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Fachwortverzeichnis

In dieser Arbeit wurden sinnvolle englische Fachbegriffe der Molekularbiologie auch als
solche verwendet und nicht ins Deutsche ubersetzt. Deutsche Ubersetzungen dieser
Fachbegriffe sind haufig nur eine Umschreibung dessen, was im Englischen mit einem Wort
ausgedruckt werden kann. Die Bedeutung dieser Fachbegriffe wird hier aufgefiihrt, sofern

dies nicht im Text geschieht.

Annealing Wortlich Ubersetzt: ausgliihen, harten

Hier: Primer-Anlagerung wahrend der PCR

Assay Wartlich tbersetzt: untersuchen, Untersuchung
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housekeeping Wartlich tUbersetzt: Haushalt
Ein housekeeping-Gen ist ein konstitutiv exprimiertes Gen, das in allen
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Primer Oligonukleotid von 20-35 Basenpaaren, welches von Polymerasen als

Starthilfe zum Synthetisieren weiterer Nukleotide genutzt wird.

real time Wortlich Ubersetzt: Echtzeit
Wahrend der PCR kann die Zunahme der Amplifikate in Echtzeit

verfolgt werden

well Wortlich tbersetzt: das Bohrloch

Hier: Vertiefung in einer Mikrotiterplatte



1. Einleitung -1-

1 Einleitung

1.1 Das Prostatakarzinom - Inzidenz, Risikofaktoren und Therapie

Das Prostatakarzinom (PCa) ist die am haufigsten diagnostizierte Krebsneuerkrankung bei
Mannern in Deutschland. Es liegt mit 25,7% der Krebsneuerkrankungen 2008 deutlich vor
dem Darmkrebs (14,3%). An der dritten Stelle folgt mit 13,8% das Lungenkarzinom.
Allerdings ist das PCa nur die dritthaufigste Ursache (10,5%) der krebsbedingten Sterbefélle
nach dem Lungenkrebs (25,5%) und dem Darmkrebs (11,8%) (Robert Koch-Institut (RKI)
und Gesellschaft der epidemiologischen Krebsregister in Deutschland e.V. (GEKID), 2012).
Die Zahl der neu diagnostizierten PCa steigt stetig an, da heutzutage durch das
Friherkennungsprogramm eine friihere Ersterkennung moglich ist. Dieses Programm sieht
ab dem 45. Lebensjahr eine jahrliche Untersuchung vor, welche die Untersuchung der
auBeren Geschlechtsorgane sowie die digital-rektale Untersuchung der Prostata und das
Abtasten der Lymphknoten beinhaltet (RKI, 2007; RKI und GEKID, 2012). Die Analyse des
PSA-Spiegels (prostate specific antigen) im Blut ist nicht Teil der gesetzlichen
Friherkennung, da der Zusammenhang von PSA-Spiegel und dem PCa bisher noch nicht
eindeutig gesichert ist (Kilpeldinen et al., 2011). Es ist folglich unerlasslich, eine
Friherkennung auf molekularer Ebene auch in Hinsicht auf Therapiemdglichkeiten zu
verbessern.

Ein Risikofaktor fir das Entstehen eines PCa ist vor allem das Alter des Patienten, allerdings
spielen auch der Testosteronspiegel und z.T. die Familiengeschichte eine entscheidende
Rolle. Bei ca. 9% der Patienten mit einem PCa konnte eine familidre Haufung festgestellt
werden. Wenn bereits ein Verwandter ersten Grades erkrankt ist, steigt das PCa-Risiko um
das doppelte im Vergleich zur Normalbevélkerung an (RKI, 2007). Umweltfaktoren konnten
im Zusammenhang mit der Entstehung des PCa nicht hinlanglich bestatigt werden.
Allerdings ist im internationalen Vergleich aufféllig, dass die Inzidenz des PCa in Asien mit
0,5 Fallen pro 100.000 Mannern deutlich unter der Inzidenz fir Mittel- und Nordeuropa sowie
Nordamerika liegt, welche bei 40 Fallen pro 100.000 Méanner liegt. Zudem zeigten
epidemiologische Studien zum PCa, dass Asiaten, die in die USA auswanderten, in der 2.
Generation die gleiche Inzidenz fir ein PCa aufweisen, wie sie in den USA besteht
(Tominaga, 1985; Whittemore et al., 1995; Huber, 2000). Eine genetische Ursache kann
diese Diskrepanz der gezeigten Inzidenzen im internationalen Vergleich nicht erklaren. Die
Anderung der Ernahrungsgewohnheiten wird daher als ausschlaggebend fir die erhohte
Inzidenz, an einem PCa zu erkranken, angesehen. Da die sojareiche Nahrung in Asien

Ublicherweise viele Phytotstrogene enthélt, ist die Untersuchung solcher Stoffe auf die
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praventive Wirkung oder sogar

erforderlich.

als Therapiemdglichkeit gegen das PCa dringend

Die Therapiemdglichkeiten fir das PCa sind sehr beschrankt und sind abhangig vom

Tumorstadium. Es ist zu unterscheiden, ob ein Karzinom auf das Organ beschrankt vorliegt

oder bereits in das umliegende Gewebe gestreut hat. Sollte das PCa in das umliegendes

Gewebe gestreut haben, so ist zwischen hormonsensitiver und hormonrefraktarer Phase zu

differenzieren, wobei letzteres mit einer deutlich schlechteren Prognose, auch aufgrund

fehlender Therapiemdglichkeiten, verknupft ist. Tabelle 1.1 gibt einen Uberblick tber die

Therapiemdglichkeiten in den verschiedenen Phasen der Erkrankung.

Tabelle 1.1: Ubersicht zu den Therapiemdglichkeiten beim organbegrenzten und organiiberschreitenden
Prostatakarzinom (nach RKI, 2007)

Therapiemoglichkeit

Beschreibung

Organbegrenztes Prostatakarzinom

Radikale Prostatektomie

Entfernung der Prostata mit Samenleiter und Samenblasen,
die Harnrohre wird wieder mit der Harnblase verbunden.
Voraussetzung ist eine mind. 10jahrige Lebenserwartung
Mdgliche  Nebenwirkungen: Harninkontinenz,
Harnréhrenenge

Impotenz,

Bestrahlung

Bestrahlung von auf3en (3D-Konformationsbehandlung) oder
Ultraschall gesteuertes Einbringen von strahlendem Material
(Brachytherapie)

Mogliche  Nebenwirkungen:
Probleme beim Wasserlassen

Impotenz, Darmprobleme,

Watchful Waiting

In regelmaRigen Abstdnden werden der PSA-Wert des
Patienten bestimmt und gegebenenfalls Gewebeproben
entnommen. Die Therapie wird erst eingeleitet, wenn
krankheitsspezifische Symptome auftreten.

Hormonablations-

n Palliativer Ansatz, eine Androgendeprivation bewirkt die
% Therapie Ruckbildung von Tumorzellen oder Verlangsamung des
§ g (hormonsensitive Phase) | Krankheitsverlaufs fur 2-4 Jahre.
=2 c
8 ~ Bestrahlung entweder als alleiniger Ansatz oder in Kombination mit einer
5 % Hormonentzugstherapie
O + . .
:g 8 Chemotherapie Behandlg_ng mit Zyt9stat|ka. _ )
S g R Es ist kritisch zu prifen, ob es zu einer Lebensverlangerung,
o (hormonrefraktare . .
but einer Verbesserung des  Allgemeinzustandes, der
o Phase) Schmerzsituation und der Lebensqualitdt kommt.

Bei einem organbegrenzten Tumorwachstum wird vorwiegend die sogenannte

~Watchful Waiting" -Methode eingesetzt, da sowohl die radikale Prostatektomie als auch die

Bestrahlung des Tumors mit erheblichen Nebenwirkungen verbunden sein kénnen. Beim

organiberschreitenden PCa sind die Therapiemoglichkeiten sehr beschrankt. Es ist auch
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hier eine Bestrahlung méglich, die in Kombination mit einer Hormonablationstherapie oder
allein angewendet wird. Die Hormonablationstherapie bewirkt durch den Entzug von
Testosteron lediglich eine Verlangsamung der Tumorprogression um ca. 2-4 Jahre, es
handelt sich daher nicht um eine kurative Therapie (RKI, 2007). Dabei ist zwischen
chemischer oder chirurgischer Kastration und der Behandlung mit Anti-Androgenen zu
unterscheiden. Bei der chemischen Kastration werden Analoga des Neurohormons
Gonadotropin-Releasing-Hormon (GnRH) verwendet, die zu einer Senkung des
Testosteronspiegels fiihren. Die chirurgische Kastration sieht eine operative Entfernung der
Testes vor, so dass lediglich tUber die Nebenniere geringe Mengen an Testosteron produziert
werden. Die Behandlung mit Anti-Androgen hemmt die Testosteron-Bildung nicht, lediglich
die Wirkung von Testosteron wird unterbunden, z.B. durch eine Inaktivierung des
Androgenrezeptors (Enders et al., 2009).

Schlielilich ist auch eine Therapie mit Zytostatika moglich. Beim PCa ist hierfur lediglich das
Medikament Docetaxel mit nachweislicher Wirksamkeit zugelassen. Es hemmt nicht nur die
Zellproliferation der Tumorzellen, weshalb es zu den typischen Nebenwirkungen wie z.B.
Haarausfall kommen kann (Enders et al., 2009). Aufgrund der starken Belastungen einer
solchen Chemotherapie gilt es hier allerdings eingehend zu prifen, ob es zu einer
Verbesserung des Allgemeinzustandes, der Schmerzsituation und der Lebensqualitat kommt
(RKI, 2007). Die Ubersicht macht deutlich, dass fiur die Therapie des PCa dringend neue
Strategien entwickelt werden mussen, die zum einen nicht rein palliativ sondern kurativ
wirken und zum anderen mit weniger ausgepragten Nebenwirkungen beim Patienten

verbunden sind.

1.2 Zukinftige Therapieansatze
In der vorliegenden Arbeit sollen pflanzliche Wirkstoffe und Histondeacetylase-Inhibitoren auf

die jeweilige Wirksamkeit in PCa-Zellen untersucht werden.

1.2.1 Das Phyto6strogen Tectorigenin

Als pflanzlicher Stoff fir die Untersuchung der Wirksamkeit in PCa-Zellen wurde das
Phytodstrogen Tectorigenin ausgewahlt. Wie bereits im oberen Abschnitt erlautert, gibt es
deutliche Unterschiede zwischen der Inzidenz fir das PCa im asiatischen Raum und der
Inzidenz in Mittel- und Nordeuropa sowie den USA (Haenszel und Kurihara, 1968; Dunn,
1975; Tominaga, 1985; Matsuda und Saika, 2007). Ein Ansatz zur Erklarung dieser
Diskrepanz der gezeigten Inzidenzen ist die unterschiedliche Erndhrung in den Regionen. In
Asien wird allgemein eine Erndhrung bevorzugt, die z.B. durch hohe Zufuhr von

Sojaprodukten wie Tofu oder Sojamilch reich an Phytodstrogenen ist (Fukutake et al., 1996).
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Phytodstrogene sind pflanzliche Stoffe, die funktional sowie strukturell dem Hormon
Ostrogen @hneln (Abb. 1.1). Es wird den Phytodstrogenen daher auch die Eigenschaft eines
selektiven Ostrogenrezeptormodulators zugeschrieben (Vollmer und Zierau, 2004). Von
dieser Eigenschaft wird in der Forschung zur Pravention sowie der Therapie des

hormonabhéngigen PCa profitiert.

| | ] ] L
Ostrogen Genistein Tectorigenin
17beta-Estradiol 4'5,7-Trihydroxyisoflavone 4' 5, 7-Trihydroxy-6-methoxyisoflavone
C1gH240; C15H100s C16H1206

Abbildung 1.1: Strukturformeln von Ostrogen und den beiden Phytodstrogenen Genistein und

Tectorigenin im Vergleich (modifiziert nach National Center for Biotechnology Information, 2012a, b, c).

Der bekannteste Vertreter der Phyto6strogene ist das Genistein aus der Sojabohne. Es
wurde ausfihrlich auf seine Effekte auf das Mammakarzinom und auch das PCa hin
untersucht. Studien zur Wirkung von Genistein auf PCa-Zellen wurden bereits seit Anfang
der 1990er Jahre durchgefihrt. Es konnte gezeigt werden, dass eine Behandlung von
PCa-Zellen mit Genistein das Wachstum sowie die Invasionsfahigkeit verringert (Peterson
und Barnes, 1993; Santibanez et al., 1997). In einer weiteren Studie konnte die Inhibition der
Proliferation mit einem G2/M-Arrest in PCa-Zellen verknlpft werden. Auf molekularer Ebene
konnte dies mit einer Verringerung der Expression von Cyclin B1 sowie einer verstarkten
Expression von p21 begrindet werden (Davis et al., 1998). Auch eine Induktion von
Apoptose in PCa-Zellen nach Genistein-Behandlung konnte gezeigt werden (Davis et al.,
1998; Onozawa et al., 1998; Zhou et al., 1999). Die Wirksamkeit von Genistein in vivo wurde
sowohl im TRAMP-Maus-Modell als auch im subkutanen PCa-Maus-Modell demonstriert
(Wang et al, 2004; Zhou et al, 1999). Hierbei wurde vor allem ein reduziertes
Tumorwachstum, aber auch eine Induktion der Apoptose in den Tumoren nachgewiesen.

Ein weiterer Vertreter der Phytodstrogene ist das Tectorigenin. Es ist dem Genistein
strukturell sehr &hnlich (Abb. 1.1). Tectorigenin wird aus dem Rhizom der Leopardenlilie
(Belamcanda chinensis (L.) DC.) gewonnen. Der Gesamtextrakt aus Belamcanda chinensis
wird in der traditionellen chinesischen Medizin bei zahlreichen Krankheitsbildern angewandt.
Er soll eine schleimlésende und abschwellende Wirkung haben, daher wird der Extrakt
haufig bei Erkrankungen der Atemwege eingesetzt (Zhou et al., 2011).
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Der Einsatz von Tectorigenin als mogliches Mittel in der Krebstherapie wurde von Jung et al.
(2003) begrundet. Sie zeigten in einem Hihnerembryo-Chorionallantoismembran-Assay,
dass durch die Behandlung mit Tectorigenin die Angiogenese gehemmt wurde. In dieser
Arbeit konnte auch gezeigt werden, dass das Tumorwachstum von subkutan injizierten
Lungenkarzinomzellen in C57/BlI6-Mausen im Vergleich zu kontrollbehandelten Mausen nach
der Behandlung mit Tectorigenin verringert war.

Die Wirkung von Tectorigenin auf das PCa wurde zuerst durch Morrissey et al. (2004)
beschrieben. Diese Arbeitsgruppe identifizierte den Bestandteil Tectorigenin aus dem
Gesamtextrakt von Belamcanda chinensis als potenten Inhaltsstoff fiir die Therapie des PCa.
Sie wiesen eine Inhibition der Proliferation von PCa-Zellen durch Zellzyklusarrest in der
G1-Phase nach und konnten hierbei einige interessante Zielgene von Tectorigenin im PCa
identifizieren, wie z.B. p21, p27, ERa und ERB (Ostrogenrezeptor a und B). In weiteren
Studien wurde nach der Behandlung mit dem Gesamtextrakt aus Belamcanda chinensis von
subkutanen PCa im Nacktmaus-Modell ein verzdgertes und reduziertes Tumorwachstum
invivo gezeigt (Thelen et al, 2005). In in vitro-Analysen wurden einige
Expressionsédnderungen fur Faktoren von im PCa deregulierten Signalwegen nachgewiesen.
Es konnte eine Verminderung der AR (Androgenrezeptor)-, PDEF (prostate derived ets
factor)-, PSA-, DD3"“*® (prostate cancer antigen 3)-, IGF-IR (insulin-like growth factor |
receptor)- sowie hTERT (human telomerase reverse transcriptase)-Expression nach
Behandlung der humanen PCa-Zellen LNCaP mit Tectorigenin gezeigt werden. Die
Expression des proapoptotischen Faktors TIMP-3 (tissue inhibitor of matrix-
metalloproteinases 3) und des Tumorsuppressor-Gens ERB hingegen nahm nach
Behandlung mit Tectorigenin bzw. dem Gesamtextrakt aus Belamcanda chinensis zu
(Thelen et al., 2005; Thelen et al., 2007). AnschlielBende Analysen konnten zeigen, dass die
Herunterregulierung der Expression des ERB mittels spezifischer siRNA in PCa-Zellen zu
einer Umkehr der beobachteten Effekte nach der Tectorigenin-Behandlung von PCa-Zellen
fuhrte; diese waren: eine verstarkte Expression von PSA, PDEF, DD3“*®, IGF-IR, hTERT
und ERa (Stettner et al.,, 2007). Hiermit konnte gezeigt werden, dass der ERB ein
Schlisselprotein bei der Entstehung des PCa darstellt und die Behandlung des PCa mit
Phytoostrogenen ihre Wirksamkeit tiber die Ostrogenrezeptoren vermitteln konnte.

Studien zur Wirksamkeit von Tectorigenin in vivo im PCa sowie Untersuchungen zur
Identifizierung neuer Zielgene nach Tectorigenin-Behandlung von PCa-Zellen sind noch nicht

durchgefuhrt worden und waren ein wesentliches Ziel der vorliegenden Arbeit.

1.2.2 Der Histondeacetylase-Inhibitor Valproinsaure
Die zweite Stoffklasse, die in dieser Arbeit untersucht wird, sind die Histondeacetylase-

Inhibitoren (HDIs). Die Gruppe der Histondeacetylase-Inhibitoren ist strukturell sehr
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heterogen. Es wird unterschieden zwischen Hydoxamséauren (z.B. Trichostatin A (TSA) und
Vorinostat (SAHA)), cyclischen Peptiden (z.B. Apicidin), Benzamiden (z.B. MS-275) und den
aliphatischen Sauren (z.B. Natriumbutyrat (NaB) und Valproinsdure (VPA)) (Liu et al., 2006;
Dokmanovic et al., 2007).

HDIs hemmen die Aktivitdt der Histondeacetylasen (HDACs, vgl. Abb. 1.2). HDACs
katalysieren die Deacetylierung der Histone im Chromatin. Deacetyliertes Chromatin liegt
stark kondensiert vor und ist damit transkriptionell inaktiv (Gillet et al., 2007). Die
Gegenspieler der HDACs sind die Histonacetyltransferasen (HATs). HATs katalysieren die
Acetylierung der Histone, das Chromatin liegt stark dekondensiert vor und ist somit
transkriptionell aktiv (Gillet et al., 2007). Wird nun durch eine Behandlung mit HDIs die
Aktivitat der HDACs inhibiert, so verschiebt sich das Gleichgewicht zwischen kondensiertem
und dekondensiertem Chromatin in Richtung des dekondensierten, da die Aktivitat der HATs
unverandert bleibt. Eine Behandlung mit HDIs wird also allgemein eine Expressions-

aktivierende Eigenschaft zugeschrieben.

Deacetyliertes Chromatin Acetyliertes Chromatin

keine Genexpression VPA Genexpression

Abbildung 1.2: Schematische Darstellung der Katalyse der Histon(de)acetylierung.

Deacetyliertes Chromatin liegt stark kondensiert vor, so dass eine Genexpression nicht moglich ist. Durch
Histonacetyltransferasen (HATs) wird das Chromatin an den Histonen acetyliert und dadurch wird die Struktur
des Chromatins gelockert, so dass eine Genexpression stattfinden kann. Die umgekehrte Reaktion von
acetyliertem zu deacetyliertem Chromatin katalysieren die Histondeacetylasen (HDACs). Die HDACs werden
durch Valproinsaure (VPA) inhibiert, so dass das Gleichgewicht auf die Seite des acetylierten Chromatins
verschoben wird und eine Genexpression stattfinden kann (modifiziert nach Gillet et al., 2007).

In den Studien zu der vorliegenden Arbeit wurde vorwiegend der HDI VPA verwendet. VPA
ist bereits seit vielen Jahren ein erprobtes Antikonvulsivum mit einem bekannten Umfang an
Nebenwirkungen. Eine der mdglichen Nebenwirkungen ist das Risiko eines
Neuralrohrdefekts beim Embryo, wenn die Mutter VPA im ersten Trimester der
Schwangerschaft eingenommen hat (Robert und Guibaud, 1982; Wlodarczyk et al., 2012).
Diese Nebenwirkung weist auf eine proliferationshemmende Wirkung von VPA hin. Diese

Wirkung wurde von der Krebsforschung aufgegriffen und folgende Studien zur Proliferation
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von Neuroblastoma-, Glioma- sowie Promyelozytenleukamie-Zellen wiesen eine Inhibition
der Proliferation der Zellen nach einer Behandlung mit VPA nach (Fischkoff und Walter,
1984; Regan, 1985). Untersuchungen zur Wirkung von VPA in hamatologischen
Tumorerkrankungen sind heutzutage bis zu Phase 3-Studien bei Patienten fortgeschritten.
Insgesamt konnte hierbei ein gutes Ansprechen auf die Therapie mit VPA verzeichnet
werden, mit verzdgerter Progression und teilweiser Remission, vor allem aber eine
Verbesserung der Blutparameter (zusammengefasst in Wagner et al., 2010).

Aber auch bei soliden Tumoren konnten Effekte der VPA-Behandlung gezeigt werden. Die
Inhibition der Proliferation ist hierbei als Kerneffekt der VPA-Behandlung in Krebszellen zu
betrachten, da diese Inhibition fiir das Blasenkarzinom (Ozawa et al., 2010; Vallo et al.,
2011; Byler et al., 2012), das Leberkarzinom (Machado et al., 2011), bei HNO-Tumoren (Gan
et al.,, 2012), im kleinzelligen Lungenkarzinom (Hubaux et al., 2010), bei Pankreas- und
Kolonkarzinomen (Jones et al., 2008a; Venkataramani et al., 2010), bei Nierenkarzinomen
(Jones et al.,, 2009), im Gebarmutterhalskarzinom (Sami et al., 2008) sowie beim
Mammakarzinom (Fortunati et al., 2008) nachgewiesen wurde. Molekular wurden einige
Zielgene in den verschiedenen Krebsentitaten identifiziert (zusammengefasst in Blaheta
et al.,, 2002; Blaheta et al., 2005; Michaelis et al., 2007). Klinische Studien zur Wirkung von
VPA wurden bislang erfolgreich fir das Mammakarzinom sowie fir verschiedene solide
Tumore (z.B. Cervix-, Ovarial-, Lungen- und Pankreaskarzinom) durchgefiihrt (Arce et al.,
2006; Munster et al., 2009; Candelaria et al., 2007; Chateauvieux et al., 2010).

