln, die eine vorteilbringende, additive Lichttherapie mit

einschlieRen.
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Zusammenfassung

Das Harnblasenkarzinom macht 3,4 % aller bdsartigen Tumore aus. In Deutschland erkranken
jedes Jahr 16.000 Menschen mit stetig steigenden Inzidenzraten. Betroffen sind vor allem al-

tere Menschen.

Die Therapie erfolgt in Abhangigkeit vom Tumorstadium. Im fortgeschrittenen Stadium wird
der Patient i. d. R. mit zwei bis drei Zyklen MVAC (Methotrexat, Vinblastin, Doxrubicin und
Cisplatin) behandelt. Unter Chemotherapie ldsst sich die Uberlebenszeit des Patienten verlan-
gern, dennoch schranken rasch aufkommende Resistenzen den Wirkungsgrad erheblich ein.
Curcumin kann den Bedarf von Patienten, die Krankheit zusatzlich aktiv bekdmpfen zu kdnnen,
decken. Die natlrliche Substanz hat das Potenzial, sich als eine zusatzliche Therapieoption
beim fortgeschrittenen Harnblasenkarzinom zu etablieren. Ziel der Studie war es, die Wirk-
samkeit von Curcumin durch Lichtexposition zu erhéhen und die Bedeutung dieses Ansatzes

fir die Hemmung der Tumorinvasion anhand von Harnblasenkarzinomzellen zu evaluieren.

Zellkulturen der Harnblasenkarzinomzelllinien UMUC3, RT112 und TCCSUP wurden angelegt.
Die Tumorzellen wurden vor den Versuchen mit Curcumin in verschiedenen Konzentrationen
(0,05 pg/ml, 0,1 pg/ml und 0,2 pg/ml) und/oder mit Tageslicht behandelt und in entspre-
chende Proben eingeteilt. Mittels Adhdsionsversuchen wurde das Bindungsverhalten der
Krebszellen an extrazellulare Matrixproteine (Kollagen, Fibronektin) und humane Endothelzel-
len (HUVEC) untersucht. Die Migrationstendenz wurde mithilfe eines Chemotaxisexperiments
ermittelt. Um die Wirkung von Curcumin auf die fiir den Metastasierungsprozess relevanten
o- und B-Integrin-Subtypen zu untersuchen, wurde eine FACScan-Analyse durchgefiihrt. Der
Western Blot diente zur Quantifizierung der Integrinproteine vor und nach Behandlung. Zu-
satzlich wurde durch Blockadeanalysen dargestellt, in welchem Rahmen die Tumorzellen in

ihrem Bindungs- und Migrationsverhalten von selektiven Integrinen abhangig sind.
Eine Bestrahlung von Curcumin mit Tageslicht (Curcumintht) hatte eine signifikante Wirkungs-

steigerung der Substanz gegenliber unbestrahltem Curcumin zur Folge. Einheitlich verringerte

Curcumint"t die Adhasion samtlicher Tumorzelllinien an immobilisiertes Kollagen und Fib-
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ronektin. Die Interaktion von UMUC3 und RT112 mit HUVEC wurde gehemmt, hingegen er-
hohte sich die Bindungsrate von TCCSUP signifikant gegenliber der unbehandelten Kontrolle.
Die Tumorzellmotilitdt (Chemotaxis) wurde in Gegenwart von Curcumintt deutlich geblockt.
Die FACScan-Analyse und Western Blotting verwiesen auf distinkte Modulationen der a- und
B-Integrin-Subtypen. Diese waren in Abhdngigkeit vom Tumorzelltyp unterschiedlich ausge-
pragt. Mittels Blockadestudien konnte demonstriert werden, dass die Integrin-Subtypen a3,

a5 und B1 wesentlich in Adhdsions- und Migrationsereignisse eingebunden sind.

Die Ergebnisse verweisen auf die Bedeutung der Lichtexposition fur die Wirkeffektivitat der
Natursubstanz Curcumin. Curcumin‘“"t vermag, invasive Prozesse im Rahmen der Tumordis-
semination zu unterbinden, und kdnnte sich somit als wertvolles Additivum im Rahmen der
konventionellen Tumorbehandlung erweisen. In nachfolgenden Studien sollten die erarbeite-

ten Daten am Tiermodell verifiziert werden.
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Summary

The bladder carcinoma constitutes 3.4 % of all malignant tumours. In Germany, 16,000 people
per year fall ill with a continuous rising incidence rate. Bladder cancer is a disease that con-

cerns especially the elderly generation.

The therapy depends on the tumour stadium. In an advanced stadium the patient will be
treated with two to three cycles of MVAC (Methotrexate, Vinblastine, Doxorubicin und Cispla-
tin). With chemotherapy it is possible to prolong survival time, but fast-rising resistances re-
strict the efficiency. In addition to chemotherapy curcumin can cover the need of patients to
fight their disease actively. The natural compound has the potential to become a further
therapy option for advanced bladder cancer disease. It is a molecule that has been explored
much, and its antiproliferative and antiinvasive effects are described for several cancer dis-
eases. The aim of this study was to investigate the invasive and migrating behaviour of bladder
cancer cells before and after curcumin treatment as well as to increase the efficiency by light

exposure.

UMUC3, RT112 and TCCSUP cell cultures were set up. The cancer cells were treated with cur-
cumin in different concentrations (0,05 pg/ml, 0,1 pg/ml und 0,2 pug/ml) and/or with daylight
before starting the experiments. In order to investigate the binding behaviour of the cancer
cells on extracellular matrix proteins (collagen, fibronectin) and endothelial cells (HUVECs),
adhesion tests were carried out. The migration tendency was tested by chemotaxis experi-
ments. To investigate the effects of curcumin on superficially integrin expression, a FACScan-
analysis was undertaken. The quantity of integrins before and after treatment was measured
by Western Blotting. Additionally, a blockade analysis detected whether the binding and mi-

grating behaviour of bladder cancer cells is depended on certain integrins.

Light exposure increased the efficiency of curcumin treatment significantly. The therapy with
curcumin plus daylight caused a reduction of the adhesion on extracellular proteins of all three
cell lines uniformly. The interaction of UMUC3 and RT112 with HUVEC was inhibited however

the retention rate of TCCSUP increased significantly. The curcumin'®" treatment was also suc-

Jan-Erik Fleger 83



cessfully involved in lower migration behaviour. The FACScan-analysis and Western Blot re-
sults showed that there were different modifications of a and 8 integrin subtype expressions
after treatment. The changes were depended on the cell type and the integrin type. The block-
ade experiments demonstrate how deeply involved a3, a5 and B1 integrin subtypes are in

adhesion and migration process.

The additive daylight exposure potentiated the effectiveness of curcumin treatment. The re-
sults in total proved that curcumin has a positive, inhibiting effect on invasive tumour dissem-
ination. This makes curcumin a potential additive to the conventional tumour therapy. The

collected data should however be further verified by animal testing.
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