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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Maligne Keimzelltumoren des Hodens

1.1.1 Epidemiologie

Die malignen Keimzelltumoren des Hodens sind die haufigsten malignen soliden Tumoren
des jungen Mannes im Alter von 15-34 Jahren. Zwar sind sie auch die fiinfthaufigste Krebsto-
desursache dieser Altersgruppe, dank der fortschrittlichen Therapiemdglichkeiten wird jedoch
eine Abnahme der Mortalitét seit 1971 beschrieben (Silverberg 1982).

Mit einer Inzidenz von 10,6 pro 100 000 Personenjahren z&hlen maligne Keimzelltumoren des
Hodens insgesamt zu den seltenen Krebserkrankungen in Deutschland (Stang et al. 2010),
allerdings wurde eine weltweite Verdopplung der Félle in den letzten 40 Jahren geschétzt.
VVon Bedeutung ist eine beachtenswerte geografische Varianz. So findet man die héchste Inzi-
denz in Skandinavien und der Schweiz, eine mittlere in Deutschland, den USA, Australien
und Grol3britannien und die niedrigste in Asien und Afrika. Aus Entwicklungsléandern sind
allerdings nur wenige Daten verfugbar. Interessanterweise variiert die Inzidenz auch zwischen
verschiedenen ethnischen Gruppen, mit beispielsweise einer deutlich hoheren Rate in der
weifen als in der schwarzen amerikanischen Bevolkerung (Huyghe et al. 2003).

Die steigende Inzidenz sowie die differentielle geografische und ethnische Verteilung lassen
vermuten, dass, wie bei einer Reihe weiterer maligner Tumoren, der Einfluss von Umweltfak-

toren eine Rolle spielt (Belpomme et al. 2007).

Im Zusammenhang mit der unterschiedlichen geografischen Inzidenz von TGCT (testicular
germ cell tumors, dt: Keimzelltumoren des Hodens) weisen internationale Daten (ber die Ver-
teilung von hormonabh&ngigen Tumoren (Hoden, Ovar, Prostata, Brust, Uterus) darauf hin,
dass es sich dabei um Tumoren des Wohlstandes handelt. Eine Hypothese ist, dass einige
Komponenten der westlichen protein- und fettreichen Erndhrung Menschen flr diese Tumo-
ren pradisponieren. Statistiken aus Japan zeigen eine Korrelation von Erndhrung und Krebs-
vorkommen. Bedingt durch Veranderungen in der Erndhrungsgewohnheit werden japanische
Kinder immer groRer. Einhergehend mit dieser Verdnderung nimmt auch die Inzidenz von
Ovarial- und Prostatakarzinomen sowie TGCT zu (Berg 1975). Da diese Umweltfaktoren,
besonders Erndhrung und Lebensstil, bis heute als Risikofaktoren fir die Entstehung diverser
Krebserkrankungen (mit-)verantwortlich gemacht werden, gibt es beispielsweise von der
American Cancer Society Leitlinien zur Pravention, welche gesunde Erndhrung und korperli-
che Aktivitat empfehlen (Kushi et al. 2012).
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Andere Wissenschaftler weisen in aktuellen Publikationen allerdings darauf hin, dass es zur-
zeit zwei verschiedene Ansétze zur Erklarung der steigenden Anzahl von Neuerkrankungen
an Malignomen gibt. Der erste Erklarungsansatz, ahnlich dem von Berg (1975), macht das
stdndige Wachsen und das Altern der Bevolkerung, Lifestylefaktoren wie Rauchen, Alkohol
und Erndhrung und den Fortschritt in der Diagnostik und in Screeningverfahren dafiir verant-
wortlich. Im Gegensatz dazu weisen Belpomme et al. (2007) darauf hin, dass diese Argumen-
te nicht ausreichend Erklarung liefern, da beispielsweise Lifestylefaktoren, mit Ausnahme
von Zigarettenrauchen, nicht mutagen sind. Deshalb wird vermutet, dass — zusétzlich zu den
bereits genannten — neue Faktoren aus der Umwelt einen erheblichen Beitrag leisten. Gemeint
ist damit unter anderem die unfreiwillige Exposition gegentber diversen Schadstoffen. Bei-
spiele dafir sind vor allem Umweltfaktoren wie Viren, Strahlung und Chemikalien
(Belpomme et al. 2007).

1.1.2 Einteilung

Zu den Hodentumoren zéhlen nicht ausschlielllich TGCT, allerdings machen diese nach
Schottenfeld et al. (1980) mindestens 95 Prozent der malignen Neoplasien des Hodens bei
erwachsenen Mannern aus. Bei den Nicht-Keimzelltumoren handelt es sich hauptsachlich um
Keimstrang-/Gonadenstroma-Tumoren und maligne Lymphome des Hodens, welche in der

Regel bei dlteren Patienten auftreten (Schottenfeld et al. 1980).

Abgesehen davon, dass maligne Keimzelltumoren des Hodens eine gemeinsame Vorlauferzel-
le haben, werden sie nach histologischen und klinischen Kriterien in Seminome und Nicht-
Seminome unterteilt. Zu den Seminomen zahlen ausschlie3lich reine Tumorformen, wéhrend
Nicht-Seminome unter anderem Dottersacktumor, Chorionkarzinom, embryonales Karzinom
und Teratom sowie Mischformen der genannten Tumore umfassen (Hayes-Lattin und Nichols
2009).

Eine detaillierte Einteilung der Hodentumoren liefert die WHO. Nach ihrer histologischen
Klassifikation von 2004 werden Hodentumoren folgendermafen eingeteilt: (Tabelle 1)
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Tabelle 1: WHO Kilassifikation der Hodentumoren und ihre Haufigkeit, modifiziert nach Eble et
al. (2004, S. 218)

Keimzelltumoren > 90% | Tumoren des Keimstrang-/Gonaden-
Vorléuferlasion: stromas ~5%
Intratubuldre Keimzellneoplasie, IGCNU Leydig-Zell-Tumor

Sertoli-Zell-Tumor
Tumoren aus einem histologischen Typ (rei- | Granulosazelltumor

ne Formen): Tumoren aus der Thekom-Fibrom-Gruppe
Seminom
spermatozytisches Seminom diverse Tumoren des Hodens <1%
embryonales Karzinom (EC) Karzinoid-Tumor
Dottersacktumor Tumoren des ovarialen Epithel-Typs
trophoblastische Tumoren Nephroblastom

Chorionkarzinom Paragangliom
Teratome

Dermoidzyste h&amatopoetische Tumoren ~2%

monodermales Teratom
Teratom mit somatischer Malignitat

Tumoren aus mehreren histologischen Typen
(Mischformen):

Teratom und embryonales Karzinom

Teratom und Seminom

Chorionkarzinom und Teratom/embryonales
Karzinom

1.1.3 Entstehung und Prdkanzerose

Es wird angenommen, dass maligne Keimzelltumoren des Hodens aus einer gemeinsamen
Vorléauferlasion hervorgehen, der intratubular germ cell neoplasia unclassified (IGCNU; Sy-
nonym: testikuldre intratubuldare Neoplasie, TIN). Da diese ahnliche Transkriptionsfaktoren
wie embryonale Stammzellen exprimiert, wird vermutet, dass die Ausgangszelle eine
pluripotente Gonozyte ist, welche durch UnregelmaRigkeiten in Differenzierung und Migrati-
on wahrend der Embryogenese entartet (Hayes-Lattin und Nichols 2009). Demnach geschieht
der Anstol3 zur malignen Transformation wahrscheinlich in utero wahrend der friihen Ent-
wicklung der Keimlinien-Stammzelle. Insgesamt basiert diese Hypothese auch darauf, dass
morphologische Ahnlichkeiten zwischen IGCNU-Zellen und Gonozyten bestehen. IGCNU-
Zellen sind folglich in einer geringen Zahl bereits in prapubertdren Hoden zu finden, welche
morphologisch in vielerlei Hinsicht nicht nur adulten IGCNU-Zellen gleichen, sondern auch
normalen infantilen Gonozyten. Wahrend der Kindheit sind IGCNU-Zellen silent und begin-
nen erst in der Pubertét zu proliferieren — moglicherweise bedingt durch die hormonelle Situa-

tion — mit anschlieRender Progression in den sichtbaren Tumor (Hoei-Hansen et al. 2005).
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Untersuchungen an unerwartet verstorbenen, mutmalilich gesunden, jungen Mannern haben
gezeigt, dass die Prévalenz von IGCNU etwa der von TGCT in einer Bevolkerung entspricht.
Daher entwickeln sich wahrscheinlich alle Vorlauferlasionen zu Seminomen oder Nicht-
Seminomen (Linke et al. 2005).

1.1.4 Stammzellsignatur

Da TGCT wahrscheinlich aus primordialen Keimzellen hervorgehen, exprimieren sie eine
embryonale Stammzell(ES)-&hnliche Gensignatur. Diese verleiht ihnen — im Gegensatz zu
Korperzellen — den einzigartigen Charakter, zentrale molekulare Programme, die fir die
Pluripotenz von Stammzellen essentiell sind, beizubehalten. Dabei spielen vor allem die
Transkriptionsfaktoren NANOG, POU5F1 und SOX2 eine wichtige Rolle. Diese Transkripti-
onsfaktoren werden wahrend der initialen Phase der Keimzellentwicklung im Stadium der
primordialen Keimzelle erworben. Die genaue Funktion dieser Pluripotenzgene in der fetalen
Keimlinie konnte allerdings noch nicht endgltig geklart werden, da in Tierexperimenten der
Knockout-Phénotyp von jedem der Transkriptionsfaktoren in Letalitat im Embryonalstadium
endet (Clark 2007). Knockout-Versuche an embryonalen Stammzellen allerdings fuhrten zu
unterschiedlichen Ausdifferenzierungen. Unter einer NANOG-Ausschaltung entwickelten
sich diese zu viszeralem/parietalem Entoderm, wahrend eine Ablation von POU5SF1 und
SOX2 zur Differenzierung in Trophektoderm fiihrte (Avilion et al. 2003; Liu et al. 2007).
Zusammen scheinen NANOG, POUS5F1 und SOX2 des Weiteren an einem transkriptionellen
Regelkreislauf beteiligt zu sein, der auch eine positive Feedbackschleife enthalt. Dieser Re-
gelkreislauf ist verantwortlich fiir die Selbsterneuerung von embryonalen Stammzellen und
die Differenzierung. Besonders NANOG und POU5F1 sind an diesen Mechanismen maligeb-
lich beteiligt, da sie auch in pluripotenten Stammzellen in der inneren Zellmasse von
Blastozysten exprimiert sind. Insgesamt fiihrt eine Expression dieser drei Transkriptionsfakto-
ren folglich dazu, dass Selbsterneuerungsgene aktiviert und Differenzierungsgene reprimiert
sind (Liu et al. 2007).

Ferner verbindet diese drei Stammzellfaktoren ihre kanzerogene Eigenschaft, die fir die Ma-
lignitat von vielen Tumoren (mit-)verantwortlich ist (Abate-Shen 2003; Park et al. 2008; Jeter
et al. 2009).

Untersuchungen haben darlber hinaus gezeigt, dass diese ES-ahnliche Gensignatur in diver-
sen schlecht differenzierten Tumoren zu finden ist. Sie gehen in den verschiedenen Geweben
aus unterschiedlichen Ursprungszellen hervor und es besteht eine inverse Beziehung zwischen

der Anreicherung dieser ES-ahnlichen Gensignaturen in Tumoren und dem Grad der Tumor-



Einleitung

differenzierung. Da der Differenzierungsgrad von Tumoren durch histopathologische Kriteri-
en definiert ist, konnte dadurch gezeigt werden, dass die Abwesenheit von gut differenzierten
Gewebseigenschaften eine molekulare Ahnlichkeit zu einem undifferenzierten Stammzellsta-
tus mit sich bringt. Zusatzlich zu den Aktivierungstargets der Pluripotenzgene NANOG,
POUSF1 und SOX2 waren beispielsweise in schlecht differenzierten Mammakarzinomen
meist verschiedene weitere transkriptionsregulatorische Gene standig aktiviert (Ben-Porath et
al. 2008).

Experimentell wurde unter der Wirkung von Histon-Deacetylase-Inhibitoren (HDACI) eine
repressive epigenetische Modifikation in der Promoterregion von NANOG beobachtet, wel-
che eine Inhibition der Transkripionsfaktoren NANOG, POUS5SF1 und SOX2 ausloste. Die
Folgen der verminderten Expression der ES-ahnlichen Gensignatur waren Zellzyklusarrest

und Differenzierung in alle drei Keimblétter (You et al. 2009).

1.1.5 Risikofaktoren

Seit Jahrzehnten besteht das Bestreben, diverse Risikofaktoren, die fir die Entstehung von
TGCT eine Rolle spielen, zu identifizieren. Einige sollen hier genannt werden, besonders je-
ne, denen wegen ihrer Haufigkeit im Zusammenhang mit maligner Entartung von Hodenge-
webe grolle Bedeutung zukommt.

Als ein Hauptrisikofaktor gilt der Kryptorchismus. Bereits 1980 zeigten Studien, dass Ménner
mit einem Maldescensus testis ein 17-mal hoheres Risiko fur eine maligne Entartung des Ho-
dens haben, verglichen mit Mannern ohne Lageanomalie (Wobbes et al. 1980).

Ein signifikanter Zusammenhang besteht auch zwischen mannlicher Infertilitdt und der Ent-
stehung von malignen Keimzelltumoren des Hodens. Untersuchungen konnten zudem die
Hypothese bestétigen, dass der Assoziation von verminderter Samenqualitat und TGCT eine
gemeinsame Ursache zugrunde liegt (Jacobsen et al. 2000). Weiterfiihrende Studien schrieben
schliellich infertilen Mannern, die abnorme Samenqualitat aufweisen, sogar ein 20-fach er-
hohtes Risiko fir die Entwicklung von TGCT zu (Raman et al. 2005).

Storungen in der Geschlechtsentwicklung (disorders of sex development, DSD) z&hlen auch
zu Risikofaktoren flr eine maligne Transformation des Hodens. Das spezifische Risiko ist fur
die einzelnen Erkrankungen dieser Gruppe jedoch sehr unterschiedlich, da ihnen heterogene
genetische Ursachen zugrunde liegen (Pleskacova et al. 2010).

Diskutiert werden auch diverse pranatale Umwelteinfliisse als Risikofaktoren fir Fehl- und
Missbhildungen an ménnlichen Geschlechtsorganen sowie die Pradisposition fir Hodentumo-

ren. Unter anderem wurde in diesem Zusammenhang ein besonderes Augenmerk auf den Ein-
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fluss von Ostrogenen gelegt, da epidemiologische Studien eine Auswirkung auf die Fetalent-
wicklung der Gonaden nahelegten (Sharpe und Skakkebaek 1993; McLachlan et al. 1998).

1.1.6 Klinik: Diagnostik, Therapie und Prognose

Manner mit Hodentumoren présentieren sich klinisch in der Mehrzahl der Félle durch eine
einseitige Schwellung des Hodens, welche nicht schmerzhaft ist. Schmerzen bestehen jedoch
in Ausnahmefallen, ausgelst beispielsweise durch schnelles Wachstum oder durch
Einblutung in den Tumor innerhalb der Tunica albuginea, wodurch die Diagnosestellung er-
schwert werden kann (Stephen 1962).

Das im Folgenden dargestellte klinische Vorgehen bei Verdacht auf Hodenkrebs entspricht
den Leitlinien aus dem Jahr 2008 der European Germ Cell Cancer Consensus Group
(EGCCCG; Krege et al. 2008).

Zur Diagnostik wird tblicherweise ein Ultraschall des Hodens durchgefiihrt, gefolgt von ei-
nem Thoraxrdntgen oder -CT und einer CT-Untersuchung von Abdomen und Becken. Neben
den Routineparametern wird in der laborchemischen Untersuchung AFP (Nicht-Seminom)
und B-HCG (Seminom) als Tumormarker bestimmt, bei Metastasen spielt zusatzlich LDH
eine wichtige Rolle (Krege et al. 2008). Nach Abschluss der Diagnostik kann eine Stadien-
einteilung (Staging) nach der UICC TNM(S)-Klassifikation zur Beurteilung des Tumors er-
folgen, welche die Hohe der Serum-Tumormarker berticksichtigt (Sobin et al. 2009).

Die Therapie der ersten Wahl stellt die Orchiektomie dar, welche gleichzeitig der histologi-
schen Tumorsicherung dient. In Einzelféllen kann eine organerhaltende Operation in Erwa-
gung gezogen werden, die jedoch nur in erfahrenen Zentren durchgefiihrt werden sollte. Da
bei etwa neun Prozent der Patienten im kontralateralen Hoden ein CIS vorliegt, wird empfoh-
len, vom kontralateralen Hoden Biopsien zu entnehmen. Das postoperative VVorgehen unter-
scheidet sich fir Seminome und Nicht-Seminome.

Liegt ein Seminom im klinischen Stadium | vor — der Tumor ist also auf den Hoden be-
schrankt —, gibt es drei Optionen mit gleichwertiger Gesamtiiberlebensrate. Eine Mdglichkeit
stellt die adjuvante Bestrahlung der infradiaphragmalen/parakavalen Lymphknoten mit einer
Gesamtdosis von 20 Gy dar. Etwa aquivalent wére eine Chemotherapie mit Carboplatin, oder
als dritte Mdglichkeit eine engmaschige Uberwachung (Surveillance) mit weiterer Therapie
nur im Rezidivfall. Bei Metastasen sind Chemo- und Radiotherapie unumgéanglich.

Bei Nicht-Seminomen im klinischen Stadium 1 ist flr das postoperative VVorgehen zusatzlich
von Bedeutung, ob eine GefaRinvasion im Primértumorpraparat vorliegt. Ist dies der Fall,
wird eine adjuvante Chemotherapie nach dem PEB-Regime (Cisplatin, Etoposid, Bleomycin)

empfohlen. Liegt keine Gefaldinvasion vor, wird unter Surveillance erst bei Auftreten eines
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Rezidivs mit der oben genannten Chemotherapie begonnen. Bei fortgeschrittenen Stadien ist
eine Chemotherapie nach dem PEB-Protokoll erforderlich. In einigen Fallen wird eine opera-
tive Sanierung von residualen Tumorherden zu einem spéteren Zeitpunkt notig (Krege et al.
2008).

Die Prognose ist von verschiedenen klinischen Kriterien abhangig und — je nachdem — durch
eine 5-Jahres-Uberlebensrate von 50-90 % (schlechte — gute Prognose) gekennzeichnet
(Krege et al. 2008). Allgemein kann die Prognose jedoch als sehr gut bezeichnet werden, da
die Erkrankung etwa in der Hélfte der Falle im klinischen Stadium | diagnostiziert wird und

somit eine Heilungschance von 98 % besteht (Classen et al. 2009).

1.2 Phytoo6strogene

1926 wurde zum ersten Mal beschrieben, dass pflanzliche Extrakte dstrogenen Charakter und
entsprechende Aktivitaten besitzen, welche seither als Phytodstrogene bezeichnet werden. Sie
kénnen nach ihren chemischen Eigenschaften in drei Hauptklassen unterteilt werden:
Isoflavone, Coumestane (zusammen als Isoflavonoide bezeichnet) und Lignane. Sie kommen
allgemein in Pflanzen oder ihren Samen vor. Isoflavone, zu denen auch Genistein und
Daidzein zahlen, sind unter anderem in Hulsenfrichtlern und Bohnen enthalten. Lignane sind
in zahlreichen Friichten sowie Getreide und Gemise vertreten, Coumestane in Sprossen und
Futterpflanzen.

Mdoglicherweise ist auch die Verwendung bestimmter Pflanzen in der traditionellen chinesi-
schen Medizin und allgemein in der Volksmedizin auf ihre dstrogenen Effekte zurlickzufiih-
ren. Phytodstrogene sind ferner von besonderem biologischen Interesse, da sie in vitro und in

vivo schwache 6strogene sowie antidstrogene Wirkungen gezeigt haben (Murkies et al. 1998).

Phytoostrogene und Phytodstrogentherapie erfreuen sich allerdings aus mehreren Griinden in
der Forschung grol3er Beliebtheit: Zum einen weist die epidemiologische Verteilung bestimm-
ter Tumoren auf einen tumorprotektiven Einfluss von verschiedenen Phytodstrogenen hin
(Adlercreutz 1995), was sie als Drogen im Rahmen von Prévention und Therapie von Mali-
gnomen interessant macht (Kennedy 1995). Dementsprechend haben sie in der Pharmafor-
schung bezuglich Tumoren wie Prostatakarzinom, Leuk&mie (s. Abschnitt 1.2.2) und
Mammakarzinom (Shao et al. 1998) schon seit einiger Zeit Einzug gefunden. Zum anderen ist
es ihre Popularitdt in der Bevolkerung, die Phytodstrogene und allgemein Phytopharmaka in
der Erforschung als (alternative) Therapieoption interessant macht. Gegenwartig werden bei-
spielsweise in der Gynakologie Phytoostrogene als Hormonersatztherapie zur Linderung Kli-
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makterischer Beschwerden eingesetzt. Dabei hat sich herausgestellt, dass diese pflanzlichen
Praparate bei Patientinnen auf groRere Akzeptanz stolRen als herkémmliche synthetische Ost-
rogene, da diese als ,,unnatirlich“ empfunden werden (Glazier und Bowman 2001).