In dieser Arbeit sollte die Wirkung von VPA im PCa untersucht werden. Generell wird
aufgrund der langjahrigen Verwendung von VPA als Antikonvulsivum die Frage aufgeworfen,
ob Patienten, die aufgrund ihrer Epilepsie mit VPA behandelt wurden, seltener Tumore
entwickeln als Kontrollpersonen. Zu dieser Problematik gab es lange Zeit keine
aussagekraftigen Studien (Singh et al., 2004). Allerdings konnte die 2012 von Stettner et al.
verdffentlichte Studie zum Risiko von PCa bei Epilepsie-Patienten zeigen, dass eine
Behandlung mit VPA das Risiko an einem PCa zu erkranken verringert. Daher ist es
zwingend notwendig, die funktionellen und molekularen Mechanismen von VPA beim PCa zu
erforschen.

Die funktionellen Effekte einer Behandlung von PCa-Zellen mit VPA wurden bereits durch
einige Arbeitsgruppen in vitro und in vivo untersucht. So wurde die Inhibition der Proliferation
in verschiedenen PCa-Zellen nachgewiesen (Annicotte et al.,, 2006; Gao et al., 2007;
Shabbeer et al., 2007; lacopino et al., 2008; Chou et al., 2011). Teilweise konnte zuséatzlich
ein Zellzyklusarrest gezeigt werden (Shabbeer et al., 2007; Wedel et al., 2011d). Die
molekularen Mechanismen dieser Proliferationsinhibition bleiben in den Studien allerdings
weitgehend ungeklart. Es wird unter anderem ein Anstieg der Expression von p21

beschrieben (Shabbeer et al., 2007), allerdings ist dies als allgemeiner Effekt auf alle Zellen,
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nicht-maligne und maligne, zu werten. Der Zusammenhang zwischen VPA-Behandlung und
der Inhibition der Proliferation bleibt ungeklart, da Brinkmann et al. (2001) zeigen konnten,
dass durch den HDI SBHA (suberic bishydroxamate) in humanen Fibroblastenzellen zwar
eine verstarkte Expression von p21 hervorgerufen wird, allerdings die Proliferation
unverandert bleibt. Es ist daher Gegenstand der vorliegenden Arbeit, die Anderungen der
Genexpressionen von PCa-Zellen nach VPA-Behandlung in einen Zusammenhang mit der
Inhibition der Zellproliferation zu stellen und dabei den Fokus auf Kandidatengene zu setzen,
die nur in Tumorzellen dereguliert sind.

Die Induktion von Apoptose in PCa-Zellen ist ein weiterer beschriebener zellularer Effekt der
VPA-Behandlung (Angelucci et al., 2006; Shabbeer et al., 2007; Chou et al., 2011; Fortson et
al., 2011). Auch bei diesem VPA-Effekt sind die molekularen Mechanismen nicht vollstéandig
aufgeklart, Angelucci et al. (2006) zeigten einen Einfluss auf die Expression von Fas/FasL
sowie eine Aktivierung von Caspase 3 und einen Anstieg der Bcl-2-Expression. Eine weitere
Arbeitsgruppe assoziierte den Anstieg der Expression von TIMP-3, Caspase 3 und IGFBP-3
(insulin-like growth factor binding protein-3) mit der Induktion der Apoptose durch VPA in
PCa-Zellen (Thelen et al., 2004).

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die vorhandenen Studien zur Wirkung von
VPA auf PCa-Zellen in vielen Aspekten gute Ansatze fir weitere Forschung bieten. Fir einen
umfassenderen Uberblick Uber die Wirksamkeit von VPA im PCa sind in vivo-Studien
allerdings unbedingt notwendig, da der Einfluss der umgebenden Zellen in vitro nicht
ausreichend untersucht werden kann. Studien zur Wirkung von VPA im PCa in vivo wurden
bislang vorwiegend in Xenograft-Modellen durchgefihrt (Xia et al., 2006; Gao et al., 2007;
Shabbeer et al., 2007; Kortenhorst et al., 2008; Hudak et al., 2012). Diese Modelle sind fiir
viele Aspekte der Untersuchungen (z.B. Wachstum, Angiogenese und Apoptose)
anwendbar, allerdings kann im Xenograft-Modell die Tumorinitiation und -progression sowie
die Metastasenbildung nur unzureichend untersucht werden. Auch die Umgebung des
Tumors entspricht nicht der natirlichen. Daher sollte in dieser Arbeit, als Grundlage fir den
Einsatz von VPA in der Therapie des PCa, der Einfluss von VPA in einem PCa-Modell
analysiert werden, welches den gesamten Tumorverlauf vergleichbar zum Krankheitsverlauf
beim PCa-Patienten nachvollzieht. Fur die in vitro-Analysen sollten folglich vorwiegend
primare PCa-Zellen verwendet werden. Diese Zellen stammen aus dem TRAMP-
(transgenic adenocarcinoma of mouse prostate) Maus-Modell, welches in anschlieenden
Untersuchungen in vivo verwendet werden sollte. Das TRAMP-Maus-Modell wurde fir diese
Untersuchungen ausgewahlt, da es den Krankheitsverlauf des PCa vollstandig rekapituliert
(Greenberg et al.,, 1995) und die Moglichkeit bietet, nicht nur das Tumorwachstum zu
analysieren, wie z.B. in den haufig verwendeten Xenograft-Modellen, sondern auch

Ruckschlisse auf den mdglichen Krankheitsverlauf beim Patienten ziehen zu kénnen.
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1.3 Ziele der Arbeit

In dieser Arbeit sollten das Phyto6strogen Tectorigenin sowie der Histondeacetylase-Inhibitor
VPA auf die jeweilige praventive bzw. kurative Wirkung gegen das PCa untersucht werden.
Hierzu sollten vor allem die primaren PCa-Zellen 2E analysiert werden, um eine Grundlage
der Wirkungsmechanismen in vitro zu erstellen, damit diese auf folgende in vivo-Versuche

angewendet werden kénnen.

Far die Untersuchung der Wirksamkeit von Tectorigenin waren die Ziele:
e Untersuchung des Einflusses von Tectorigenin verschiedener Hersteller sowohl in
den priméren PCa-Zellen 2E als auch in den humanen PCa-Zellen LNCaP
e auf die Proliferation
o auf die Expression ausgewdahlter Zielgene (AR, PSA, PTEN, PDEF, IGF-IR,
IGFBP-3, ERa, ERpB)
e AnschlieRende Bewertung der Ergebnisse und Auswahl eines Herstellers von
Tectorigenin fur die folgenden weiterfihrenden Versuche:
¢ Microarray-Analyse zur ldentifizierung weiterer differentiell exprimierter Gene
nach der Tectorigenin-Behandlung von PCa-Zellen
e in vivo-Versuche zur Behandlung mit Tectorigenin im Futter an subkutanen

LNCaP-Tumoren im Nacktmaus-Modell

Die Analyse von VPA als mdgliches Medikament gegen das PCa sah folgende Punkte vor:
e Funktionelle Analysen des Einflusses der VPA-Behandlung auf PCa-Zellen:
e Bestétigung der Wirksamkeit von VPA im verwendeten Zellmodell 2E anhand
von aus der Literatur bekannten Parametern (erhéhte Histonacetylierung,
Inhibition der Proliferation auch in den humanen PCa-Zellen PC-3)
e Untersuchung der Migrations- und Invasionsfahigkeit der PCa-Zellen 2E nach
Behandlung mit VPA
e Expressionsanalysen nach der Behandlung von PCa-Zellen mit VPA
e des Androgenrezeptors
e von Apoptose-assoziierten Proteinen
e von Zellzyklus-assoziierten Proteinen
e von Angiogenese-assoziierten Faktoren
e von regulatorischen Faktoren
e von in der Microarray-Analyse (Witt, 2009) identifizierten, differentiell

exprimierten Genen
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e Untersuchung der Promotor-Acetylierung der nach VPA-Behandlung von PCa-Zellen
differentiell exprimierten Gene
e Eingehende Untersuchung des Kandidatengens Cyclin D2
o auf die Spezifitat der Expressionsanderung innerhalb der Cyclin D-Genfamilie
nach Behandlung von PCa-Zellen mit VPA
o auf Zellpassagen-abhangige Effekte nach VPA-Behandlung von PCa-Zellen
e auf die Expressionsdnderung nach Behandlung von PCa-Zellen mit weiteren
HDIs, sowie dem in vitro inaktiven Amid von VPA, Valpromid, als
Negativkontrolle
e zum Einfluss der Methylierung auf die Genexpression
e auf eine Expressionsanderung nach der VPA-Behandlung von PCa-Zellen,
kolorektalen Zellen, Fibroblasten-Zellen sowie Prostatastromazellen und
embryonalen Nierenzellen
o mit Bezug der Expressionsadnderung auf die Proliferationsrate von PCa-Zellen,
kolorektalen Zellen, Fibroblasten-Zellen sowie Prostatastromazellen und
embryonalen Nierenzellen nach der VPA-Behandlung
e mittels siRNA-Studien in den PCa-Zellen 2E und den Fibroblasten NIH/3T3
e auf die Expression an humanen PCa-Gewebeschnitten
e in vivo-Behandlung von TRAMP-M&ausen mit VPA Uber das Trinkwasser mit

zugesetztem Sui3stoff
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2 Material und Methoden

2.1 Chemikalien und Reagenzien

Alle nicht aufgefuhrten Substanzen wurden von den Firmen Roth (Karlsruhe) und Sigma-

Aldrich (Deisenhofen) bezogen.

Chemikalie

Hersteller

Adenosintriphosphat (ATP)
Agar

Agarose

Ampicillin

Ampuwa

Apicidin

Dimethylsulfoxid (DMSO)
Dithiothreitol (DTT)

DNA Stain G

dNTPs (100 mM)

Dulbecco's Phosphat-gepufferte
Kochsalzlésung (DPBS)
Ethanol

Ethidiumbromid

Formaldehyde

Fungizone

Gesamtextrakt aus Belamcanda
chinensis (Extrakt R)
Gesamtextrakt aus Belamcanda
chinensis (Extrakt O)

Glycerol

Glycin

GlycoBlue

Hefeextrakt

Igepal CA-630 (NP-40)

Insulin

Isopropanol

Natriumbutyrat

NuPAGE™ MES Running buffer (20x)
NuPAGE™ LDS Sample buffer (4x)

Biomol GmbH, Hamburg

Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Life Technologies, Darmstadt
Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Fresenius AG, Bad Homburg
AppliChem GmbH, Darmstadt
Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Biomol, Hamburg

Serva GmbH, Heidelberg

Life Technologies, Darmstadt
PAN, Aidenbach

Chemie Vertrieb Hannover, Hannover
Sigma-Aldrich, Deisenhofen

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Life Technologies, Darmstadt

Christoffel Scientific Consulting, Buchberg-
Sengenthal

Orgentis Chemicals, Gatersleben

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Applied Biosystems, Ambion, Austin, USA
Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Sigma-Aldrich, Deisenhofen

Merck, Darmstadt

Alfa Aesar, Karlsruhe

Life Technologies, Darmstadt

Life Technologies, Darmstadt
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NuPAGE™ See Blue Plus2 Life Technologies, Darmstadt

Orange-G Sigma-Aldrich, Deisenhofen

RNase-Inhibitor MBI, St. Leon-Rot

Penicillin/Streptomycin PAN, Aidenbach

Roti®-Nanoquant Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Simply Blue Safe Stain Life Technologies, Darmstadt

Suberoylanilide hydroxamic acid (SAHA) | Cayman Chemical Company, Ann Arbor, USA
Tectorigenin Biopurify, Sichuan, China

Tectorigenin Girindus, Bergisch Gladbach

) ) Shenzhen Sungening Bio-Tech Co., Ltd,
Tectorigenin )
Guangdong, China

Tectorigenin PhytoLab, Vestenbergsgreuth
Tectorigenin Orgentis Chemicals, Gatersleben
Trichostatin A AppliChem GmbH, Darmstadt
Tris Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Triton X-100 Fluka, Deisenhofen
TRIzol® Reagent Life Technologies, Darmstadt
Tween 20 Merck, Darmstadt
Valproinsaure Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Valpromid Alfa Aesar, Karlsruhe
VectaShield mit DAPI VectorLab, Burlingame, USA
X-Gal Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Zelikulturmedien PAN, Aidenbach; Life Technologies GmbH,
Darmstadt
2.2 Biochemikalien und Enzyme
Biochemikalie Hersteller
Albumin Fraktion V Carl Roth GmbH, Karlsruhe
BigDye® Life Technologies, Darmstadt
Fetales Kélberserum (SeraPlus) PAN, Aidenbach
MangoTag-DNA-Polymerase Bioline, Luckenwalde
Matrigel™ BD Bioscience, San Jose, USA
Nu-Serum™ BD Bioscience, San Jose, USA
OneTag® Hot Start New England Biolabs, Ipswich, USA
Phalloidin, TRITC-markiert Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Proteinase K Carl Roth GmbH, Karlsruhe
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Reverse Transkriptase SuperScript Il
RNase A

RNase ZAP

Platinum®  SYBR®
SuperMix-UDG with Rox
T4 DNA Ligase

Green gPCR

2.3 Gebrauchswaren

Life Technologies, Darmstadt
AppliChem GmbH, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Deisenhofen

Life Technologies, Darmstadt

Life Technologies, Darmstadt

Nicht aufgefuihrte Gebrauchswaren wurden von den Firmen Schitt (Goéttingen) und Omnilab-

Krannich (Géttingen), sowie Sarstedt (NUmbrecht) bezogen.

Gebrauchsware

Hersteller

6-, 24- oder 96well-Zellkultur-Platten

384well-Platten, weild
Blottingpapier GB 002, 003, 004
Deckglaser 24x60mm

FALCON culture slides
flachbodige 96well-Mikrotiterplatten
Membranfilter

MultiScreenyrs 96well Filterplatten
MycoZap™'Spray

Neubauer improved Zahlkammer
Sterilfilter

NuPAGE™ 4-12% Bis-Tris Gele
Objekttrager Superfrost®Plus
Petrischalen

Pipettenspitzen

PVDF-Membran

Quarz-Klvetten

Reaktionsgefalie

Sterilfilter

Zellkulturflaschen

Sarstedt, Nidrnbrecht

Corning Inc., New York, USA
ABgene, Hamburg
Schleicher & Schiill, Dassel
Menzel Glaser, Braunschweig
Becton Dickinson GmbH, Heidelberg
Thermo Scientific, Langenselbold
Millipore, Billerica, USA
Millipore, Billerica, USA
Lonza, Kdln

Hartenstein, Wirzburg
Sartorius, Gottingen

Life Technologies, Darmstadt
Schitt, Géttingen

Greiner Nunc., Nurtingen
Sarstedt, Nidrnbrecht

GE Healthcare, Minchen
Hellma, Mihlheim

Sarstedt, Nidrnbrecht
Sartorius, Gottingen

Sarstedt, Nidrnbrecht
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2.4 Geréate

Es sind lediglich Gerate fir spezielle Anwendungen aus dem Institut fir Humangenetik in

Gottingen aufgefihrt.

Gerat

Hersteller

FluorChem® Q

Konfokales Laser scanning Mikroskop 1X81
Synergy Mx

Ultraschallgenerator, Bioruptor plus UCD-300

Alpha Innotech, Logan, Utah, USA
Olympus, Hamburg
Bio Tek, Bad Friedrichshall

Diagenode, Liege, Belgien

2.5 Sterilisationsverfahren

Gebrauchswaren, Losungen und Kulturmedien wurden bei 121°C und 1,5 bar autoklaviert

oder Uber Nacht bei 220°C hitzesterilisiert. Hitzeempfindliche Losungen wurden steril filtriert.

2.6 Gebrauchsfertige Reaktionssysteme

Reaktionssystem

Hersteller

CellTiter 96® AQu.0us Non-Radioactive Proliferation Assay (MTS)
Complete Mini Protease Inhibitor Cocktalil

DNeasy blood and tissue Kit

ECL Plus

EpiTect Bisulfite Kit

Myco Alert® Mycoplasma Detection Kit

OneDay ChIP Kit

peqGold Total RNA Kit

PhosSTOP Phosphatase Inhibitor

Shearing ChlIP Kit

2.7 Losungen

Promega, Mannheim
Roche, Mannheim
Qiagen, Hilden

GE Healthcare, Freiburg
Qiagen, Hilden

Lonza, Koln

Diagenode, Liege, Belgien
PegLab, Erlangen

Roche, Mannheim

Diagenode, Liege, Belgien

Losungen fur den routinemafigen Gebrauch wurden nach Sambrook et al. (1989) angesetzt.

Die benttigten Chemikalien wurden den Erfordernissen gemaf in bidestilliertem Wasser

angesetzt und nach Bedarf autoklaviert oder steril filtriert.
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Losung/ Puffer Zusammensetzung

Blockpuffer | (Western Blot) 1x TBS-Tween

5% Magermilchpulver
Blockpuffer II (Immunhistochemie) 1x PBS

3% BSA

Lysispuffer | fir Proteine (modified RIPA) 150 mM NacCl

1 mM EDTA

50 mM Tris-HCI, pH 7.4
1% NP-40

0,25% Natriumdeoxycholat
Lysispuffer Il fur Proteine (Venkataramani et al., [ 50 mM Tris

2010) 150 mM NacCl

1% Nonidet P-40

1% Triton X-100

2 mM EDTA

pH 7.5

10x PBS 1,37 M NacCl

81 mM Na,HPO,

27 mM KCI

14,7 mM KH,PO,

10x TBS 1,37 M NacCl

100 mM Tris

mit HCI auf pH 7.6

1x TBS-Tween (TBS-T) 1x TBS

0,1% Tween 20
Transferpuffer lla (Western Blot) 25 mM Tris pH 8.3

150 mM Glycin

20% Methanol

20x Turbo-Puffer 0,2 M NaOH

mit festem H;BO; auf pH 8.0
Waschlosung | (Western Blot) 1x TBS-Tween

2,5% Magermilchpulver
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2.8 Medien, Antibiotika, Agraplatten

2.8.1 Medium flr Bakterien
Luria-Bertani-Medium (LB-Medium): 1% Trypton
0,5% Hefeextrakt

1% NacCl

pH 7.0
Das Medium wurde mit bidestiliertem Wasser angesetzt,
aufbewahrt. FUr die Selektion wurde der Resistenz

(Endkonzentration 50 pg/ml) zugegeben.

2.8.2 Agarplatten

autoklaviert und bei RT

entsprechend  Ampicillin

Zur Herstellung von Agarplatten wurde dem LB-Medium vor dem Autoklavieren 1,5% (w/v)

Agar zugefiigt. Nach dem Autoklavieren wurde der LB-Agar auf 55°C abgekihlt, mit

Ampicillin (Endkonzentration 50ug/ml) versetzt und in Petrischalen gegossen. Nach dem

Ausharten wurden die Agarplatten bei 4°C aufbewabhrt.

2.8.3 Medien fur eukaryotische Zellkulturen

Die verwendeten Medien zur Kultur eukaryotischer Zellen wurden kauflich erworben (PAN,

Aidenbach; Life Technologies, Darmstadt), vor Gebrauch mit fetalem Kalberserum (FKS),

Antibiotika (Penicillin/Streptomycin) und weiteren Zusétzen versetzt. Es wurden folgende

Medien fur die angegebenen Zelllinien verwendet:

Zelllinie

Zusammensetzung des Mediums

2E Advanced DMEM
8% NuSerum

10% FKS

1% Glutamin
RPMI 1640
10% FKS

LNCaP, PC-3, DU145, DLD-1, HCT-116,
SW480, SW620, SW837

MEM
20% FKS

Caco-2

100nM Dihydrotestosteron (DHT)
80 pg/ml Gentamycin

1,2% Penicillin/Streptomycin

1,2% Penicillin/Streptomycin
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HEK293, L-Zellen, NIH/3T3, NxNx, WT DMEM

10% FKS

1,2% Penicillin/Streptomycin
MRC-5 MEM

10% FKS

1,2% Penicillin/Streptomycin
PrsC DMEM

2,5% FKS

2,5% NuSerum

0,05% Insulin

1,2% Penicillin/Streptomycin

1% Fungizone

Fur die Kryokonservierung der Zellen in flissigem Stickstoff wurde das entsprechende
Medium mit 10% DMSO versetzt.

2.9 Biologisches Material

2.9.1 Bakterienstamme
Der Bakterienstamm Escherichia coli DH5a wurde fur die Transformation von Plasmiden

(Hanahan, 1983) verwendet und von Invitrogen (Karlsruhe) bezogen.

2.9.2 Eukaryotische Zelllinien
2E Murine Prostataadenokarzinom-Zelllinie, generiert aus dem Prostatatumor
einer TRAMP-Maus, Isolierung der Zellen wurde in der Arbeitsgruppe

durchgefihrt, reiner C57/BI6-Hintergrund

LNCaP Humane Prostataadenokarzinom-Zelllinie, generiert aus einer

Lymphknotenmetastase, Androgen-sensitive Zellen, ATCC, Rockville, USA

PC-3 Humane Prostataadenokarzinom-Zelllinie, generiert aus einer

Knochenmetastase, kastrationsresistente Zellen, ATCC, Rockville, USA

DuU145 Humane Prostataadenokarzinom-Zelllinie, generiert aus einer

Gehirnmetastase, kastrationsresistente Zellen, ATCC, Rockville, USA
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PrscC

SW480

SW620

SW837

Caco-2

DLD-1

HCT 116

MRC5

NIH/3T3

WT

NXNXx

L-Zellen

Humane Stromazellen der Prostata, Lonza, Basel, Schweiz

Humane, kolorektale Adenokarzinom-Zelllinie, generiert aus einer
Lymphknotenmetastase, ATCC, Rockville, USA

Humane, kolorektale Adenokarzinom-Zelllinie, generiert aus einer
Lymphknotenmetastase, ATCC, Rockville, USA

Humane, rektale Adenokarzinom-Zelllinie, ATCC, Rockville, USA

Humane, kolorektale Adenokarzinom-Zelllinie, ATCC, Rockville, USA

Humane, kolorektale Adenokarzinom-Zelllinie, ATCC, Rockville, USA

Humane, kolorektale Adenokarzinom-Zelllinie, ATCC, Rockville, USA

Humane Lungenfibroblasten-Zelllinie, zur  Verfigung gestellt  von
Frau M. Rave-Frank, Abteilung fir Strahlentherapie und Radioonkologie der
Universitatsmedizin Géttingen

Murine embryonale Fibroblasten-Zelllinie, ATCC, Rockville, USA

Murine Hautfibroblasten-Zelllinie, generiert aus der Dermis von Wildtyp-
C57/Bl6-Mausen (Uhmann et al.,, 2011), zur Verflgung gestellt von
Frau Dr. F. Nitzki, Abteilung Humangenetik, Arbeitsgruppe molekulare

Entwicklungsgenetik, Universitatsmedizin Géttingen

Murine Hautfibroblasten-Zelllinie, generiert aus der Dermis von Ptchyoyox-
C57/Bl6-Mausen (Uhmann et al.,, 2011), zur Verflgung gestellt von
Frau Dr. F. Nitzki, Abteilung Humangenetik, Arbeitsgruppe molekulare

Entwicklungsgenetik, Universitatsmedizin Géttingen

Murine Bindegewebsfibroblastenzelllinie, zur Verfigung gestellt von der
Arbeitsgruppe Prof. Dr. H. Hahn, Abteilung Humangenetik, Arbeitsgruppe

molekulare Entwicklungsgenetik, Universitdtsmedizin Gottingen
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HEK293 Humane embryonale Nierenzelllinie, zur Verfigung gestellt von der
Arbeitsgruppe Prof. Dr. H. Hahn, Abteilung Humangenetik, Arbeitsgruppe

molekulare Entwicklungsgenetik, Universitatsmedizin Goéttingen

2.9.3 Mausstamme

Die immundefizienten Nacktmause des Stammes Nu/Nu stammten von der Arbeitsgruppe
von Frau Prof. Dr. F. Alves (Abteilung Hamatologie und Onkologie der Universitatsmedizin
Gottingen). Die TRAMP-Mause des Stammes C57/BI6 wurden von der Firma Jackson Lab.
(Bar Harbor, USA) bezogen. Reine C57/BlI6-Mause stammten aus institutseigenen
Bestdnden. Die Haltungsbedingungen bestanden aus einem zwdlfstiindigen Hell-Dunkel-
Rhythmus bei 22°C und 55 + 5% relativer Luftfeuchtigkeit. Das Tierfutter wurde von der

Firma ssniff-Spezialdiaten (Soest) bezogen.

2.9.4 Synthetische DNA-Oligonukleotide

Fir die Generierung von PCR-Produkten und fir die quantitativen real time PCR-Analysen
wurden synthetische Oligonukleotide von den Firmen Life Technologies (Darmstadt) und
Eurofins MWG Operon (Ebersberg) verwendet. Die Sequenzen sind jeweils vom 5'- zum 3'-

Ende angegeben.

Human-spezifische Primer fiir Untersuchungen an cDNA.

Primername Sequenz
AR-Fw AGGAACTCGATCGTATCATTGC
AR-Rev CTCTGCCATCATTTCCGGAA

Cyclin D1-Q1-Fw
Cyclin D1-Q1-Rev
Cyclin D1-Q2-Fw
Cyclin D1-Q2-Rev
Cyclin D2-Q1-Fw
Cyclin D2-Q1-Rev
GAPDH-Fw
GAPDH-Rev
IGF-BP-3-Fw
IGF-BP-3-Rev
IGF-IR-Fw
IGF-IR-Rev
PBGD-Fw
PBGD-Rev
PDEF-Fw
PDEF-Rev
PSA-Fw
PSA-Rev
TBP-Fw
TBP-Rev

ATGTTCGTGGCCTCTAAGATGAAG
GTTTGCGGATGATCTGTTTGTTCT
AAGCTGTGCATCTACACCGACAAC
GCATTTTGGAGAGGAAGTGTTCAA
ATTGCTCTGTGTGCCACCGACTT
CCGTCACGTTGGTCCTGACGG
CATCACCATCTTCCAGGAGC
ATGACCTTGCCCACAGCCTT
GCCGTAGAGAAATGGAAGACACAC
CCATACTTATCCACACACCAGCAG
CCGAAGGTCTGTGAGGAAGA
AATGGCGGATCTTCACGTAG
GCAATGCGGCTGCAACGGCGGAAG
CCTGTGGTGGACATAGCAATGATT
CCTCGACCAGTGAGGAGAGCTG
TCCGGATGATGCCCTTCTTGTA
TGAACCAGAGGAGTTCTTGAC
CCCCAGAATCACCCGAGCAG
AGCCTGCCACCTTACGCTCAG
TGCTGCCTTTGTTGCTCTTCCA
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Maus-spezifische Primer fir Untersuchungen an cDNA.

Primername

Sequenz

Ar-Q2-Fw
Ar-Q2-Rev
Ccnd1-Q1-Fw
Ccnd1-Q1-Rev
Ccnd1-Q2-Fw
Ccnd1-Q2-Rev
Ccnd2-Q1/2-Fw
Ccnd2-Q1-Rev
Ccnd2-Q2-Rev
Cdk4-Q1-Fw
Cdk4-Q1-Rev
Cdk4-Q2-Fw
Cdk4-Q2-Rev
Cdk6-Q1-Fw
Cdk6-Q1-Rev
Cdk6-Q2-Fw
Cdk6-Q2-Rev
Cdknla-Q1-Fw
Cdknla-Q1-Rev
Cdknla-Q2-Fw
Cdknla-Q2-Rev

Ceruloplasmin1-Q1-Fw
Ceruloplasmin1-Q1/2-Rev
Ceruloplasminl-Q2-Fw
Ceruloplasmin2-Q1-Fw
Ceruloplasmin2-Q1/2-Rev
Ceruloplasmin2-Q2-Fw

Clusterin-Q2-Fw
Clusterin-Q2-Rev
Cxcl15-Q1-Fw
Cxcl15-Q1-Rev
Cxcl15-Q2-Fw
Cxcl15-Q2-Rev
Foxol-Q1-Fw
Foxol-Q1-Rev
Foxo0l-Q2-Fw
Foxo0l-Q2-Rev
Gsk3pB-Q2-Fw
Gsk3B-Q2-Rev
Hif1a-Fw
Hif1a-Rev
Hprt-Fw
Hprt-Rev
lgflr-Fw
Igfir-Rev
Lif1-Q1-Fw
Lif1-Q1/2-Rev
Lif1-Q2-Fw
Lif2-Q1/2/3-Fw

ATGACAACAACCAACCAGATTCCT
ACCAAGTCAGGTGCAAAGTAGAGC
ACACCAGCTCCTGTGCTGCGAA
CCAGGTAGTTCATGGCCAGCGG
CCCTTGACTGCCGAGAAGTTGTGC
GTTCAGGCCTTGCATCGCAGC
GGAGCTGCTGGAGTGGGAACTGGT
GCGCATGCTTGCGGATCAGGGACA
TCGACGGCGGGTACATGGCAAACT
GCTCGCGGCCTGTGTCTATGG
TCTCGAAGCAGGGGATCTTACGC
TCCCGGGCCCAGATAAAGGGC
TCCATCAGCCGTACAACATTGGGAT
AAGGTGTTCAAGGCCCGCGAC
GCTTGGTTTCTCTGTCCGTCCGT
CACGGACGGACAGAGAAACCAAGC
GTACCACAGCGTGACGACCACC
AGCCGAGAGGTGTGAGCCGCC
CCCTCCAGCGGCGTCTCCGT
AGCCGCCGCGGTGTCAGAGT
GGGCCTCCTGGAGACAGCCCG
ACCAAGCAGGGCCTGGGAAAAGGA
CCCAAGTGCTCGTCTTCGGCTCGT
ACTCACCAAGCAGGGCCTGGGAAA
TACTCCACTGCCACGTGACTGACC
ACCAGGTCCCTCGCAAATGAACAGT
TGTCCATGCTGGGATGGCAACTACC
ATGTCCAGCTCCACAGCCCAGCCTT
AGTCGTTCAGCTCCTGGCGCAGGTT
GGCTGTCCTTAACCTAGGCATCTT
AGCATCAGGATCCAAACAAATCAT
GAAGGCTACTGTTGGCCCAATTAC
CTTGTTCTCAGGTCTCCCAAATGA
AAGGGCGACAGCAACAGCTCGG
TCCAGGACCCTCTTGCCCAGACT
CCGCGCAAGACCAGCTCGTCG
TCCGCTCTTGCCTCCCTCTGGAT
CGCTCGGCTTTTTCCGGCAGG
CGACACAAGCCCGCATTCGGC
GGTGCTTCACTGCACGGGCCA
GCGGCCCAAAAGTTCTTCCGGC
AGCCCCAAAATGGTTAAGGTTGC
TTGCAGATTCAACTTGCGCTCAT
GTGGTCAAGGATGAACCCGAAAC
TGGCCTCAGAGACCGGAGATAAC
AGACTGTGGAGGGCTGCGAGACCA
ATGGGTGGCGTATGGCACAGGTGG
GCTGCGAGACCACGGCTCCAGTAT
CGTTGTTGGGAAACGGCTCCCCTT
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Lif2-Q1-Rev
Lif2-Q2-Rev
Lif2-Q3-Rev
Pak3-Fw
Pak3-Rev
Pten-Fw
Pten-Rev
Ptprn-Q1/2-Fw
Ptprn-Q1-Rev
Ptprn-Q2-Rev
Rcbtb2-Q1-Fw
Rchtb2-Q1-Rev
Rcbtb2-Q2-Fw
Rchtb2-Q2-Rev
Tbp-Q-Fw
Tbp-Q-Rev
Uchl1-Q1-Fw
Uchl1-Q1-Rev
Uchl1-Q2-Fw
Uchl1-Q2-Rev
Vegfa-Q1l-Fw
Vegfa-Q1-Rev

GTGATTGGCGCGAGATGAGATGCAG
GGAAACGGCTCCCCTTGAGCTGTG
GTTGGGAAACGGCTCCCCTTGAGC
CCTCCGCCTGTCATTGCACCAA
AACAGTTCCTGATGCCCCTTGGC
ATGGCTAAGTGAAGATGACAATCA
TTTTTGTCTCTGGTCCTTACTTCC
TGCCCACGGCTGTCTGTTTGACCG
TGGGCACCAAACCAGACCTGTCCC
CCGGAGCACACCTTGTAGGCGCTG
TCCAGCGGGTTGCCTGTGGCTACG
TGCCCACCTTGTGTCTTGGCAGCA
AGCTGACCAAGGGACTGCACAGGA
GCCAGCACTGCCGAAGACACAAGC
CACCAATGACTCCTATGACCCCTA
CAGTTGTCCGTGGCTCTCTTATTC
GTACGAGCTCGATGGGCGAATGCC
GGGATCGGCTGGTTCTCTCTCCCC
CTCCCCTGCTCAGGCTTTCCCAGT
CTCCTCCTCCAGCCCTAGCACGTC
CCC CGG ACG GGC CTC CGA AA
TGC ACA GCG CAT CAG CGG CA

Maus-spezifische Primer fiir Untersuchungen an genomischer DNA.

Primername

Sequenz

Ccnd2-ChlIP-Q4-Fw
Ccnd2-ChlIP-Q4-Rev
Ccnd2-ChIP-Q5-Fw
Ccnd2-ChIP-Q5-Rev
Ccnd2-ChlIP-Q7-Fw
Ccnd2-ChlIP-Q7-Rev
Ceruloplasmin-ChlIP-Q1-Fw
Ceruloplasmin-ChlP-Q1-Rev
Ceruloplasmin-ChlP-Q2-Fw
Ceruloplasmin-ChlP-Q2-Rev
Cxcl15-ChIP-Q1-Fw
Cxcl15-ChIP-Q1-Rev
Cxcl15-ChIP-Q1-Fw
Cxcl15-ChIP-Q1-Rev
Lif-ChIP-Q1-Fw
Lif-ChIP-Q1-Rev
Ptprn-ChIP-Q1-Fw
Ptprn-ChIP-Q1-Rev
Ptprn-ChlP-Q2-Fw
Ptprn-ChlP-Q2-Rev
Rcbtb-ChIP-Q1-Fw
Rcbtb-ChIP-Q1-Rev
Uchl1-ChIP-Q1-Fw
Uchl1-ChIP-Q1-Rev
Uchl1-ChlIP-Q2-Fw
Uchl1-ChIP-Q2-Rev

TGCTCTCTAACTTCGGAGGCTTGCA
CCCTGGTTTGGCGAGGTTGCAATTT
GCCTCGGATAGGGGAACCCACAA
GCAAGCCTCCGAAGTTAGAGAGCAC
TGCAACCTCGCCAAACCAGGG
CTCTCCACGCACGTGGCTCG
TGCCCTCCTGGAATTTACAC
CTTCATTTGCTTGGCTGACA
AGGTGTAGTGCCTGGGATTG
AAACCACGAAGGGGAAAAAC
CCCAAAGCAGGGTTTTGTTA
CTTCACAAGCCCAGAAGGAG
ACGACAACAACAAGGGCCCCT
CTCCCAGCAGCCCCGGAGAT
GCGGCCCAGTCAGCTGTGAC
GCACCCACACCACAGATGGAGC
CGGCGACGTTGGTGGGAGTC
CCCCGGCTAAGAGGGGGCTC
GGCGGGGTCTAGTTGCCCCT
AGCCAGGGAGACAGAGGCGG
GGAGGAGGGATGGAGGCTACG
GGGAGCCTGTGGGGCTAGTGA
AGAGACCCTCGAGCTTTGGAGTGA
TGCAGTCTCACTCGCCGGTG
CAGAGACCCTCGAGCTTTGGAGTG
CCCCCATGCACCGCACAGAAT
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Maus-spezifische Primer fir methylierungsspezifische Untersuchungen an genomischer DNA.

Primername

Sequenz

Ccnd2-Seq-Q2-Fw
Ccnd2-Seg-Q2-Rev

Verwendete siRNA-Nukleotide.

TTTGAGAGGGGGAGGAGATTTAATT

AAATACTTCCCTTACCTCCTTCCTTTAACT

Primername Sequenz

Cyclin D2 A CAGCAGUUCCGUCAAGAGCAGCAUA
Cyclin D2 B UAUGCUGCUCUUGACGGAACUGCUG
Cyclin D2 C CCACACUGAUGUGGAUUGUCUCAAA
Luciferase CGUACGCGGAAUACUUTGATT

Vektorprimer fur die Sequenzierung.

Primername Sequenz
T7-new AATACGACTCACTATAGGGCGAATTGG
Sp6-new TTAGGTGACACTATAGAATACTCAAGC

2.9.5 Antikorper

Primarantikorper

Hersteller

Androgen Receptor Ab-2
polyklonaler Antikérper, Kaninchen
acHiston 3, Lys9

polyklonaler Antikérper, Kaninchen
acHiston 3, Lys9

polyklonaler Antikérper, Kaninchen
a-Tubulin

monoklonaler Antikérper, Maus

Bax

monoklonaler Antikérper, Kaninchen
Bcl-2

monoklonaler Antikdrper, Kaninchen
Bim

monoklonaler Antikdrper, Kaninchen
Bok

polyklonaler Antikérper, Kaninchen
Caspase 3

monoklonaler Antikdrper, Kaninchen
Cyclin D1

polyklonaler Antikérper, Kaninchen
Cyclin D2

polyklonaler Antikérper, Kaninchen
Cyclin D2

monoklonaler Antikdrper, Kaninchen
Cyclin D3

monoklonaler Antikdrper, Maus

NeoMarkers, Westinghouse, USA
Santa Cruz, Heidelberg

Millipore, Billerica, USA
Sigma-Aldrich, Deisenhofen

Cell Signaling, Danvers, USA
Cell Signaling, Danvers, USA
Cell Signaling, Danvers, USA
Cell Signaling, Danvers, USA
Cell Signaling, Danvers, USA
NeoMarkers, Westinghouse, USA
Santa Cruz, Heidelberg

Cell Signaling, Danvers, USA

Cell Signaling, Danvers, USA
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IGF-IRB Santa Cruz, Heidelberg
polyklonaler Antikérper, Kaninchen
Ostrogenrezeptor a

polyklonaler Antikérper, Kaninchen
Ostrogenrezeptor B

polyklonaler Antikérper, Kaninchen
p15

polyklonaler Antikérper, Kaninchen
p27

Polyklonaler Antikérper, Kaninchen
pRb

Polyklonaler Antikérper, Kaninchen
SV-40

monoklonaler Antikdrper, Maus

Santa Cruz, Heidelberg
Cell Signaling, Danvers, USA
Cell Signaling, Danvers, USA

Cell Signaling, Danvers, USA

Cell Signaling, Danvers, USA

BD Bioscience, San Jose, USA

Sekundarantikorper Hersteller

anti-Kaninchen IgG

Cy3-konjugiert, Schaf Sigma-Aldrich, Deisenhofen

anti-Kaninchen IgG (H+L) Dianova, Hamburg, Jackson
HRP (horse radish peroxidase) konjugiert, Ziege ImmunoResearch
anti-Maus IgG : : .

o S -Aldrich, D hof
Cy3-konijugiert, Schaf 'gma-Aldric eisenhoten
anti-Maus IgG (H+L) Dianova, Hamburg, Jackson
HRP konjugiert, Kaninchen ImmunoResearch

Dako REAL™ Biotinylated Secondary Antibody
AP-konjugiert, biotinyliert, Gemisch, welches sowohl | Dako, Hamburg
gegen Kaninchen als auch Maus gerichtet ist, Ziege

2.9.6 Vektoren

Es wurde das pGEM®-T Easy-Vektorsystem von Promega (Mannheim) verwendet.

2.10 Datenbanken

Verwendung Programm

Analy;e von DNA-und BLAST-Programm (http://www.ncbi.nlm.nih.gov)
Protein-Sequenzen

Ensembl v32 (http://www.ensembl.org/)
Bioinformatik National Center for Biotechnology Information
(http://ncbi.nim.nih.gov/)

Primer-BLAST
(http://www.ncbi.nim.nih.gov/tools/primer-

blast/index.cgi?LINK _LOC=BlastHome)

Auswahl von
Oligonukleotiden

Auswahl von
Oligonukleaotiden fur MethPrimer (Li und Dahiya, 2002)

methylierungsspezifische | (http://www.urogene.org/cgi-bin/methprimer/methprimer.cgi)
Analysen
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Auswertung der BISMA (Rohde et al., 2010)
methylierungsspezifischen | (http://biochem.jacobs-
Sequenzierung university.de/BDPC/BISMA/manual_unique.php)

2.11 Isolierung und Aufreinigung von Nukleinsduren

2.11.1 Isolierung von genomischer Gesamt-DNA sowie Gesamt-RNA aus Zellkulturen
und anschlieBender Konzentrationsbestimmung

Die Isolierung von genomischer Gesamt-DNA aus Zellpellets erfolgte mit Hilfe des DNeasy

blood and tissue Kit der Firma Qiagen (Hilden) nach dem Protokoll des Herstellers.

Die Isolierung von Gesamt-RNA aus Zellkulturen erfolgte mit Hilfe des peqGOLD Total RNA

Kits der Firma peQLab (Erlangen) nach dem Protokoll des Herstellers.

Fur die Bestimmung der Konzentration der isolierten Nukleinsauren wurde ein Photometer

(Eppendorf, Hamburg) verwendet. Das Absorptionsmaximum bei 260nm wurde bestimmt

und gleichzeitig die Verunreinigung durch Proteine (bei 280nm) und Salzen (bei 320nm)

ermittelt. Die Berechnung der Nukleinsdurekonzentration erfolgte Uber das Lambert'sche

Gesetz.

2.11.2 Aufreinigung von Nukleinséuren aus einer PCR

Fur die Aufreinigung von PCR-Produkten in grofiem Mal3stab nach der Kolonie-PCR (vgl.
Kapitel 2.15.3) wurde die Vakuumeinheit MultiScreenyrs mit den dazugehdrigen
MultiScreenyrs 96well Filterplatten verwendet (Millipore, Billerica, USA). Hierfir wurden
zunéchst die Membranen der Filterplatten mit 100ul TE-Puffer pro well fur ca. 5min bei RT
aquilibriert. In der Zwischenzeit wurden jeweils 100l TE-Puffer zu den zu aufreinigenden
PCR-Produkten gegeben. Nach der Aquilibrierung wurden die Proben (ca. 120pl) in die
Filterplatte gegeben und die Filterplatte auf der Vakuumeinheit plaziert. Die Proben
passierten durch Anlegen eines Vakuums den Filter. Zum Eluieren der DNA wurden je nach
PCR-Produkt bis zu 50ul H,O auf die Membran gegeben und nach ca. 5min Inkubation bei
RT und leichtem Mischen der Proben wurde die aufgereinigte DNA in eine 96well PCR-Platte

Uberfihrt und bis zur weiteren Verwendung der Probe bei 4°C aufbewahrt.

2.12 Bisulfit-Konversion genomischer DNA

Isolierte genomische DNA (vgl. Kapitel 2.11.1) wurde mit Hilfe des EpiTect Bisulfit Kits der
Firma Qiagen (Hilden) nach den Angaben des Herstellers konvertiert. Hierbei bleiben
methylierte Cytosine der DNA erhalten, unmethylierte Cyctosine jedoch werden in Uracil

konvertiert.
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2.13 Klonierungstechniken

2.13.1 Herstellung von Bakterien-Glycerin-Stocks
Die Bakteriensuspension wurde mit 10% sterilem Glycerin versetzt, gut vermischt und fur

spatere Analysen bei -80°C aufbewahrt.

2.13.2 Ligation
In dieser Arbeit wurden lediglich PCR-Produkte mit einem A-Uberhang in den pGEM®T Easy
Vektor ligiert. Dieser Vektor besitzt einen T-Uberhang. Es wurde folgender Ansatz
verwendet:

1pl pPGEM®T Easy Vektor

1pl Ligase

5ul 2x Puffer

1pl PCR-Produkt

2ul H20

insgesamt 10ul

Dieser Ansatz wurde Uber Nacht bei 4°C inkubiert und daraufhin eine Transformation (vgl.
Kapitel 2.13.3) durchgefihrt.

2.13.3 Transformation kompetenter Zellen mit Plasmid-DNA

Bei der Transformation wurden die kompetenten Zellen zundchst 5min auf Eis aufgetaut.
AnschlieRend wurde 2ul des Ligationsansatzes zu je 50ul der kompetenten Zellen gegeben
und 30min auf Eis inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen fur 1min bei 42°C einem
Hitzeschock unterzogen und schlie3lich erneut 5min auf Eis inkubiert. Nach Zugabe von
200pl LB-Medium wurde der Ansatz bei 37°C fur 45min auf einem Thermomixer bei 1000rpm
inkubiert. Danach wurden 200ul des Ansatzes auf geeigneten Agarplatten ausgestrichen und
Uber Nacht bei 37°C inkubiert.

2.14 Gelelektrophorese von DNA

In dieser Arbeit wurde die Agarose-Gelelektrophorese verwendet, um DNA-Fragmente nach
ihrer Grof3e aufzutrennen. Der Anteil an Agarose im Gel lag zwischen 0,5-2,0% (w/v) und die
Agarose wurde in 1x Turbo-Puffer durch Kochen gel6dst. AnschlieRend wurde der Ldsung
DNA Stain G (Serva, Heidelberg) zugesetzt um die DNA-Fragmente sichtbar zu machen. Es
wurde neben den Proben ein Langenstandard mitgefuhrt (1kb DNA-ladder, Life

Technologies, Darmstadt) und die Gele wurden bei 200V und 200mA laufen gelassen.
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2.15 Polymerase-Kettenreaktion

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) ist eine in vitro-Methode, um spezifische DNA-
Fragmente zu amplifizieren (Saiki et al., 1985). Hierbei wird doppelstrangige DNA mit Hilfe
von hohen Temperaturen denaturiert, so dass Oligonukleotide (Primer) an die DNA binden
kénnen (sog. Annealing). AnschlieBend wird durch eine Polymerase das gebundene
Oligonukeotid verlangert (sog. Elongation). Dieser Vorgang aus Denaturierung, Annealing
und Elongation wird zyklisch wiederholt, so dass die Menge des DNA-Fragments

exponentiell ansteigt.