1.2.1 Belamcanda-chinensis-Extrakt und Tectorigenin

Belamcanda chinensis gehort zu der Familie der Schwertlilien und wird auch Leopardenblu-
me genannt (Cheers 1998). Sie ist in China, Japan und Korea beheimatet, und ihr getrockneter
Wurzelstock wird in der traditionellen chinesischen Medizin eingesetzt. Zu den Indikationen
zahlen respiratorische und gastrointestinale Symptome, Fieber und auch gynakologische Be-
schwerden wie Dysmenorrhoe. Als wirksame Bestandteile des Extraktes (Belamcanda-
chinensis-Extrakt, BCE) wurden die Isoflavonoide Belamcandinin, Iridin, Irigenin, Tectoridin
und Tectorigenin, Flavonoide und viele mehr identifiziert (Wagner et al. 1999). Eine bedeu-
tende und viel erforschte Komponente ist Tectorigenin; sein Anteil am Gesamtextrakt betrégt
etwa 5 % (Thelen et al. 2005). Die genaue Zusammensetzung der Inhaltsstoffe des Extraktes
aus dem Rhizom der Belamcanda chinensis ist allerdings von der Herkunft der Pflanze ab-
hangig. In der Erforschung des pharmakologischen Potentials des Extraktes konnten in vitro
unter anderem antifungale und antivirale Effekte gezeigt werden, in vivo wurden zusatzlich

uterusrelaxierende und schleimldsende Erfolge erzielt (Wagner et al. 1999) (Abb. 1).

Abb. 1: Belamcanda chinensis und Tectorigenin

Wauchsform von Belamcanda chinensis (A), Strukturformel von Tectorigenin (B), Rhizom von
Belamcanda chinensis (C). Abbildung aus Wagner et al. (1999, S. 1) und modifiziert nach Kang
et al. (2008, S. 1453)
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1.2.2 Phyto6strogene in der Krebsforschung
Da diverse Phytodstrogene wie Genistein in der Forschung enormen Anklang finden, soll im
Folgenden speziell auf Isoflavonoide des BCE eingegangen werden.
Seit etwa zehn Jahren wird das Potential des BCE und seiner Komponenten als potentielles
Medikament fir die Tumortherapie erforscht. Dabei konnte eine Induktion von Differenzie-
rung und Apoptose erstmals mit Tectorigenin in HL-60-Zellen, einer humanen akuten
myeloischen Leukdmie(AML)-Zelllinie erzielt werden. Damals wurde das Isoflavonoid aus
den Wurzeln von Pueraria thunbergiana extrahiert (Lee et al. 2001). Kurze Zeit spater wurde
fiir die Isoflavonoide des BCE, ebenfalls aus dem Rhizom der Pflanze gewonnen, eine anti-
angiogene Aktivitat beschrieben. AuBerdem zeigte sich in Méausen mit Sarkom beziehungs-
weise mit implantierten Lungenkarzinomzellen eine Reduktion der Tumormasse (Jung SH et
al. 2003).
Auch in der Erforschung hormonabhangiger Tumoren haben diese Phytodstrogene Einzug
gefunden. In Prostatakrebszelllinien hat sich eine Proliferationsinhibition gezeigt (Morrisey et
al. 2004), die durch weitere Ergebnisse tuber die Repression von flr Prostatakrebszellen mar-
kante und ausschlaggebende Strukturen wie PSA, PDEF, IGF1R (Thelen et al. 2005) und AR
erweitert werden konnte (Thelen et al. 2007). Ferner wurden die Ostrogenrezeptoren in dieser
Tumorentitat untersucht. Dabei konnte gezeigt werden, dass der als Tumorsuppressor agie-
rende ER- eine Induktion erfahrt, wéhrend der ER-a, ein Transkriptions- und Proliferations-
Aktivator, reprimiert wird (Stettner et al. 2007).

1.3 Fragestellung und Zielsetzung

Belamcanda-chinensis-Extrakt und die Reinsubstanz Tectorigenin sind in der traditionellen
chinesischen Medizin eingesetzte Phytodstrogene, die in der gegenwartigen Forschung anti-
kanzerogene Eigenschaften gezeigt haben.

Das Ziel dieser Arbeit war es, die Effekte von Phytoodstrogenen aus dem BCE in etablierten
TGCT-Zelllinien zu untersuchen. Die TGCT-Zelllinien NTERA-2 und TCam-2 (Nicht-
Seminom- und Seminom-Zellen) wurden im Rahmen von Stimulationsversuchen unter Ver-
wendung von Tectorigenin und BCE (i) auf zeit- und konzentrationsabhdngige Verénderun-
gen in ihrem Proliferationsverhalten und (ii) auf die Beeinflussung der Stammzellsignatur,
reprasentiert durch die Transkriptionsfaktoren NANOG, POU5SF1 und SOX2, untersucht. Ins-
besondere die Beeinflussung der Stammzellsignatur sollte Erkenntnisse dartiber erzielen, ob
diese als Malignitétskriterium oder Ziel fur Target-Therapien von TGCT herangezogen wer-

den koénnen.
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2 Material und Methoden

2.1 Versuchsablauf

Die beiden TGCT-Zelllinien NTERA-2 (Nicht-Seminom-Zelllinie) und TCam-2 (Seminom-
Zelllinie) wurden in Zellkulturexperimenten mit verschiedenen Konzentrationen von
Tectorigenin und Belamcanda-chinensis-Extrakt ber unterschiedliche Zeitraume stimuliert.
Als zusatzliche Stimulanzien kamen die HDAC-Inhibitoren Valproat und Trichostatin A zum
Einsatz. Die Proliferation und mRNA-Expression der TGCT-Zellinien wurde mittels eines
Proliferationsassays (MTT-Test) beziehungsweise PCR und Mikroarrays untersucht. Die Pro-
teinanalyse erfolgte mit Hilfe von Western Blot und immunzytochemischen Farbungen.

Im weiteren Verlauf wurde auch die Prostatakarzinomzelllinie LNCaP mit BCE stimuliert und

auf spezifische Veranderungen in mMRNA- und Proteinexpression untersucht.
2.2 Stimulanzien

2.2.1 Phytoostrogene

Die ersten Stimulationsversuche wurden mit dem Reinextrakt Tectorigenin unternommen.
Aus Grinden der kommerziellen Verfugbarkeit musste allerdings im Verlauf der Experimente
das Gesamtextrakt aus dem Rhizom von Belamchanda chinensis verwendet werden.
Tectorigenin: Tectorigenin wurde von der Firma Bionorica SE (Neumarkt) bezogen. Aufge-
l6st in 0,1 % DMSO wurden Konzentrationen von 100, 250 und 500 uM angesetzt. Die ge-
nannten Konzentrationen wurden in Anlehnung an die Publikation von Thelen et al. (2005)
ausgewdhlt. In der genannten Arbeit wurden unter Verwendung &hnlicher Konzentrationen
inhibitorische Effekte auf pharmakotherapeutisch bedeutende Zielstrukturen in Prostatakarzi-
nomzellen beobachtet.

Belamcanda-chinensis-Extrakt: Das Belamcanda-chinensis-Extrakt (BCE) wurde ebenso
wie Tectorigenin von der Firma Bionorica SE (Neumarkt) bezogen. Das Auflosen des kristal-
linen Extraktes erfolgte in 0,1 % DMSO. Die BCE-Konzentrationen von 62,5, 125, 250, 500
und 1000 pg/ml wurden in Anlehnung an Thelen et al. (2007) ausgewahlt, die &hnliche bereits

an der Prostatakrebszelllinie LNCaP getestet und etabliert haben.

2.2.2 HDAC-Inhibitoren
Valproat: Valproat wurde von der Firma Sigma (Steinheim) bezogen und mit sterilem Was-
ser in einer Konzentration von 5 mM eingesetzt. Die Zusammensetzung wurde in Anlehnung

an die Publikation von Venkataramani et al. (2010) ausgewabhlt.
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Trichostatin A: Auch Trichostatin A wurde von der Firma Sigma (Steinheim) bezogen. An-
gesetzt wurde dieses mit 0,1 % DMSO in einer Konzentration von 500 nM. Ebenso wie bei
Valproat sei hier auf den etablierten Einsatz der Losung in der Arbeit von Venkataramani et

al. (2010) verwiesen.

Da die Mehrzahl der Stimulanzien 0,1 % DMSO enthélt, wurden die Kontrollzellen jeweils
auch mit 0,1 % DMSO versehen, um auszuschlieen, dass mogliche Veranderungen in den

Zellen im Stimulationsversuch auf diese Chemikalie zuriickzufiihren sind.

2.3 Zellkultur

Um die Versuche des beschriebenen Vorhabens durchzufuhren, wurden die Nicht-Seminom-
Zelllinie NTERA-2 (Pal und Ravindran 2006) und die als Seminom charakterisierte Zelllinie
TCam-2 (de Jong et al. 2008) in Kultur gehalten. Im Allgemeinen bestand das Nahrmedium
aus folgenden Komponenten: RPMI11640™

10 % FCS

2,5 % HEPES-Puffer

1 % Penicillin-Streptomycin

1 % L-Glutamin.

Fur optimale Wachstumsbedingungen erfolgte die Kultivierung im Brutschrank bei 37°C und
einer CO,-Zufuhr von 5 %. Die Zellen wurden in 10 ml Medium in 75-cmz2-Zellkulturflaschen
gehalten, alle zwei bis drei Tage erfolgte ein Mediumwechsel. Bei vollstandiger Konfluenz
wurden die Zellen trypsiniert, mit Medium gewaschen und dann in gewiinschter Dichte in
neuen Flaschen ebenfalls in 10 ml, mit genannten Supplementen versehenem RPMI11640'
angesetzt. Das Waschen erfolgte durch Zentrifugieren, vier Minuten bei 1200 rpm und

Resuspension.

Alle Zellkulturarbeiten wurden stets mit sterilen Gefallen und unter keimfreien Bedingungen

unter einer Sterilbank durchgefihrt, um Kontaminationen zu vermeiden.

2.4 Proliferationsassay (MTT-Test)

Der Proliferationsassay erfolgte mit dem Cell Proliferation Kit I (MTT) (Roche, Mannheim)

laut Herstellerprotokoll. Dabei handelt es sich um einen kolorimetrischen Test fir die nicht-
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radioaktive Quantifizierung von Proliferation und Lebensfahigkeit von Zellen (Mosmann
1983).

Am ersten Versuchstag wurden die Zellen auf einer 96-well-Platte angesetzt. Dabei wurden
4000 Zellen pro well ausgesat und in jeweils 100 pl phenolrotfreiem RPMI1640™
angezichtet. Am darauffolgenden Tag konnte, nach visueller Kontrolle des Zellwachstums
mit Hilfe eines Auflichtmikroskops, das Medium entfernt und die Zellen mit dem in DMSO
gelosten Tectorigenin beziehungsweise BCE in den beschriebenen Konzentrationen, wieder
mit 100 pl phenolrotfreiem RPMI1640™ stimuliert werden. Am dritten Tag wurde das Medi-
um erneut entfernt um die Stimulationszeit einzuhalten, und fur die 24-Stunden-Messung
10 pl MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid) plus 100 pl Medi-
um pro well hinzugefiigt. Das Prinzip der nun eingetretenen Reaktion beruht darauf, dass
metabolisch aktive Zellen das gelbe Tetrazolium-Salz MTT in violette Formazan-Kristalle
umwandeln. An dieser zellularen Reaktion sind die Pyridin-Nukleotide NADH und NADPH
beteiligt. Vier Stunden spater konnte das Ganze zusatzlich mit 100 pl Solubilization Solution
versetzt werden, wodurch die gebildeten Formazan-Kristalle aufgeldst und einen Tag spéater
die gefarbte Lésung mit einem Microplate Reader Model 680 Series (Biometra, Gottingen)
quantifiziert werden konnte. Dies erfolgte nach einer Mixzeit von finf Sekunden bei dualen
Messparametern von 550-600 nm und > 650 nm, um den vom Hersteller empfohlenen Wel-
lenldngenbereich von 550-690 nm abzudecken. Alle Inkubationszeiten bis zur Messung im
Microplate Reader erfolgten im Brutschrank.

Fur weitere Messungen wurde das Zellwachstum nach dem gewinschten Zeitraum wieder
durch Entfernen des BCE-Medium-Gemisches und Hinzufligen von MTT abgestoppt und
nach Durchfiihrung des oben beschriebenen Vorganges quantitativ bestimmt.

Zur Auswertung der erhobenen Daten in Form von Extinktionswerten ist zu sagen, dass die
direkte Korrelation der Extinktion oder auch optische Dichte (OD) mit der Zellanzahl durch
den Hersteller des Proliferations-Kits beschrieben ist. Dabei entspricht eine hohe Extinktion
indirekt einer hohen Zellzahl, da der Umsatz von Stoffwechselprodukten der lebensfahigen

Zellen gemessen wird.

2.5 RNA

Die RNA-Analyse diente der Identifizierung von differentiell regulierten Genen in den Zellli-

nien nach Stimulation.
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2.5.1 RNA-Isolierung

Zur Analyse der RNA wurden jeweils eine Million Zellen in 5 ml Medium in 25-cm2-
Zellkulturflaschen kultiviert und stimuliert. Die Isolierung der Zellen erfolgte durch Abkrat-
zen mithilfe von Zellschabern und zweimaliges Waschen mit PBS. Die Zellpellets wurden
anschlieBend in 300 pl RLT-Puffer-B-Mercaptoethanol (pro Flasche) resuspendiert. Dieses
wurde zuvor im Verhéltnis 100:1 (RLT-Puffer : B-Mercaptoethanol) angesetzt und auf Eis
gekuhlt. Nach kréaftigem Vortexen wurde die Zellsuspension auf einen Shredder (Qiagen, Hil-
den) pipettiert und zwei Minuten bei 11000 rpm zentrifugiert. Dadurch wurde das Zelllysat
homogenisiert und die Viskositat, die durch hochmolekulare Zell-Komponenten und Zell-
Trimmer zustande kommt, reduziert.

Die weitere Aufreinigung der RNA erfolgte mithilfe des RNeasy Mini-Kits (Qiagen, Hilden).
Dabei werden die Proben erst lysiert und dann homogenisiert. Durch das Hinzufligen von
gleichen Mengen Ethanol (300 pl zu 300 ul Probe) wurden ideale Bindungskonditionen flr
die nachfolgenden Schritte geschaffen. Die Lysate wurden nun auf eine Silizium-Membran
aufgetragen, an der die RNA-Molekiile binden, sodass alle Verunreinigungen wie etwa Salze
und Proteinreste effizient abgewaschen werden konnten. Nach verschiedenen Waschschritten
wurde die reine und konzentrierte RNA zuletzt mit 28 ul Wasser unter Zentrifugation — eine
Minute bei 13000 rpm — von der Membran gel6st.

AnschlieBend erfolgte eine quantitative und qualitative Messung der Proben im Agilent Bio-
analyzer 2100 mit Hilfe des RNA 6000 Nanochip Kits (Agilent Technologies, Waldbronn)
unter Anleitung des Herstellerprotokolls.

Ein Teil der RNA wurde danach fir die Umschreibung in cDNA eingesetzt, der Rest konnte
bei -80°C gelagert werden.

2.5.2 Umschreibung von RNA in cDNA

Die Umschreibung von RNA in cDNA (komplementdre DNA) ist n6tig, um die cDNA an-
schlieRend als Ausgangsmaterial in einer Real-Time-PCR verwenden zu kénnen. Dieses Ver-
fahren wird auch reverse Transkription (RT) genannt und von Enzymen (RNA-abhéngige
DNA-Polymerasen) katalysiert.

Unter Verwendung des Omniscript RT Kit (Qiagen, Hilden) wurde wie folgt verfahren: die
RNA wurde verdiinnt, indem jeweils 500 ng der quantifizierten Proben auf 13 pl mit RNase-
freiem Wasser aufgefillt wurden. Bevor ein Mastermix angesetzt werden konnte, erfolgte
eine Vorverdinnung des Random Primers (Invitrogen, Karlsruhe) — 6,6 pl Primer mit 3,4 pl

RNase-freiem Wasser.
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Der anschliellend angesetzte Mastermix enthielt je Probe:
2 pl RT Puffer
2 Ul Nukleotide (ANTP)
1 pl Random Primer (aus der VVorverdiinnung)
1 pl Reverse Transkriptase (RT)
1 pl RiboLock™ RNase Inhibitor (Fermentas, St. Leon-Rot).

Die reverse Transkription erfolgte im Cycler TPersonal 48 (Biometra, Géttingen). 13 pl ver-
dinnte RNA wurde zu Beginn funf Minuten bei 70°C inkubiert. Nach Abkihlen auf 40°C
wurde der Zyklus unterbrochen, die RNA unverziglich auf Eis gestellt und mit 7 pl RT-
Ansatz (Mastermix, s.0.) versehen. Anschlielend konnte der Lauf fortgesetzt werden: eine
Stunde bei 37°C, mit anschlieBender Deaktivierung der Transkriptase durch Erhitzen fir funf
Minuten auf 95°C. Nachdem die Umschreibung erfolgt war, wurde auf 4°C abgekdihlt, um
restliche enzymatische Aktivitaten zu verhindern. Im Anschluss daran lag die RNA als cDNA
vor und konnte in der Real-Time-PCR eingesetzt werden.

Fur weitere Analysen wurden die erhaltenen 20 pul cDNA mit 80 pl RNase-freiem Wasser

verdinnt.

2.5.3 Real-Time-PCR
Die Real-Time-PCR (Polymerase-Kettenreaktion) ist ein VVerfahren zur spezifischen Verviel-
faltigung gewtinschter DNA-Abschnitte, die zusétzlich eine Quantifizierung in Echtzeit er-
maoglicht. Erreicht wird dies dadurch, dass nach jedem Zyklus Fluoreszenzsignale gemessen
werden, welche proportional mit der Menge der DNA zunehmen. Dieses Detektionsverfahren
in Echtzeit wird daher auch als real time detection PCR (RTD-PCR) bezeichnet.
Diese Methode wurde in den genannten Experimenten eingesetzt, um Expressionsunterschie-
de der spezifischen Gene nach verschiedenen Behandlungen zu detektieren. Hierbei kam ein
auf SYBR-Green basierendes Reagens (Eurogentec, Kéln) zum Einsatz. Die Reaktionsansatze
bestanden pro Probe aus: 10 ul SYBR-Green

0,15 pl forward Primer

0,15 pl reverse Primer

4,7 ul RNase-freies Wasser

25 ng cDNA.

Zusétzlich zu den Proben wurde bei jedem Lauf auch eine Negativkontrolle angesetzt, die

statt 5 pul cDNA RNase-freies Wasser enthielt.
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Da versucht wurde, flr alle Primer optimale Reaktionsbedingungen zu schaffen, unterschei-
den sich die RTD-PCR-Protokolle zum Teil flr die verschiedenen Primer (s. Tabelle 3). All-
gemein diente Lauf 1 der Denaturierung der cDNA, gefolgt von Lauf 2, der die
Amplifizierung der gewiinschten DNA-Abschnitte beinhaltete. Dabei erfolgte in Schritt 1 eine
Denaturierung, gefolgt von Annealing (Schritt 2) und anschlieRender Elongation (Schritt 3).
Lauf 3 diente der Fluoreszenzmessung. AbschlieRend wurde auf 4°C beziehungsweise 20°C
abgekunhit.

Als Housekeeping-Gen wurde ARP verwendet, da seine Expression nicht reguliert wird. Un-
tersucht wurde primér die mMRNA-Expression der Stammzellfaktoren NANOG, POU5F1 und
SOX2. In weiteren Versuchen kamen auBerdem AR, IGF1R, IGFBP3 und ER-f zum Einsatz
(Tabelle 2).

Tabelle 2: Real-Time-PCR — Sequenzen der eingesetzten Primer

F: forward, R: reverse. Fir ER-p wurde ein kommerzielles System verwendet, fur das die Se-
guenzen nicht preisgegeben werden.

Primer Sequenz

AR F: 5“AGGAACTCGATCCTATCATTGC-3¢
R: 5“-CTGCCATCATTTCCGGAA-3¢

ARP F: 5>-CGACCTGGAAGTCCAACTAC-3’
R: 5’>-ATCTGCTGCATCTGCTTG-3’

ER-B Hs ESR2 1 SG QuantiTect Primer Assay (Qiagen, Hilden)

IGF1R F: 5’-CCGAAGGTCTGTGAGGAAGA-3’
R: 5’-AATGGCGGATCTTCACGTAG-3’

IGFBP3 F: 5-“-GAACTTCTCCTCCGAGTCCAA-3¢
R: 5“GAGTTACACGACTCAGGGTC-3¢

NANOG F: 5*-TTCCTTCCTCCATGGATCTG-3°
R: 5>-ATCTGCTGGAGGCTGAGGTA-3’

POUSF1 F: 5*-AGAAGGATGTGGTCCGAGTG-3*
R: 5’-GTGAAGTGAGGGCTCCCATA-3’

SOX2 F: 5*-CAAGATGCACAACTCGGAGA-3¢
R: 5’-CTCCGGGAAGCGTGTACTTA-3’




Tabelle 3: RTD-PCR-Protokolle
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Lauf 1 dient der Denaturierung der cDNA, gefolgt von Lauf 2, der die Amplifizierung der ge-

wunschten DNA-Abschnitte beinhaltete. Dabei erfolgte in Schritt 1 eine Denaturierung, gefolgt
von Annealing (Schritt 2) und anschlie3ender Elongation (Schritt 3). Lauf 3 diente der Fluores-
zenzmessung. Abschliefend wurde auf 4°C beziehungsweise 20°C abgekuhlt.

ARP, NANOG POUS5F1, SOX2
Lauf 1: (1x) Lauf 1: (1x)
Schritt 95,0°C fir 00:15:00 Schritt 1:  95,0°C fur 00:15:00
Lauf 2: (35x) Lauf 2: (35x)
Schritt 95,0°C fir 00:00:30 Schritt 1:  95,0°C fur 00:00:30
Schritt 59,0°C fiir 00:01:30 Schritt 2:  61,0°C fur 00:01:30
Schritt 70,0°C fir 00:00:30 Schritt 3:  70,0°C fur 00:00:30
Lauf 3: (35x) Lauf 3: (35x)
Schritt 70,0°C fir 00:00:10 Schritt 1:  80,0°C fur 00:00:10
Lauf 4: (1x) Lauf 4: (1x)
Schritt 4,0°C Halt Schritt 1: 4,0°C Halt
AR IGF1R
Lauf 1: (1x) Lauf 1: (1x)
Schritt 95,0°C fir 00:10:00 Schritt 1:  95,0°C fur 00:10:00
Lauf 2: (60x) Lauf 2: (60x)
Schritt 95,0°C fir 00:00:15 Schritt 1:  95,0°C fur 00:00:30
Schritt 61,0°C fir 00:01:00 Schritt 2:  60,0°C fur 00:01:00
Schritt 55,0°C fir 00:00:10 Schritt 3:  55,0°C fur 00:00:15
Lauf 3: (80x) Lauf 3: (80x)
Schritt 70,0°C fir 00:00:10 Schritt 1:  70,0°C fur 00:00:10
Lauf 4: (1x) Lauf 4: (1x)
Schritt 20,0°C Halt Schritt 1:  20,0°C Halt
ER-B IGFBP3
Lauf 1: (1x) Lauf 1: (1x)
Schritt 95,0°C fir 00:10:00 Schritt 1:  95,0°C fur 00:10:00
Lauf 2: (60x) Lauf 2: (60x)
Schritt 95,0°C fir 00:00:15 Schritt 1:  95,0°C fur 00:00:15
Schritt 61,0°C fir 00:01:00 Schritt 2:  62,0°C fur 00:01:00
Schritt 55,0°C fir 00:00:10 Schritt 3:  55,0°C fur 00:00:15
Lauf 3: (80x) Lauf 3: (80x)
Schritt 70,0°C fir 00:00:10 Schritt 1:  55,0°C fur 00:00:10
Lauf 4: (1x) Lauf 4: (1x)
Schritt 20,0°C Halt Schritt 1:  20,0°C Halt

2.5.4 Mikroarray

Fur die Probengewinnung wurden die TGCT-Zellen, wie in Abschnitt 2.5.1 beschrieben, kul-

tiviert und stimuliert.

Die Transkriptomanalyse mittels Mikroarray-Technik erfolgte im Transkriptomanalyselabor

(TAL) der Universitatsmedizin Gottingen.
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Die RNA wurde nach der Trizol-Standard-Methode (Chomczynski und Sacchi 1987) unter
Verwendung des TRIzol® Reagents (Invitrogen, Karlsruhe) isoliert; dabei wurde nach dem
Protokoll des Herstellers verfahren.

Fur die anschlieBende Durchfihrung der Mikroarrays kam der Low RNA Input linear
Amplification Kit Plus, One Color (Agilent Technologies, Weilbronn), ebenfalls entsprechend
den Kit-spezifischen Anweisungen, zum Einsatz. Die RNA wurde markiert (mono-color ex-
periment) und mit dem C.elegans 4x44K Design Array hybridisiert. Ein NanoDrop ND-1000
Spektralphotometer diente zur Messung von Quantitat und Cy-dye Beimischungsraten des
erzeugten Zielmaterials. Die Wasch- und Féarbe-Vorgange des Arrays wurden nach den Emp-
fehlungen des Herstellers durchgefiihrt. Die Cy3-Intensitdt wurde unter Verwendung eines
Agilent DNA Mikroarray Scanners bei finf Mikron Aufldsung durch one-color scanning de-
tektiert. Es folgte ein visuelles Screening der gescannten Bilder auf Artefakte und eine an-
schlieBende Analyse. Die Messung der Intensitat erfolgte mithilfe der Agilent Feature
Extraction (FE) Software, Version 9.5, die darauffolgende Analyse mittels des Limma
Package (Smyth 2004) von Bioconductor (Gentleman et al. 2004).

Die Daten in dieser Arbeit sind nach den MIAME-Richtlinien erarbeitet. Die Mikroarray Da-
tenanalyse bestand aus folgenden Schritten: 1. Zwischen-Array Normalisierung, 2. Globales
Clustern und PCA, 3. Anpassen der Daten an ein lineares Modell, 4. Detektion unterschiedli-
cher Genexpression und 5. Uber-Reprasentations-Analyse von unterschiedlich exprimierten
Genen.

Die Quantile-Normalisierung erfolgte mit Hilfe der log2-transformierten Intensitaten als Me-
thode fir die zwischen-Array Normalisierung, um sicherzustellen, dass die Intensitaten ahnli-
che Verteilungen zwischen den Arrays haben (Irizarry et al. 2003).

Fur die Cluster-Analyse wurde ein hierarchischer Ansatz mit der Durchschnitt-Methode an-
gewandt. Entfernungen wurden gemessen als 1 - Pearson’s Correlation Coefficient. Die PCA
(principal component analysis) wurde unter Verwendung der princomp Funktion in der
R-Software durchgefiihrt. Zur Abschatzung der durchschnittlichen Gruppenwerte fur jedes
Gen und der differentiellen Genexpression wurde ein einfaches lineares Modell den Daten
angepasst und Gruppen-Mittelwerte und Standardabweichungen fir jedes Gen gewonnen.

Um Gene mit signifikanten Expressionsverdnderungen zwischen Gruppen zu finden, wurden
— durch Moderieren des Standardfehlers der geschatzten Werte — empirische Bayes Statistiken
an den Daten angewandt (Smyth 2004).
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Die p-Werte wurden durch den normalen T-Test gewonnen und fiir multiple Durchfihrungen
mit der Benjamini-Hochberg-Methode (Benjamini und Hochberg 1995) korrigiert. Die p-
Wert-Anpassung garantiert eine kleine Anzahl an falsch positiven Ergebnissen durch Kontrol-
le der Falscherkennungsrate (false discovery rate, fdr).

Fur jedes Gen wurde die Nullhypothese, ndmlich dass es keine differentielle Expression zwi-
schen den Degradationshéhen gibt, abgelehnt wenn die Falscherkennungsrate kleiner als 0,05
war. Um (berreprésentierte  Funktionen zu finden wurde DAVID verwendet
(http://david.abcce.ncifcrf.gov, Stand: 13.04.2010).

2.5.5 Connectivity Map

Die Connectivity Map (cmap) ist eine online Datenbank, die es mdglich macht, Gemeinsam-
keiten von Gensignaturen — induziert durch diverse Substanzen, die in Zellstimulations- und
Mikroarray-Versuchen erstellt wurden — festzustellen.

Zur Erstellung dieser Datenbank wurden mithilfe der Mikroarray-Technik zahlreiche Genex-
pressionsanalysen durchgefuhrt, nachdem verschiedene etablierte Zelllinie mit einer Vielzahl
von Stimulanzien, Medikamente und andere Substanzen in unterschiedlichen Konzentrationen
behandelt worden waren. Diese Versuche lieferten Gensignaturen, bestehend aus
uberexprimierten und inhibierten Genen, welche die Referenzdatenbank bilden.

Erhélt man nun aus Zellstimulationsversuchen eine Reihe von induzierten und reprimierten
Genen (sogenannte Gensignaturen), so kann man diese in die cmap eingeben und die Daten-
bank nach Ubereinstimmungen mit Substanzen aus der Referenzdatenbank befragen. Die Er-
gebnisse kdnnen Substanzen umfassen, die gleichsinnige (eine Substanz induziert und inhi-
biert die gleichen Gene) und gegensinnige (eine Substanz regulierte die gleichen Gene genau
umgekehrt) Veranderungen bewirken sowie solche, die komplett andere Gene regulieren und
daher keine Korrelationen aufweisen. Es wird ein ,,connectivity score erstellt, der die Uber-
einstimmungen der Substanzen unterschiedlichen Réngen zuweist (Abb. 2) (Lamb et al.
2006).

Fur die Erstellung der Gensignaturen zur Eingabe in die Connectivity Map missen die
UniGene IDs in Affymetrix IDs umgewandelt werden, was nach einem Protokoll der cmap-
Betreiber unter folgender Domain maglich ist (Stand 13.08.2011):

https://www.affymetrix.com/user/login.jsp?toURL=/analysis/netaffx/index.affx

Die Eingabe der Liste von Uber- und unterexprimierten Genen erfolgte anschlieBend unter

http://www.broadinstitute.org/cmap/ unter Verwendung der Version build 02, welche 7000

Expressionsprofile, die 1309 Verbindungen reprasentieren enthalt (Stand: 13.08.2011).
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Abb. 2: Prinzip der Connectivity Map

Genexpressionsanalysen liefern Gensignaturen, bestehend aus tberexprimierten und inhibierten
Genen, welche die Referenzdatenbank (,,reference database*) bilden. Diese kdnnen mit Ergeb-
nissen aus weiteren Mikroarrays verglichen werden (,,biological state of interest*). Es zeigen sich
gleichsinnige (eine Substanz induziert und inhibiert die gleichen Gene — ,,strong positive* bzw.
Lweak positive*) und gegensinnige (eine Substanz reguliert die gleichen Gene genau umgekehrt —
»Strong negative®) Veranderungen hervorrufende Substanzen sowie solche, die komplett andere
Gene regulieren und daher keine Korrelationen aufweisen (,,null*). Es wird ein ,,connectivity
score“ (= ,,connections*) erstellt, der die Ubereinstimmungen der Substanzen unterschiedlichen
Rangen zuweist. Abbildung aus Lamb et al. (2006, S. 1930)

Zur Auswertung und Darstellung der erzielten Ergebnisse (Konnektivitaten) stehen verschie-
dene Maglichkeiten zur Verfligung. Zum einen kann man auf eine Einzeldarstellung mit den
Konnektivitaten fir alle Instanzen zugreifen (,,detailed results*). Einen besseren Uberblick
geben jedoch die ,,permuted results®, welche auch zur Ergebnisdarstellungen in dieser Arbeit
gewdhlt wurden. Diese Kategorie liefert eine wesentliche Zusammenfassung der Ergebnisse,
gibt einen Stimulanzien-zentrierten Blick auf die Resultate (statt auf die einzelnen Instan-
zen/Versuche) und rangiert sie nach Schatzung der Wahrscheinlichkeit, dass die Uberein-
stimmung mit einem Set von Instanzen in der Gesamtliste aller Instanzen per Zufall beobach-
tet wurde (p-Wert). Die Tabelle zeigt die Namen der Stimulanzien und die Zelllinien, an de-
nen die Versuche durchgefiihrt wurden. Als statistische Grél3en stehen das arithmetische Mit-
tel des ,,connectivity scores® fiir die jeweilige Substanz, die Anzahl der Versuchsdurchfiih-
rungen (n) und ein vermuteter p-Wert fiir den Ubereinstimmungsscore zur Verfiigung. Jede
Zeile beinhaltet des Weiteren ein Balkensymbol, welches Zugang zu einem Fenster mit den

detaillierten Ergebnissen fur das jeweilige Stimulans ermdglicht.
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2.6 Proteine

Zur Proteinanalyse erfolgte eine nukledre Proteinextraktion, da die untersuchten Transkripti-
onsfaktoren im Wesentlichen im Zellkern exprimiert werden. Dabei kann ein zyto-
plasmatischer Anteil nicht komplett ausgeschlossen werden, allerdings liegt die nukledre
Fraktion in einer hoheren Konzentration als bei herkdmmlichen Methoden vor. Um eine aus-
reichende Proteinausbeute fir die anschliefenden Western-Blot-Analysen zu erzielen, wurden
pro Zelllinie, Stimulationskonzentration und Zeitpunkt drei 75-cm2-Zellkulturflaschen mit

jeweils 4,5 Millionen Zellen angesetzt und stimuliert.

2.6.1 Isolierung nuklearer Proteine

Nach dem Ernten der Zellen mit einem Zellschaber wurden die Proben zweimal mit PBS ge-
waschen. Die anschliellende Isolierung der nukleédren Proteine erfolgte mit dem Nuc Buster™
Protein Extraction Kit (Merck, Darmstadt) nach dem Protokoll des Herstellers. Dieses basiert
auf den zwei enthaltenen spezifischen Reinigungslésungen wovon die Erste, NucBuster
Extraction Reagent 1 (150 ul pro Probe) zur Zelllyse fuhrt und der Entfernung der
zytoplasmatischen Komponenten dient. Mit dem Nuc Buster Extraction Reagent 2 (150 pl pro
Probe), versetzt mit Protease Inhibitor Cocktail Set | (2 pl pro Probe) und 100 mM DTT (2 pl
pro Probe) wurden anschlieend die nukleére Fraktion extrahiert und konnte weiterverarbeitet

oder bei -80°C aufbewahrt werden.

2.6.2 Quantifizierung der Proteine nach Bradford

Die quantitative Proteinbestimmung erfolgte mit Hilfe des Bio-Rad Protein-Assays (Bio-Rad,
Minchen) nach der Bradford-Methode. Dabei kommt es durch die Bindung von Coomassie
brillant blue G-250 an Proteine zu einer Verschiebung des Absorptionsmaximums der Farben:
465 nm ohne Proteine und 595 nm mit Proteinen. Die Zunahme der Absorption bei 595 nm ist
also ein MaR fur die Proteinkonzentration der Ldsung.

Mit Rinderserumalbumin (BSA) in den absteigenden Konzentrationen 2, 1, 0,5, 0,25, 0,125,
0,0625 und 0 mg/ml wurde eine Eichkurve erstellt. Im Bereich dieser Kurve verhalt sich die
Extinktion proportional zum Proteingehalt der Probe.

Auf einer 96-well-Platte wurden die Proben in einer Verdinnung von 1:10 mit Wasser aufge-
tragen. Zu 4 pl verdinnter Probe wurden 196 ul verdiinnter Protein-Assay hinzugeftuigt und
anschlief’end fur funf Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Jede Probe, sowie der Standard
fir die Eichkurve, wurde in dreifachem Ansatz photometrisch im Microplate Reader nach

einer Mixzeit von finf Minuten bei 595 nm gemessen. In einer eigens daflr konstruierten
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Excel-Eichkurve konnten anschlieRend die Proteinkonzentrationen aus den Extinktionswerten

errechnet werden.

2.6.3 Gel-Elektrophorese

Die Gel-Elektrophorese erfolgte mit Hilfe eines SDS-Gels. Die Seife SDS (Sodium-
dodecylsulfat) verbindet sich mit den Proteinen zu negativ geladenen SDS-Protein-
Komplexen, sodass sich die verschiedenen Proteine nur noch in ihrer Grof3e unterscheiden
und vergleichbare hydrodynamische Eigenschaften haben. Bei der Elektrophorese wandern
die SDS-Protein-Komplexe dann im elektrischen Feld zum Plus-Pol und werden durch den
Molekularsiebeffekt einer porésen Polyacrylamidmatrix nach ihrem Molekulargewicht aufge-
trennt.

Je Probe wurden 50 pg Proteine 1:1 mit Tris-HClI SDS loading buffer (Anamed-
Elektrophorese, Grol3-Bieberau) versetzt, fir 5-10 min bei 95°C inkubiert und anschlie3end
auf Eis gestellt. Der Laufpuffer wurde durch Verdinnen des NUPAGE® MES SDS Running
Buffer (Invitrogen, Karlsruhe) 1:20 mit destilliertem Wasser angesetzt. Fur die Elektrophorese
kam ein Gradientengel (NUPAGE® 4-12 % Bis-Tris Gel, Invitrogen, Karlsruhe) zum Einsatz,
welches die beste Auftrennung fir kleine bis mittelgrol3e Proteine ermdglicht. Nach Positio-
nieren des Gels in der XCell SureLock™ Mini-Cell (Invitrogen, Karlsruhe), wurden 600 ml
des Laufpuffers in die duBRere Kammer gefiillt. Die restlichen 400 ml Laufpuffer wurden mit
400 pl Antioxidans versehen, von denen 200 ml zum Anfillen der inneren Kammer dienten.
Die Geltaschen wurden mit einer 100 ul Pipette durchgespult, um eventuell vorhandenes aus-
kristallisiertes SDS herauszuspiilen und aufzulésen, welches einen geraden Lauf der Proben
storen konnte. Das Gel wurde mit den Proben beladen, wobei die erste Tasche mit 4 pl Full-
Range Rainbow™ Molecular Weight Marker (GE Healthcare, Miinchen) versehen wurde. Der
Lauf erfolgte fiir 45 Minuten bei 200 Volt.

2.6.4 Western Blot

Beim Blotten werden die Proteine des SDS-Gels elektrophoretisch auf eine (Nitrozellulose-)
Membran tbertragen, an die sie nichtkovalent binden.

Als Blotkammer diente eine Halbtrockenzelle (Bio-Rad, Miinchen). Fir den Transfer wurden
3 Filterpapiere, eine Nitrozellulose-Membran, das Gel und zuletzt nochmals 3 Filterpapiere in
Transferpuffer eingeweicht und in der Blotkammer luftblasenfrei positioniert. Der Blot erfolg-
te bei 0,04 Ampere fir eine Stunde.

Nach dem Transfer wurde die Membran fur eine Stunde bei Raumtemperatur mit 5 % Milch-

pulver — gel6st in TBST — abgesattigt, um die restlichen Proteinbindungsstellen der Blot-
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membran zu blocken. AnschlieBend konnte der Primarantikdérper, verdinnt in TBST / 5 %
BSA, bei 4°C Uber Nacht inkubieren (Tabelle 4).

Am zweiten Tag wurde die Membran, nach einmaligen Schwénken in TBST, zweimal zehn
Minuten in TBST gewaschen. AnschlieBend wurde der HRP-konjugierte Sekundarantikdrper
in einer Konzentration von 1:2000, verdinnt in TBST /5 % Milchpulver aufgetragen, um bei
Raumtemperatur fir eine Stunde zu inkubieren. Nach erneutem Schwenken und zweimal zehn
mindtigem Waschen in TBST wurde die Chemilumineszenz (Western Lightning™, Perkin
Elmer, Waltham, USA) angesetzt. Diese bestand aus den beiden Agenzien Enhanced Luminol
Reagent Plus und Oxidizing Reagent Plus, die eins zu eins vermengt und anschlielend fur
eine Minute auf die Membran aufgetragen wurden.

Alle Inkubations- und Waschvorgange erfolgten auf einem Schiittler, um eine vollstandige
Benetzung der Membran zu garantieren. Nach Inkubation in der Chemilumineszenz, wurde
die Membran unmittelbar in einer Rdntgenkassette positioniert. In einer Dunkelkammer wur-
de Fotopapier eine Sekunde bis fiinf Minuten belichtet, um das Ergebnis anschlieRend durch
Prozessierung in der Rontgenfilm-Entwicklungsmaschine (Rontgenfilm-Prozessor SRX-
101A, Konica Minolta, Langenhagen) sichtbar zu machen.

Zur Kontrolle wurde jeweils ein Housekeeping-Gen nachgewiesen, das in allen Koérperzellen
konstant exprimiert wird und somit als Referenz diente. Nachdem die Antikorper nicht fir
alle Versuche in der notigen Qualitat verfligbar waren, wurde neben Histon H3 auch a-

Tubulin und B-Actin eingesetzt.