2.15.1 Standard-PCR
Die Standard-PCR wurde in dieser Arbeit verwendet um die Effizienz der cDNA-Synthese
nach Reverser Transkriptase-PCR zu kontrollieren (vgl. Kapitel 2.15.5). Hierflr wurde
folgender Ansatz verwendet:

0,5ul cDNA

5ul 5x Puffer

2,5ul dNTP-Mix (2mM)

0,5ul Primer Fw (10pmol/pl)

0,5ul Primer Rev (10pmol/pul)

0,75ul MgCl, (50mM)

0,5ul Mango Tag DNA-Polymerase (1U/pl)

14,25ul H,O

Der Ansatz wurde anschliel3end mit folgendem Programm in einem Thermocycler inkubiert:
95°C 2min

95°C 30sec

60°C 30sec 21X

72°C 30sec

72°C  5min

8°C

2.15.2 PCR zur Amplifikation einer CpG-Insel im Ccnd2-Promotorbereich
Diese spezielle PCR wurde verwendet um aus Bisulfit-konvertierter genomischer DNA (vgl.
Kapitel 2.12) eine CpG-Insel im Promotorbereich des Ccnd2-Gens zu amplifizieren. Der

Ansatz enthielt folgende Komponenten:
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5ul Standard Puffer

0,5ul 10mM dNTPs

0,5ul Primer Fw (10pmol/pl) (Ccnd2-Seq-Q2 fw)
0,5ul Primer Rev (10pmol/ul) (Ccnd2-Seq-Q2 rev)
0,3l OneTag® HotStart (NEB)

1pl Bisulfit-konvertierte genomische DNA

17,2ul H,O

insgesamt 25pl

Der Ansatz wurde anschliel3end mit folgendem Programm in einem Thermocycler inkubiert:
94°C 30sec

94°C 30sec

55°C  1min 40x

68°C 1min

68°C 5min

8°C

2.15.3 Kolonie-PCR
Die Kolonie-PCR stellt eine Methode dar, bei der in kurzer Zeit viele verschiedene Klone
untersucht werden konnen. Sie wurde im Rahmen dieser Arbeit bei der
methylierungsspezifischen Sequenzierung verwendet um jeweils 15 geeignete Klone zu
identifizieren, die das PCR-Produkt integriert hatten.
Es wurde hierbei in 96well PCR-Platten gearbeitet. Es wurden 14,25ul H,O vorgelegt, der
jeweilige Klon wurde mit Hilfe einer Pipettenspitze von der Agarplatte aufgenommen und in
H,O angeimpft, der Rest des Klons wurde zur Sicherung auf einer neuen Agarplatte mit
geeigneter Resistenz ausgestrichen. Der restliche PCR-Ansatz bestand aus den folgenden
Komponenten:

1ul Primer fw (10pmol/ul)

1ul Primer rev (10pmol/ul)

2,5ul dNTP-Mix (2mM)

5ul 5xPuffer farblos

0,75ul MgCl,

0,5ul MangoTag-Polymerase

Diese 10,75pl wurden zu dem angeimpften H,O (14,25ul) gegeben und in einem

Thermocycler mit folgendem Programm inkubiert:
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95°C 2min

95°C 30sec

60°C 30sec 21x
72°C 30sec

72°C  5min

8°C

2.15.4 Sequenzanalyse
Die Sequenzanalyse nach Sanger basiert auf dem Prinzip des Kettenabbruchs (Sanger und
Coulson, 1975). Es werden bei einer Sequenz-Reaktion fluoreszenz-markierte
Didesoxynukleotide eingefiigt, die keine 3'-Hydroxygruppe besitzen. Die Synthese des
Stranges bricht an der Stelle ab und in der anschlie@enden Gelelektrophorese kann tber
Laserabtastung der jeweilige Fluoreszenzfarbstoff detektiert werden. Der Ansatz fur die
Sequenz-Reaktion enthielt folgende Komponenten:

1pl DNA

2ul 5x Puffer

1ul BigDye®

1ul Vektor-spezifischer Primer Fw oder Rev (10pmol/pl)

5ul H,O

insgesamt 10pl

Dieser Ansatz wurde in einem Thermocycler mit folgendem Programm inkubiert:
95°C 1min

95°C 30sec

60°C  2min 30sec }BOX

60°C 5min

8°C

Es wurden 10ul H,O zu dem Ansatz hinzugefiigt und anschlielend erfolgte die
gelelektrophoretische Analyse mit der automatischen Sequenzanlage 3500XL der Firma

Applied Biosystems (Life Technologies, Darmstadt).

2.15.5 Reverse Transkription
Die reverse Transkription (RT)-PCR wurde verwendet um RNA in cDNA zu transkribieren.
Die cDNA wurde anschlieend fir quantitative real time PCR-Analysen verwendet. Das

Prinzip der reversen Transkription besteht darin, dass sich die verwendeten oligo(dT)-Primer
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mit den poly(A)-Sequenzen der mRNA paaren. Daraufhin kann die Reverse Transkriptase
den Strang verlangern und dadurch die cDNA synthetisieren.

Die Reaktion wurde mit folgendem Ansatz in drei Schritten durchgefihrt:

Schritt 1: 2-5ug RNA
+ 0,5ul oligo(dT)-Primer (0,5 pg/pl)
+ 0,5ul dNTP (10 mM)
ad 6ul H,O
» 72°C 10min Inkubation
Schritt 2: + 2l 5x First Strand buffer
+ 1ul DTT (0,1 M)
» 42°C 2min Inkubation
Schritt 3: + 0,25pl SuperScript Il
+0,75pl H,0
» 42°C 50min Reverse Transkription
» 70°C 15min Hitzeinaktivierung
» 8°C

Die synthetisierte cDNA wurde anschlieRend mit 10ul H,O verdinnt und mittels Standard-
PCR mit Primern flr sog. housekeeping-Gene Uberprift, bevor sie fur quantitative real time
PCR-Analysen (Kapitel 2.15.6) verwendet wurde.

2.15.6 Quantitative real time PCR-Analysen

Die quantitative real time PCR beruht auf dem Prinzip der herkdmmlichen PCR, ermdglicht
dariiber hinaus aber die Quantifizierung des entstandenen Produkts wahrend des Versuchs.
Dies ist mdoglich durch die Messung eines Fluoreszenz-Farbstoffes, welcher an
doppelstrangige DNA bindet. In den Untersuchungen dieser Arbeit wurde der PCR-
Mastermix Platinum® SYBR® Green gPCR SuperMix-UDG with Rox (Life Technologies,
Darmstadt) verwendet. Der Anstieg der Intensitat der Fluoreszenz wird nach jedem Zyklus
der PCR mit Hilfe des ABI Prism 7900T Sequence Detection Systems gemessen und daraus
eine Kurve erstellt. In der exponentiellen Phase der Reaktion, in der die volle Aktivitat der
Polymerase vorherrscht und genigend Materialien (Primer, MgCl,) vorliegen, wird der sog.
threshold-Wert bestimmt und anhand des PCR-Zyklus, in dem dieser erreicht wird, werden
die anschlieBenden Berechnungen zur Quantifizierung vorgenommen (Ct-Wert).

Diese Methode wurde in dieser Arbeit sowohl fir Analysen an cDNA verwendet, als auch fur

Analysen an genomischer DNA nach Chromatinimmunoprazipitation (ChlP). Die cDNA
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wurde hierbei gewdhnlich 1:20 mit H,O verdinnt, die genomische DNA lediglich 1:2. Der
Versuchsansatz beinhaltete die folgenden Komponenten:

2,5ul DNA

2,5yl Primer (Fw + Rev 100pmol/pul)

5,0ul SYBR®Green

Dieser Ansatz wurde wie folgt inkubiert:

50°C 2min

95°C 3min Aktivierung Taq

94°C 15sec Denaturierung
40 x 60°C 30sec Annealing

72°C 30sec Elongation

95°C 15sec

60°C 15sec

60°C-95°C 2°C/min Schmelzkurve

Nach der Messung wurden die Daten mit Hilfe des SDS-Programms (SDS Version 2.1, PE
Applied Biosystems) ausgewertet und in Excel (Microsoft) flr weitere Berechnungen

exportiert.

Fur Untersuchungen an cDNA wurde die relative Expression mit der AACt-Methode
bestimmt. Hierzu wurden folgende Formeln verwendet:

ACt = Ct (GOI) — Ct (HKG)

AACt = ACt (CTR) — ACt (SOI)

relative expression = 284!

Die mRNA-Expression der housekeeping-Gene TBP (TATA box binding protein) und PBGD
(porphobilinogen deaminase) wurden hierbei zur Normalisierung von menschlichen Proben
verwendet, bei murinen Proben wurden die housekeeping-Gene Hprt (hypoxanthine-guanine

phosphoribosyltransferase) und Thp (TATA box binding protein) der Maus verwendet.

Fur Untersuchungen an durch ChIP gewonnener genomischer DNA wurde die
%Input-Methode verwendet. Hierbei wurde zuné&chst der Verdinnungsfaktor ermittelt. In den
Untersuchungen dieser Arbeit wurde 10% der Input-Probe verwendet, daher ist der Input-
Faktor log,(10)=3,32.

1 GOl = gene of interest; HKG = housekeeping-Gene; CTR = control; SOI = sample of interest
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Der Input wurde zunachst mit Hilfe des Verdinnungsfaktors normalisiert:

ACt [Input norm] = Ct [Input] - (log, (Verdinnungsfaktor))

Anschlieend wurde der Anteil der untersuchten Probe vom Input ausgerechnet:
% Input = 100 * 2 (ACt [Input norm] - Ct [ChIP])

2.16 Proteinchemische Techniken

2.16.1 Isaolierung von Gesamtprotein aus Zellkulturen

Zur lIsolierung des Gesamtproteins wurden in einem well einer 6well-Platte bei ca.
90% Konfluenz ca. 150ul Lysepuffer 1l hinzugegeben. In einigen Fallen wurde auch
Lysepuffer | verwendet. Die Menge an verwendetem Puffer wurde der Konfluenz sowie dem
verwendeten Kulturgefal? gemal angepasst. Nach einer Inkubation von 10min bei RT wurde
das Lysat in ein Eppendorf-Gefald Uberfihrt und die unldslichen Bestandteile durch
Zentrifugieren bei 16000rpm bei 4°C fir 10min pelletiert. Der Uberstand wurde in ein neues
Eppendorf-Gefal3 Uberflihrt, die Proteinkonzentration wurde bestimmt (vgl. Kapitel 2.16.2)

und das Lysat wurde bei -20°C aufbewahrt .Eine Langzeitlagerung erfolgte bei -80°C.

2.16.2 Konzentrationsbestimmung von Proteinen nach Bradford

Die Konzentration von Proteinen wurde nach der Methode von Bradford bestimmt (Bradford,
1976). Hierbei wird ein Farbstoff (Coomassie-Brilliant-Blau) verwendet, der in saurer Lésung
unspezifisch an kationische und unpolare hydrophobe Seitenketten von Proteinen bindet.
Durch diese Bindung wird der Farbstoff in seiner unprotonierten, anionischen Sulfatform
stabilisiert, was zu einer Verschiebung des Absorptionsmaximums von 495nm zu 595nm
fuhrt.

Bei dieser Methode wird zunachst eine Standardreihe mit einem Proteinstandard gemessen,
womit anschliel3end eine Eichgerade extrapoliert werden kann. Die funffach konzentrierte
Farbstoff-Lésung (Roti®-Nanoquant, Carl Roth, Karlsruhe) wurde mit H,O auf einfach
konzentriert verdinnt. Die Proteine wurden 1:100 verdinnt und jeweils 50ul in Triplets
gemessen. Zu der Proteinlésung wurden 100ul der Farbstoff-Arbeitslésung gegeben und
dies wurde 5min bei RT inkubiert. Anschlie@end wurde die Extinktion mit Hilfe des
Plattenlesegerates SynergyMx (BioTek, Friedrichshall) bestimmt  und die

Proteinkonzentration mittels des dazugehorigen PC-Programms Geneb bestimmt.
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2.16.3 Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese

Die Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) wurde mit Hilfe des
NuPAGE®-Systems der Firma Life Technologies (Darmstadt) durchgefihrt. Durch die
aufeinander abgestimmten Komponenten ist ein optimales Ergebnis mdglich. Hierfir wurden
in der Regel 50ug Protein mit 1/4 Volumen Probenpuffer (LDS Sample Buffer (vierfach
konzentriert), NUPAGE®, Life Technologies, Darmstadt), der zuvor mit 10% Dithiothreitol
versetzt wurde, gemischt. Die Mischung wurde fir 10min bei 70°C inkubiert und
anschlielRend auf ein NUPAGE® 4-12% Bis-Tris Gel geladen. Als Gro3enstandard wurde ein
gefarbter Marker mitgefiihrt (NUPAGE® See Blue Plus2, Life Technologies, Darmstadt). Die
Elektrophorese wurde bei 160V und 160mA in MES-Puffer fur ca. 1,5h durchgefihrt; je nach

Molekulargewicht des untersuchten Proteins.

2.16.4 Transfer von Proteinen auf PVDF-Membranen

Nach der SDS-PAGE wurden die Proteine durch einen sog. semi-dry Blot auf
PVDF-Membranen transferiert. Hierfir wurde die PVDF-Membran auf die geeignete GroRRe
zugeschnitten, in 100% Methanol fir zehn Sekunden aktiviert und anschlielend im
Transferpuffer lla fir zehn Minuten aquilibriert. Der Aufbau des Blots begann mit drei in
Transferpuffer lla-getrankten Whatman-Filtern auf der Anode, darauf kam die
PVDF-Membran gefolgt von dem Polyacrylamidgel mit den zu untersuchenden Proteinen.
Als Abschluss wurden erneut drei in Transferpuffer Ila-getrankte Whatman-Filter aufgelegt
und der Elektroblotter wurde mit der Kathode geschlossen. Der Transfer wurde bei 25V und

220mA fur ca. 1,5h durchgefiihrt; je nach Gréf3e des untersuchten Proteins.

2.16.5 Inkubation von membrangebundenen Proteinen mit Antikdrpern

Nach dem Transfer der Proteine auf die PVDF-Membran wurde diese in Blockpuffer | fiir
mindestens 20min inkubiert um unspezifische Bindungen zu blockieren. AnschlieRend wurde
die Membran kurz in TBS-T geschwenkt und mit in TBS-T-verdinntem primaren Antikdrper
Uber Nacht bei 4°C inkubiert. Im Anschluss daran wurde die Membran zweimal 15min in
Waschlosung | gewaschen um ungebundene Antikdrper zu entfernen. Daraufhin wurde die
Membran mit in Blockpuffer | verdinntem sekundaren HRP-konjugiertem Antikorper fur
zwei Stunden bei RT inkubiert. Schlie3lich wurde die Membran dreimal 15min in
Waschlosung | gewaschen und einmal fir 5min in TBS-T gewaschen um Milchriickstande zu
entfernen. FiUr die Detektion der Signale wurde die ECL Prime Detektionslésung (GE
Healthcare, Freiburg) verwendet. Die Signale wurden mit Hilfe eines Detektionsgerates
(FlourChem® Q. Alpha Innotech, Logan, USA) aufgenommen.
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2.17 Chromatinimmunoprazipitation

Fur die Chromatinimmunopréazipitation-Analysen (ChlP-Analysen) wurde eine spezifische
Anzahl von Zellen (in der Regel 20-30Mio.) mit Hilfe des Shearing ChIP Kits der Firma
Diagenode (Liege, Belgien) nach Angaben des Herstellers bearbeitet. Zunachst wurden die
DNA-gebundenen Proteine durch Behandlung mit Formalin fir 10min an die DNA
guervernetzt und anschlieend wurden die Zellen lysiert und das Chromatin unter
Verwendung des Ultraschallgenerators Bioruptor plus UCD-300 (Diagenode, Liége, Belgien)
geschert. Dies erfolgte unter Verwendung der Einstellung "high" fir 30 Zyklen mit jeweils
30sec on und 30sec off. Hierbei wurde das Eis im Wasserbad nach jeweils 10 Zyklen
gewechselt, um das Wasser nahe 4°C zu halten. AnschlieBend wurden die Proben bei
14000rpm und 4°C fur 5min zentrifugiert. Der Uberstand enthielt das gescherte Chromatin.
Von diesem gescherten Chromatin wurde ein Teil als Input-Probe zurtick behalten (1/10 des
fur die Immunoprazipitation eingesetzten Materials, in dieser Arbeit 0,2Mio Zellen)

Das gescherte Chromatin (einer Menge von 2Mio. Zellen entsprechend) wurde mit Hilfe des
OneDay ChIP Kits (Diagenode, Lieége, Belgien) nach Angaben des Herstellers zunachst mit
einem Antikdrper gegen acetyliertes Histon 3 an Lysin 9 (Millipore, Billerica, USA) Uber
Nacht immunselektiert. Nach der Bindung der Antikérper-Chromatin-Komplexe an
Protein A-gekoppelte Partikel wurde nach einigen Waschschritten, in denen nicht-gebundene
DNA entfernt wurde, die immunselektierte DNA prazipitiert. SchlieBlich wurde die
Quervernetzung der DNA-gebundenen Proteine und der DNA reversiert und die DNA
aufgereinigt. Die so erhaltene DNA wurde fir quantitative real time Analysen (vgl Kapitel
2.15.6) verwendet. Eine Ubersicht der Arbeitsschritte ist in Abb. 2.1 dargestellt.
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Quervernetzen des Chromatins

Sonifizierung zum Scheren

Immunoprazipitation

acH3K9-Antikérper

Quervernetzung reversieren

DNA-Aufreinigung

Detektion:
quantitative real time PCR

Abbildung 2.1: Ubersicht uiber die Arbeitsschritte bei der Chromatinimmunopréazipitation (ChIP).

Die an die DNA gebundenen Proteine wurden durch Behandlung mit Formalin an die DNA quervernetzt. Nach der
Lyse der Zellen wurde das Chromatin durch Sonifizierung geschert. Dieses gescherte Chromatin wurde Uber
Nacht mit einem Antikérper gegen acetyliertes Histon 3 an Lysin 9 (acH3K9) immunselektiert. AnschlieRend
wurden die Chromatin-Antikbrper-Komplexe an Protein A-gekoppelte Partikel gebunden und nach mehreren
Waschschritten prazipitiert. Nach Reversion der Quervernetzung zwischen DNA-gebundenen Proteinen und DNA
wurde die DNA aufgereinigt. Die Detektion der préazipitierten DNA erfolgte mittels quantitativer real time PCR
(modifiziert nach Baker, 2010).

2.18 Zellbiologische Methoden

2.18.1 Zellkultur eukaryotischer Zellen

Die verwendeten Zelllinien wurden in Zellkulturmedium (vgl. Kapitel 2.8.3) bei 37°C und 5%
CO, kultiviert. Je nach Proliferationsrate wurden die Zellen ein- bis zweimal die Woche
geteilt. Dies erfolgte durch Inkubation in Trypsin/EDTA (PAN, Aidenbach) bei 37°C bis sich
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die Zellen von dem KulturgefaR l6sten. AnschlieRend wurden die Zellen je nach

Proliferationsrate 1:5 bis 1:10 in Kulturmedium verdiinnt und wieder in Kultur gebracht.

2.18.2 Kryokonservierung und Revitalisierung von eukaryotischen Zellen

Fur die Kryokonservierung der Zellen wurden die adhérenten Zellen durch Behandlung mit
Trypsin/EDTA wie in Kapitel 2.18.1 beschrieben von dem Kulturgefal3 gel6st, die Aktivitat
des Trypsins wurde durch Zugabe von Kulturmedium gestoppt und die Zellen wurden durch
Zentrifugation bei 1000rpm fir 5min pelletiert, um das restliche Trypsin zu entfernen. Die
Zellpellets wurden in Kulturmedium resuspendiert und die Zellsuspension wurde
anschlieend mit 10% DMSO versetzt. Die Zellen wurden zunachst unter Verwendung der
Einfrierhilfe Mr. Frosty (Thermo Scientific, Langenselbold) jeweils 1°C pro Minute in
einem -80°C-Gefrierschrank herunter gekuhlt. Nach Erreichen einer Temperatur von -80°C
wurden die Zellen zur Langzeitlagerung in flissigen Stickstoff tberfthrt.

Fur die Revitalisierung wurden die Zellen bei 37°C rasch aufgetaut, mit ca. dreifacher Menge
an Medium versetzt und bei 1000rpm fur 5min pelletiert. Die Pellets wurden in Kulturmedium

resuspendiert und die Zellen entsprechend Kapitel 2.18.1 kultiviert.

2.18.3 Test auf Mykoplasmen-Verunreinigungen

Der Test auf eine Verunreinigung durch Mykoplasmen in den eukaryotischen Zellkulturen
wurde routinemafig ca. einmal im Monat mit Hilfe des MycoAlert® Mycoplasma Detektions
Kits (Lonza, Koéln) nach Angaben des Herstellers, jedoch lediglich mit der Halfte des
Ansatzes, durchgefiihrt. Dieser Test basiert auf der AktivitAitsmessung der
Mykoplasmen-Enzyme durch ATP-Bestimmung vor und nach Zugabe des spezifischen

Substrates.

2.18.4 Transfektion eukaryotischer Zellen

In dieser Arbeit wurde die Transfektion der pimaren PCa-Zellen 2E sowie der murinen
Fibroblasten NIH/3T3 mit Hilfe des TurboFect™ siRNA-Transfektionsreagenz nach den
Angaben des Herstellers durchgefiihrt. Es handelt sich hierbei um ein kationisches Polymer,
das kompakte, stabile und positiv geladene Komplexe mit siRNA bildet und diese ins
Zytoplasma der Zelle bringt. Durch die Transfektion mit SiRNA kann post-transkriptional die
Expression eines Zielgens vermindert werden.

In dieser Arbeit wurden drei verschiedene siRNAs gegen Cyclin D2 (MSS236126,
MSS236127, MSS236128, Stealth RNAI™ siRNA, Life Technologies, Darmstadt) verwendet
sowie eine SiRNA gegen das Luciferase-Gen (Eurogentec, Koln) als Kontrolle. Die
Konzentration im Transfektionsmedium betrug 50nM. Nach 24h konnte eine effektive
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Inhibierung der Expression detektiert werden und die Zellen wurden auf ihre Proliferation hin

untersucht (bei der Untersuchung der priméaren PCa-Zellen 2E nach VPA-Behandlung).

2.19 Funktionelle Analysen eukaryotischer Zellen

2.19.1 Migrationsassay

Fur den in vitro-Zellmigrationsassay wurden die Zellen fur 48h mit 5mM bzw. 10mM VPA
vorinkubiert. AnschlieBend wurden 70000 Zellen in die sog. Inserts des Assays (Millicell
8.0um hanging PET inserts, Millipore, Billerica, USA) Uberfuhrt und unter weiterer VPA-Gabe
fur 24h inkubiert. SchlieBlich wurden die Zellen, die durch die Membran der Inserts migriert
sind, unter Verwendung des Diff-Quick Farbesets (Dade Behring GmbH, Marburg) angefarbt
und auf Objekttragern in Ol fixiert. Es wurden jeweils finf Felder bei 40- bis 100-facher

VergroRerung unter Verwendung eines Mikroskops ausgezahlt.

2.19.2 Invasionsassay

Fur die Bestimmung der in vitro-Zellinvasion wurden BioCoat™ Matrigel™ Invasion
Chambers (BD Bioscience, San Jose, USA) verwendet. Die Membranen der Inserts des
Assays sind mit Matrigel™ beschichtet. Dieses stellt die Basalmembran in vitro dar. Lediglich
invasive Zellen kénnen diese Schicht passieren und so auf die Unterseite des Inserts
gelangen.

Die primaren PCa-Zellen 2E wurden fir 24h mit VPA vorinkubiert und es wurden
anschlieZend 70000 Zellen in Medium mit 10% FKS und der entsprechenden Konzentration
von VPA in das Insert Uberfuhrt. Die Zellkulturplatte enthielt Medium mit 20% FKS und der
jeweiligen VPA-Konzentration, um einen Konzentrationsgradienten zu schaffen entlang
dessen die Zellen migrieren und schliellich invadieren kénnen. Die Zellen wurden fur 48h im
Assay belassen und die Farbung der Zellen sowie die Analyse der invasiven Zellen erfolgte
entsprechend Kapitel 2.19.1.

2.19.3 Proliferationsassay

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die primaren PCa-Zellen 2E sowie die PCa-Zellen LNCaP
nach Behandlung mit den beiden Gesamtextrakten aus Belamcanda chinensis auf ihre
Proliferation hin untersucht. Zudem wurden fast alle im Kapitel 2.9.2 genannten Zelllinien
nach VPA-Behandlung sowie 2E-Zellen und NIH/3T3-Zellen nach Herunterregulierung der
Cyclin D2-Expression mittels siRNA auf ihre Proliferation hin untersucht. Dieser Assay beruht
auf dem Prinzip, dass von lebenden Zellen schwach gefarbte Tetrazoliumsalze (MTS) in

intensiv gefarbte Formazanderivate umgewandelt werden. Diese Reaktion erfordert aktive
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Mitochondrien, die nur in lebenden Zellen vorhanden sind. Durch Messung der Intensitat der
Farbung kénnen Rickschlisse auf die Zellproliferation gezogen werden. Fir diesen Assay
wurden 3000 Zellen pro well in einer flachbodigen 96well Platte ausplattiert. Nach Adhérenz
der Zellen (ca. 2h) wurde das entsprechende Medium mit dem Gesamtextrakt aus
Belamcanda chinensis bzw. VPA zugegeben. Die weiteren Arbeitsschritte erfolgten nach
Angaben des Herstellers. Es wurde der CellTiter 96® AQueous Non-Radioactive Cell

Proliferation Assay (MTS) (Promega, Mannheim) verwendet.

2.19.4 Koloniebildungsassay

Fir den Koloniebildungsassay wurden die primaren PCa-Zellen 2E in sehr niedriger
Zelldichte (800 Zellen pro well einer 6well Platte) ausplattiert und fir 24h in normalem
Kulturmedium inkubiert. Anschlielend wurde das Kulturmedium auf VPA-enthaltendes
Kulturmedium gewechselt. Dieses Medium wurde routinemafig zweimal die Woche
gewechselt. Nach deutlicher Koloniebildung (nach ca. 14 Tagen) wurden die Zellen fir 20min
in Ethanol fixiert und mit Hamalaun/Eosin angefarbt. Die Zellkolonien wurden mit Hilfe eines

Lichttisches ausgezahilt.

2.20 Immunfarbungen

2.20.1 Immunfluoreszenz-Farbung eukaryotischer Zellen

Fir die Immunfluoreszenz-Farbungen wurden die Zellen zunéchst auf 4-Kammer-Slides in
mittlerer Zelldichte (ca. 25000 Zellen pro Kammer) ausgesat und fir 24h in normalem
Kulturmedium inkubiert. AnschlieBend wurde das Kulturmedium zu VPA- bzw.
Gesamtextrakt-enthaltendem Medium gewechselt und die Zellen fir weitere 24h inkubiert.
Fixiert wurden die Zellen mit 3,7% Formaldehyd in PBS fur 20min. Nach kurzem Waschen
mit PBS wurden die Zellmembranen durch eine 10-minitige Behandlung mit 0,1%
Triton-X-100 in PBS permeabilisiert. Nachdem die Zellen erneut mit PBS gewaschen
wurden, wurden die unspezifischen Bindungsstellen durch Inkubation mit Blockpuffer I
blockiert. Anschlielend wurden die Zellen mit dem primaren Antikérper verdunnt in
Blockpuffer Il Gber Nacht bei 4°C inkubiert. Nach dieser Inkubation wurden die Zellen
zweimal 10min in PBS gewaschen und anschlieBend der sekundare Cy3-gekoppelte
Antikorper in Blockpuffer 1l zusammen mit FITC-konjugiertem Phalloidin auf die Zellen
gegeben. Nach einer Inkubation von 2h wurden die Zellen erneut zweimal fir 10min in PBS
gewaschen, gefolgt von einem 10-minutigen Waschschritt in H,O. Schlie3lich wurden die
Praparate mit Vectashield/DAPI eingedeckt und mit dem konfokalen Laserscanning

Mikroskop FluoView1000 (Olympus, Hamburg) fotografiert.
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2.20.2 Immunhistochemische Farbung von Patientengewebe

Es wurden in Zusammenarbeit mit Dr. F. Bremmer aus der Abteilung Pathologie der
Universitatsmedizin Gottingen sechs tumorfreie Prostatagewebe, 15 Gewebeproben von
PCa sowie eine Lymphknotenmetastase von insgesamt 21 Mannern untersucht. Diese
Untersuchungen an Patientenmaterial wurden von der Ethikkommission der
Universitatsmedizin Goéttingen genehmigt.

Die immunhistochemischen Farbungen wurden an 3um bis 5um dicken Gewebeschnitten
aus Formalin-fixierten und in Paraffin eingebetteten Praparaten durchgefiihrt. Nach der
Deparaffinisierung sowie Rehydrierung wurden die Praparate in Zitratpuffer (pH6) inkubiert.
AnschlieRend erfolgte die Inkubation mit den primaren Antikdrpern fir 30min bei RT
(Cyclin D1 1:100 verdinnt, NeoMarkers, Westinghouse, USA; und Cyclin D2 1:200 verdinnt,
Santa Cruz, Heidelberg). Daraufhin wurden die Praparate mit dem sekundaren biotinylierten
Antikorper (REAL biotinylated secondary antibodies, Dako, Hamburg) inkubiert und
anschlielend wurde Streptavidin-alkalische Phosphatase hinzugegeben. Als Chromogen
wurde Fast Red (Dako, Hamburg) verwendet. Die Praparate wurden nach Gegenfarbung mit
Meyer's Hamatoxilin mit Hilfe eines Lichtmikroskops fotografiert.

2.21 Microarray-Analyse

Fir die genomweite Transkriptionsanalyse der mit Tectorigenin der Firma Shenzhen
(Shenzhen Sungening Bio-Tech Co., Ltd, Guangdong, China) behandelten humanen PCa-
Zellen LNCaP wurde eine Microarray-Analyse durchgefiihrt. Es wurde der GeneChip®
Human Gene 1.0 ST Array der Firma Affymetrix (Santa Clara, USA) sowie der dazugehérige
GeneChip® Whole Transcript (WT) Sense Target Labeling Assay verwendet. Die Analysen
wurden in Zusammenarbeit mit dem Transkriptomanalyselabor der Georg-August-Universitét

Gottingen durchgefihrt.

2.21.1 Behandlung und Ernte der Zellen

Die humanen PCa-Zellen wurden fur 24h mit Tectorigenin der Firma Shenzhen (Shenzhen
Sungening Bio-Tech Co., Ltd, Guangdong, China) behandelt, anschlieBend durch
Behandlung mit Trypsin/EDTA von dem Kulturgefal? gelost und die Reaktion wurde durch
Zugabe von Kulturmedium gestoppt. Die Zellen wurden durch Zentrifugation bei 1000rpm fur
5min pelletiert und nach einmaligem Waschen mit DPBS erneut zentrifugiert. Die Zell-Pellets
wurden bis zur weiteren Untersuchung bei -80°C eingefroren. Es wurden jeweils drei
unabhangige Behandlungen durchgefilihrt. Als Kontrolle dienten mit DMSO behandelte

Zellen.
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2.21.2 Isolierung der RNA

Die Isolierung der RNA erfolgte nach Angaben des Herstellers. Vor Arbeitsbeginn wurden
alle Arbeitsutensilien sowie der Arbeitsplatz mit RNaseZAP® (Sigma-Aldrich, Deisenhofen)
behandelt, um eine Kontamination mit RNasen zu verhindern. Fir die Isolierung der RNA
wurde TRIzol® (Life Technologies, Darmstadt) verwendet. Es handelt sich hierbei um eine
gebrauchsfertige Losung fir die Isolation von RNA aus Geweben und Zellen, die aus einer
einphasigen Lésung aus Phenol und Guanidin-Isothiocyanat besteht.

AnschlieRend an die Isolation der RNA wurde die Quantitat mit Hilfe des Eukaryote Total
RNA Nano Assays im Bioanalyser 2100 (Agilent, Waldbronn) und die Quantitat mit Hilfe
eines Photometers (Nanodrop, Thermo Scientific, Wilmington, USA) bestimmt. Die isolierte
RNA wurde bei -80°C gelagert.

2.21.3 Labeling und Hybridisierung der Proben, Auswertung der Daten

Die Arbeitsschritte wurden nach Angaben des Herstellers durchgefiihrt. Ein Uberblick tber
die Arbeitsschritte gibt Abbildung 2.2. Aus der isolierten RNA wurde zun&chst die
Erststrang-cDNA und nachfolgend die Zweitstrang-cDNA synthetisiert. Daraus wurde die
cRNA synthetisiert, aus der eine weitere Erststrang-cDNA synthetisiert wurde, in die Biotin-
markierte Basen eingefugt wurden. Diese cDNA wurde nach der Hydrolyse der cRNA
aufgereinigt und fragmentiert. Anschlieend erfolgte die Hybridisierung mit den Microarrays.
Nach einem Waschschritt wurden die Microarrays mit R-Phycoerythrin-markiertem
Streptavidin gefarbt. Zur Amplifikation des Signals wurde diese Lésung nach Zugabe eines
biotinylierten anti-Streptavidin-Antikérpers erneut zugegeben. Schlielich wurden die
Microarrays gescannt (GeneChip® Scanner 3000, Affimetrix, Santa Clara, USA) und die
Daten statistisch ausgewertet. Es wurden ein  ANOVA-Modeling, nicht-lineare
Regressionsnormalisierung und die Bestandteile des betreffenden t-Tests durchgefiihrt.
AulRerdem wurden p-Wert-Abgleichungen durchgefiihrt und die false discovery rate (FDR)

sowie die family-wise error rate (FWER) bestimmt.
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Abbildung 2.2: Schematischer Uberblick tiber die Durchfiihrung der Microarray-Analyse.
Die RNA wurde durch reverse Transkription in cDNA umgeschrieben. Nach einer cRNA-Synthese (hier nicht
Basen (CTP und UTP) durch

in vitro-Transkription synthetisiert. Diese cDNA wurde fragmentiert. Die fragmentierte, Biotin-markierte cDNA

abgebildet) wurde die cDNA unter der Verwendung Biotin-markierter

wurde mit dem GeneChip® Expression Array hybridisiert. AnschlieRend wurde der hybridisierte Array gewaschen
und mit R-Phycoerythrin-markiertem Streptavidin gefarbt (modifiziert nach Witt, 2009).

2.22 In vivo-Untersuchungen
Die

Verbraucherschutz und Lebensmittelsicherheit genehmigt.

in vivo-Untersuchungen wurden durch das Niedersachsische Landesamt fir

2.22.1 Subkutane Injektion von Zellen in Nacktméause

Es wurden die humanen PCa-Zellen LNCaP fur die Injektionen in die Flanken von
Nacktmé&usen verwendet. Hierfir wurden die Zellen in der Wachstumsphase von dem
Kulturgefald durch Behandlung mit Trypsin/EDTA gel6st. Die Reaktion wurde durch Zugabe
von Kulturmedium abgestoppt und die Zellen wurden durch Zentrifugation bei 1000rpm fiir
5min pelletiert. Die Zell-Pellets wurden zweimal mit DPBS gewaschen und die gewaschenen

Zell-Pellets wurden anschliel3end in DPBS resuspendiert und gezéahlt. Das Matrigel™ wurde



2. Material und Methoden -41 -

auf Eis aufgetaut und 1:1 mit RPMI mit 20% FKS gemischt und auf Eis aufbewahrt. Die
Zellen wurden erneut pelletiert und die Zell-Pellets in einer geeigneten Menge an RPMI mit
20% FKS resuspendiert. AnschlieRend wurden die Zellen 1:1 mit dem verdinnten Matrigel™
vermischt, so dass das Endverhéltnis von Zellen zu Matrigel 4:1 betrug. Pro Maus wurden

hiervon 1Mio Zellen in 150ul Volumen in jede Flanke injiziert.

2.22.2 Futterung mit Tectorigenin-haltigem Futter

Die Untersuchungen in TRAMP-M&usen wurden in Zusammenarbeit mit den Abteilungen
Pathologie und Urologie der Universitatsmedizin Gottingen durchgefiihrt. Die Behandlung
der TRAMP-Mause erfolgte mit Tectorigenin-haltigem Futter (500mg/kg in sojafreiem Futter,
ssniff Spezialdiaten GmbH, Soest, Tectorigenin der Firma Girindus, Bergisch Gladbach) bzw.
sojafreiem Futter (ssniff Spezialdiaten GmbH, Soest) als Kontrolle ab einem Alter von sechs
Wochen. Im Alter von 30 Wochen wurden die Mause abgetétet und die Prostatae sowie das
Metastasengewebe wurden histopathologisch ausgewertet.

Fir die LNCaP-Xenograft-Versuche wurde die Futterung der Tiere mit Tectorigenin-haltigem
Futter ab der Injektion der LNCaP-Zellen (vgl. Kapitel 2.22.1) durchgefiihrt. Es wurde das
Tectorigenin der Firma Shenzhen (Shenzhen Sungening Bio-Tech Co., Ltd, Guangdong,
China) verwendet, welches in einer Konzentration von 500mg/kg sojafreiem Futter (ssniff
Spezialdiaten GmbH, Soest) beigemischt wurde. Als Kontrolle dienten mit sojafreiem Futter
(ssniff Spezialdiaten GmbH, Soest) gefitterte Tiere. Die Abbruchkriterien fir diesen Versuch
waren eine Behandlungsdauer von zwolf Monaten sowie eine Tumorgrdfie von 1,5cm3. Nach
Erreichen des Abbruchkriteriums fir eine Maus wurde die gesamte Gruppe abgetotet. Es
wurden zwei Versuchsgruppen untersucht. In der ersten Gruppe wurden die Mause fir 146
Tage, in der zweiten Gruppe fur 91 Tage behandelt. Nach diesen Behandlungsdauern
erreichte jeweils eine Maus der jeweiligen Gruppe das Abbruchkriterium der TumorgréfZe. In
der ersten Gruppe wurden vier kontrollbehandelte und finf Tectorigenin-behandelte Mause
untersucht, wobei eine Tectorigenin-behandelte Maus frilhzeitig verstarb. In der zweiten
Versuchsgruppe wurden sechs Kontroll-Mause, von denen zwei frihzeitig verstarben, und

vier Tectorigenin-behandelte Mause untersucht.

2.22.3 Futterung von TRAMP-Mausen mit Valproinsaure tGber das Trinkwasser

Alle untersuchten Mause wurden mit einer Endkonzentration von 0,4% w/v VPA Uber das
Trinkwasser behandelt. Hierbei wurde jeweils in der ersten Versuchswoche VPA
eingeschlichen, da 0,4% w/v VPA nicht sofort von den Mausen toleriert wird. Das
Einschleichen erfolgte von einer Konzentration von 0,1% w/v VPA an in 0,1%-Schritten jeden
zweiten Tag der Behandlung bis zur Endkonzentration von 0,4% w/v VPA am 7. Tag der

Behandlung. Zu dem Trinkwasser wurden haushaltstibliche SuRstofftabletten der Marke
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"Das gesunde PLUS" (dm-drogerie markt GmbH + Co. KG, Karlsruhe) hinzugefiigt
(1 Tablette pro 100ml Trinkwasser). Die Inhaltsstoffe dieser SuRstofftabletten sind:
SuRstoff Natriumclyclamat, Saureregulator Natriumhydrogencarbonat, S&auerungsmittel
Natriumcitrate, Suf3stoff Saccharin-Natrium, Lactose. Als Kontrolle dienten Mause, die
Trinkwasser erhielten, dem lediglich der genannte Sii3stoff zugefligt wurde.

Der Versuch wurde in drei Gruppen eingeteilt, wobei jede Gruppe 15 VPA-behandelte und
15 Kontroll-behandelte Mause beinhaltete. Eine Ubersicht iiber den Versuchsablauf ist in
Abb. 2.3 dargestellt.

Therapiestart Therapiel_start
Geburt praventiv kurativ Tétung Totung
| | | | I / / | | 5
| | | ! | | | a8
6 Wochen 7 Wo. 18 Wo. 17 Wo. 30 Wo. max. 40 Wo.
Einschleichen | |
von VPA Y

Behandlung mit VPA

Einschleichen| |
von VPA 1

Behandlung mit VPA

Einschleichen| )
von VPA 1

Behandlung mit VPA

Abbildung 2.3: Darstellung des Versuchsablaufs der VPA-Behandlung im TRAMP-Maus-Modell.

Die erste Gruppe wurde ab einem Alter von sechs Wochen préventiv behandelt, das
Versuchsende war auf ein Alter von 30 Wochen terminiert. Die zweite Versuchsgruppe
wurde auch praventiv ab einem Alter von sechs Wochen behandelt, es handelte sich hierbei
allerdings um eine Uberlebensstudie, die maximal bis zu einem Alter von 40 Wochen
durchgefuhrt wurde. Die dritte Gruppe erhielt kurativ VPA ab einem Alter von 16 Wochen und
es handelte sich, wie in der ersten Gruppe, um eine bis maximal zu einem Alter von 40
Wochen durchgefiihrte Studie. Diese Zeitpunkte wurden gewdahlt, da im TRAMP-Maus-
Modell bei Mausen im Alter von sechs Wochen noch keine maligne Veranderung der
Prostata detektiert werden sollte. Im Alter von 16 Wochen sollte die Karzinomentwicklung
jedoch bereits begonnen haben. Im Alter von 40 Wochen sollten alle Mause ein PCa
entwickelt haben, wéhrend im Alter von 30 Wochen die Tumorprogression noch fortschreitet
und damit zu diesem Zeitpunkt die Analyse der Tumorprogression mdglich ist (Mentor-
Marcel et al., 2001).

Abbruchkriterien bei allen Gruppen waren die folgenden: Gewichtsverlust von mehr als 20%
Uber 48 Stunden, Verhaltensauffalligkeiten (Apathie, auffallende Aggressivitdt beim
Palpieren, motorische Auffalligkeiten wie Lahmungen, anormale Kdrperhaltung) sowie ein

deutlich palpierbarer Tumor, der zu den oben genannten Verhaltensauffalligkeiten fuhrte.
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2.23 Statistik

Fir die Untersuchungen zur statistischen Signifikanz der Versuchsergebnisse wurde der
ungepaarte t-Test verwendet. Die Ergebnisse wurden wie folgt dargestellt:

*0.01 < p = 0.05 entspricht "knapp signifikant"

**0.001 = p < 0.01 entspricht "signifikant"

*** p < 0.001 entspricht "hoch signifikant"

Die weiteren statistischen Auswertungen wurden in Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe
Statistische Bioinformatik der Abteilung Medizinische Statistik der

Universitatsmedizin Goéttingen durchgefuhrt.
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3 Ergebnisse

3.1 Das Zellmodell TRAMP 2E

In dieser Arbeit wurde vorwiegend mit den primaren Prostatakarzinomzellen 2E gearbeitet.
Diese Zellen wurden aus einem Prostatakarzinom der TRAMP-Maus 2E im Rahmen der
Dissertation von Frau Dr. Sandra von Hardenberg (Hardenberg, 2010) isoliert. Die Isolierung
der Zellen wurde bereits im Rahmen der dieser Dissertation vorangegangenen Diplomarbeit
beschrieben (Witt, 2009). Die isolierten Tumorzellen wurden regelmé&Rig hinsichtlich der
Expression des SV40 large T Antigens untersucht (Abb. 3.1; Witt et al.,, 2013). Die
verwendeten primdren PCa-Zellen in den Versuchen dieser Arbeit waren stets tberwiegend
(nahe 100%) positiv fur die Expression des SV40 large T Antigens. Es konnte in vorherigen
Studien gezeigt werden, dass die primaren PCa-Zellen 2E invasiv wachsen und den Igflr
(insulin-like growth factor 1 receptor), den Ar (Androgenrezeptor) sowie beide

Ostrogenrezeptoren (Esrl und Esr2) exprimieren (Witt, 2009).

2E
98kDa - @& -SV40T
55kDa -|
Uberlagerung

Abbildung 3.1: Nachweis des epithelialen Ursprungs der priméaren, murinen Prostatakarzinomzellen 2E.

—a-Tubulin

Die Zellen wurden aus dem Prostata-Tumor der TRAMP-Maus 2E, wie bereits in Witt (2009) beschrieben,
generiert. Die Expression des SV40 large T Antigens wurde regelmagig kontrolliert. (A) Die Zellen wurden fixiert
und mittels Immunfluoreszenz mit einem Antikbrper gegen das SV40 large T Antigen geféarbt. Die Zellkerne
wurden durch DAPI-Farbung sichtbar gemacht, das Zytoskelett durch FITC-gekoppeltes Phalloidin. Die hier
abgebildeten Zellen stellen beispielhaft die Anzahl der SV40 large T Antigen-positiven Zellen dar. Nahezu 100%
der Zellen waren positiv. Die Bilder wurden mit einer 600-fachen VergroBerung an einem
Laser-Scanning-Mikroskop aufgenommen. (B) Western Blot-Analyse der SV40 large T-Expression in 2E Zellen.
Das Gesamtprotein der PCa-Zellen 2E wurde isoliert und es konnte eine starke Proteinexpression des SV40
large T Antigens detektiert werden (modifiziert nach Witt et al., 2013).
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3.2 Das Phyto6strogen Tectorigenin

3.2.1 Untersuchungen zum Tectorigenin enthaltenden Gesamtextrakt aus Belamcanda
chinensis
Es wurden bereits Analysen zur Wirkung von Tectorigenin auf PCa-Zellen in Witt (2009)
vorgenommen. Aufgrund von Differenzen zwischen den beobachteten Effekten von
Tectorigenin der Firma Bionorica auf die humanen PCa-Zellen LNCaP und Tectorigenin der
Firma Girindus auf die murinen PCa-Zellen 2E sollte zunachst untersucht werden, ob der
Gesamtextrakt aus Belamcanda chinensis die gleichen Effekte auf die murinen PCa-Zellen
2E hat wie auf die humanen PCa-Zellen LNCaP, die bereits in der Literatur beschrieben
wurden (Thelen et al., 2005; Thelen et al., 2007). Diese Effekte beinhalten vor allem die
Inhibition der Proliferation und die Herunterregulierung der Expression des AR, des
AR-Zielgens PSA (prostate specific antigen) sowie des IGF-IR in den humanen PCa-Zellen
LNCaP nach Behandlung mit dem Gesamtextrakt aus Belamcanda chinensis. Es wurden in
dieser Arbeit zwei verschiedene Gesamtextrakte verwendet. Zum einen der Gesamtextrakt R

und der Gesamtextrakt O der Firma Orgentis.