Um einen Blot mehrmals mit verschiedenen Antikdrpern farben zu kénnen, wurde die Memb-
ran nach jeder Filmentwicklung einem Waschvorgang mit TBST unterzogen. Fur den Nach-
weis eines neuen Proteins wurde der beschriebene Vorgang ab der Primarantikorperinkubati-
on wiederholt. Alle weiteren Schritte flir den erneuten Farbevorgang entsprechen den oben
beschriebenen. Dieses VVorgehen ist allerdings nur fiir Proteine mit unterschiedlichen Moleku-
largewichten mdglich, da die Banden, insbesondere bei gleicher Antikdrperspezies, nicht ein-

deutig zu differenzieren waren.
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Tabelle 4: Western Blot — Priméarantikdrper
Verwendete Verdinnungen, Spezies und Hersteller

Antikorper Spezies Verdinnung Hersteller

Anti-o-Tubulin mouse 1:10000 Sigma-Aldrich, Steinheim

Anti-p-Actin mouse 1:5000 Sigma-Aldrich, Steinheim

Anti-Acetyl-Histon H4 rabbit 1:1000 Millipore, Schwalbach

Anti-Histon H3 rabbit 1:200 Santa Cruz Biotechnology,
Heidelberg

Anti-NANOG rabbit 1:500 Santa Cruz Biotechnology,
Heidelberg

Anti-POU5F1 goat 1:200 Santa Cruz Biotechnology,
Heidelberg

Anti-SOX2 rabbit 1:1000 Abcam, Cambridge, UK

2.7 Zytospin und Immunzytochemie

Zwecks Zytospinpraparation wurden jeweils 3 x 10° Zellen in einem Milliliter Medium auf 6-
well-Platten kultiviert und stimuliert. Die Isolierung der Zellen erfolgte durch Abkratzen mit
Hilfe von Zellschabern, gefolgt von zweimaligem Waschen mit PBS. AnschlieBend wurden
die Zellen in einer Neubauer-Zahlkammer gezéhlt und die Zellzahl nach folgender Formel
berechnet: Mittelwert der vier gezéhlten Késtchen x 10000 (= Kammervolumen) X VVolumen
aus dem die Zellen entnommen wurden. Pro Objekttrager wurden 15000 Zellen in 300 pl PBS
fur die Zentrifugation in der Zytozentrifuge (Shandon Zytospin® 4 Zytozentrifuge, Thermo
Fisher, Schwerte) vorbereitet. Die Erstellung der Praparate erfolgte bei 1300 Umdrehungen
pro Minute, sieben Minuten lang. Die Zytospins wurden Uber Nacht bei Raumtemperatur ge-
trocknet und am néchsten Tag immunzytochemisch gefarbt beziehungsweise in Alufolie ein-
gewickelt und bei -20°C aufbewahrt.

2.7.1 Immunzytochemie

Die immunzytochemische Farbung von histo- bzw. zytologischen Préparaten dient der Dar-
stellung antigener Strukturen auf oder in Zellen und Geweben mit daran bindenden Antikor-
per-Farbkomplexen.

Zur Fixierung wurden die trockenen Zytospins zehn Minuten in eiskaltes 100 prozentiges
Aceton gestellt und anschlieBend 20 Minuten bei Raumtemperatur getrocknet. Um die
nukledren Proteine NANOG und POUSF1 besser fur die Farbung zugénglich zu machen,
wurden die beschriebenen Praparate 15 Minuten im Dampfgarer (Braun, Kronberg/Taunus) in
Citratpuffer inkubiert und zehn Minuten auf einem Schiittler abgekihlt. Anschliefend wurden
die Zytospins zwei mal zwei Minuten mit TBST gewaschen, um danach fir 20 Minuten mit

einem BSA / FCS-Block versehen zu werden. Dies, sowie alle weiteren Inkubationen, erfolg-
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ten mit 30 ul pro Zytospin in einer geschlossenen luft- und lichtdichten Box, nach Umran-
dung der Zellansammlungen auf dem Objekttrager mit einem Liquid Blocker. Danach wurden
die Praparate kurz in TBST getaucht, um anschlielend eine Stunde mit dem Primarantikorper
(verdunnt in TBST) zu inkubieren (Tabelle 5). Es folgten wieder zwei zweiminutige Wasch-
vorgange mit TBST. Fur die weiteren Schritte wurde mit dem Dako REAL™ Detection Sys-
tem (Dako, Glostrup, Danemark) gearbeitet und nach Anleitung des Herstellers verfahren.
Dementsprechend folgte eine 20-mindtige Inkubationen mit je 30 pl Link (speziesunabhéngi-
ger biotinylierter Sekundérantikorper) und 30 pl Label (an alkalische Phosphatase konjugier-
tes Streptavidin), welche ebenso durch die oben genannte TBST-Spilung getrennt und abge-
schlossen wurden. Die endgultige Farbung mit Chromogen erfolgte nach eigenhandiger Zu-
sammensetzung des Farbstoffes mit einem Milliliter AP Substrate Buffer, 40 pl Chromogen
Red 1, 40 pl Chromogen Red 2, 40 ul Chromogen Red 3 und 5 ul Levamisole. Die Préparate
wurden 10 min mit dem Chromogen-Ansatz inkubiert. Zuletzt wurden die Zytospins kurz in
TBST getaucht, mit destilliertem Wasser gespult und sieben Minuten mit Hdmalaun gegenge-
farbt. Um den Farbumschlag im alkalischen Milieu zu erméglichen, wurden die Praparate fir
sieben Minuten in flieRendes Leitungswasser gestellt (Blauen). Nach dem Blauen wurden die
Préaparate durch eine aufsteigende Alkoholreihe gezogen und abschlieRend eingedeckt.

Die Fotos wurden mit einer Olympus DP-50 Kamera (Olympus, Hamburg) erstellt, unter
Verwendung der Viewfinder Lite version 1.0.134 Software (Pixera, San Jose, USA).

Tabelle 5: Immunzytochemie — Primarantikorper
Verwendete Verdiinnungen und Hersteller

Antikorper Verdinnung Hersteller
Anti-NANOG 1:50 Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg
Anti-POU5F1 1:50 Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg

2.8 Verwendete Materialien

2.8.1 Chemikalien, Enzyme, Puffer, Kits
Im Folgenden sind die verschiedenen Materialien aufgelistet und nach der Produktbezeich-
nung alphabetisch sortiert (Tabelle 6).

Tabelle 6: Verwendete Chemikalien, Enzyme, Puffer, Kits

Substanz Hersteller
2-Mercaptoethanol, min. 98 % Sigma-Aldrich, Steinheim
Aceton Merck, Darmstadt
Albumin Fraktion V Carl Roth, Karlsruhe
Aluminiumkaliumsulfat-Dodecahydrat Merck, Darmstadt
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Belamcanda-chinensis-Extrakt

Bionorica SE, Neumarkt

BIO-RAD PROTEIN ASSAY

Bio-Rad Laboratories, Miinchen

Buffer RLT Lysis buffer

QIAGEN, Hilden

Cell Proliferation Kit I (MTT)

Roche Diagnostics, Mannheim

Chloralhydrat

Merck, Darmstadt

Citronenséure-Monohydrat

Merck, Darmstadt

Dako REAL™ Detection System

Dako, Glostrup, Danemark

Dimethyl sulphoxid

Sigma-Aldrich, Steinheim

Dithiothreitol

Sigma-Aldrich, Steinheim

Ethanol

Merck, Darmstadt

Ethanol (99% und 96%)

CVH, Hannover

Fetal Bovine Serum

PAA, Pasching, Osterreich

Full-Range Rainbow™ Molecular Weight
Markers

GE Healthcare, Miinchen

Glycerol Sigma-Aldrich, Steinheim
Glycin Carl Roth, Karlsruhe
Hématoxylin Merck, Darmstadt

HEPES Buffer Solution (1 M)

PAA, Pasching, Osterreich

Histone H3 Antikdrper (FL-136)

Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg

L-Glutamine

PAA, Pasching, Osterreich

LNCaP

DSMZ, Braunschweig

Low RNA Input Linear Amplification Kit
Plus, one-color

Agilent Technologies, Waldbronn

Magermilchpulver

Merck, Darmstadt

Methanol

Merck, Darmstadt

Natriumchlorid

Merck, Darmstadt

Natriumiodat

Merck, Darmstadt

Nitrocellulose Transfer Membran

Whatman, Dassel

NTERA-2 DSMZ, Braunschweig
NucBuster™ Protein Extraction Kit Merck, Darmstadt
(Novagen®)

NUuPAGE® 4-12 % Bis-Tris Gel Invitrogen, Karlsruhe
NuPAGE® Antioxidant Invitrogen, Karlsruhe

NuPAGE® MES SDS Running Buffer

Invitrogen, Karlsruhe

Omniscript RT Kit

QIAGEN, Hilden

PBS DULBECCO INSTAMED 9.55 g/l

BIOCHROM, Berlin

Penicillin-Streptomycin, liquid

Invitrogen, Karlsruhe

Polyclonal Goat Anti-Rabbit
Immunoglobulins / HRP

Dako, Glostrup, Ddnemark

Polyclonal Rabbit Anti-Goat
Immunoglobulins / HRP

Dako, Glostrup, Ddnemark

Polyclonal Rabbit Anti-Mouse
Immunoglobulins / HRP

Dako, Glostrup, Ddnemark

gPCR MasterMix Plus for SYBR® Green |
w/ fluorescein

Eurogentec Deutschland, Koln

Random Primers

Invitrogen, Karlsruhe

RiboLock™ RNase Inhibitor

Fermentas, St. Leon-Rot

RNA 6000 Nanochip Kit

Agilent Technologies, Waldbronn

RNeasy® Mini-Kit (250)

QIAGEN, Hilden

RPMI1640™

PAA, Pasching, Osterreich
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Salzséure rauchend 37 %

Merck, Darmstadt

Sodium dodecy! sulfate solution, 10 %

Sigma-Aldrich, Steinheim

TCam-2

Sohei Kitazawa, Division of Molecular Pa-
thology, Kobe University, Japan

Tectorigenin

Bionorica SE, Neumarkt

Trichostation A

Sigma-Aldrich, Steinheim

tri-Natriumcitrat-Dihydrat

Merck, Darmstadt

TRIS

Carl Roth, Karlsruhe

Tris-HCI SDS loading buffer

Anamed-Elektrophorese, GroR3-Bieberau

TRIzol® Reagent

Invitrogen, Karlsruhe

Trypsin-EDTA (GIBCO®)

Invitrogen, Karlsruhe

TWEEN® 20 Detergent (CALBIOCHEM®)

EMD Biosciences, La Jolla, USA

Valproat

Sigma-Aldrich, Steinheim

Wasser doppelt destilliert

Carl Roth, Karlsruhe

Western Lightning™ Plus-ECL

Perkin Elmer, Waltham, USA

Xylol

Mallinckrodt Baker B.V., Deventer,
Niederlande

2.8.2 Einwegartikel und Gerate
Im Folgenden sind Einwegartikel und Gerate
alphabetisch sortiert (Tabelle 7).

aufgelistet und nach der Artikelbezeichnung

Tabelle 7: Verwendete Einwegartikel und Geréate

Artikel

Hersteller

595 Y Faltenfilter, 2150mm

Whatman, Dassel

96-Well Multiply®-PCR Plate

Sarstedt, NUmbrecht

Agilent Bioanalyzer 2100

Agilent Technologies, Waldbronn

Agilent DNA microarray scanner

Agilent Technologies, Waldbronn

Agilent Feature Extraction (FE) Software,
Version 9.5

Agilent Technologies, Waldbronn

BIOCLAV Schitt Labortechnik, Gottingen
C.elegans 4x44K Design Array Agilent Technologies, Waldbronn
Centrifuge 5417R Eppendorf, Hamburg

Chromatography Paper 3 mm

Whatman, Dassel

CO; Inkubator (MCO-1 7A 1)

SANYO, Miinchen

Deckgléser Thermo SCIENTIFIC

Menzel, Braunschweig

DUO Therm Hybridisation Oven OV5

Biometra, Gottingen

Eichfahige elektronische Semi-Mikrowaage
R 160 P

Sartorius, Gottingen

F96 MicroWell™ Plates

Nunc A/S, Roskilde, Danemark

FUJI MEDICAL X-RAY FILM 100 NIF
13x18

FUJIFILM Corporation, Tokyo, Japan

HERAsafe KS Mikrobiologische
Sicherheitswerkbank

Thermo Fisher Scientific, Schwerte

iCycler Thermal Cycler 96-Well Thermal
Sealing Ring

Bio-Rad Laboratories, Miinchen

IVO Zahlgerat

W. Krannich, Goéttingen
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Limma Package

Bioconductor, http://www.bioconductor.org/
(Stand: 13.04.2010)

LIQUID BLOCKER (super pap pen)

Daido Sangyo, Tokyo, Japan

Magnetrihrer

IKA, Staufen

Megafuge 1.0 R

Heraeus Sepatech, Osterode

Mikroskop ID 03

Carl Zeiss, Oberkochen

Model 680 Series Microplate Readers

Biometra, Gottingen

MultiGourmet Dampfgarer

Braun, Kronberg/Taunus

NanoDrop ND-1000

NanoDrop products, Wilmington, USA

NEUBAUER Zahlkammer

BRAND, Wertheim

Objekttrager

Waldemar Knittel, Braunschweig

Olympus DP-50 Kamera

Olympus, Hamburg

Optical Sealing Tape

Bio-Rad Laboratories, Miinchen

Parafilm

Pechiney Plastic Packaging, Menasha, USA

Pasteur Kapillar-Pipetten (150 und 230 mm)

Wilhelm Ulbrich, Bamberg

pH-Meter CG 811

SI Analytics, Mainz

Pipetten
0,1-2,5 ul
10-100 pl
100-1000 pl
200-1000 pl

Eppendorf, Hamburg

Pipettenspitzen
0,5-10 pl
10-100 pl
100-1000 pl

Sarstedt, NUmbrecht

Pipettenspitzen mit Filter
0,5-10 pl
10-100 pl
100-1000 pl

Sarstedt, NUmbrecht

Pipettierball

Deutsch & Neumann, Berlin

pipetus®-classic

Hirschmann Laborgeréte, Eberstadt

Polymax 1040

Heidolph Instruments, Schwabach

Polypropylen Rohrchen
15 ml
50 ml

Greiner Bio-One, Frickenhausen

PowerPac 200 Spannungsgerat

Bio-Rad Laboratories, Miinchen

QIlAshredder (250)

QIAGEN, Hilden

Reagiergefal’ fir Mikrolitersysteme 1,5 ml

Sarstedt, Nimbrecht

Rontgenfilm-Prozessor SRX-101A

Konica Minolta, Langenhagen

Rontgenkassette

rego X-Ray, Augsburg

Rotilabo®-centrifuge with butterfly-rotor

Carl Roth, Karlsruhe

Sartorius 1204 A MP

Sartorius, Gottingen

Schuett phoenix (Fireboy)

Schutt Labortechnik, Gottingen

Serologische Pipette
5ml
10 ml
25 ml

Sarstedt, NUmbrecht

Shandon TPX Filter Cards

Thermo Fisher Scientific, Schwerte

Shandon Zytospin® 4 Zytozentrifuge

Thermo Fisher Scientific, Schwerte

Thermomixer 5436

Eppendorf, Hamburg
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Tissue Culture Flask
75 cm?2
25 cm?2

Sarstedt, NUmbrecht

Tissue Culture Plate 6-Well

Sarstedt, Nimbrecht

Tissue-Tek® Prisma®

Sakura Finetek, Staufen

Tissue-Tek® SCA™ Eindeckfolie

Sakura Finetek, Staufen

Tissue-Tek® SCA™ Film Coverslipper

Sakura Finetek, Staufen

TPersonal 48

Biometra, Gottingen

Trans-Blot SD Semi-Dry Electrophoretic
Transfer Cell

Bio-Rad Laboratories, Miinchen

Viewfinder Lite version 1.0.134

Pixera, San Jose, USA

VXR basic IKA-Vibrax®
VX7 Schalenaufsatz

IKA, Staufen

Waégepapier MN 226

Macherey-Nagel, Diiren

XCell SureLock™ Mini-Cell CE mark

Invitrogen, Karlsruhe

Zellschaber 25 cm

Sarstedt, Nimbrecht

2.8.3 Selbst angesetzte Puffer und Losungen

Aufsteigende Alkoholreihe: Die Alkoholreihe setzte sich zusammen aus: einmal 70 % Etha-
nol (99 % Ethanol, verdiinnt mit H,0 dest.), zweimal 96 % Ethanol, dreimal 100 % Ethanol
und zuletzt dreimal Xylol.

BSA / FCS: Selbst angesetztes TBST wurde mit 10 % BSA und 5 % FCS versehen.
Citratpuffer: 21,01 g Zitronenséure (0,1 M) und 29,4 g Natriumcitrat (0,1 M) wurden in je
1000 ml H0 dest. geldst. AnschlieRend wurden 18 ml des Zitronenséureansatzes und 82 ml
des Natriumcitratansatzes miteinander vermengt.

Hamalaun (nach Mayer): Der Hamalaun-Ansatz erfolgte aus 1 g Hamatoxylin, 50 g Alumi-
niumkaliumsulfat, 0,15 g Natriumjodat, 50 g Chloralhydrat und einem Gramm Citronenséure,
alles zusammen gelost in einem Liter doppelt destilliertem H,0. Natriumjodat diente hier als
Oxidationsmittel, da der naturliche Prozess etwa sechs Wochen dauert. Nach Zugabe jedes
Reagenzes wurde der Ansatz flr eine Stunde auf dem Magnetrihrer belassen, um den Ldse-
vorgang zu optimieren und Reaktionen der einzelnen Substanzen im Voraus zu vermeiden.
PBS: 9,55 g PBS wurden in einem Liter H,0 dest. geldst und anschliefend autoklaviert, um in
der Zellkultur Anwendung zu finden.

TBST: 12,1 g Tris und 17,5 g NaCl wurden in 1800 ml H,0 bi. dest. fur 20 Minuten auf dem
Magnetrihrer geldst. AnschlieRend wurde der pH-Wert mit rauchender Salzséure auf 7,4 ein-
gestellt. Das Volumen wurde auf 2000 ml aufgeftllt, mit 0,1 % TWEEN versetzt und noch-
mals gerihrt bis der Puffer homogen war.

Transferpuffer: 800 ml H,0 bi. dest. wurden mit 3 g Tris, 14,4 g Glycin und 200 ml Metha-
nol versetzt und auf dem Magnetrihrer gelost.
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2.9 Statistische Methoden

Fur die statistische Auswertung der Ergebnisse aus MTT-Test und RTD-PCR wurden Mittel-
wert und Standardabweichung ermittelt. Bei den PCR-Ergebnissen wurde jeweils der Mittel-
wert der Kontrollgruppe gleich 100 Prozent gesetzt, d.h. die Ergebnisse wurden prozentrelati-
viert. Die auf diese Weise entstandenen Verhaltnisse, sowie die Extinktionswerte aus den
Proliferationsassays, wurden plus der Standardabweichung in Balkendiagrammen dargestellt.
Eine Varianzanalyse der Ergebnisse erfolgte anhand der Extinktionswerte aus dem MTT-Test,
sowie der relativen mRNA-Expression mit GraphPad Prism® (GraphPad Software), Version
4.0 fur Windows® (Microsoft). Fur die Prifung der Signifikanzen wurde zundchst ein
ANOVA, gefolgt von einem Tukey Test, verwendet. Statistisch signifikante Abweichungen
der Absorption beziehungsweise der relativen mRNA-Expression sind in den Abbildungen
gekennzeichnet, wobei p <0,05/0,01/0,001 durch */**/[*** symbolisiert ist. Als Refe-
renzgruppe diente jeweils die Kontrolle, fiir die Konzentrationsabhangigkeit jeweils kleinere
Konzentrationen.

In den Stimulationsversuchen unter Einsatz von NTERA-2- und TCam-2-Zellen wurden, aus-
gehend von der Hypothese, dass es unter Phytodstrogen-Stimulation zu einer Proliferationsin-
hibition und Expressionsinhibition der Stammzellfaktoren kommt, nur in diese Richtung wei-
sende statistisch signifikante Veranderungen als solche kenntlich gemacht. Auf einzelne Aus-
nahmen mit Angaben zu einer signifikanten Induktion von Genen (insbesondere Stammzell-

faktoren) wird gesondert verwiesen.
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3 Ergebnisse

3.1 TGCT-Zelllinien unter Phytodstrogen-Stimulation

Die TGCT-Zelllinien TCam-2 und NTERA-2 (Seminom- und Nicht-Seminom-Zellen) wur-
den im Rahmen der genannten Stimulationsversuche unter Verwendung von Tectorigenin und
Belamcanda-chinensis-Extrakt auf zeit- und konzentrationsabhéngige Verénderungen in ih-
rem Proliferationsverhalten sowie ihrer Stammzellsignatur untersucht. Dies erfolgte, wie in

Kapitel 2 beschrieben, auf mMRNA- und Proteinebene.

3.1.1 Proliferation

Unter Verwendung des MTT-Tests wurde die Wirkung von Phytodstrogenen auf die Prolife-
ration der TCam-2- und NTERA-2-Zellen untersucht. Dabei wurden verschiedene Konzentra-
tionen der Stimulanzien eingesetzt und die Proliferationsmessung erfolgte nach unterschiedli-
chen Inkubationszeiten. Ein unstimulierter Zellansatz diente jeweils als Kontrolle, der den

Referenzwert darstellt.

Nach Stimulation mit Tectorigenin zeigte sich bereits nach 24 Stunden in den NTERA-2-
Zellen unter Einsatz von Konzentrationen 250 pM beziehungsweise 500 pM ein
inhibitorischer Effekt auf die Proliferation der Tumorzellen. Im Gegensatz hierzu konnte bei
TCam-2-Zellen nach 24 Stunden keine Proliferationsinhibition beobachtet werden (Abb. 3A).
Nach einer Inkubationszeit von 48 Stunden konnte in sémtlichen stimulierten Ansétzen beider
Zelllinien eine statistisch signifikante Proliferationshemmung detektiert werden. Zuséatzlich
zeigte sich in fast allen Proben eine Konzentrationsabhangigkeit der Proliferationshemmung
(Abb. 3B). Die StichprobengréRe betrug n = 5.

In weiteren Untersuchungen auf das Proliferationsverhalten der Zellen in Stimulationsversu-
chen unter Verwendung des Belamcanda-chinensis-Extraktes war nach 24 Stunden kein Ef-
fekt im Vergleich zur Kontrolle in beiden TGCT-Zelllinien nachweisbar. Als einzige Aus-
nahme ist die Stimulation von NTERA-2 mit 1000 pg/ml BCE zu nennen, welche eine statis-
tisch signifikant verminderte Proliferation gegenlber der Kontrolle zeigte (Abb. 4A).