3.2.1.1 Analysen zur Proliferation nach Behandlung von Prostatakarzinomzellen mit
Gesamtextrakten aus Belamcanda chinensis
Sowohl die murinen, priméren PCa-Zellen 2E als auch die etablierten humanen PCa-Zellen
LNCaP wurden mittels eines MTT-Assays auf Veranderung der Proliferation nach
Behandlung mit den Gesamtextrakten untersucht. Die primdren PCa-Zellen 2E konnten
dabei mit einer deutlich hoheren Konzentration des Gesamtextraktes behandelt werden (bis
zu 800ug/ml) als die humanen LNCaP (max. 100ug/ml), da héhere Konzentrationen in den
LNCaP-Zellen toxisch waren. Die Zellen wurden jeweils mit den beiden Gesamtextrakten (R
und O) behandelt und nach 24, 48, 72 und 144 Stunden wurde die Zellproliferation bestimmit.
Sowohl die Behandlung der PCa-Zellen mit dem Gesamtextrakt R (Abb. 3.2, in gelb
dargestellt) als auch dem Gesamtextrakt O (Abb. 3.2, in grin dargestellt) fihrten zu einer
Inhibition der Proliferation beider untersuchter Zelllinien, wobei letztere einen deutlich

starkeren Effekt bewirkte.
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Abbildung 3.2: Proliferation von PCa-Zellen nach Behandlung mit zwei verschiedenen Gesamtextrakten
aus Belamcanda chinensis.

Die primaren PCa-Zellen 2E als auch die humanen PCa-Zellen LNCaP wurden jeweils mit zwei Gesamtextrakten
(R in gelb, O in grin) aus Belamcanda chinensis behandelt. Nach 24, 48, 72 und 144 Stunden wurde ein
MTT-Assay durchgefiihrt. Sowohl in den primaren PCa-Zellen 2E (A) als auch in den humanen PCa-Zellen
LNCaP (B) wurde die Zellproliferation durch beide Gesamtextrakte gehemmt, wobei bei héheren Konzentrationen
Zytotoxizitét zu beobachten war. Insgesamt war die Inhibition der Proliferation bei beiden Zelllinien durch den

Gesamtextrakt O starker ausgepragt als durch den Gesamtextrakt R.

3.2.1.2 Expressionsanalysen nach Behandlung mit Gesamtextrakten aus Belamcanda
chinensis in Prostatakarzinomzellen

Zur Analyse der Verédnderung der Expression von bestimmten Zielgenen wurden die
primaren PCa-Zellen 2E als auch die humanen PCa-Zellen LNCaP mit den zwei
verschiedenen Gesamtextrakten (R und O) fur 24, 72 und 144 Stunden behandelt.
AnschlieRend wurde sowohl die Gesamt-RNA als auch das Gesamtprotein isoliert.

Bei den primédren PCa-Zellen 2E konnte nach der Behandlung mit beiden Gesamtextrakten
fur den Igflr, den Ar und Pten (Phosphatase and Tensin homolog) keine konzentrations-
oder zeitabhangige Verdnderung der Expression auf RNA-Ebene gezeigt werden
(Abb. 3.3A). Lediglich die hochste eingesetzte Konzentration beider Gesamtextrakte fihrte
zu einer leicht verminderten Expression der Igfir- und Ar-mRNA. Auf Proteinebene konnte
nach 72 Stunden eine verringerte Expression des Igfir und des Ar nach Behandlung der

primaren PCa-Zellen 2E mit den beiden Gesamtextrakten detektiert werden (Abb. 3.3B).
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Abbildung 3.3: Expressionsanalysen in den primaren PCa-Zellen 2E nach der Behandlung mit zwei

verschiedenen Gesamtextrakten aus Belamcanda chinensis.

Die primaren PCa-Zellen 2E wurden mit verschiedenen Konzentrationen von zwei verschiedenen
Gesamtextrakten (R und O) fur 72 Stunden behandelt und anschlieBend wurde die Gesamt-RNA (A) und das
Gesamtprotein (B) isoliert. (A) Die gRT-PCR-Analyse zeigte, dass sich die Expression des Igflr, des Ar und von
Pten kaum anderte, lediglich die héchste eingesetzte Konzentration bewirkte eine Reduktion der Expression des
Igflr und des Ar. (B) Auf Proteinebene hingegen war nach 72 Stunden Behandlung sowohl eine Reduktion der

Expression des Ar als auch des Igflr zu detektieren.

Bei den humanen PCa-Zellen LNCaP fuhrte die Behandlung mit dem Gesamtextrakt R zu
einer leichten Abnahme der AR-mRNA-Expression im Vergleich zur Kontrolle. Die
Behandlung mit dem Gesamtextrakt O hingegen fihrte zu einer deutlichen Inhibition der
Expression des AR. Fir die beiden AR-Zielgene PDEF und PSA konnte eine deutliche
Abnahme der Expression detektiert werden, die im Fall von PSA stark
konzentrationsabhangig war (Abb. 3.4A). Fir den IGF-IR konnte sowohl auf RNA-
(Abb. 3.4A) als auch auf Proteinebene (Abb. 3.4C) eine deutliche Reduktion der Expression
durch die Behandlung mit beiden Gesamtextrakten verzeichnet werden. Auf Proteinebene
wurde hierbei eine Konzentrationsabhangigkeit detektiert. Das IGFBP-3 zeigte nach der
Behandlung mit dem Gesamtextrakt R eine deutliche Steigerung der Expression, dies wurde

nach der Behandlung mit dem Gesamtextrakt O nur mafig detektiert (Abb. 3.4B).
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Abbildung 3.4: Expressionsanalysen an LNCaP-Zellen nach Behandlung mit zwei Gesamtextrakten aus

Belamcanda chinensis.

Die humanen PCa-Zellen LNCaP wurden mit steigenden Konzentrationen der beiden Gesamtextrakte aus
Belamcanda chinensis (R und O) behandelt. Es wurde nach 72 Stunden Behandlung die Gesamt-RNA (A und B)
und das Gesamtprotein (C) isoliert. (A) Die qRT-PCR-Analyse zeigte, dass nach der Behandlung der humanen
PCa-Zellen LNCaP mit beiden Extrakten die Expression des AR vermindert war und die Expression der beiden
AR-Zielgene PDEF und PSA noch starker reduziert war. (A und C) Sowohl auf RNA- als auch auf Proteinebene
war eine Reduktion der Expression des IGF-IR nach Behandlung mit beiden Extrakten zu detektieren. (B) Die
Expression des IGFBP-3 wurde durch den Gesamtextrakt O nur mafRig und durch den Gesamtextrakt R deutlich

verstarkt.

3.2.1.3 Analysen mittels Immunfluoreszenz zur Veradnderung der Expression und
Lokalisation von Zielproteinen und der Zellmorphologie nach Behandlung von
Prostatakarzinomzellen mit einem Gesamtextrakt aus Belamcanda chinensis
Zur Untersuchung der Expression und Lokalisation von Zielproteinen wurden die priméren
PCa-Zellen 2E mit dem Gesamtextrakt R aus Belamcanda chinensis fur 24 Stunden
behandelt. Als Kontrolle diente das Lésungsmittel DMSO. Die Zellen wurden fixiert und
anschliel3end mittels Immunfluoreszenz auf die Expression und Lokalisation des Ar und der
beiden Ostrogenrezeptorea und B (E srl  und Esr2) hin untersucht. Die
Belichtungseinstellungen am Mikroskop wahrend der Aufnahmen wurden nicht verandert, so
dass eine schwachere Farbung auch als diese erkennbar war. Die Ostrogenrezeptoren

wurden untersucht, da bereits in der Literatur ein Effekt auf die Expression nach Behandlung
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von LNCaP-Zellen mit dem Gesamtextrakt aus Belamcanda chinensis sowie Tectorigenin
beschrieben wurde (Thelen et al., 2007; Stettner et al., 2007).

Untersucht wurde zunéchst die Expression des Ar. Dieser war in den kontrollbehandelten
Zellen deutlich im Kern angefarbt. Nach der Behandlung der primaren PCa-Zellen 2E mit
dem Gesamtextrakt R konnte kein eindeutiges Ergebnis gezeigt werden: zum einen konnte
eine starkere Expression des Ar mit einhergehender starkerer Farbung des Zytoplasmas der
Zelle detektiert werden, zum anderen konnten auch Zellen detektiert werden, die sich nicht

von den kontrollbehandelten Zellen unterschieden (Abb. 3.5).
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Abbildung 3.5: Immunfluoreszenz-Farbung des Androgenrezeptors (Ar) nach Behandlung der priméren
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PCa-Zellen 2E mit dem Gesamtextrakt R aus Belamcanda chinensis.

Die primaren PCa-Zellen 2E wurden fir 24 Stunden mit 400pg/ml des Gesamtextrakts R aus Belamcanda
chinensis behandelt. AnschlieBend wurden die Zellen fixiert und mit einem Antikdrper gegen den AR angefarbt.
Das Zytoskelett wurde durch FITC-gekoppeltes Phalloidin sichtbar gemacht, der Zellkern durch eine Farbung mit
DAPI. In den mit DMSO kontrollbehandelten Zellen wurde der Ar maRig und im Kern exprimiert detektiert. Nach
der Behandlung mit dem Gesamtextrakt R konnte einerseits eine verstarkte Expression detektiert werden
(mittlere Reihe), die allerdings auch verstérkt im Zytoplasma lokalisiert war. Andererseits konnten auch Zellen

beobachtet werden, die sich nicht von den kontrollbehandelten unterschieden (untere Reihe).

Des Weiteren wurde die Expression des Esrl dberprift. In den mit DMSO
kontrollbehandelten PCa-Zellen 2E konnte eine starke Expression mit Uberwiegender
Lokalisation im Kern detektiert werden (Abb. 3.6). Diese Expression war nach der

Behandlung mit dem Gesamtextrakt R deutlich reduziert. Die Farbung des Zytoplasmas im
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Vergleich zu den kontrollbehandelten Zellen anderte sich nicht, lediglich die Kernfarbung

nahm ab.
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Abbildung 3.6: Immunfluoreszenz-Farbung des Ostrogenrezeptora (Esrl) nach Behandlung der

primaren PCa-Zellen 2E mit dem Gesamtextrakt R aus Belamcanda chinensis.

Die primaren PCa-Zellen 2E wurden fir 24 Stunden mit 400pg/ml des Gesamtextrakts R aus Belamcanda
chinensis behandelt. AnschlieBend wurden die Zellen fixiert und mit einem Antikdrper gegen den Esrl angefarbt.
Das Zytoskelett wurde durch FITC-gekoppeltes Phalloidin sichtbar gemacht, der Zellkern durch eine Farbung mit
DAPI. Die Expression des Esrl war in den kontrollbehandelten Zellen (DMSO) deutlich im Kern lokalisiert. Im
Gegensatz zu der starken Expression in den kontrollbehandelten Zellen war in den mit dem Gesamtextrakt

behandelten Zellen nur eine schwache Expression des Esrl zu detektieren.

Neben dem Esrl wurde auch der Esr2 untersucht (Abb. 3.7). In den mit DMSO
kontrollbehandelten primaren PCa-Zellen 2E konnte keine Expression des Esr2 beobachtet
werden. Im Gegensatz dazu exprimierten die mit dem Gesamtextrakt behandelten priméaren
PCa-Zellen 2E den Esr2 stark, sowohl im Zytoplasma als auch im Kern. Weiterhin konnte
gezeigt werden, dass der Esr2 im Zytoplasma punktuell um den Zellkern herum lokalisiert

war und sich nicht Uber das gesamte Zytoplasma verteilte.
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Abbildung 3.7: Immunfluoreszenz-Farbung des Ostrogenrezeptorf (Esr2) nach Behandlung der

priméaren PCa-Zellen 2E mit dem Gesamtextrakt R aus Belamcanda chinensis.

Die primaren PCa-Zellen 2E wurden fir 24 Stunden mit 400pg/ml des Gesamtextrakts R aus Belamcanda
chinensis behandelt. AnschlieBend wurden die Zellen fixiert und mit einem Antikdrper gegen den Esr2 angefarbt.
Das Zytoskelett wurde durch FITC-gekoppeltes Phalloidin sichtbar gemacht, der Zellkern durch eine Farbung mit
DAPI. Die mit DMSO kontrollbehandelten primaren PCa-Zellen 2E zeigten keine Expression des Esr2 (obere
Reihe), die Behandlung mit dem Gesamtextrakt hingegen fiihrte zu einer starken Expression des Esr2 sowohl im
Kern als auch im Zytoplasma. Die Expression im Zytoplasma war punktuell und nahe dem Kern lokalisiert (untere

Reihe).

Zur Kontrolle der beobachteten Re-Expression des Esr2 wurden anschlieBend die humanen
Mammakarzinomzellen MCF7 untersucht (Abb. 3.8). Auch hier konnte in den
kontrollbehandelten Zellen keine Expression des ESR2 nachgewiesen werden. Nach der
Behandlung mit dem Gesamtextrakt war eine konzentrationsabhangige Re-Expression des
ESR2 zu erkennen. Die Expression war sowohl im Zytoplasma als auch im Kern zu

detektieren.
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Abbildung 3.8: Immunfluoreszenz-Farbung des Ostrogenrezeptorf (ESR2) nach Behandlung der
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humanen Mammakarzinomzellen MCF7 mit dem Gesamtextrakt R aus Belamcanda chinensis.

Die humanen Mammakarzinomzellen MCF7 wurden fiur 24 Stunden mit 100ug/ml bzw. 200pg/ml des
Gesamtextrakts R aus Belamcanda chinensis behandelt. Anschlieend wurden die Zellen fixiert und mit einem
Antikdrper gegen den ESR2 angefarbt. Das Zytoskelett wurde durch FITC-gekoppeltes Phalloidin sichtbar
gemacht, der Zellkern durch eine Farbung mit DAPI. Die mit DMSO kontrollbehandelten humanen
Mammakarzinomzellen MCF7 zeigten keine Expression des ESR2 (obere Reihe). Bei steigender Konzentration
der Behandlung mit dem Gesamtextrakt konnte gezeigt werden, dass die Expression des ESR2 sowohl im Kern

als auch im Zytoplasma zunahm (mittlere und untere Reihe).

Wahrend der Immunfluoreszenz-Analysen wurde bemerkt, dass in den primaren PCa-Zellen
2E und auch in den MCF7-Zellen, die mit dem Gesamtextrakt behandelt wurden, sich durch
Phalloidin-Farbung detektierbare Vesikel bildeten. In den kontrollbehandelten Zellen konnten
diese Vesikel nicht nachgewiesen werden. Die Vesikel befanden sich im gesamten

Zytoplasma, sowohl in Kernndhe als auch an Zell-Zell-Kontakten (Abb. 3.9).
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Abbildung 3.9: Immunfluoreszenz-Farbung nach Behandlung der primaren PCa-Zellen 2E mit dem
Gesamtextrakt R flir 24 Stunden.

Die primaren PCa-Zellen 2E wurden mit 400ug/ml Gesamtextrakt R fir 24 Stunden behandelt. AnschlieRend
wurden sie fixiert und mit den angegebenen Antikdrpern angefarbt. FITC-gekoppeltes Phalloidin farbte das
Zytoskelett und DAPI den Zellkern. Es wurde bei allen Zellen nach der Behandlung mit dem Gesamtextrakt R

eine starke Vesikelbildung detektiert.

3.2.2 Expressionsanalysen nach Behandlung von Prostatakarzinomzellen mit
Tectorigenin verschiedener Bezugsquellen

Wie bereits in Kapitel 3.2.1 beschrieben, gab es in vorangegangenen Studien (Witt, 2009)

Differenzen zwischen der Wirkung des Tectorigenins der Firma Girindus und Bionorica. Es

wurden daher weitere Herstellerfirmen untersucht. Zum einen wurde das Tectorigenin der

Firma PhytoLab, welches die Firma als Referenzsubstanz vertreibt, untersucht. Zum anderen

wurde aus dem in Kapitel 3.2.1 beschriebenen Gesamtextrakt O (fir Orgentis) das

Tectorigenin isoliert und hinsichtlich seiner Wirksamkeit in PCa-Zellen untersucht.
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Die primaren PCa-Zellen 2E wurden fur 24 und 72 Stunden mit beiden Substanzen
(PhytoLab und Orgentis) behandelt und das Gesamtprotein wurde isoliert. Die
Western Blot-Analyse zeigte, dass sowohl das Tectorigenin der Firma PhytoLab als auch
das aus dem Gesamtextrakt O isolierte Tectorigenin der Firma Orgentis keine Anderung der
Expression des Igflr in den primdren PCa-Zellen 2E bewirkte (Abb. 3.10). Lediglich nach
72 Stunden Behandlung mit dem Tectorigenin der Firma Orgentis konnte eine leichte
Verringerung der Expression des Igflr detektiert werden, die hdchste eingesetzte
Konzentration war allerdings zytotoxisch (Abb. 3.10B). Die Expression des Esr2 blieb nach
der Behandlung der primaren PCa-Zellen 2E mit dem Tectorigenin der Firma PhytoLab
unverandert (Abb. 3.10A), jedoch nach der Behandlung mit dem Tectorigenin der Firma
Orgentis konnte eine konzentrationsabhéngige leichte Steigerung der Esr2-Expression
gezeigt werden (Abb. 3.10B).
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Abbildung 3.10: Expressionsanalysen nach der Behandlung der priméren PCa-Zellen 2E mit Tectorigenin
zwei verschiedener Hersteller.

(A) Die primaren PCa-Zellen 2E wurden mit Tectorigenin der Firma PhytoLab in der Konzentration 50uM
behandelt. Methanol diente als Lésungsmittelkontrolle. Nach 24 und 72 Stunden Behandlung der Zellen wurde
das Gesamtprotein isoliert. In den Western Blot-Analysen konnte gezeigt werden, dass sich weder die Expression
des Igflr noch die Expression des Esr2 nach der Behandlung &nderte.

(B) Die primaren PCa-Zellen 2E wurden mit verschiedenen Konzentrationen des aus dem Gesamtextrakt O
gewonnenen Tectorigenin der Firma Orgentis fur 24 und 72 Stunden behandelt und anschlieBend das
Gesamtprotein isoliert. Die Western Blot-Analyse zeigte, dass die héchste verwendete Konzentration von
Tectorigenin nach 72 Stunden Behandlung zytotoxisch wirkte. Des Weiteren konnte eine Abnahme der
Expression des Igflr detektiert werden, die Expression des Esr2 lag nach 72 Stunden Behandlung der Zellen

leicht erhdht vor.

Fur weitere Analysen wurden die bereits in der Literatur beschriebenen LNCaP-Zellen
verwendet. Es wurde hier das Tectorigenin von drei verschiedenen Herstellern verglichen:
das Tectorigenin der Firma Biopurify, das bereits in Witt (2009) verwendete Tectorigenin der
Firma Girindus und das Tectorigenin der Firma Shenzhen, das direkt aus China, dem

Ursprungsland von Belamcanda chinensis, bezogen wurde.
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Die humanen PCa-Zellen LNCaP wurden mit jeweils 50uM des jeweiligen Tectorigenins far
24 und 72 Stunden behandelt. AnschlieRend wurde sowohl die Gesamt-RNA als auch das
Gesamtprotein isoliert. Es konnte fur alle untersuchten Proben eine mRNA-Abnahme des
IGF-IR sowie des PSA detektiert werden. Die Expression des AR blieb unverdndert, die
Expression des IGF-BP3 stieg nach 72 Stunden Behandlung an (Abb. 3.11A). Die
Western Blot-Analyse zeigte, dass die Expression des IGF-IR nach der Behandlung mit dem

Tectorigenin der Firma Shenzhen am starksten vermindert war (Abb. 3.11B).
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Abbildung 3.11: Expressionsanalysen nach der Behandlung von humanen PCa-Zellen mit Tectorigenin
verschiedener Hersteller.

Die humanen PCa-Zellen LNCaP wurden mit jeweils 50uM Tectorigenin der Firmen Biopurify, Girindus und
Shenzhen fur 24 Stunden behandelt. AnschlieBend wurde die Gesamt-RNA (A) und das Gesamtprotein (B)
isoliert. Sowohl die qRT-PCR-Analyse als auch die Western Blot-Analyse zeigten, dass nach der Behandlung mit
allen verwendeten Tectorigenin-Proben die Expression des IGF-IR abnahm. Auch die mRNA-Expression von
PSA war vermindert. Die Expression des AR und des IGFBP-3 blieb unverandert.

3.2.3 Microarray-Analyse nach der Behandlung von Prostatakarzinomzellen mit dem
Tectorigenin der Firma Shenzhen

Das Tectorigenin der Firma Shenzhen zeigte in den vorhergehenden Expressionsanalysen

zufriedenstellende Ergebnisse. Daher wurde es fur weitere Analysen verwendet. Es wurde

ein Microarray an drei biologischen Replikaten der Behandlung von humanen PCa-Zellen

LNCaP fur 24 Stunden mit Tectorigenin der Firma Shenzhen durchgefiihrt. Die heatmap
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zeigte eine klare Abgrenzung der Kontrollgruppe von der mit Tectorigenin behandelten
Gruppe (Abb. 3.12). Es sind die Top 50 Kandidatengene aufgefiihrt. Unter ihnen befinden
sich unter anderem der IGF-IR und PSA (KLK3), die nach Tectorigenin-Behandlung der

PCa-Zellen LNCaP vermindert exprimiert werden im Vergleich zu kontrollbehandelten

LNCaP-Zellen.
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Abbildung 3.12: Heatmap der im Microarray identifizierten Top 50 differentiell exprimierten Gene.

Die humanen PCa-Zellen LNCaP wurden mit 50uM Tectorigenin der Firma Shenzhen fiir 24 Stunden behandelt.
Die Behandlung der Zellen mit dem Lo6sungsmittel DMSO diente als Kontrolle. Die anschlieRende
Microarray-Analyse zeigte einige differentiell exprimierte Gene nach der Tectorigenin-Behandlung im Vergleich
zur Kontrollbehandlung. Mit dem Pfeil markiert sind der IGF-IR und PSA (KLKS3), die in den mit Tectorigenin
behandelten Proben vermindert exprimiert detektiert wurden im Vergleich zu den mit DMSO kontrollbehandelten

Proben.

3.2.4 Tectorigenin-Behandlung in vivo

In Zusammenarbeit mit der Urologie und der Pathologie der Universitatsmedizin Gottingen
wurden in vivo-Versuche an TRAMP-Mausen durchgefiihrt. Diese Versuche wurden vor der
Untersuchung verschiedener Aufreinigungen von Tectorigenin unterschiedlicher Hersteller
durchgefuhrt. Daher wurde hier das Tectorigenin der Firma Girindus verwendet. Die
Analysen wurden an TRAMP-Mausen durchgefiihrt, da dieses Modell eine geeignete

Grundlage fur die Untersuchung der Tumorinitiation und -progression sowie der
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Metastasierung darstellte. Die TRAMP-Mause wurden ab einem Alter von sechs Wochen bis
zu einem Alter von 30 Wochen mit Tectorigenin-haltigen Futterpellets gefiittert. Als Kontrolle
diente eine Gruppe mit sojafreiem Futter. Die Ergebnisse der histopathologischen Studien
der Prostatae sowie der Metastasen in anderen Organen (z.B. Lymphknoten, Lunge und
Leber) sind in Abb. 3.13 dargestellt.
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Abbildung 3.13: Auswertung zur histopathologischen Analyse der mit Tectorigenin-haltigem
(TG-haltigem) Futter behandelten TRAMP-M&ause.

Der Anteil an TG-gefutterten Mausen ohne PCa war hoher. Allerdings entwickelten mehr TG-gefltterte Mause
eine PIN (prostatische intraepitheliale Neoplasie). Weniger TG-behandelte Mause entwickelten ein WDC (well
differentiated carcinoma), der Anteil an TG-behandelten Mausen mit PDC (poorly differentiated carcinoma) lag
hingegen nur leicht unter den mit sojafreiem Futter gefitterten Kontrollmausen. Der Anteil von Mausen mit einem
Samenblasentumor (SB-Tumor) war in beiden untersuchten Gruppen gleich hoch. Es wurden 24 TG-behandelte

Mause und 23 Kontrollmause untersucht.

In diesen Studien konnten Hinweise auf die Wirksamkeit von Tectorigenin gezeigt werden.
Diese waren ein selteneres Auftreten eines PCa in den TG-behandelten Mausen sowie ein
geringerer Anteil an Mausen mit einem WDC (well differentiated carcinoma), PDC (poorly
differentiated carcinoma) und eine geringere Metastasenbildung im Vergleich zu
kontrollbehandelten Mausen. Der Anteil von Mausen mit einer PIN (prostatische
intraepitheliale Neoplasie) hingegen lag bei den Tectorigenin-behandelten Mausen leicht
hoher als bei den kontrollbehandelten Mausen. Einen Samenblasentumor entwickelten Tiere
aus beiden Gruppen zum gleichen Anteil. Abb. 3.14 zeigt exemplarisch einige

histochemische Analysen der mit Tectorigenin- und kontrollbehandelten TRAMP-Mause.
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Abbildung 3.14: Histochemische Analysen von mit Tectorigenin-behandelten und kontrollbehandelten
TRAMP-Prostatae.

Es wurden Hamatoxilin-Eosin-Féarbungen von Prostatagewebeschnitten von TRAMP-Mausen angefertigt, die
entweder mit Tectorigenin-haltigem Futter (A, B) oder sojafreiem Futter als Kontrolle (C, D) behandelt wurden.
Die mit Tectorigenin gefiitterte TRAMP-Maus zeigte noch eine normale Struktur der Prostata (*) mit einem
multifokalen Ubergang in eine sehr frihe Vorstufe des Prostatakarzinoms, eine sog. prostatische intraepitheliale
Neoplasie (PIN) (=) (A, x40; B, x100). Die Soja-frei-gefutterte TRAMP-Maus (Kontrolle) zeigte hingegen neben
der normalen Prostata (*) bereits einen Ubergang in ein geringdifferenziertes, d.h. weit fortgeschrittenes
Prostatakarzinom (=) (C, x40; D, x100).

Da in diesen Studien keine Wirksamkeit von Tectorigenin auf die Tumorinitiation gezeigt
werden konnte, wurde fur weitere Versuche das bereits in der Literatur fur Untersuchungen
zur Wirksamkeit des Gesamtextraktes aus Belamcanda chinensis verwendete
LNCaP-Xenograft-Modell verwendet (Thelen et al., 2005; Thelen et al., 2006). Fir diese
in vivo-Versuche wurde das im Rahmen der vorliegenden Arbeit getestete Tectorigenin der
Firma Shenzhen unter sojafreies Futter gemischt. Als Kontrollfutter diente sojafreies Futter.
Die etablierte humane PCa-Zelllinie LNCaP wurde beidseitig in die Flanken von
Nacktméusen injiziert. Die Behandlung wurde ab der Injektion begonnen. Die Gruppen
wurden zuféllig unterteilt in sojafreie Nahrung und Tectorigenin-haltige Nahrung.

Die Anwachsrate in beiden Gruppen war vergleichbar. In der sojafreien Gruppe lag sie bei
sieben von 18 (38%) maoglichen Tumoren und in der Tectorigenin-Gruppe bei sechs von 16
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(37,5%). Die Behandlung wurde nach Erreichen des Abbruchkriteriums der Tumorgréf3e von
1,5cm? (vgl. Kapitel 2.21.2) fir ein Tier flr beide Gruppen beendet.

Zu diesem Zeitpunkt war das mittlere Tumorgewicht in den Tectorigenin-behandelten
Méausen deutlich kleiner (0,09g) im Vergleich zu den kontrollbehandelten Mausen (0,75g)
und auch das mittlere Tumorvolumen war bei der Tectorigenin-behandelten Gruppe

eindeutig geringer (85mms3) im Vergleich zu den kontrollbehandelten Mausen (414mmsg)
(Abb. 3.15).
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Abbildung 3.15: Analyse des Tumorgewichts und der TumorgrdofRe von subkutanen Prostatatumoren aus
LNCaP-Zellen im Nacktmaus-Modell mit anschlieBender Tectorigenin-Behandlung.
Die humanen PCa-Zellen LNCaP wurden beidseitig in die Flanken von Nacktmdusen gespritzt. Es wurden zwei
Versuchsgruppen untersucht (dargestellt mit e fiir Gruppe 1 und A fiir Gruppe 2). Die Tiere wurden jeweils zuféllig

in die Kontrollgruppe mit sojafreiem Futter oder die Versuchsgruppe mit Tectorigenin-haltigem Futter eingeteilt.
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Nach Erreichen des Abbruchkriteriums fur eine Maus wurden beide Gruppen beendet und die Tumore prapariert.
(A) In Orange hinterlegt sind einige reprasentative Beispiele fur Tectorigenin-behandelte M&ause (hierbei auch die
Maus Nummer 2469, die das Abbruchkriterium der TumorgréRe in Gruppe 2 erreichte). In weil3 hinterlegt sind
einige reprasentative Beispiele fiir kontrollbehandelte Mause, die sojafreies Futter erhielten. (B) Die Auswertung
des mittleren Tumorgewichts zeigte ein deutlich geringeres Gewicht fur die Tectorigenin-behandelte Gruppe,
auch wenn die Varianz aufgrund von der oben genannten Maus Nummer 2469 sehr hoch war. (C) Das mittlere
Tumorvolumen war in der Tectorigenin-behandelten Gruppe eindeutig geringer als in der kontrollbehandelten
Gruppe, auch wenn die Varianz wie bei (B) beschrieben hoch war.

In den Abbildungen B und C ist jeweils der Median beider Versuchsgruppen zusammengefasst dargestellt.

3.3 Der Histondeacetylase-Inhibitor Valproinséure

3.3.1 Funktionelle Effekte der Valproinsaure-Behandlung in Prostatakarzinomzellen

3.3.1.1 Analyse der Histonacetylierung nach Behandlung von Prostatakarzinomzellen
mit Valproinsaure

Um zu prifen, ob die von VPA ausgelbte Histondeacetylase-Aktivitdt in unseren
Modellsystemen funktionell ist, wurden sowohl die priméaren murinen PCa-Zellen 2E als auch
die etablierten humanen PCa-Zellen PC-3 mit verschiedenen aufsteigenden Konzentrationen
von VPA behandelt und das Gesamtprotein isoliert. Mittels Western Blot-Analyse konnte eine
konzentrationsabhdngige Zunahme der Histonacetylierung fur das Histon 3 an Lysin 9
beobachtet werden (Abb. 3.16; Witt et al., 2013).

2E PC-3
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Abbildung 3.16: Analyse der Histonacetylierung nach Behandlung von priméaren und etablierten
PCa-Zellen mit VPA.

Sowohl die primaren als auch die etablierten PCa-Zellen 2E und PC-3 wurden fur 24 Stunden mit VPA in den
angegebenen Konzentrationen behandelt. Das Gesamtprotein wurde isoliert und mittels Western Blot-Analyse mit
einem Antikérper gegen acetyliertes Histon 3 an Lysin 9 untersucht. Die Behandlung mit dem Histondeacetylase-
Inhibitor VPA fiihrte konzentrationsabhéngig zu einer verstarkten Acetylierung von Histon 3 an Lysin 9 (modifiziert
nach Witt et al., 2013).

3.3.1.2 Untersuchungen zur Proliferation nach Behandlung von
Prostatakarzinomzellen mit Valproinsaure

Die primaren Prostatakarzinomzellen 2E wurden mit aufsteigenden Konzentrationen von

VPA (1mM bis 10mM) behandelt. Die Proliferation wurde mittels eines MTT-Assays nach 72
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bzw. 144 Stunden VPA-Behandlung bestimmt. Bereits nach 72 Stunden Behandlung mit
VPA konnte eine deutliche Reduktion der Zellproliferation beobachtet werden (Abb. 3.17).
Fur die héchste Konzentration von VPA lag diese bei 51%. Nach der Behandlung mit VPA
fur 144 Stunden war eine deutliche konzentrationsabhéngige Inhibierung der Proliferation der
PCa-Zellen 2E zu detektieren (Abb. 3.17; Witt et al., 2013). Diese lag zwischen 33%
Inhibition fur die geringste eingesetzte Konzentration von VPA (1mM) bis zu 72% Inhibition
bei Behandlung der Zellen mit 20mM VPA.
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Abbildung 3.17: Analyse der Proliferation der primaren PCa-Zellen 2E nach Behandlung mit VPA.

Die PCa-Zellen 2E wurden mit aufsteigenden Konzentrationen von VPA behandelt und die Proliferation wurde
nach 72 bzw. 144 Stunden mittels eines MTT-Assays gemessen. Bereits nach 72 Stunden VPA-Behandlung
konnte eine deutliche Reduktion der Zellproliferation detektiert werden. Diese war nach 144 Stunden Behandlung
der PCa-Zellen 2E mit VPA konzentrationsabhangig von 33% fiir ImM VPA bis 72% Inhibition der Proliferation flir
10mM VPA zu beobachten (modifiziert nach Witt et al., 2013). * 0.01 < p £0.05, ** 0.001 < p < 0.01, *** p £ 0.001

Als zweite Methode zur Analyse der Zellproliferation wurde ein Koloniebildungsassay
durchgefuhrt. Hierbei wurden die primaren Prostatakarzinomzellen 2E in sehr geringer
Dichte ausgesat und nach 24 Stunden wurde das Medium durch Medium mit VPA
ausgetauscht. Dieses Medium wurde regelmafiig erneuert bis deutliche Zellkolonien sichtbar
waren (nach ca. 14 Tagen). Die Zellkolonien wurden mittels Hamalaun/Eosin angeféarbt und
ausgezahlt. Die Anzahl der Kolonien in den mit VPA behandelten Zellen war bereits bei der
Behandlung der Zellen mit 1mM VPA 48% geringer als in den kontrollbehandelten Zellen
(Abb. 3.18; Witt et al., 2013). Bei einer Behandlung der Zellen mit 5mM VPA waren nur noch
5% der Kolonien im Vergleich zu den kontrollbehandelten Zellen sichtbar. Bei den Zellen, die
mit der hodchsten VPA-Konzentration behandelt wurden (10mM), konnte keine Kolonie

detektiert werden.
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Abbildung 3.18: Koloniebildungsassay nach Behandlung der primaren PCa-Zellen 2E mit VPA.

Die PCa-Zellen 2E wurden in sehr geringer Dichte ausgesét. AnschlieBend wurden sie mit aufsteigenden
Konzentrationen von VPA behandelt bis eine deutliche Koloniebildung sichtbar war. Die Kolonien wurden mit Hilfe
von Hamalaun/Eosin-Farbung gefarbt und ausgezahlt. (A) Bereits die Behandlung mit 1mM VPA verringerte die
Anzahl der Kolonien um 48% im Vergleich zu den kontrollbehandelten Zellen. Fir die beiden héchsten
verwendeten Konzentrationen von VPA konnten lediglich 5% (5mM VPA) bzw. keine Kolonie (10mM VPA) im
Vergleich zu den kontrollbehandelten Zellen ausgezahlt werden. (B) Reprasentative Beispiele der
Koloniebildungsassays (modifiziert nach Witt et al., 2013). *** p < 0.001

Auch die etablierte humane Prostatakarzinom-Zelllinie PC-3 wurde mit VPA behandelt und
die Proliferation der Zellen mittels eines MTT-Assays bestimmt. Hierbei wurden die
Zeitpunkte 24, 48, 72 und 144 Stunden fur die VPA-Behandlung ausgewahlt. Es konnte eine
deutliche Inhibierung der Proliferation der humanen PCa-Zellen PC-3 nach der Behandlung
mit VPA beobachtet werden, die sowohl konzentrations- als auch zeitabhangig war
(Abb. 3.19; Witt et al., 2013).
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Abbildung 3.19: Analyse der Proliferation der humanen PCa-Zellen PC-3 nach Behandlung mit VPA.
Die PCa-Zellen PC-3 wurden mit aufsteigenden Konzentrationen von VPA behandelt. Nach 24, 48, 72 und 144

Stunden wurde jeweils ein MTT-basierter Proliferationsassay durchgefihrt. Die Inhibition der Proliferation nach
VPA-Behandlung wurde bereits nach 24 Stunden detektiert. Diese Inhibition verstérkte sich mit der Zeit

konzentrationsabhangig (modifiziert nach Witt et al., 2013).

3.3.1.3 Analysen  zur  Migrations- und Invasionsfahigkeit von  priméren
Prostatakarzinomzellen nach Valproinsaure-Behandlung

Die primaren PCa-Zellen 2E wurden mit zwei verschiedenen Konzentrationen von VPA fir

48 Stunden behandelt (5mM und 10mM). Die Migrationsfahigkeit der Zellen wurde mittels

eines Transwell-Migrationsassays untersucht. Die Migrationsfahigkeit der PCa-Zellen 2E

nahm konzentrationsabh&ngig ab und war bei einer Behandlung mit 10mM VPA um ca. 50%

reduziert im Vergleich zu kontrollbehandelten Zellen (Abb. 3.20; Witt et al., 2013).
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Abbildung 3.20: Analyse der Migrationsfahigkeit der primaren PCa-Zellen 2E nach VPA-Behandlung.

Die priméaren PCa-Zellen 2E wurden fur 48 Stunden mit VPA in zwei unterschiedlichen Konzentrationen
behandelt (5mM und 10mM). AnschlieBend wurden die Zellen auf einen Transwell-Migrationsassay transferiert
und darin 24 Stunden inkubiert. Nach der Inkubation wurden die Zellen fixiert und mittels Hamalaun/Eosin
angefarbt und unter dem Mikroskop ausgezéhlt. Bereits eine Behandlung mit 5mM VPA rief eine signifikante
Inhibition der Migration hervor. Die Behandlung mit 10mM VPA fuhrte zu einer etwa 50%igen Inhibierung der
Migrationsfahigkeit der primaren PCa-Zellen 2E (modifiziert nach Witt et al., 2013). * 0.01 < p< 0.05, ** 0.001 <p
<0.01

Die Invasionsfahigkeit der PCa-Zellen 2E wurde mit Hilfe eines
Boyden-Kammer-Matrigel®-Invasionsassays bestimmt. Bereits eine Behandlung mit 5mM
VPA reduzierte die Invasionsfahigkeit der Zellen um etwa die Hélfte. Eine Steigerung der
VPA-Konzentration auf 10mM VPA fir die Behandlung hatte allerdings keinen additiven
Effekt, auch hierbei wurde die Invasionsfahigkeit um etwa die Halfte gemindert (Abb. 3.21;
Witt et al., 2013).

A B

100 1
80+ . Kontrolle  5mM 10mMm
EEERYTPs T BRSO EEEERT
c A : 3 R
S 601 *%k .
[7}]
[
= 40
52 ST 1
201
0 -

0 5 10 'mMVPA

Abbildung 3.21: Analyse der Invasionsfahigkeit der priméren PCa-Zellen 2E nach VPA-Behandlung.

Die primaren PCa-Zellen 2E wurden fir 24 Stunden mit VPA vorinkubiert und anschlieRend in Medium mit
10% FKS in ein sog. Insert des Invasionsassays Uberfiihrt. Die Zellen wurden fir 48 Stunden in dem Assay
belassen, schlief3lich fixiert, mittels Hamalaun/Eosin-Farbung angefarbt und unter dem Mikroskop ausgezahlt. (A)
Bereits die Behandlung der Zellen mit der geringeren VPA-Konzentration (5mM) verursachte eine Reduktion der

Invasionsfahigkeit der PCa-Zellen 2E um etwa die Hélfte. Die verwendete héhere Konzentration von VPA (10mM)
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zeigte keine additiven Effekte. Die Inhibition der Invasion lag hier ebenfalls bei etwa 55%. (B) Reprasentatives
Beispiel der angefarbten PCa-Zellen 2E auf der Unterseite der Membranen nach der Invasion (modifiziert nach
Witt et al., 2013). * 0.01 < p < 0.05, ** 0.001 < p < 0.01

3.3.2 Expressionsanalysen nach Valproinsaure-Behandlung von priméren
Prostatakarzinomzellen

Es wurden einige Kandidatengene zur Untersuchung ihrer Expression nach Behandlung der

primaren PCa-Zellen 2E mit VPA aufgrund bekannter Regulationen aus der Literatur

ausgewahlt.

3.3.2.1 Analyse der Expression des Androgenrezeptors nach Valproinsaure-
Behandlung von Prostatakarzinomzellen

VPA vermindert in Hefezellen die Aktivitat des AR (Death et al., 2005). Zudem ist bekannt,
dass die Effekte wie Inhibition der Proliferation von PCa-Zellen durch eine VPA-Behandlung
androgenabhangig sind (lacopino et al., 2008). Daher wurde zunéchst die Expression des Ar
nach VPA-Behandlung der priméaren PCa-Zellen 2E untersucht.

Die Expression des Ar wurde nach 24 bzw. 72 Stunden VPA-Behandlung der primaren
PCa-Zellen 2E mit verschiedenen Konzentrationen von VPA bestimmt. Hierfir wurde die
Gesamt-RNA isoliert. Die gRT-PCR-Analysen zeigten eine Reduktion der Ar-Expression
sowohl nach 24 als auch nach 72 Stunden VPA-Behandlung (Abb. 3.22A). Zuséatzlich wurde
die Expression des Ar nach der Behandlung der primaren PCa-Zellen 2E mit VPA mittels
Immunfluoreszenz bestimmt. Hierfir wurden die primaren PCa-Zellen 2E mit 5mM VPA
behandelt, anschlieRend fixiert und mit einem spezifischen Antikérper gegen den Ar
angefarbt. Die mikroskopischen Aufnahmen wurden mit festgesetzten
Belichtungseinstellungen fir alle Behandlungen durchgefihrt (Kontrollzellen und VPA-
behandelte Zellen). Nach der VPA-Behandlung der primaren PCa-Zellen 2E konnte ebenfalls

auf Proteinebene eine Reduktion der Expression des Ar beobachtet werden (Abb. 3.22B).
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Abbildung 3.22: Analyse der Expression des Androgenrezeptors (Ar) nach Behandlung von priméren
PCa-Zellen mit VPA

(A) Die primdren PCa-Zellen 2E wurden jeweils fir 24 bzw. 72 Stunden mit unterschiedlichen
VPA-Konzentrationen behandelt und anschlieRend die Gesamt-RNA isoliert. Die qRT-PCR-Analyse zeigte, dass
die Expression des Ar nach der Behandlung der primaren PCa-Zellen 2E mit VPA im Vergleich zu
kontrollbehandelten Zellen konzentrationsabhéngig verringert war.

(B) Die priméaren PCa-Zellen 2E wurden mit 5mM VPA behandelt, fixiert und mit einem spezifischen Antikdrper
gegen den Ar angefarbt. Die Zellkerne wurden mit DAPI und das Zytoskelett der Zellen mit FITC-gekoppeltem
Phalloidin angefarbt. Nach der VPA-Behandlung der PCa-Zellen 2E konnte eine deutliche Abschwéchung der
Ar-Expression im Vergleich zu kontrollbehandelten Zellen gezeigt werden. Alle Aufnahmen wurden mit einer

600-fachen VergrofRerung an einem Laser-Scanning-Mikroskop erstellt.

3.3.2.2 Expressionsanalysen Zu Apoptose-assoziierten Proteinen nach
Valproinsaure-Behandlung von Prostatakarzinomzellen
VPA induziert in den humanen PCa-Zellen VCaP Apoptose (Fortson et al., 2011). Es konnte
eine erhohte Aktivierung der Caspasen 3 und 7 gezeigt werden (Fortson et al., 2011).
Weitere Zielgene der Apoptose nach der VPA-Behandlung von PCa-Zellen sind
weitestgehend unerforscht. Daher wurden hier die Expression der proapoptotischen Proteine
Bim, Bok und Bax und des antiapoptotischen Proteins Bcl-2 sowie die Aktivierung von
Caspase 3 (als Reprasentant fur sowohl intrinsische als auch extrinsische Apoptose)

untersucht.
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Zur Untersuchung von Apoptose-Sighalwegen wurden die primaren PCa-Zellen 2E mit
verschiedenen Konzentrationen von VPA behandelt und anschlieRend das Gesamtprotein
aus den adharenten Zellen sowie den Zellen aus dem Uberstand gemeinsam isoliert. Es
konnte festgestellt werden, dass das proapoptotische Protein Bim nach der VPA-Behandlung
von PCa-Zellen 2E verstarkt exprimiert wurde (Abb. 3.23A). Die Expression der
proapoptotischen Proteine Bok und Bax blieb wahrend der VPA-Behandlung der primaren
PCa-Zellen 2E unverandert (Abb. 3.23A und B). Auch die Expression des antiapoptotischen
Proteins Bcl-2 war wahrend der VPA-Behandlung nach 24 Stunden zunachst etwas
vermindert, nach 72 Stunden Behandlung konnte allerdings kein Unterschied zu den
kontrollbehandelten Zellen mehr detektiert werden (Abb. 3.23B). Untersuchungen zur
Aktivierung der Caspase 3 zeigten keine Aktivierung nach VPA-Behandlung der priméaren
PCa-Zellen 2E (Abb. 3.23A).
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Abbildung 3.23: Expressionsanalyse von Apoptose-assoziierten Proteinen nach der Behandlung von
PCa-Zellen mit VPA.