Nach Stimulation mit BCE uber 72 Stunden konnte in beiden Zelllinien im Vergleich mit den
unstimulierten Kontrollen eine Proliferationshemmung erzielt werden. Zudem zeigte sich in
den BCE-stimulierten TGCT-Zelllinien eine Konzentrationsabhangigkeit der verminderten
Proliferation (Abb. 4B). Die Stichprobengrélie betrug n = 10.
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Abb. 3: Proliferation der TGCT-Zelllinien NTERA-2 und TCam-2 nach Stimulation mit
Tectorigenin flr 24 und 48 h.

Zeit- und konzentrationsabhangige Proliferationsinhibition: (A) Die NTERA-2-Zellen zeigen
nach 24 h Tectorigenin-Stimulation eine Proliferationsinhibition. (B) Nach 48 h ist in beiden
Zelllinien die Proliferation gegentiber der Kontrolle (0 uM) sowie gegeniiber jeweils kleineren
Konzentrationen statistisch signifikant gehemmt. OD = optische Dichte.
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Abb. 4: Proliferation der TGCT-Zelllinien NTERA-2 und TCam-2 nach Stimulation mit BCE

fur 24 und 72 h.

Zeit- und konzentrationsabhéngige Proliferationsinhibition: (A) Die NTERA-2-Zellen zeigen
nach 24 h BCE-Stimulation eine Proliferationsinhibition. (B) Nach 48 h ist in beiden Zelllinien
die Proliferation gegenutiber der Kontrolle (0 pg/ml) sowie gegeniber jeweils kleineren Konzent-
rationen statistisch signifikant gehemmt. OD = optische Dichte.
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3.1.2 mRNA-Expression der Stammzellgene

Im Folgenden sind die Ergebnisse der Wirkung von Phytodstrogenen auf die Expression der
Stammzellgene NANOG, POU5F1 und SOX2 in NTERA-2- und TCam-2-Zellen dargestellt.
In diesen Versuchen wurde ausschlie3lich mit dem Belamcanda-chinensis-Extrakt gearbeitet.
Die TGCT-Zelllinien wurden tber 24 und 72 Stunden stimuliert. Die StichprobengroRe betrug

jeweils n = 3.

3.1.2.1 NANOG

Nach BCE-Stimulation fur 24 und 72 Stunden konnte in sdmtlichen Proben der TGCT-
Zelllinien NTERA-2 und TCam-2 eine gegenuber den unstimulierten Kontrollen signifikant
verminderte mMRNA-Expression von NANOG nachgewiesen werden, wobei die verminderte
transkriptionelle Expression von NANOG in den TGCT-Zelllinien eine Konzentrationsab-
héngigkeit zeigte. Insgesamt war der inhibitorische Effekt von BCE auf die Expression von
NANOG in beiden Zelllinien nach 24 Stunden groRer als nach 72 Stunden (Abb. 5).

3.1.2.2 POU5SF1

Nach BCE-Stimulation fur 24 Stunden konnte in den TGCT-Zelllinien NTERA-2 und
TCam-2 eine gegentber den unstimulierten Kontrollen signifikant verminderte mRNA-
Expression von POU5F1 in samtliche Proben nachgewiesen werden. Verglichen mit dem
Transkriptionsfaktor NANOG zeigte die verminderte transkriptionelle Expression von
POUS5F1 in den TGCT-Zelllinien etwas weniger Tendenz zur Konzentrationsabhéngigkeit.
Insgesamt war der inhibitorische Effekt von BCE auf die Expression von POU5F1 in beiden
Zelllinien nach 24 Stunden gréRer als nach 72 Stunden. Speziell in den TCam-2-Zellen konn-
te nach 72 Stunden keine statistisch signifikante Expressionsinhibition des Transkriptionsfak-
tors, verglichen mit der Kontrolle, festgestellt werden (Abb. 6).

3.1.2.3 SOX2

Nach BCE-Stimulation konnten in den TGCT-Zelllinien NTERA-2 und TCam-2 nach 24
Stunden keine signifikanten Veréanderungen der mRNA-Expression von SOX2 nachgewiesen
werden. Nach 72 Stunden Inkubationszeit war eine signifikante Induktion des Transkriptions-
faktor SOX2 ab Konzentrationen von 250 pg/ml BCE in der TCam-2-Zelllinie festzustellen.
In der Nicht-Seminom-Zelllinie NTERA-2 konnte eine derartige Verénderung statistisch nicht
bestatigt werden (Abb. 7).
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Abb. 5: mRNA-Expression von NANOG in NTERA-2- und TCam-2-Zellen nach Stimulation mit
BCE flr 24 und 72 h.

Die TGCT-Zelllinien NTERA-2 und TCam-2 zeigen nach BCE-Stimulation eine verminderte
MRNA-Expression von NANOG: (A) Nach 24 h ist der Transkriptionsfaktor in beiden Zelllinien
konzentrationsabhangig vermindert exprimiert. (B) Der inhibitorische Effekt von BCE auf die
Expression von NANOG ist in beiden Zelllinien gegeniiber der Kontrolle (0 pg/ml) nach 72 h
insgesamt etwas geringer als nach 24 h, zeigt aber auch eine konzentrationsabhangige Tendenz.
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Abb. 6: mMRNA-Expression von POU5F1 in NTERA-2- und TCam-2-Zellen nach Stimulation mit
BCE fir 24 und 72 h.

Die TGCT-Zelllinien NTERA-2 und TCam-2 zeigen nach BCE-Stimulation eine verminderte
MRNA-Expression von POU5SF1: (A) Nach 24 h ist der Transkriptionsfaktor in beiden Zelllinien
vermindert exprimiert. (B) Der inhibitorische Effekt von BCE auf die Expression von POU5F1
ist insgesamt gegeniiber der Kontrolle (0 pg/ml) nach 72 h, besonders in den TCam-2-Zellen
geringer als nach 24 h.
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Abb. 7: mMRNA-Expression von SOX2 in NTERA-2- und TCam-2-Zellen nach Stimulation mit
BCE fir 24 und 72 h.
Die TGCT-Zelllinien NTERA-2 und TCam-2 zeigen nach BCE-Stimulation kaum Veranderun-
gen der mRNA-Expression von SOX2: (A) Nach 24 h ist der Transkriptionsfaktor in beiden
Zelllinien unverandert exprimiert. (B) Ein Effekt von BCE auf die Expression von SOX2 ist
gegentber der Kontrolle (0 pg/ml) nach 72 h, besonders in den TCam-2-Zellen, als statistisch
signifikante Uberexpression feststellbar.
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3.1.3 Proteinexpression der Stammzellgene

Die transkriptionellen Verénderungen im Expressionsverhalten der Stammzellfaktoren
NANOG, POU5F1 und SOX2 nach Stimulation der TGCT-Zelllinien NTERA-2 und TCam-2
mit Belamcanda-chinensis-Extrakt wurden durch Proteinanalysen mittels Western Blot erwei-

tert. In diesen Versuchen wurden BCE-Konzentrationen von 500 und 1000 pg/ml eingesetzt.

In den NTERA-2-Zellen induzierte BCE eine zeit- und konzentrationsabhangige Inhibition
des Transkriptionsfaktors POUSF1. Eine konzentrationsabhéngige Herabregulation betrifft
auch das NANOG-Protein nach 24 Stunden BCE-Stimulation, nach 72 Stunden zeigte sich die
Expression relativ konstant. Der Stammzellfaktor SOX2 zeigte keine verénderte Expression
nach Behandlung der Nicht-Seminom-Zelllinie mit BCE (Abb. 8A).

In den TCam-2-Zellen zeigten sowohl POU5F1 als auch NANOG eine zeit- und konzentrati-
onsabhangige Expressionsinhibition. SOX2 war wie in der NTERA-2-Zelllinie nach 24 und
72 Stunden BCE-Stimulation unveréndert exprimiert (Abb. 8B).

3.1.4 Immunzytochemie

Die in den Western-Blot-Analysen nachgewiesene Proteinexpression der Stammzellgene
NANOG, POU5F1 und SOX2 wurde durch immunzytochemische Farbungen an Zytospins
der TGCT-Zelllinien ergénzt. Hierzu wurden die TGCT-Zelllinien NTERA-2 und TCam-2
mit 100 und 500 uM Tectorigenin tber 24 Stunden stimuliert. Auf eine immunzytochemische
Féarbung der Zytospins nach 48 Stunden Stimulation wurde in diesem Zusammenhang ver-
zichtet, da — wie auch im Proliferationsassay detektierbar — bei den genannten Konzentratio-
nen Tectorigenin eine deutlich herabgesetzte Viabilitat der Zellen beobachtet wurde.

Ebenso wie in den mRNA- und Western-Blot-Analysen unter Stimulation mit BCE konnte
eine konzentrationsabh&ngig verminderte Expression der Stammzellfaktoren NANOG und
POUS5F1 in den untersuchten TGCT-Zelllinien gezeigt werden (Abb. 9).

Auf einen immunzytochemischen Nachweis von SOX2 wurde aufgrund eines nicht fir diese

Methode verfugbaren Antikorpers verzichtet.
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Abb. 8: Proteinexpression der Stammzellfaktoren in den TGCT-Zelllinien NTERA-2 und
TCam-2 nach 24 und 72 h BCE-Stimulation.

(A) In den NTERA-2-Zellen wird POU5F1 konzentrations- und zeitabhangig inhibiert, NANOG
wird nach 24 h konzentrationsabhéngig reduziert exprimiert. Die SOX2-Expression ist unver-
andert. (B) In den TCam-2-Zellen werden POU5F1 und NANOG konzentrations- und zeitab-
héangig inhibiert, die SOX2-Expression ist unverandert.

B-Actin und Histon H3 dienen als Housekeeping-Gen. Die als Kontrolle gekennzeichneten Pro-
ben sind unstimulierte Ansétze, die als Referenz dienen. Fir die untersuchten Proteine ist das
Molekulargewicht [kDa] angegeben.
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Abb. 9: Immunzytochemische Darstellung von NANOG und POU5F1 in TGCT-Zelllinien nach
24 h Tectorigenin-Stimulation.

(A) Neben einer reduzierten Anzahl viabler Zellen ist der Transkriptionsfaktor NANOG in bei-
den Zelllinien konzentrationsabhangig reprimiert. (B) Auch der Transkriptionsfaktor POU5F1
zeigt mit zunehmender Konzentration von Tectorigenin eine deutlich verminderte Expression in
NTERA-2- und TCam-2-Zellen.

Die Transkriptionsfaktoren sind jeweils pink angefarbt. Die Zellkerne sind durch Hamatoxylin
blau sichtbar gemacht. Die Fotografien wurden bei 200-facher VergroRerung erstellt.
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3.1.5 Genexpressionsanalyse

Fur die Probengewinnung im Rahmen der Genexpressionsanalyse mit Hilfe der Mikroarray-
Technik wurden die NTERA-2- und TCam-2-Zellen mit 1000 pg/ml BCE fur 72 Stunden
stimuliert. Die differentiell regulierten Gene wurden im Vergleich zu DMSO-Kontrollen er-

mittelt. Die Stichprobengrof3e betrug n = 3.

Es zeigte sich eine Vielzahl von induzierten und inhibierten Genen. Als differentiell reguliert
wurden jedoch nur die Gene angesehen, welche mindestens einen 2-fachen Expressionsunter-
schied verglichen mit der Kontrolle aufwiesen. Eine erhdhte Expression von 33 bzw. 230 Ge-
nen war in den NTERA-2- bzw. TCam-2-Zellen nachweisbar. VVon einer Expressionsinhibiti-
on waren in der NTERA-2-Zelllinie 164 Gene und in der TCam-2-Zelllinie 185 betroffen
(Abb. 10).

NTERA-2 TCam-2
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o 32 o 350
& 140 - 8 300
@ 120 - @
3 100 3 250 - 205
o & 200 -
2 80 - induzierte Gene 2 induzierte Gene
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g | g 100 -
g% . z 149
20 - 0 50 - 20 5
19 . 29
0 0 7
+2-2,99 + 3-3,99 >+4 +2-2,99 + 3-3,99 >+4
x-fach unterschiedliche Expression x-fach unterschiedliche Expression

Abb. 10: Mikroarray-Expressionsanalyse in TGCT-Zelllinien nach BCE-Stimulation.

Nach Stimulation der TGCT-Zelllinien NTERA-2 und TCam-2 mit 1000 pg/ml BCE fur 72 h
wurden in NTERA-2-Zellen 33 und in den TCam-2-Zellen 230 Gene induziert. Im Gegensatz
dazu kam es zu einer Expressionsinhibition von 164 bzw. 185 Genen in der NTERA-2- bzw.
TCam-2-Zelllinie. Dargestellt sind ausschlieRlich > 2-fach differentiell regulierte Gene.

In diesem Versuch konnte aullerdem die zuvor beobachtete Wirkung von BCE auf die
Stammzellsignatur der NTERA-2- und TCam-2-Zellen bestatigt werden, da NANOG und
POUSF1 unter den inhibierten Genen zu finden waren (NANOG: -1,54 bzw. -2,81 —fach und
POUSF1: -1,92 bzw. -1,09 —fach). SOX2 scheint induziert zu sein, allerdings in sehr gerin-
gem Ausmal? (0,13 bzw. 0,34) (Abb. 11).
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Abb. 11: Mikroarray-Expressionsanalyse der Stammzellsignatur in TGCT-Zelllinien nach BCE-
Stimulation.

Nach Stimulation der TGCT-Zelllinien NTERA-2 und TCam-2 mit 1000 pg/ml BCE fiir 72 h
zeigte sich in NTERA-2- und TCam-2-Zellen eine verminderte Expression von NANOG und
POUS5F1 bei weitgehend konstanter Expression von SOX2.

Des Weiteren wurde untersucht, welche Differenzierungsgene in den TGCT-Zelllinien eine
differentielle Genexpression nach BCE-Stimulation erfahren. Nach Gruppierung der Gene mit
Hilfe des Programms DAVID, wurden wieder ausschlieBlich mindestens 2-fach uber- oder
unterexprimierte Gene als differentiell reguliert gewertet.

Fur die TCam-2-Zellen zeigte sich in der Analyse, dass 36 Gene von einer mehr als 2-fach
veranderten Expression betroffen waren, 21 davon waren reprimiert und 15 induziert (Tabelle
8). Fir NTERA-2 waren es 17 Gene, davon 2 induziert und 15 reprimiert (Tabelle 9).
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Tabelle 8: Differentielle Expression von Differenzierungsgenen in TCam-2-Zellen nach BCE-

Stimulation.

Die TGCT-Zellen wurden mit 1000 pg/ml BCE fur 72 h stimuliert. Die Tabelle enthalt alle mehr
als 2-fach differentiell exprimierten Differenzierungsgene aus dem Mikroarray. Fir jedes Gen

sind Name (Symbol), Beschreibung und die differentielle Expression (stimuliert vs. unstimuliert)
angegeben. Dabei stehen positive Werte fiir eine Induktion in den stimulierten Proben, wahrend
negative Werte eine Repression kennzeichnen.

stimuliert

Symbol Beschreibung VS.

unstimuliert
TDGF1 teratocarcinoma-derived growth factor 1 - 3,64498427
GDF3 growth differentiation factor 3 - 3,30046962
AICDA activation-induced cytidine deaminase - 3,06946142
MAL2 mal, T-cell differentiation protein 2 - 2,94317608
NANOG Nanog homeobox - 2,80801492
CALCA calcitonin-related polypeptide alpha - 2,79270140
SFRP2 secreted frizzled-related protein 2 - 2,74250874
GDF15 growth differentiation factor 15 - 2,71933667
SLC7A5 solute carrier family 7, member 5 - 2,40901474
AKT1 v-akt murine thymoma viral oncogene homolog 1 - 2,40140303
TNP1 transition protein 1 - 2,32945047
DIAPH2 diaphanous homolog 2 - 2,30056293
ANGPTL4  angiopoietin-like 4 - 2,22365909
PLP1 proteolipid protein 1 - 2,19402246
EGFL6 EGF-like-domain, multiple 6 -2,07811749
IRX3 iroquois homeobox 3 2,00809989
SOX3 SRY (sex determining region Y)-box 3 2,02243437
EGR2 early growth response 2 2,02544860
TFAP2C transcription factor AP-2 gamma 2,06704718
MYH9 myosin, heavy chain 9, non-muscle 2,08986129
MAFB v-maf musculoaponeurotic fibrosarcoma oncogene homolog B 2,16265907
DHRS2 dehydrogenase/reductase (SDR family) member 2 2,17320630
NEUROG3  neurogenin 3 2,18466194
HAND1 heart and neural crest derivatives expressed 1 2,22679298
GADD45B  growth arrest and DNA-damage-inducible, beta 2,23350339
FOXC1 forkhead box C1 2,23534918
JAG1 jagged 1 2,29704928
ID3 inhibitor of DNA binding 3, dominant negative helix-loop- 2,32132095

helix protein

AXIN2 axin 2 2,33187150
SEMA4D sema domain (semaphorin) 4D 2,44474977
NEUROG2 neurogenin 2 2,50755566
ZI1C2 Zic family member 2 2,60007737
HES1 hairy and enhancer of split 1 2,61040586
NEUROG1 neurogenin 1 2,66822134
TOB1 transducer of ERBB2, 1 2,98182169
CTNNB1 catenin (cadherin-associated protein), beta 1 3,17212460
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Tabelle 9: Differentielle Expression von Differenzierungsgenen in NTERA-2-Zellen nach BCE-
Stimulation.

Die TGCT-Zellen wurden mit 1000 pg/ml BCE fur 72 h stimuliert. Die Tabelle enthalt alle mehr
als 2-fach differentiell exprimierten Differenzierungsgene aus dem Mikroarray. Fir jedes Gen
sind Name (Symbol), Beschreibung und die differentielle Expression (stimuliert vs. unstimuliert)
angegeben. Dabei stehen positive Werte fiir eine Induktion in den stimulierten Proben, wahrend
negative Werte eine Repression kennzeichnen.

stimuliert

Symbol Beschreibung VS.

unstimuliert
PLA2GA  phospholipase A2, group 1A - 4,50524574
DAZL deleted in azoospermia-like - 4,24188732
GDF3 growth differentiation factor 3 - 4,05681564
GPNMB glycoprotein (transmembrane) nmb - 3,563842977
DAZ2 deleted in azoospermia 2 - 3,09757669
CALCA calcitonin-related polypeptide alpha - 3,08562471
GDF15 growth differentiation factor 15 -2,94113312
TDGF1 teratocarcinoma-derived growth factor 1 - 2,66779679
GLI1 GLI family zinc finger 1 - 2,64231869
DMRTB1 DMRT-like family B with proline-rich C-terminal, 1 - 2,48681816
ASCL?2 achaete-scute complex homolog 2 - 2,36505642
AICDA activation-induced cytidine deaminase - 2,29749784
LPL lipoprotein lipase - 2,17198906
THRB thyroid hormone receptor, beta - 2,07564477
EGFL6 EGF-like-domain, multiple 6 - 2,06340066
HAND1 heart and neural crest derivatives expressed 1 2,58323485
HM X2 H6 family homeobox 2 2,65700884

3.2 BCE: Vergleich von TGCT- und Prostatakrebszellen im Stimulati-

onsversuch

In diesen Experimenten wurde untersucht, ob die BCE-Stimulation in den TGCT-Zelllinien
NTERA-2 und TCam-2 eine Wirkung auf die Expression von Hormonrezeptoren und nachge-
schaltete Signalwege, die flr die Prostatakarzinomzelllinie LNCaP beschrieben ist, hat. Ferner
sollte die Stammzellsignatur in der Prostatakarzinomzelllinie LNCaP unter Stimulation mit

BCE untersucht werden.

3.2.1 mRNA-Expression

Die TGCT-Zelllinien NTERA-2 und TCam-2 wurden nach BCE-Stimulation (Stimulation wie
in Abschnitt 3.1.2) mit freundlicher Unterstiitzung von PD Dr. Thelen (Abteilung Urologie,
Universitdtsmedizin Gottingen) mittels PCR-Analysen auf Hormonrezeptoren und ihren Ex-
pressionsstatus untersucht. Die Zielstrukturen AR, IGF1R, IGFBP3 und ER-p zeigten jedoch
keine schliissige Regulation beziehungsweise konnten vereinzelt nicht detektiert werden. Aus
diesen Griinden erfolgte keine weitere Analyse dieser Gene.
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Des Weiteren wurde die Stammzellsignatur mit den Genen NANOG, POU5F1 und SOX2 in
der Prostatakarzinomzelllinie LNCaP nach BCE-Stimulation untersucht.

Ab Stimulationskonzentrationen von 250 pg/ml BCE zeigte sich nach 24 Stunden Stimulation
eine signifikante Expressionsinduktion der Stammzellfaktoren. Nach 72 Stunden sind fir alle
drei untersuchten Gene kaum signifikante Veranderungen in der mRNA-Expression festzu-

stellen (Abb. 13). Die StichprobengroRe betrug jeweils n = 3.

3.2.2 Proteinexpression der Stammzellgene

Das Expressionsverhalten der Stammzellfaktoren NANOG, POU5F1 und SOX2 nach Stimu-
lation der Prostatakrebszelllinie LNCaP mit Belamcanda-chinensis-Extrakt wurden durch
Proteinanalysen mittels Western Blot erweitert. In diesen Versuchen wurden BCE-
Konzentrationen von 500 und 1000 pg/ml eingesetzt und die Zellen wurden tber 24 und 72

Stunden stimuliert.

Im Gegensatz zur mRNA-Analyse ist im Western-Blot-Versuch fir die Stammzellfaktoren
NANOG und POUSF1 eine Expressionsabnahme zu beobachten, die zeit- und konzentrati-
onsabhangig war. SOX2 konnte auf Proteinebene mittels Western Blot in den LNCaP-Zellen
nicht detektiert werden (Abb. 12).

LNCaP
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Abb. 12: Proteinexpression der Stammzellfaktoren in der Prostatakrebszellinie LNCaP nach 24
und 72 h BCE-Stimulation.

Die Stammzellfaktoren POU5F1 und NANOG werden zeit- und konzentrationsabhéngig inhi-
biert.

a-Tubulin dient als Housekeeping-Gen. Die als Kontrolle gekennzeichneten Proben sind
unstimulierte Ansatze, die als Referenz dienen. Fur die untersuchten Proteine ist das Moleku-
largewicht [kDa] angegeben.
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Abb. 13: mMRNA-Expression der Stammzellfaktoren in LNCaP-Zellen nach Stimulation mit BCE
far 24 und 72 h.

Die Prostatakarzinom-Zelllinie LNCaP zeigt nach BCE-Stimulation einzelne Induktionen der
MRNA-Expression der Stammzellfaktoren (A) NANOG, (B) POU5F1 und (C) SOX2 gegeniiber
der Kontrolle (0 pg/ml), nach 24 h > 72 h.
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3.3 Effekte von BCE und HDAC-Inhibitoren im Vergleich

In den folgenden Versuchen wurde der Effekt von BCE auf die Hyperacetylierung von
Histonen in NTERA-2- und TCam-2-Zellen untersucht. Dabei kamen die HDAC-Inhibitoren
(HDACI) Trichostatin A (TSA) und Valproat (VPA) als Positivkontrollen zum Einsatz. Es
wurden Konzentrationen von 500 nM TSA und 50 uM VPA verwendet und eine Inkubations-
zeit von 24 Stunden gewahlt.

3.3.1 mRNA-Expression der Stammzellgene

Da der Mechanismus der Hyperacetylierung nur auf Proteinebene detektierbar ist, diente die
mRNA-Analyse lediglich der Verifizierung bereits bekannter Ergebnisse, der Depletion der
Stammzellfaktoren durch HDACI.

Wie erwartet zeigte sich, sowohl unter Valproat- als auch unter Trichostatin-A-Stimulation,
eine deutliche Expressionsinhibition von NANOG, POU5F1 und SOX2 (Abb. 14). Die Stich-

probengrolie betrug jeweils n = 3.

3.3.2 Proteinexpression der Stammzellgene

Mit den nachfolgenden Western-Blot-Analysen sollten zum einen die mRNA-Analysen auf
Proteinebene verifiziert werden und zum anderen die Wirkung der HDACI Trichostatin A und
Valproat sowie die von BCE auf die Hyperacetylierung von Histonproteinen untersucht und
miteinander verglichen werden. Dazu wurde im folgenden Versuch die acetylierte Form des

Histonproteins H4 untersucht.

Die Experimente zeigten, dass NANOG und POU5F1 nach BCE-Stimulation, als auch nach
HDAC-Inhibition durch TSA und VPA, eine deutliche Herunterregulation erfahren. SOX2
allerdings, welches unter Phytodstrogen-Behandlung keine derartige Veranderung erféhrt, war
dagegen im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle unter TSA- und Valproat-Behandlung in
deutlich geringerem Ausmal} detektierbar. Bei den Untersuchungen der Proben auf
hyperacetyliertes Histon H4 konnte dieses in den mit BCE behandelten Proben nicht nachge-
wiesen werden. In den mit HDAC-Inhibitoren stimulierten Zellen, die gleichzeitig als Positiv-
kontrolle dienten, konnten die bekannte Wirkung auf eine Hemmung der Histon-Deacetylase
jedoch reproduziert werden.

Um die Gemeinsamkeiten und Unterschiede von BCE und HDACI deutlich zu machen, sind
die Western-Blot-Resultate hier zusammen mit denen aus den BCE-Stimulationsversuchen
nach 24-stiindiger Stimulation dargestellt (Abb. 15).
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Abb. 14: mRNA-Expression der Stammzellfaktoren in TGCT-Zelllinien nach Stimulation mit
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(A) In den NTERA-2-Zellen zeigt sich eine Inhibition von POU5F1 und NANOG, sowohl nach
BCE- als auch nach HDACI-Stimulation. SOX2 wird nur in HDACI-stimulierten Zellen inhi-
biert, Histon H4 nur in diesen hyperacetyliert. (B) In den TCam-2-Zellen wird ebenfalls
NANOG und POU5F1 durch beide Substanzklassen inhibiert. SOX2 wird nur in HDACI-

stimulierten Zellen inhibiert, Histon H4 nur in diesen hyperacetyliert.

B-Actin und Histon H3 dienen jeweils als Housekeeping-Gen. Die als Kontrolle gekennzeichne-
ten Proben sind unstimulierte Ansatze, die als Referenz dienen. Fir die untersuchten Proteine
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3.4 Connectivity Map

Der Einsatz der Connectivity Map (cmap) diente dem Versuch, eine Anndherung an den
Wirkmechanismus der Phytodstrogene des Belamcanda-chinensis-Extraktes zu erzielen. Mit
der cmap ist es moglich, Gemeinsamkeiten zu den von anderen Substanzen hervorgerufenen
Gensignaturen aufzudecken. Als induzierte und reprimierte Gene dienten hierbei 250 der je-
weils am stérksten regulierten Gene.

Dabei zeigten sich fiir die NTERA-2-Zellen die drei groBten Ubereinstimmungen von diffe-
rentiell regulierten Genen mit denen der HDAC-Inhibitoren Vorinostat (Abb. 16), CP-
690334-01 und Trichostatin A (Abb. 17). Hier muss allerdings angemerkt werden, dass die
Gensignaturen der cmap aus der Mammakarzinomzelllinie MCF7, der Leukamiezelllinie
HL60 und der Prostatakarzinomzelllinie PC3 stammen. Positive Konnektivitdt wurde des
Weiteren mit dem Antibiotikum Monensin und dem Phenothiazin Perphenazin gefunden. Eine
teilweise inverse Gensignatur scheint der GABA-Antagonisten Securinin zu induzieren
(Tabelle 10).

Auf der Suche nach Ubereinstimmungen mit dem Phytodstrogen Genistein konnten auch Ge-
meinsamkeiten festgestellt werden, die jedoch anhand des Mittelwertes des Ubereinstim-
mungsscore von 0,265 auf Rang 862 gestuft waren (Abb. 18).

Tabelle 10:__Ubersicht Uber die ersten sechs Range der ,,permuted results* (Stimulanzien-
zentrierte Ubersicht) flir die NTERA-2-Zellen in der cmap.

Stimulation der Zelllinie mit 1000 pg/ml BCE fiir 72 h. Die Tabelle zeigt die Rangeinordnung
von Substanzen (nach p-Wert), die &hnliche oder inverse (negatives Vorzeichen) Gensignaturen

erzeugt haben. Der Mittelwert stellt das arithmetische Mittel des Ubereistimmungsscore fiir die
mit dem jeweiligen Stimulans erzielten Instanzen dar.

Rang Stimulans n Mittelwert p-Wert
1 Vorinostat 12 0,592 0,00000
2 CP-690334-01 8 0,545 0,00000
3 Trichostatin A 182 0,394 0,00000
4 Securinin 4 - 0,588 0,00016
5 Monensin 6 0,557 0,00032
6 Perphenazin 5 0,444 0,00050
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Rang Stimulans
|
] ) 13 Vorinostat

Dosis Zelllinie Score
10puM  MCF7 0,873
20 Vorinostat 10uM  HL&O 0,851
24 Vorinostat 10uM  MCF7 0,845
32 Vorinostat i0uM  MCF?7 0,825
46 Vorinostat 10puM  MCF7 0,805
92 Vorinostat 10uM  HL&O 0,758
103 Vorinostat 10uM  MCF7 0,748
141 Vorinostat 10uM  HL&O 0,722
220 Vorinostat 10 M PC3 0,675
914 Vorinostat i0uM  MCF?7 0
943 Vorinostat 10 pM PC3 a
958 Vorinostat i0uM  MCF?7 0

Abb. 16: Ubereinstimmungen von BCE-stimulierten NTERA-2-Zellen mit VVorinostat-

Signaturen in der cmap.

Die Konnektivitaten der BCE-induzierten Signatur mit Vorinostat-Signaturen reichen von
Uberwiegend ,,hoher positiver Korrelation bis ,,keine Ubereinstimmung* (Score). Dargestellt
sind auBBerdem der Rang (in der gesamten cmap), die Dosis und die Zelllinie.

Trichostatin A

Rang Stimulans Dosis Zelllinie Score

2 TrichostatinA iugM  MCF7 0,962

3 TrichostatinA iuM  HL6O 0,930

4 TrichostatinA 100nM  MCF7 0,919

5 TrichostatinA 100nM  MCF7 0,917
871 TrichostatinA 100nM  MCF7 0
— 872 TrichostatinA 100 nM PC3 0
— 873 TrichostatinA 100nM  MCF7 0

5705 TrichostatinA 100nM  MCF?7 -0,610

Abb. 17: Ubereinstimmungen von BCE-stimulierten NTERA-2-Zellen mit Trichostatin-A-

Signaturen in der cmap.

Die Konnektivitaten der BCE-induzierten Signatur mit Trichostatin-A-Signaturen reichen von
Uberwiegend ,,hoher positiver Korrelation®, tiber ,,keine Ubereinstimmung*, bis zu einer ,,nega-
tiven Konnektivitat* (Score). Dargestellt sind auBerdem der Rang (in der gesamten cmap), die

Dosis und die Zelllinie.
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Rang Stimulans Daosis Zelllinie Score
— — =
R 47 Genistein 10 uM MCF7 0,802
——e
—t 137 Genistein 10 uM MCF7 0,724
Pr— 168 Genistein 10 uM HL&D 0,702
213 Genistein 10 uM MCF? 0,677
328 Genistein 10 uM MCF? 0,624
533 Genistein 10 M HL&6O 0,555
681 Genistein 10 uM PC3 0,502
S— 819 Genistein 10 uM MCF?7 0,429
1039 Genistein 10 uM HL60 Q
1520 Genistein 10 uM MCF7 0
28394 Genistein 10 uM PC3 Q
_— 4316 Genistein 1uM MCF7 0
S
4402 Genistein 10 uM MCF? Q
4458 Genistein iuM MCF? 0
4511 Genistein 10 uM MCF7 0
- 5260 Genistein 10 uM MCF7 0
5560 Genistein 10 uM PC3 -0,513

Abb. 18: Ubereinstimmungen von BCE-stimulierten NTERA-2-Zellen mit Genistein-Signaturen
in der cmap.

Die Konnektivitaten der BCE-induzierten Signatur mit Genistein-Signaturen reichen von ,,ho-
her positiver Korrelation*, tiber ,,keine Ubereinstimmung®, bis zu einer ,,negativen Konnektivi-
tat« (Score). Dargestellt sind auBerdem der Rang (in der gesamten cmap), die Dosis und die Zell-
linie.

Fur die TCam-2-Zellen wurden andere Ubereinstimmungen gefunden. Hohe positive Konnek-
tivitat fanden sich unter anderem mit Lisurid (Abb. 19), einem vom Mutterkornalkaloid abge-
leiteten Dopaminantagonisten, mit Vigabatrin, das den GABA-Abbau hemmt sowie mit dem
HDAC-Inhibitor CP-690334-01 (Abb. 20). In dieser Zelllinie waren auch zahlreiche negative
Korrelationen, das heiflt Substanzen mit gegenteiligem Einfluss auf Gensignaturen unter den
ersten acht Réngen vertreten. Beispiele hierfur sind Meticrane, ein in der antihypertensiven
Therapie eingesetzter Wirkstoff, Medrysone (Abb. 21), ein Corticosteroid und Doxorubicin,
welches zur Gruppe der Interkalantien gehort und in der Krebstherapie eingesetzt wird. Auch
fur H-7, besser bekannt als Piperazin wurde eine negative Konnektivitat erzielt, ebenso wie
fur 0173570-0000 (einer in der cmap getesteten Substanz der Firma Pfizer) (Tabelle 11). An
dieser Stelle gilt ebenso, dass die Konnektivitdt mit den in der cmap vertretenen Gensignatu-
ren aus der Mammakarzinomzelllinie MCF7, der Leuk&dmiezelllinie HL60 und der Prostata-
karzinomzelllinie PC3 erzielt wurden.

Auch fur diese Zelllinie wurde gezielt nach einer Ubereinstimmung mit Genistein gesucht.
Diese wurde jedoch anhand des Mittelwertes des Ubereinstimmungsscore von 0,237 insge-

samt auf Rang 982 der ,,permued results“ gestuft, wobei in der Einzelbetrachtung dieses
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Phytodstrogen die beiden hochsten Korrelationen brachte (unter Einsatz von 10 uM Genistein

in MCF7-Zellen) (Abb. 22).

Tabelle 11:__L"Jbersicht Uber die ersten acht Ringe der ,,permuted results* (Stimulanzien-
zentrierte Ubersicht) fur die TCam-2-Zellen in der cmap.

Stimulation der Zelllinie mit 1000 pg/ml BCE fiir 72 h. Die Tabelle zeigt die Rangeinordnung

von Substanzen (nach p-Wert), die ahnliche oder inverse (negatives Vorzeichen) Gensignaturen
erzeugt haben. Der Mittelwert stellt das arithmetische Mittel des Ubereistimmungsscore fur die

mit dem jeweiligen Stimulans erzielten Instanzen dar.

Rang Stimulans n Mittelwert p-Wert
1 Meticrane 5 -0,719 0,00004
2 Lisrurid 5 0,624 0,00006
3 Medrysone 6 - 0,725 0,00006
4 Doxorubicin 3 - 0,819 0,00026
5 Vigabatrin 3 0,689 0,00036
6 H-7 4 - 0,670 0,00060
7 0173570-0000 6 - 0,585 0,00068
8 CP-690334-01 8 0,437 0,00076

Lisurid

Rang Stimulans Dosis Zelllinie Score

f———i
e 325 Lisurid 12uyM  MCF7 0,672
406 Lisurid 12 yM PC3 0,643
513 Lisurid 12 uM HL&O 0,617
547 Lisurid 12uyM  MCF7 0,609
652 Lisurid 12 yM PC3 0,580

Abb. 19: Ubereinstimmungen von BCE-stimulierten TCam-2-Zellen mit Lisurid-Signaturen in

der cmap.

Die Konnektivitaten der BCE-induzierten Signatur mit Lisurid-Signaturen umfassen ausschlief3-
lich ,,positive Korrelationen* (Score). Dargestellt sind auBerdem der Rang (in der gesamten

cmap), die Dosis und die Zelllinie.
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CP-690334-01
Rang Stimulans Dosis Zelllinie Score
36 CP-69033401 10uM  MCF7 0,842
_— 89 CP-69033401 IuM  PC3 0.792
167 CP-69033401 IyM  PC3 0,735
314 CP-69032401 10pM  PC3 0.616
955 CP-69033401 10uyM  PC3 0,503
1202 CP-690334 01 1uyM  MCF? 0418
1344 CP-69032401 10N MCF7 0
4073 CP-69032401 1M MCF? -0.412

Abb. 20: Ubereinstimmungen von BCE-stimulierten TCam-2-Zellen mit CP-690334-01-

Signaturen in der cmap.

Die Konnektivitaten der BCE-induzierten Signatur mit CP-690334-01-Signaturen reichen von
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uberwiegend ,,hoher positive Korrelation®, tber eine ,,Null-Konnektivitat®, bis zu einer ,,negati-
ven Ubereinstimmung* (Score). Dargestellt sind auBerdem der Rang (in der gesamten cmap), die

Dosis und die Zelllinie.

Medrysone

Rang Stimulans Dosis Zelllinie Score
5075 Medrysons 12uM  MCF?7 -0,597
5450 Medrysons 12 M PC3 -0,666
5574 Medrysone i2uyM  PC3 -0,687
5667 Medrysone 12uyM  HL6O -0,705
5045 Medrysone 12uyM  MCF7 -0,843
6054 Medrysone i12uM  MCF7 -0,852

Abb. 21: Ubereinstimmungen von BCE-stimulierten TCam-2-Zellen mit Medrysone-Signaturen

in der cmap.

Die Konnektivitaten der BCE-induzierten Signatur mit Medrysone-Signaturen umfassen aus-
schlief3lich ,,negative Korrelationen* (Score). Dargestellt sind aulRerdem der Rang (in der ge-

samten cmap), die Dosis und die Zelllinie.
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Genistein

[ Rang Stimulans Dosis Zelllinie Score
E 1 Genistein 10uM  MCF7 1
2 Genistein 10uM  MCF7 0,950
— 31 Genistein 10uM  MCF? 0,850
137 Genistein 10uM  MCF7 0,747
| I 188 Genistein 10uM  HL6O 0,723
230 Genistein 10puM  HL6D 0,700
293 Genistein 10uM  MCF? 0,682
e 1002 Genistein 10uM  MCF? 0,492
1953 Genistein 10 uM HL6O 0
—_— 3103 Genistein 10 uM PC3 0
3480 Genistein iuyM MCF7 0
3652 Genistein 10uM  MCF7 0
3677 Genistein iuM  MCF7 0
40185 Genistein 10puM  MCF? -0,389
4133 Genistein 10 uM PC3 -0,431
4206 Genistein 10 uM PC3 -0,448
6047 Genistein 10uM  MCF7 -0,847

Abb. 22: Ubereinstimmungen von BCE-stimulierten TCam-2-Zellen mit Genistein-Signaturen in
der cmap.

Die Konnektivitaten der BCE-induzierten Signatur mit Genistein-Signaturen reichen von ,,ho-
her positiver Korrelation* (inklusive Rang 1 und 2), tiber ,,keine Ubereinstimmung®, bis zu ,,ne-
gativer Konnektivitat“ (Score). Dargestellt sind aulRerdem der Rang (in der gesamten cmap), die
Dosis und die Zelllinie.

Des Weiteren wurde in der cmap untersucht, ob die Wirkung der Phytodstrogene des
Belamcanda-chinensis-Extraktes eine Beziehung zu der von Ostrogenen und Ostrogenantago-
nisten hat. Daher wurde gezielt nach Ubereinstimmungen mit Estradiol, Fulvestrant, Tamoxi-
fen und Raloxifen in der cmap gesucht. Diese erzielten in beiden Zelllinien im ,,permuted
results“-Ranking (Rangliste aller 1309 getesteten Substanzen) insgesamt mittlere bis geringe

positive und teilweise auch negative Konnektivitat (Score) (Tabelle 12).

Tabelle 12: Konnektivitaten von BCE zu Stimulanzien, die mit Ostrogen in Verbindung stehen.
In der cmap sind folgende Ostrogene und Antagonisten aufgefiihrt: Estradiol, die Ostrogenanta-
gonisten Fulvestrant, Tamoxifen und Raloxifen und das Phytodstrogen Genistein. Der Mittel-
wert des Ubereinstimmungsscore fiihrte unter Berticksichtigung von GréRRen wie Fallzahl zu der
jeweiligen Rangeinstufung. Diese Ergebnisse wurden in der Kategorie ,,permuted results* (Sti-
mulans-zentrierte Ubersicht) erzielt und verweisen auf geringe Konnektivitat.

NTERA-2 TCam-2
Stimulanzien Rang / Score Rang / Score
Estradiol 1249 /0,029 1238 /0,152
Fulvestrant 1255/0,112 1309 /-0,068
Tamoxifen 767 /0,108 1184 /-0,132
Raloxifen 655/0,251 860 /0,209

Genistein 862 /0,265 982 /0,237
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4 Diskussion

4.1 Proliferationsinhibition in TGCT-Zelllinien nach Stimulation mit

Tectorigenin und BCE

Wie die Untersuchungen an den TGCT-Zelllinien NTERA-2 und TCam-2 gezeigt haben, lasst
sich mit den Phytodstrogenen des Belamcanda-chinensis-Extraktes und der Reinsubstanz
Tectorigenin eine konzentrations- und zeitabhangige Hemmung der Proliferation erzielen. Die
NTERA-2-Zellen scheinen allerdings sensibler fiir die proliferationsinhibitorische Wirkung
beider Stimulanzien, da in dieser Zelllinie bereits nach 24 Stunden statistisch signifikante Re-
duktionen der Zellzahl detektiert werden konnten, nicht jedoch in den TCam-2-Zellen.

Eine konzentrations- und zeitabhangige Proliferationsinhibition konnte bereits in frihen Stu-
dien unter Einsatz von Tectorigenin an HL-60-Zellen (humane akute myelozytische Leuka-
miezellen) gezeigt werden. In diesen Untersuchungen wurde auBerdem eine Induktion von
Differenzierung in den genannten Zellen durch Tectorigenin festgestellt. Aus diesem Grund
wurde die antiproliferative Aktivitat des Phytodstrogens auf eine Induktion von Differenzie-
rung und Apoptose zurlickgefiihrt (Lee et al. 2001). Spater wurde dies allerdings widerlegt, da
die Abnahme der Zellzahl ausschliel}lich mit einer Proliferationsinhibition assoziiert war
(Veranderungen in der G1-, S- und G2M-Phase), jedoch kein Anstieg der Apoptoserate
detektierbar war. Diese Ergebnisse fiihrten zu der Schlussfolgerung, dass die inhibitorische
Wirkung auf die Viabilitat von Zellen auf einem Zellzyklusarrest beruht (Morrissey et al.
2004).

Im MTT-Test scheint Tectorigenin auf den ersten Blick zudem potenter in der Reduktion der
Zellzahl, verglichen mit dem Belamcanda-chinensis-Extrakt. Ein Vergleich der eingesetzten
Konzentrationen, ndmlich 100-500 uM Tectorigenin und 62,5-1000 pg/ml BCE, zeigt aber,
dass ein derartiger Vergleich nicht moglich und unter Betrachtung verschiedener Aspekte
zudem falsch ist. So haben beispielsweise Morrissey et al. (2004) beschrieben, dass 100 pg/ml
BCE etwa 17 pM Tectorigenin enthalten und auch Thelen et al. (2005) benennen den Anteil
von Tectorigenin am BCE auf etwa 5 %. In derselben Arbeit wurden im Rahmen eines
Proliferationsassays 100 und 400 pg/ml BCE im Vergleich zu 100 uM Tectorigenin einge-
setzt. Die Ergebnisse spiegelten die unter Abschnitt 3.1.1 erzielten Resultate wider: ndmlich,
dass in einem derartigen Vergleich Tectorigenin potenter wirkt beziehungsweise ist. In einer
weiteren Arbeit von Thelen et al. (2007) wurde dann die Hypothese aufgestellt, dass sich

maoglicherweise durch synergistische Effekte anderer Komponenten des Extraktes, welche
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sich zu der Wirkung von Tectorigenin addieren, eine starkere Potenz fur das Gesamtextrakt
ergibt, da es insgesamt einen vergleichsweise geringen Anteil an der Reinsubstanz
Tectorigenin enthalt und trotzdem beachtliche Effekte erzielt. Ebenso sollte aber beachtet
werden, dass die 5-hydroxyl-Gruppe an der Isoflavonstruktur diverser Phytodstrogene mai-
geblich fur den zytotoxischen Effekt verantwortlich ist (Lee et al. 2001). Ebenso wie einige
andere Isoflavonoide des Belamcanda-chinensis-Extraktes, enthalt Tectorigenin diese Struktur
(Yamaki et al. 1990; Ito et al. 2001). Jedoch finden sich auch Bestandteile im BCE, die diese
Struktur nicht ausbilden, sowie Substanzen mit Glykosid-Rest (Zhang Y-Y et al. 2011), wel-

cher schlecht permeabel fur die Zellmembran ist (Lee et al. 2001).

4.2 Differentielle Expression von Stammzellfaktoren in TGCT-Zelllinien

unter BCE-Stimulation

Es hat sich gezeigt, dass verschiedene embryonale Stammzellfaktoren, die fiir die Selbster-
neuerung einer Zelle groRe Bedeutung haben, auch mit schlecht differenzierten Tumoren as-
soziiert sind. Nach der ldentifikation der Schlisselgene NANOG, POU5F1 und SOX2, wel-
che normalerweise in embryonalen Stammzellen angereichert sind, wurden sie zur Differenti-
aldiagnose fiir Malignitéat und zielgerichtete Therapie vorgeschlagen (Ben-Porath et al. 2008).
Als potentielle pharmakotherapeutische  Zielstrukturen wurde untersucht, ob die
Phytodstrogene des Belamcanda-chinensis-Extraktes eine Veranderung in der genannten
Stammzellsignatur hervorrufen. Dabei konnte gezeigt werden, dass bereits nach 24 Stunden in
beiden Zelllinien eine signifikante Reduktion der mMRNA-Expression der Stammzellfaktoren
NANOG und POUSF1 gegeniiber den unstimulierten Kontrollen besteht. Wéhrend die Ab-
nahme der mRNA lediglich eine konzentrationsabhéngige Tendenz zeigte, flir NANOG etwas
deutlicher als fiir POU5F1, konnte in der Western-Blot-Analyse zusatzlich zu einer Konzent-
rationsabhangigkeit ein zeitabhangiger Effekt festgestellt werden, da nach 72 Stunden deut-
lich geringere Proteinmengen von NANOG und POUS5F1 detektiert werden konnten. Die
konzentrationsabhé&ngige Herabregulation dieser beiden Transkriptionsfaktoren konnte des
Weiteren mit Hilfe immunzytochemischer Farbungen bestatigt werden (diese Methode wurde
nur fur einen Zeitraum, ndmlich 24 Stunden angewandt), und auch im Mikroarray zeigte sich

eine gleichsinnige differentielle Regulation der drei Transkriptionsfaktoren.

In Versuchen von You et al. (2009) wurde eine Inhibition von NANOG durch HDAC-
Inhibitoren zusammen mit einem Zellzyklusarrest und einer Differenzierung von Zellen be-

schrieben, ohne dass eine erhdhte Apoptosezahl detektierbare gewesen wére. Zudem wurde
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gezeigt, dass die NANOG-Inhibition keine Folge des G2M-Arrestes war, da umgekehrt nach
gezieltem G2M-Arrest von NCCIT-Zellen mittels Nocodazole die NANOG-Expression un-
verandert blieb (You et al. 2009), was allerdings spater zumindest fir hESC-Zellen (humane
embryonale Stammzellen) widerlegt wurde (Kallas et al. 2011). Eine direkte Vergleichbarkeit
der beiden Zelllinien ist trotz der Gemeinsamkeit der Stammzellsignatur allerdings fraglich,
da ein deutlich hoheres Level an NANOG in der (malignen) humanen Embryonalen-
Karzinom-Zelllinie NCCIT, verglichen mit der humanen Embryonalen-Stammzelllinie H9,
vorliegt und eine NANOG-Suppression nach Apicidin-Stimulation beispielsweise nur in der
humanen Embryonalen-Karzinom-Zelllinie, nicht jedoch in den Stammzellen, auslésbar war
(You et al. 2009).

Die Gemeinsamkeiten, dass das reduzierte Proliferationsverhalten von Zellen nach
Phytodstrogenstimulation auf einen Zellzyklusarrest zuriickgefuhrt wird und in dieser Arbeit,
ebenso wie nach HDACi-Behandlung (You et al. 2009) eine NANOG-Suppression beobachtet
wurde, lassen vermuten, dass maoglicherweise ein Zusammenhang zwischen der
Herabregulation von NANOG und dem Proliferationsstopp, welcher gegebenenfalls durch
einen Zellzyklusarrest bedingt ist, besteht. Der genaue Zusammenhang von Zellzyklusarrest

und NANOG-Inhibition ist jedoch bislang ungeklart und muss weiter untersucht werden.

Der Transkriptionsfaktor SOX2 zeigte in den Stimulationsversuchen weder nach 24 noch
nach 72 Stunden Inkubationszeit eine signifikante Inhibition im Expressionsverhalten, sowohl
auf mRNA- als auch auf Proteinebene. Aber die Tatsache, dass SOX2 in der
Seminomzelllinie TCam-2 detektierbar war, steht im Widerspruch zu anderen Forschungser-
gebnissen (de Jong et al. 2008). Allerdings wurde spater darauf hingewiesen, dass in der als
Seminom charakterisierten Zelllinie auch nicht-seminomattse Eigenschaften gefunden wer-
den koénnen (Looijenga 2009).

Des Weiteren wurde in der bereits genannten Publikation von You et al. (2009) eine Abhén-
gigkeit der Transkriptionsfaktoren POU5F1 und SOX2 von NANOG in NANOG-siRNA- und
Apicidin-Stimulations-Versuchen beschrieben. Dieses Ergebnis spiegelte sich aber nicht in
allen Versuchen der genannten Forschergruppe, wie etwa unter Apicidin-Stimulation in nied-
riger Dosis wieder. Wahrend unter Anwendung hoher Konzentrationen dieses HDAC-
Inhibitors eine verminderte Expression aller drei Stammzellfaktoren beobachtet wurde, traf
dies bei Verwendung einer geringeren Konzentration nur auf NANOG zu. Daher stellten sie
die Vermutung auf, dass zusétzlich zu den bekannten Regelkreisen noch weitere bislang un-
bekannte Mechanismen unabhangig von NANOG in eine Herabregulation von POU5F1 und



58
Diskussion

SOX2 involviert sein mussen (You et al. 2009). Ferner soll darauf hingewiesen werden, dass
in friheren Studien ein NANOG-Knockdown an NCCIT-Zellen keinen Effekt an der Expres-
sionsinhibition von POU5F1 und SOX2 zeigte. Als Folge der Ausschaltung von POU5F1 war
jedoch eine Abnahme von NANOG und SOX2 zu sehen, und umgekehrt zeigte sich nach
SOX2-Knockdown eine reduzierte Expression von NANOG und POUS5SF1 (Greber et al.
2007), was spéter als unvollstandiger Knockdown gedeutet wurde (You et al. 2009). Auch
Ergebnisse nach Esrrb(estrogen-related receptor beta)-Knockout, die eine selektive NANOG-
Inhibition ohne Verminderung der POUS5F1-Expression zum Vorschein brachten, eine
NANOG-Inhibition jedoch auch POU5F1-Abhéngigkeit zuschreiben (van den Berg et al.
2008), lassen vermuten, dass die Regulationsmechanismen der Transkriptionsfaktoren sehr
komplex sind und die Regelkreise sowie zusatzliche Einflussfaktoren noch lange nicht end-

gultig geklart sind.

Dass Phytodstrogene Einfluss auf Stammzellfaktoren nehmen, wurde bereits unter Genistein-
Stimulation beobachtet. Dieses unter anderem in Soja enthaltene Isoflavonoid vermindert die
MRNA-Expression von NANOG, nicht jedoch die von POU5F1 und SOX2. Auf Proteinebene
wurde fur Genistein allerdings eine Depletion von NANOG und POU5F1 beobachtet, was zu
der Vermutung gefuhrt hat, dass die Transkriptionsinhibition von NANOG auf die durch
Genistein induzierte Reduktion des POUSF1-Proteins zurlickzufiihren ist (Regenbrecht et al.
2008).

Ferner muss angemerkt werden, dass NANOG und POU5F1 auf mRNA-Ebene eine relativ
geringe Repression erfahren, verglichen mit der Proteinexpression. Auch im Mikroarray hat
sich gezeigt, dass diese Stammzellfaktoren (mit einer Ausnahme) die Grenze flr relevant dif-
ferentiell regulierte Gene (2-fach) eigentlich nicht erreichen. Sowohl im Western Blot als
auch in der immunzytochemischen Farbung waren die Proteine zum Teil aber kaum noch
detektierbar. Man kdnnte zum Einen argumentieren, dass die beiden letzteren Methoden keine
quantitativen Ergebnisse geliefert haben. Moglich ware allerdings auch, dass Regulationsme-

chanismen wie posttranskriptionelles Gen-Silencing vorliegen.
4.3 Regulation verschiedener Differenzierungsgene in TGCT-Zelllinien
nach Stimulation mit BCE

Wie in der Mikroarray-Analyse gezeigt werden konnte, werden unter Stimulation der

NTERA-2- und TCam-2-Zellen mit dem Belamcanda-chinensis-Extrakt eine Reihe von



59
Diskussion

Differenzierungsgene in ihrer Expression reguliert. Im Folgenden soll auf eine Auswahl von
Genen, die im Zusammenhang mit Malignomen beziehungsweise der Differenzierung von

Zellen in der Literatur Einzug gefunden haben, n&her eingegangen werden.

Reprimierte Differenzierungsgene in stimulierten NTERA-2-Zellen

In den mit BCE stimulierten NTERA-2-Zellen hat sich unter anderem eine reduzierte Expres-
sion der Gene DAZL (deleted in azoospermia-like) und GDF3 (growth differentiation factor
3) gezeigt. Die Expression dieser Gene wurde in TGCT erforscht, wobei sich herausgestellt
hat, dass GDF3, welches auch in primordialen Keimzellen exprimiert ist, in TGCT ebenso
wie die Transkriptionsfaktoren NANOG und POU5F1 — verglichen mit gesundem Hodenge-
webe — in erhthtem Ausmal detektierbar ist (Ezeh et al. 2005). DAZL, welches nur in
IGCNU, nicht jedoch beispielsweise in Brustkrebszellen exprimiert ist, wird als Marker fir
den Keimzellursprung dieser Zellen angesehen (Ezeh et al. 2005). Demnach scheinen diese
beiden Gene mit der Malignitat von Keimzelltumoren des Hodens assoziiert zu sein.

Fur CALCA (calcitonin gene-related peptide) hat sich herausgestellt, dass es nicht nur das
Wachstum und die Motilitdt von Prostatakrebszellen stimuliert, sondern auch entscheidende
Funktionen im Zusammenhang mit der Angiogenese hat (Dong et al. 2007). EGFL6 (EGF-
like-domain, multiple 6), welches ein Mitglied der epidermal growth factor Protein-
Superfamilie ist, begunstigt ebenso — vermutlich durch einen parakrinen Mechanismus —
Angiogenese und fordert die Migration von Endothelzellen (Chim et al. 2011).

In GLIL(GLI family zinc finger 1)-Knockout-Versuchen konnte gezeigt werden, dass eine
Blockierung dieses Transkriptionsfaktors die Proliferation, Invasion und Migration von
Krebszellen beeintrachtigt (Das et al. 2009). Ahnliches gilt fir ASCL2 (achaete-scute
complex homolog 2). Lebermetastasen von kolorektalen Karzinomen weisen eine ASCL2-
verwandte Stammzellsignatur auf, die wahrscheinlich das metastatische Verhalten der Tu-
morzellen beeinflussen (Stange et al. 2010).

Eine reduzierte Expression der genannten Gene, wie sie in den NTERA-2-Zellen nach Stimu-
lation mit dem Belamcanda-chinensis-Extrakt gezeigt werden konnte, lasst demnach auf eine

tumorinhibitorische Wirkung dieser Substanz schlief3en.

Induzierte Differenzierungsgene in stimulierten NTERA-2-Zellen

Eine bedeutende Induktion von Differenzierungsgenen konnte in der NTERA-2-Zelllinie nach
BCE-Stimulation nur fir HAND1 (heart and neural crest derivatives expressed 1) und
HMX2 (H6 family homeobox 2) festgestellt werden. Dabei handelt es sich um Gene, denen



60
Diskussion

beiden im Rahmen von Differenzierungsvorgéngen in Zellen und Geweben Bedeutung zu-
kommt. HANDZ1 spielt unter anderem im Rahmen der Embryogenese fur die Morphogenese
entscheidende Rollen (Riley et a. 1998). AulRerdem konnte gezeigt werden, dass es in
GADD45G(growth arrest and DNA-damage-inducible, gamma)-iberexprimierenden NCCIT-
Zellen — ebenso wie in POUS5SF1-Knochout-Zellen — induziert wird und so an dem von
GADD45G hervorgerufenen Zellzyklusarrest und der Differenzierung mitbeteiligt ist (Jung M
et al. 2010). Neben seiner Bedeutung fiir die Morphogenese (Wang et al. 2001) ist HMX2
genauso wie HANDL1 in Karzinomen reprimiert und eine Induktion scheint mit einer Prolife-

rationsinhibition dieser einher zu gehen (Jin et al. 2009).

Reprimierte Differenzierungsgene in stimulierten TCam-2-Zellen
Auch in der TCam-2-Zelllinie waren GDF3, CALCA und EGFL6 unter den reprimierten Ge-

nen zu finden. Fir ihre Bedeutung im Hinblick auf die Karzinogenese kann daher auf den

oberen Abschnitt verwiesen werden.

Desweiteren fand sich bei den stimulierten TCam-2-Zellen eine verminderte Expression von
AKT1 (v-akt murine thymoma viral oncogene homolog 1), welches fir seine zentrale Rolle im
Zusammenhang mit Proliferations- und Uberlebens-Pathways in Karzinomen bekannt ist
(Carpten et al. 2007).

Das Gleiche gilt fur angiopoietin-like 4 (ANGPTL4). Uber seine Expression in Malignomen
wurde berichtet, dass es die Tumorprogression durch Metastasierung und Vaskulogenese for-
dert (Nakayama et al. 2011).

So gilt zusammenfassend, ebenso wie fir die NTERA-2-Zellen, dass auch in dieser
Seminomzelllinie eine reduzierte Expression der genannten Gene nach BCE-Stimulation als

tumorinhibitorische Wirkung des Extraktes vermutet werden kann.

Induzierte Differenzierungsgene in stimulierten TCam-2-Zellen

In den TCam-2-Zellen konnten, im Gegensatz zu den NTERA-2-Zellen, einige weitere indu-
zierte Differenzierungsgene detektiert werden. MAFB (v-maf musculoaponeurotic
fibrosarcoma oncogene homolog B) beispielsweise induziert Differenzierung (Kelly et al.
2000), gleichzeitig ist es aber auch (durch seine Translokation) als Onkogen in Multiplen
Myelomen bekannt (Barillé-Nion et al. 2003). Das Maf-Protein kann insgesamt antagonisti-
sche Funktionen in der Onkogenese spielen (abhéngig vom zelluldren Kontext) und nimmt

eine duale Rolle als Onkogen und tumorsuppressor-dhnliches Protein ein (Pouponnot et al.
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2006). NEUROGS3 (neurogenin 3) erflllt insbesondere wichtige Funktionen bei der Speziali-
sierung von Organen (Zhang YQ et al. 2001; Gasa et al. 2008).

Fur die GADD45B-Expression wurde eine Assoziation zum Differenzierungsgrad von Tu-
moren festgestellt. So war in schlecht differenzierten Tumoren GADD45B (growth arrest and
DNA-damage-inducible, beta) in einem deutlich geringeren Ausmal exprimiert als in gut dif-
ferenzierten. Deshalb wurde es auch als immunhistochemischer Marker fiir den Differenzie-
rungsgrad von Tumoren vorgeschlagen (Zenmyo et al. 2010).

Einige der genannten Gene wurden ferner im Rahmen eines transkriptionellen Regelkreislau-
fes in humanen embryonalen Stammzellen mit NANOG, POU5F1 und SOX2 in Zusammen-
hang gebracht, in welchem diese drei Transkriptionsfaktoren als Regulatoren gelten, die in
aktivem Zustand beispielsweise HAND1 reprimieren (Boyer et al. 2005). Demnach kdnnte
die Induktion dieser Gene in den BCE-stimulierten TGCT-Zelllinien méglicherweise auf die

Repression der drei Transkriptionsfaktoren zuriickzuftihren sein.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass in den TGCT-Zelllinie nach BCE-Stimulation
unter den reprimierten Genen eine Reihe von Onkogenen und unter den starker exprimierten
Genen zahlreiche Induktoren der Differenzierung fur Zellen und Gewebe zu finden waren.
Dies sind Mechanismen, die im Zusammenhang mit Chemotherapeutika und speziell einer
zielgerichteten Therapie in der Onkologie gewinscht sind und erforscht werden und bei-

spielsweise flir HDAC-Inhibitoren gezeigt werden konnte (You et al. 2009).

4.4 Kein Hinweis auf Hyperacetylierung von Histonen durch das BCE

Da unter Stimulation mit dem Phytodstrogen Genistein eine Expressionsinhibition der Trans-
kriptionsfaktoren NANOG und POUSF1, nicht jedoch fir SOX2, beobachtet wurde (Regenb-
recht et al. 2008) und Genistein eine Wirkung auf die Hyperacetylierung von Histonen zuge-
schrieben wird (Kikuno et al. 2008; Majid et al. 2010), wurde im Folgenden untersucht, ob
auch die Phytoostrogene des Belamcanda-chinensis-Extraktes eine derartige Wirkung aufwei-
sen. Inwiefern diese beiden in unterschiedlichen Genistein-Stimulationsversuchen beobachte-
ten Wirkungen im Zusammenhang stehen, ist allerdings ungeklart, und ein Zusammenhang
kann an dieser Stelle nur vermutet werden.

Die Untersuchung auf Hyperacetylierung war auch in Anlehnung an die Publikation tber die
Depletion der embryonalen Stammzellsignatur durch Histon-Deacetylase-Inhibitoren (You et
al. 2009) und die nun beobachteten Gemeinsamkeiten der beiden Stimulanzien, Transkripti-
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onsfaktor- und Proliferationsinhibition mdglicherweise im Zusammenhang mit Zellzyklusar-
rest, von Interesse.

HDAC-Inhibitoren werden besonders in die Richtung gehend erforscht, abnorme epigeneti-
sche Veranderungen umzukehren. Hierbei spielt besonders ihre Wirkung auf die
Hyperacetylierung von Histonen, bedingt durch Inhibiton der Histon-Deacetylase, mit der
Folge einer erhohten Transkription verschiedener Gene eine Rolle. In der Krebsforschung hat
hier vor allem die Induktion von Tumorsuppressorgenen grof’e Bedeutung (Bolden et al.
2006).

Als Positivkontrolle fiir hyperacetylierte Histone (Histon H4) wurde im Rahmen dieser Arbeit
mit den bekannten HDAC-Inhibitoren Valproat und Trichostatin A (TSA) gearbeitet.

Wie sich in der Western-Blot-Analyse gezeigt hat, ist die Hyperacetylierung von Histon H4,
ebenso wie die Depletion von NANOG, POU5F1 und SOX2, durch Valproat und TSA repro-
duzierbar. Im direkten Vergleich wurde folglich der Unterschied zwischen den Effekten des
Belamcanda-chinensis-Extraktes und den HDAC-Inhibitoren sichtbar. Wahrend die HDAC-
Inhibitoren alle drei Stammzellfaktoren inhibieren und hyperacetyliertes Histon H4 unter ih-
rem Einfluss detektierbar ist, fihrt das Phytodstrogenextrakt zu keiner Hyperacetylierung und
hemmt lediglich die Expression von NANOG und POU5F1.

Dass unter BCE-Stimulation keine Hyperacetylierung beobachtet werden konnte, Iasst auch
vermuten, dass im Wirkmechanismus des Belamcanda-chinensis-Extraktes Differenzen zu
dem von Genistein bestehen. In den genannten Genistein-Ergebnissen wurde allerdings mit
Prostatakrebszellen (LNCaP und PC-3) gearbeitet, bei denen eine Hyperacetylierung von
Histon H3 und H4 nach entsprechender Behandlung beobachtet wurde (Majid et al. 2010).
Diese unterschiedlichen Aktivitaten der verschiedene Phytodstrogene lassen darauf schlief3en,
dass man nicht von einem allgemeinen Wirkmechanismus von Phytodstrogenen sprechen
kann. Trotzdem sind die Gemeinsamkeiten — die selektive Inhibition von NANOG und
POUSF1, nicht hingegen die von SOX2, wie es fir Genistein beschrieben wurde
(Regenbrecht et al. 2008), und nun auch fiir Tectorigenin und das BCE gezeigt werden konnte

— durchaus beachtenswert.

4.5 Hormonrezeptoren in TGCT-Zellen und Inhibition der Stammzellsig-
natur in LNCaP-Zellen nach BCE-Stimulation

Bei den bekannten Wirkmechanismen des Belamcanda-chinensis-Extraktes auf Prostatakrebs-
zellen handelt es sich unter anderem um Anderungen im Expressionsmuster von AR (Thelen
et al. 2007), ER-B und der IGF-Achse (IGF1R, IGFBP3) (Thelen et al. 2005). Aus diesem
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Grund sollte eine Auswirkung der Phytodstrogene des Belamcanda-chinensis-Extraktes auf
die genannten Hormonrezeptoren und -Pathways in den TGCT-Zelllinien untersucht werden.
Fir IGCNU-Zellen wurde berichtet, dass diese den Androgenrezeptor (AR) exprimieren
(Rajpert-De Meyts und Skakkebaek 1992), im Gegensatz dazu wird angenommen, dass der
AR in normalen adulten Keimzellen nicht vorhanden ist (Zhou et al. 2002). In einer aktuellen
Studie konnte des Weiteren gezeigt werden, dass der AR besonders in Seminomen auf Grund
von durchschnittlich kirzeren CAG-Wiederholungen, im Vergleich zu Kontrollallelen, eine
entscheidende Rolle zu spielen scheint. Im Gegensatz dazu wurden in Nicht-Seminomen
DNA-Methylierungen im AR-codierenden Genabschnitt gefunden, die mit AR-Inhibition in
TGCT assoziiert sind und in Seminomen nicht vorlagen (Davis-Dao et al. 2011).

Fur den insulindhnlichen Wachstumsfaktorrezeptor 1 (IGF1R) ist berichtet worden, dass die-
ser in Seminomen und im normalen Hodengewebe etwa gleich exprimiert ist. Das IGF-
Bindungsprotein 3 (IGFBP3) allerdings scheint in Seminomgeweben inhibiert zu sein. Da
IGF1R im gesunden Hoden an der Spermatogenese beteiligt ist, diese jedoch in maligne ent-
arteten Geweben nicht stattfindet, ist es moglich, dass eine unveradnderte Expression dieses
Rezeptors in Seminomen am Tumorwachstum beteiligt ist. Die Inhibition von IGFBP3, einem
Protein, das fir die Bindung von IGF1 zustandig ist und somit zu einer geringeren
Rezeptorbindung von diesem fihrt, kommt wunter normalen Bedingungen eine
tumorinhibitorische Wirkung zu. Durch seine verminderte Expression in fortgeschrittenen
Seminomen kommt es maoglicherweise zu einem Verlust der Tumorsuppression (Neuvians et
al. 2005).

Auch die Ostrogenrezeptorexpression in TGCT ist in zahlreichen Arbeiten untersucht worden.
Hier hat sich gezeigt, dass der Ostrogenrezeptor-a (ER-a) weder in gesundem Hodengewebe,
noch in Malignomen des Hodens detektierbar ist. Der Ostrogenrezeptor-f (ER-B), welchem
als Gegenspieler von ER-a eine tumorprotektive Wirkung zugesprochen wird, ist in gesundem
Gewebe exprimiert, in Seminomen, EC und gemischten Tumoren inhibiert. Dottersacktumo-
ren und reife Teratome zeigten allerdings eine starke Expression (Pais et al. 2003).

Aus Versuchen an Prostatakarzinomzelllinien sind noch einige weitere Wirkungen von
Tectorigenin und dem Belamcanda-chinensis-Extrakt bekannt, wie zum Beispiel auf den ER-
a, die PSA-Expression und -Sekretion. Diese wurden unter Berticksichtigung der Tatsache,
dass diese in Hodenkrebszellen nicht vorhanden sind, nicht untersucht (Duffy 2001; Pais et al.
2003).

Die Untersuchungen der Hormonrezeptoren auf mRNA-Ebene in BCE-stimulierten TGCT-
Zelllinien, die mit freundlicher Unterstlitzung von PD Dr. Thelen (Abteilung Urologie, Uni-
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versitatsmedizin Géttingen) durchgefiihrt wurden, brachten keine schliissigen Ergebnisse. Die
Ursache dessen ist unklar und liegt moglicherweise in einer geringeren Relevanz dieser Gene
in TGCT sowie flr deren Viabilitdt und Malignitat. Ein anderer Erklarungsansatz, der nicht
unbedingt unabhéngig davon ist, konnte mMRNA-Instabilitit sein. Die geringen Rangeinstu-
fungen von Estradiol und verschiedenen Ostrogenantagonisten in der Connectivity Map (s.
Tabelle 12) wirden insgesamt die Vermutung der geringeren Relevanz dieser Hormonrezep-
toren und -Pathways in TGCT untermauern, auch wenn nattrlich nicht auBer Acht gelassen
werden darf, dass die Gensignaturen der cmap mit anderen Zelllinien erstellt worden sind. Die
Tatsache, dass Antidstrogene in der Therapie von Mamma- und Prostatakarzinom, nicht je-
doch bei Hodentumoren etabliert sind (Classen et al. 2009), wirde wiederum im Einklang mit
dieser Hypothese stehen.

Umgekehrt wurde auch beschrieben, dass die genannten Strukturen nicht essentiell fur eine
proliferationsinhibitorische Wirkung der Isoflavonoide des Belamcanda-chinensis-Extraktes
sind, da eine Reduktion der Zellzahl unter Stimulation mit BCE/Tectorigenin fur verschiedene
Zelllinien beschrieben ist. So wurde neben den Prostatakrebszellen (Thelen et al. 2005) unter
anderem in Leukamie- (Lee et al. 2001) und hepatischen Sternzellen (Wu et al. 2010) eine
Proliferationsinhibition beobachtet. Auch in Lungenkrebs-, Endothelzell- und Sarkom-
Versuchen wurde eine reduzierte Viabiliat beobachtet, welche auf die mit der Endothelzell-
Inhibition verbundene reduzierte Vaskulogenese zuriickgefiihrt wurde (Jung SH et al. 2003).
Aulerdem erzielte das Phytodstrogen Genistein in ER-positiven und in ER-negativen Brust-
krebszellinien antiproliferative Effekte, welche daher nicht durch eine direkte Wirkung an

Ostrogenrezeptoren ausgelost waren (Murkies et al. 1998).

Wie gezeigt wurde, kommt auch der Stammzellsignatur in Prostatakrebszellen ein malignes
Potential zu, welches fur die Entwicklung zielgerichteter Therapie eine Rolle spielen konnte.
Dabei waren ebenso der Transkriptionsfaktor NANOG (Jeter et al. 2009) in besonderem Ma-
Re, sowie POU5SF1 und SOX2 (Bae et al. 2010), von Bedeutung. Uber die Expression von
SOX2 herrscht allerdings Unklarheit, da es nach Bae et al. (2010) in den Prostatakrebszellli-
nien DU145 und PC3 sowie in Prostatakrebsgewebeproben nachgewiesen werden konnte,
nach Jeter et al. (2009) jedoch nicht in den Prostatakrebszelllinien DU145, PC3, PPC-1 und
LNCaP zu finden war. Da es auch in TGCT verschiedene Meinungen uber die Expression von
SOX2 gibt (s.0.), scheint die Expression dieses Transkriptionsfaktors sehr variabel und kom-

plex zu sein.
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Von Interesse war, in BCE-stimulierten LNCaP-Zellen herauszufinden, ob die Wirkung der
eingesetzten Phytodstrogene in dieser Prostatakrebszelllinie, welche in der Erforschung von
Hormonrezeptoren und -Signalwegen bereits groRen Anklang finden, auch eine Anderung in
der Expression der Transkriptionsfaktoren NANOG, POUSF1 und SOX2 hervorrufen, wie es
im Rahmen dieser Arbeit in den TGCT-Zellen beobachtet werden konnte.

Die Ergebnisse der relativen mRNA-Expression zeigten einen inhomogenen Effekt, der durch
die Uberexpression aller drei Transkriptionsfaktoren unter Stimulation mit héheren Konzent-
rationen BCE gekennzeichnet war.

Im Western-Blot-Versuch zeigte sich, im Gegensatz zur mRNA-Analyse fur NANOG und
POUSF1, eine zeit- und konzentrationsabhéangige Inhibition, wie sie auch in den TCam-2- und
NTERA-2-Zellen beobachtet wurde; SOX2 war nicht detektierbar. Das wiirde mit der Publi-
kation von Jeter et al. (2009) im Einklang stehen (s.0.). Aufgrund aktuellerer und eingehender
Publikationen (Jia et al. 2011) muss allerdings an dieser Stelle vermutet werden, dass die Ab-
wesenheit von SOX2 auf unzureichendem Nachweis in den hier genannten Versuchen beruht.
Die Diskrepanz, die in der Expression der Transkriptionsfaktoren auf mRNA- und Protein-
Ebene beobachtet wurde, ist moglicherweise durch mRNA- oder Proteininstabilitat zu erkla-
ren. Ein derartiges Ph&nomen wurde im Hinblick auf den ER-a in den Prostatakrebszellen
RWPE-1 beobachtet (Morrissey et al. 2004).

Insgesamt kann angenommen werden, dass es auch in der Prostatakrebszelllinie LNCaP unter
BCE-Stimulation zu einer Inhibition der Transkriptionsfaktoren NANOG und POUS5F1

kommt.

4.6 Annaherung an den Wirkmechanismus des Belamcanda-chinensis-

Extraktes mit Hilfe der cmap

Mit Hilfe der online Datenbank Connectivity Map (cmap) ist es moglich, Gemeinsamkeiten
von Gensignaturen — induziert durch verschiedene andere Substanzen, die in Zellstimulations-

und Mikroarray-Versuchen erstellt wurden — festzustellen (Lamb 2006).

Wie sich in der Suchanfrage an die cmap gezeigt hat, ahnelt die durch das Belamcanda-
chinensis-Extrakt in NTERA-2-Zellen erzeugte Gensignatur stark der von verschiedenen
HDAC-Inhibitoren induzierten. Besonders hohe positive Korrelationen wurden mit
Vorinostat, CP-690334-01 und Trichostatin A erzielt. Da aber in der Western-Blot-Analyse
keine Hyperacetylierung von Histonen (konkret des Histon H4) detektiert werden konnte, ist

zu vermuten, dass die Gemeinsamkeiten auf histon-unabhangigen Modulationsmechanismen
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beruhen, die fiir HDAC-Inhibitoren ebenfalls bekannt sind. So wurde unter anderem eine di-
rekte Hyperacetylierung verschiedener Transkriptionsfaktoren beschrieben (Bolden et al.
2006).

Dass Genistein lediglich eine mittlere/geringe positive Konnektivitdt von 0,265 erzielte, lasst
vermuten, dass die festgestellten Gemeinsamkeiten — Uberexpression von NANOG und
POUSF1, nicht jedoch von SOX2 (Regenbrecht et al. 2008) — mdoglicherweise eher Ausnah-
men darstellen. Allerdings muss bedacht werden, dass im BCE-Microarray-Versuch eine hohe
Konzentration dieser Phytodstrogene zum Einsatz kam (1000 pg/ml BCE uber 72 Stunden),
die in ihrer Wirkung daher vielleicht toxischer sind als 10 uM Genistein, welche in den Ver-
suchen der cmap eingesetzt wurden. Auerdem wurden die Signaturen der cmap mit anderen

Zelllinien erstellt.

Fur die TCam-2-Zellen zeigten sich andere Gemeinsamkeiten als fur die NTERA-2-Zellen.
Der einzige hoch rangierende HDAC-Inhibitor, mit dritthochster positiver Korrelation, war
CP-690334-01. Die hochste positive Konnektivitat zeigte jedoch Lisurid, ein Mutterkornalka-
loid und Prolaktin-Hemmer. Bisher sind fiir dieses Pharmakon keine allgemeinen antikanze-
rogenen Wirkungen bekannt. Es findet lediglich Einsatz in der Tumortherapie bei der Behand-
lung von Prolaktinomen. Lisurid ist allerdings neben einer Inhibition der Prolaktinsekretion
fur eine Reduktion der Tumormasse und Inhibition von Transkription bekannt (lvan et al.
2005), des Weiteren wurden auch Nekrosen unter der Wirkung dieses Arzneimittels beobach-
tet (Ferrari und Crosignani 1986).

Eine hohe negative Korrelation war in erster Linie flir Meticrane festzustellen. Dieses ist ein
Diuretikum zur Therapie von arterieller Hypertonie. Uber diese Substanz sind allerdings
kaum Publikationen zu finden, was es mit derzeitigem Stand unmdglich macht, eine Verbin-
dung zur BCE-induzierten Gensignatur herzustellen.

Auch fir die TCam-2-Zellen wurde konkret nach einer Korrelation mit Genistein gesucht.
Dieses zeigte eine mittlere/geringe positive Konnektivitadt von 0,237. Im Gegensatz zu der
niedrigen Korrelation im Gesamtranking, war es in der detaillierten Einzeldarstellung der Er-
gebnisse unter den ersten beiden Substanzen vertreten. Die héchsten positiven Einzelkorrela-
tionen stammten demnach aus Stimulationsversuchen mit Genistein (insgesamt fast alle unter
Verwendung von 10 pM Genistein).

Wie die in der cmap erzielte negative Korrelation mit Medrysone, einem Cortiosteroid und

Doxorubicin, einem Interkalantium, zu deuten ist, bleibt unklar, da beide Substanzen in der
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Chemotherapie von Malignomen eingesetzt werden und eine Induktion beispielsweise der

Stammzellsignatur bislang nicht beschrieben wurde.

Dass sich unterschiedliche Substanzen mit Gemeinsamkeiten fiir die BCE-induzierten Gen-
signaturen in NTERA-2- und TCam-2-Zellen gezeigt haben, ist auf verschiedene Weise er-
klarbar. Zum einen konnte nachgewiesen werden, dass der Wirkmechanismus des
Belamcanda-chinensis-Extraktes in den beiden Zelllinien durchaus unterschiedlich ist, trotz
der gezeigten Gemeinsamkeiten in Proliferationsinhibition und Transkriptionsfaktoren-
Repression. Ein Beispiel dafur sind auch die zahlreichen Gene, die im Mikroarray-Versuch
fiir die beide Zelllinien eine differentiell Regulation gezeigt haben (s. Tabelle 8 und Tabelle
9). Da auch unterschiedliche Auspragungen von Rezeptoren und Pathways fir Seminome und
Nicht-Seminome bekannt sind (s.0.), waren diese ebenfalls als mdgliche verschiedene An-
griffspunkte fur das BCE denkbar. Zum anderen liefert die Hypothese, dass die
Phytodstrogene des Belamcanda-chinensis-Extraktes moglicherweise uber dhnliche epigeneti-
sche Mechanismen wie HDAC-Inhibitoren wirken, eine Anndherung. Fir diese ist bekannt,
dass ihre Effekte teilweise vom Zelltyp abhédngig sind (Bolden et al. 2006) und verschiedene
Zielstrukturen von HDAC-Inhibitoren in TGCT unterschiedlich ausgeprégt sind. So ist die
DNA-Methyltransferase DNMT1 beispielsweise nicht in Seminomen exprimiert, im embryo-
nalen Karzinom, welches zu den Nicht-Seminomen z&hlt, jedoch hochreguliert (Omisanjo et
al. 2007).

4.7 Ausblick

Zu der Reihe von Tumoren, fir die antikanzerogene Wirkungen nach Stimulation mit
Tectorigenin und/oder dem Belamcanda-chinenis-Extrakt beschrieben worden sind, kdnnen
nun auch Zelllinien aus malignen Keimzelltumoren des Hodens hinzugezéhlt werden. Fur
manche Malignome wurde das Extrakt oder Bestandteile des Extraktes aufgrund der beobach-
teten pharmakotherapeutisch bedeutenden Effekte als potentielle Tumortherapie in Aussicht
gestellt. Ob diese Substanzen jedoch eines Tages Einzug als (supportive) Tumortherapie —
speziell an TGCT - finden werden, ist fraglich, da besonders fur maligne Keimzelltumoren
des Hodens aktuell gute etablierte Therapiemdoglichkeiten zur Verfligung stehen. Einen denk-
baren Einsatz konnten sie daher eher in therapieresistenten Féllen oder als Rezidivprophylaxe
finden.
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5 Zusammenfassung

Die epidemiologische Verteilung von hormonabhangigen Tumoren sowie die groRe Beliebt-
heit von Phytopharmaka in der Bevolkerung haben in jingster Zeit einige Studien hervorge-
bracht, die die Wirkung von Phytodstrogenen auf maligne Neubildungen zum Ziel hatten. In
verschiedenen Malignomen wie Prostatakarzinom und Leukdmie konnte dabei gezeigt wer-
den, dass Isoflavonoide des Belamcanda-chinensis-Extraktes (BCE) eine Proliferationsinhibi-
tion und onkogene Modulation in Tumorzellen erzielen. Diese Arbeit sollte Aufschluss dari-
ber liefern, inwiefern derartige Wirkungen auch in malignen Keimzelltumoren des Hodens
(TGCT), reprasentiert durch die Seminomzelllinie TCam-2 und die Nicht-Seminomzelllinie
NTERA-2, zu beobachten sind. Daftir wurden die beiden Zelllinien Uber Zeitrdume von 24-72
Stunden mit verschiedenen Konzentrationen Tectorigenin bzw. BCE stimuliert. Neben der
Viabilitat im Proliferationsassay wurden RNA- und Proteinexpressionen untersucht.

Es konnte gezeigt werden, dass nach Phytodstrogen-Stimulation neben einer zeit- und kon-
zentrationsabhédngigen Proliferationshemmung eine Regulation der Stammzellsignatur in den
TGCT-Zelllinien, gekennzeichnet durch Repression der Transkriptionsfaktoren NANOG und
POUSF1, auftritt. Interessanterweise war die BCE-induzierte Regulation von Stammzellgenen
in TGCT-Zelllinien unabh&ngig von Hormonrezeptoren und der epigenetischen Regulation
von Histonproteinen durch Acetylierung. In weitergehenden Genexpressionsanalysen konnte
gezeigt werden, dass in den TGCT-Zelllinien durch Phytodstrogen-Stimulation unterschiedli-
che Differenzierungsgene induziert werden und Onkogene eine Repression erfahren.

Unter Zuhilfenahme der Connectivity Map hat sich gezeigt, dass man nicht von ,,einem*
Wirkmechanismus des Belamcanda-chinensis-Extraktes in TGCT-Zelllinien sprechen kann,
da verschiedene Korrelationen flr die stimulierten NTERA-2- und TCam-2-Zelle gefunden
wurden, und der Wirkmechanismus somit vermutlich vom Zelltyp abh&ngig ist. In beiden
TGCT-Zelllinien zeigte sich aber eine hohe positive Konnektivitdt mit HDAC-Inhibitoren,
was die Hypothese der mdglichen epigenetischen Modifikation durch das BCE wiederum
bestatigt, wobei hierfur ein anderer Mechanismus als die Acetylierung von Histonproteinen
wahrscheinlich ist. Weitergehende Untersuchungen zum exakten Wirkmechanismus von
Phytodstrogenen in TGCT konnten dazu dienen, dass diese Substanzgruppe bei Therapieresis-
tenz oder als Rezidivprophylaxe in der Behandlung von TGCT zum Einsatz kommt.
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