Die primaren PCa-Zellen 2E wurden mit verschiedenen Konzentrationen von VPA fir 24 bzw. 72 Stunden
behandelt. AnschlieRBend wurde das Gesamtprotein der adharenten Zellen sowie der Zellen aus dem Uberstand
isoliert. (A) Die Western Blot-Analysen zeigten, dass die Expression der beiden Isoformen des proapoptotischen
Proteins Bim nach der Behandlung der PCa-Zellen 2E mit VPA anstieg (EL: extra large; L: large). Dieser Effekt
wurde sowohl nach 24 als auch nach 72 Stunden VPA-Behandlung beobachtet. (A und B) Die Expression der
beiden proapoptotischen Proteine Bok und Bax sowie des antiapoptotischen Proteins Bcl-2 war nach 72 Stunden
Behandlung der PCa-Zellen 2E mit VPA nicht verandert. Lediglich flr die Expression von Bcl-2 wurde eine leichte
Abnahme nach 24 Stunden detektiert. Die Expression von Bok und Bax war nach 24 Stunden im Vergleich zu
kontrollbehandelten Zellen unverandert. (A) Untersuchungen zur Spaltung von Caspase 3 zeigten, dass die VPA-
Behandlung der primaren PCa-Zellen 2E keine Anderung der Spaltung von Caspase 3 im Vergleich zu

kontrollbehandelten Zellen hervorrief.
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3.3.2.3 Expressionsanalysen Zu Zellzyklus-assoziierten Proteinen nach
Valproinsaure-Behandlung von Prostatakarzinomzellen
Die VPA-Behandlung von PCa-Zellen fiihrt zu einer Steigerung an Zellen, die sich in der
G0/G1-Phase befinden, wobei sich sowohl weniger Zellen in der G2/M- als auch in der S-
Phase befinden (Wedel et al., 2011d; Shabbeer et al., 2007). Hierbei wurde vor allem eine
verstarkte Expression von p21 nachgewiesen (Wedel et al., 2011b; Shabbeer et al., 2007).
Fur die VPA-Behandlung der primaren PCa-Zellen 2E wurden daher verstarkt
Kandidatengene des Zellzyklus untersucht, die an einer Progression von der G1- zur S-
Phase beteiligt sind.
Die primaren PCa-Zellen 2E wurden fir 24 bzw. 72 Stunden mit VPA in verschiedenen
Konzentrationen behandelt, anschliefend wurde sowohl die Gesamt-RNA als auch das
Gesamtprotein isoliert. Die mRNA-Expression des Cyclin D/Cdk4/6-regulierenden Faktors
Cdknla (Cyclin dependent kinase inhibitor 1a, auch bekannt als p21) war nach der
VPA-Behandlung leicht erhdht. Pak3 (p21 protein (Cdc42/Rac)-activated kinase 3) als durch
p2l-aktivierte Kinase zeigte sowohl nach 24 als auch nach 72 Stunden VPA-Behandlung
eine leichte Erhohung (zweifach) der mRNA-Expression (Abb. 3.24A). Die Expression von
Cdk4 (Cyclin dependent kinase 4) war nach der Behandlung mit VPA vermindert,
wohingegen die Expression von Cdk6 (Cyclin dependent kinase 6) kaum verandert vorlag.
Lediglich nach 72 Stunden Behandlung konnte eine leichte Erhdhung der Expression
detektiert werden (Abb. 3.24B).
Die Western Blot-Analyse von pl15 und p27 zeigte kaum eine Verdnderung der Expression.
Die Expression von pRb hingegen war nach 24 Stunden Behandlung der priméaren
PCa-Zellen 2E mit VPA erhtht. Nach 72 Stunden Behandlung konnte dieser Effekt noch
moderat detektiert werden (Abb. 3.24C).
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Abbildung 3.24: Expressionsanalysen von Zellzyklus-assoziierten Proteinen nach VPA-Behandlung von
PCa-zellen.

Die priméren PCa-Zellen 2E wurden mit VPA in verschiedenen Konzentrationen fir 24 und 72 Stunden
behandelt. Die Gesamt-RNA als auch das Gesamtprotein wurden isoliert. (A) Die qRT-PCR-Analyse fiir Cdknla
zeigte nach 72 Stunden Behandlung mit VPA eine leichte Erhéhung (zweifach) der Expression. Auch die
Expression von Pak3 war nach 24 und 72 Stunden VPA-Behandlung leicht erhéht. (B) Die Expression von Cdk4
war sowohl nach 24 als auch nach 72 Stunden VPA-Behandlung in den primaren PCa-Zellen vermindert. Die
Expression von Cdk6 hingegen lag nach 72 Stunden VPA-Behandlung leicht erhoht vor. (C) Mittels
Western Blot-Analyse konnte keine signifikante Anderung der Expression von p15 und p27 detektiert werden.
Lediglich fir pRb konnte nach 24 Stunden eine verstarkte Expression gezeigt werden, die nach 72 Stunden
VPA-Behandlung noch moderat detektiert werden konnte.

3.3.2.4 Expressionsanalysen zZu Angiogenese-assoziierten Faktoren nach
Valproinsaure-Behandlung von Prostatakarzinomzellen
Aus der Literatur ist bekannt, dass eine VPA-Behandlung die Angiogenese von PCa-
Tumoren in vivo im Xenograft-Modell hemmt (Shabbeer et al., 2007; Gao et al., 2007). Es
konnte bereits gezeigt werden, dass eine VPA-Behandlung zur Verminderung der
Expression des VEGF (vascular endothelial growth factor) fuhrt (Gao et al., 2007). Da die
molekularen  Mechanismen der Angiogenese-Hemmung von PCa-Zellen nach
VPA-Behandlung weitestgehend unbekannt sind, wurde hier zunachst gepriift, ob auch in
den murinen PCa-Zellen 2E eine Verminderung der Expression des Vegfa sowie von Hifla
(hypoxia inducible factor 1, a-Untereinheit), einem weiteren wichtigen Regulator der

Angiogenese, vorliegt.
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Die primaren PCa-Zellen 2E wurden mit verschiedenen Konzentrationen von VPA fir 24 und
72 Stunden behandelt. AnschlieRend wurde die Gesamt-RNA isoliert. Die gRT-PCR-Analyse
zeigte eine Verringerung der Expression des Vegfa nach 24 Stunden VPA-Behandlung.
Nach 72 Stunden konnte diese fir die hohen verwendeten Konzentrationen von VPA auch
detektiert werden. Die Expression von Hif1a hingegen lag sowohl nach 24 als auch nach
72 Stunden VPA-Behandlung der primaren PCa-Zellen 2E leicht erhdht vor (Abb. 3.25).
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Abbildung 3.25: Expressionsanalyse zu Angiogenese-assoziierten Faktoren nach VPA-Behandlung von
PCa-Zellen.

Die primaren PCa-Zellen 2E wurden mit verschiedenen Konzentrationen von VPA fir 24 und 72 Stunden
behandelt. Die Gesamt-RNA wurde isoliert. Die gRT-PCR-Analyse zeigte eine verminderte Expression fur Vegfa

sowie eine leicht erhéhte Expression von Hif1a.

3.3.3 Expressionsanalysen zu regulatorischen Faktoren nach Valproinsaure-
Behandlung von Prostatakarzinomzellen

Die regulatorischen Faktoren Foxol (forkhead box O1) und Gsk3B (glycogen synthase

kinase 3 B) wurden aufgrund ihres ubergreifenden Einflusses auf den Zellzyklus, die

Apoptose und die Angiogenese ausgewahlt. Die primaren PCa-Zellen 2E wurden mit

verschiedenen VPA-Konzentrationen behandelt und anschlie3end die Gesamt-RNA isoliert.

Die gRT-PCR-Analyse zeigte eine verstarkte, konzentrationsabhéangige Expression von

Foxol sowie eine leicht erhdhte Expression von Gsk38 (Abb. 3.26).
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Abbildung 3.26: Expressionsanalyse von regulatorischen Faktoren nach der VPA-Behandlung von
PCa-Zellen.

Die primaren PCa-Zellen 2E wurden mit verschiedenen Konzentrationen von VPA fir 24 bzw. 72 Stunden
behandelt. Die Gesamt-RNA wurde isoliert und die anschlieBende QqRT-PCR-Analyse zeigte einen

konzentrationsabhangigen Anstieg der Foxol-Expression sowie einen moderaten Anstieg der Gsk3B-Expression.

3.3.3.1 Analyse differentiell exprimierter Gene nach Behandlung priméarer
Prostatakarzinomzellen mit Valproinsaure

In einer cDNA-Microarray-Analyse, die in der dieser Arbeit vorangegangenen Diplomarbeit
(Witt, 2009) durchgefihrt wurde, konnten zahlreiche Kandidatengene identifiziert werden, die
nach 24 Stunden VPA-Behandlung der primaren PCa-Zellen 2E mit 1mM VPA differentiell
exprimiert vorlagen (Abb. 3.27A; Witt et al., 2013). Es wurden im Rahmen dieser Arbeit acht
Kandidatengene aufgrund ihrer Expression in der Prostata und ihrem bereits beschriebenen
Zusammenhang mit Tumoren fir weiterfihrende Studien ausgewahlt.

Die ausgewahlten vermindert exprimierten Kandidaten nach der VPA-Behandlung der
primaren PCa-Zellen 2E waren die folgenden Gene: chemokine (C-X-C motif) ligand 15
(Cxcl15), welcher fur ein Cytokin der CXC Chemokin-Familie kodiert, RCC1 and BTB
domain-containing protein 2 (Rcbtb2) kodiert fiir ein Mitglied der RCC1-verwandte GEF
Familie, beide Transkriptvarianten von Ceruloplasmin (Cp), welches das Haupt-
Kupfertransportprotein des Blutes ist und der leukemia inhibitory factor (Lif), welcher fur ein
Interleukin  der Klasse 6 kodiert. Verstarkt exprimiert waren die folgenden drei
Kandidatengene: ubiquitin carboxy-terminal hydrolase L1 (Uchll), welches fir ein de-
ubiquitinierendes Enzym kodiert, tyrosine-protein phosphatase-like N (Ptprn), welches fur ein
Mitglied der Protein Tyrosin Phosphatase Familie kodiert und zuletzt Cyclin D2 (Ccnd2),
welches fur ein Mitglied der stark konservierten Cyclin D Protein Familie kodiert.

Die primaren PCa-Zellen 2E wurden mit verschiedenen Konzentrationen von VPA fir 24
bzw. 72 Stunden behandelt und anschlieBend die Gesamt-RNA isoliert. In einer
gRT-PCR-Analyse konnte die in der Microarray-Analyse detektierte differentielle Expression

fur alle ausgewdahlten Kandidatengene bestatigt werden. Zudem konnte eine zeit- und
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konzentrationsabhéngige Anderung der Expression fiir alle Kandidatengene festgestellt
werden (Abb. 3.27B und C; Witt et al., 2013).
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Abbildung 3.27: Untersuchungen differentiell exprimierter Gene nach Behandlung primérer PCa-Zellen
mit VPA.

(A) Heatmap der bereits in Witt (2009) beschriebenen Microarray-Analyse mit zusétzlichen
Clustering-Informationen. Farblich markiert sind die fur weiterflihrende Analysen ausgewahlten Kandidatengene.
Die priméren PCa-Zellen wurden fir die Microarray-Analyse fur 24 Stunden mit 1mM VPA behandelt. (B und C)
Die primaren PCa-Zellen 2E wurden fir 24 bzw. 72 Stunden mit den angegebenen Konzentrationen von VPA
behandelt. Die Gesamt-RNA wurde isoliert. Mittels gRT-PCR konnten die im Microarray detektierten
differentiellen Expressionen fur alle ausgewahlten Kandidatengene bestéatigt werden. Zusatzlich konnte eine zeit-
und konzentrationsabhangige Regulation der Gene nach VPA-Behandlung der PCa-Zellen 2E beobachtet werden
(modifiziert nach Witt et al., 2013).

3.3.3.2 Studien zur Acetylierung des Promotorbereichs der differentiell exprimierten

Gene nach Valproinséure-Behandlung der Prostatakarzinomzellen 2E
Um zu zeigen, ob die differentielle Expression der Kandidatengene aufgrund von veranderter
Acetylierung im Promotorbereich hervorgerufen wird, wurden zunachst die priméaren
PCa-Zellen 2E mit VPA behandelt und die genomische DNA isoliert. Anschliel3end wurde
eine Chromatin-Immunoprazipitation (ChIP) mit einem Antikdrper gegen acetyliertes Histon 3
an Lysin 9 durchgefiihrt. Die vier untersuchten Gene (Cp, Cxcl15, Lif und Rcbtb), die nach
der VPA-Behandlung der PCa-Zellen 2E vermindert exprimiert wurden, zeigten weder nach
24 noch nach 72 Stunden VPA-Behandlung eine signifikant veranderte Acetylierung des
Promotorbereichs. Dagegen zeigten die Kandidatengene (Ptprn und Uchll), die nach einer
VPA-Behandlung verstarkt exprimiert wurden, eine erhdhte, zeitabhéangige Acetylierung des
Promotorbereichs (Abb. 3.28; Witt et al., 2013).
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Abbildung 3.28: Untersuchungen zur Acetylierung des Promotorbereichs differentiell exprimierter Gene
nach VPA-Behandlung der PCa-Zellen 2E.
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Die primaren PCa-Zellen 2E wurden mit 5mM VPA fiir 24 bzw. 72 Stunden behandelt. AnschlieRend wurde die
genomische DNA isoliert und eine Chromatin-Immunoprézipitation (ChIP) mit einem Antikdrper gegen acetyliertes
Histon 3 an Lysin 9 (acH3K9) durchgefiihrt und die Promotorbereiche mittels qRT-PCR untersucht. Es konnte
gezeigt werden, dass fur alle Kandidatengene (Cp, Cxcl15, Lif und Rcbtb), die nach VPA-Behandlung vermindert
exprimiert werden, die Acetylierung des Promotorbereichs nicht signifikant veréndert ist. Hingegen ist die
Acetylierung der nach VPA-Behandlung verstérkt exprimierten Gene (Ptprn und Uchll) im Promotorbereich
erhoht. Die farbliche Zuordnung ist entsprechend Abbildung 3.27 (modifiziert nach Witt et al., 2013).

Die Analyse der Acetylierung des Promotorbereichs von Ccnd2 wurde entsprechend der
oben beschriebenen ChiP-Analyse durchgefiihrt. Es wurde hierbei allerdings die
Acetylierung an drei unabhangigen Abschnitten im Promotorbereich des Ccnd2-Gens
untersucht. Es konnte hierbei gezeigt werden, dass der Promotorbereich des Ccnd2-Gens in
den primaren PCa-Zellen 2E nach der Behandlung mit 5mM VPA in allen untersuchten
Abschnitten verstarkt acetyliert ist (Abb. 3.29; Witt et al., 2013).
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Abbildung 3.29: Untersuchungen zur Acetylierung des Promotorbereichs des Ccnd2-Gens nach
VPA-Behandlung der PCa-Zellen 2E.

Die primaren PCa-Zellen 2E wurden mit VPA behandelt und die genomische DNA wurde extrahiert. Anschlieend
wurde eine ChIP durchgefiihrt und die prazipitierte DNA mittels qRT-PCR mit Primern, die in der Promotorregion
des Ccnd2-Gens liegen, analysiert. (A) Schematische Darstellung der Lokalisation der Primer in der
Promotorregion von Ccnd2 (TS: Transkriptionsstart, Q4, Q5 und Q7 bezeichnen die verwendeten Primer, Zahlen
geben den Abstand in Basenpaaren (bp) vom Transkriptionsstart an). (B) An allen 3 untersuchten Bereichen des
Ccnd2-Promotors konnte eine verstarkte Acetylierung der DNA nach der VPA-Behandlung der PCa-Zellen 2E im

Vergleich zur DNA kontrollbehandelter Zellen nachgewiesen werden (modifiziert nach Witt et al., 2013).



3. Ergebnisse -76 -

3.3.4 Untersuchungen zum Mechanismus der Re-Expression von Cyclin D2 nach

Valproinsaure-Behandlung von priméaren Prostatakarzinomzellen 2E

3.3.4.1 Untersuchungen zur spezifischen Re-Expression von Cyclin D2 nach
Valproinsaure-Behandlung der Prostatakarzinomzellen 2E

Die primaren PCa-Zellen 2E wurden mit steigenden Konzentrationen von VPA (1mM, 3mM
und 5mM) fir 24 bzw. 72 Stunden behandelt und anschlieRend wurde die Gesamt-RNA bzw.
das Gesamtprotein isoliert. Sowohl auf RNA- als auch auf Protein-Ebene konnte ein starker
Anstieg der Cyclin D2-Expression detektiert werden. Auf RNA-Ebene ist in Abbildung 3.30A
ein reprasentatives Beispiel von drei unabhangigen Behandlungen gezeigt (Witt et al., 2013).
Ein deutlicher Anstieg der Ccnd2-Expression konnte bereits nach 24 Stunden Behandlung
der PCa-Zellen 2E mit VPA nachgewiesen werden. Nach 72 Stunden VPA-Behandlung
wurde ein Anstieg der Ccnd2-Expression um das ca. 40-fache im Vergleich zu den
kontrollbehandelten Zellen aufgezeigt. Dieser Effekt konnte ebenfalls auf Protein-Ebene
verifiziert werden (Abb. 3.30B; Witt et al., 2013). Zudem konnte gezeigt werden, dass die
Cyclin D2-Expression in den kontrollbehandelten Zellen kaum nachweisbar vorlag, weshalb
im Folgenden von einer Re-Expression und nicht von einer Uberexpression von Cyclin D2
gesprochen wird (Abb. 3.30B; Witt et al., 2013).

Cyclin D2 ist ein Familienmitglied der D-Typ Cycline. Zu dieser Familie zahlen noch die zwei
weiteren Mitglieder Cyclin D1 (Ccndl1) und Cyclin D3 (Ccnd3). Auch die Expression von
Ccndl und Ccnd3 wurden auf RNA-Ebene mittels gRT-PCR-Analysen bzw. auf
Proteinebene mittels Western Blot-Analysen nach der Behandlung der primaren PCa-Zellen
2E mit VPA untersucht. Es wurde weder fir die Ccnd1-mRNA noch fir das Ccnd3-Protein
ein vergleichbarer Anstieg nach der VPA-Behandlung der primaren PCa-Zellen 2E detektiert
wie er fur Cyclin D2 nachgewiesen wurde (Abb. 3.30C und D; Witt et al., 2013).
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Abbildung 3.30: Analysen zur Expression von Cyclin D1, D2 und D3 nach VPA-Behandlung der priméren
PCa-Zellen 2E.

Die primaren PCa-Zellen 2E wurden fiir 24 bzw. 72 Stunden mit VPA behandelt. Es wurde sowohl die
Gesamt-RNA als auch das Gesamtprotein isoliert. (A) Die gRT-PCR-Analyse zeigte bereits nach 24 Stunden
VPA-Behandlung der priméaren PCa-Zellen 2E eine deutliche Erhdhung der Ccnd2-mRNA-Expression. Dieser
Effekt verstarkte sich nach 72 Stunden VPA-Behandlung der PCa-Zellen 2E. (B) Mittels Western Blot-Analyse
konnte ebenfalls auf Proteinebene eine zeit- und konzentrationsabhangige verstarkte Expression von Cyclin D2
detektiert werden. (C) Die mMRNA-Expression von Ccndl lag nach VPA-Behandlung der primaren PCa-Zellen 2E
nicht signifikant verandert vor. (D) Die Western Blot-Analyse der Expression des Ccnd3-Proteins zeigte nach
VPA-Behandlung der PCa-Zellen 2E sowohl nach 24 Stunden als auch nach 72 Stunden keine Anderung
(modifiziert nach Witt et al., 2013).

3.3.4.2 Untersuchung der Passagen-abhéangigen Cyclin D2-Expression in den priméren
Prostatakarzinomzellen 2E
Die primaren PCa-Zellen 2E wurden in den Analysen im Rahmen dieser Arbeit in niedrigen
Passagen (unter Passage 15-20) verwendet. In der Literatur wurde ein
Passagen-abhéngiger Anstieg der Cyclin D2-Expression in primaren Fibroblasten
beschrieben (Meyyappan et al., 1998). Es sollte daher hier getestet werden, ob in den
primédren PCa-Zellen 2E auch ein solcher Effekt zu detektieren ist. Die Untersuchung der
Expression von Cyclin D2 in hoheren Passagen der primaren PCa-Zellen 2E zeigte einen
Anstieg mit steigender Passagenanzahl (Abb. 3.31). Es wurden fir die hdchste untersuchte
Passage (Passage 30) drei unabhéngige Zellpopulationen untersucht. Die Expression von
Ccnd2 variiert in diesen drei Populationen von zehn- bis 20-fach im Vergleich zu Passage 3,

allerdings konnte fir alle hohen Passagen der primaren PCa-Zellen 2E eine erhohte
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Cyclin D2-Expression im Vergleich zu niedrigeren Passagen sowohl auf RNA- als auch auf
Proteinebene gezeigt werden (Abb. 3.31A und B). Die mRNA-Expression von Ccndl wurde
dagegen in allen untersuchten Passagen der priméaren PCa-Zellen 2E vergleichbar stark
nachgewiesen (Abb. 3.31A).
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Abbildung 3.31: Untersuchungen zur Expression von Cyclin D2 und Cyclin D1 in den primaren PCa-Zellen
2E mit unterschiedlicher Passagenanzahl.

Die primaren PCa-Zellen 2E wurden bis zu der angegebenen Passagen-Anzahl kultiviert (3, 17, 25, 30). Fur
Passage 30 wurden drei unabhangige Zellpopulationen untersucht. Es wurde die Gesamt-RNA und das
Gesamtprotein isoliert. (A und B) Sowohl in der anschlieBenden gRT-PCR-Analyse als auch in der
Western Blot-Analyse konnte gezeigt werden, dass die primaren PCa-Zellen 2E mit steigender Passage eine
erhdhte Expression von Cyclin D2 zeigten, obwohl diese innerhalb einer Passage variabel war. (A) Die
mRNA-Expression von Ccndl konnte in allen untersuchten Passagen der primaren PCa-Zellen 2E vergleichbar

stark nachgewiesen werden.

AnschlieRend wurde untersucht, ob diese endogene Uberexpression von Cyclin D2 in den
primaren PCa-Zellen 2E einen Einfluss auf die Re-Expression von Cyclin D2 nach der
VPA-Behandlung ausibt. Dazu wurden die PCa-Zellen 2E mit verschiedenen
Passagenzahlen mit VPA fur 24 und 72 Stunden behandelt und die Expression von
Cyclin D2 mittels Western Blot analysiert. In allen Passagen wurde Cyclin D2 nach der
VPA-Behandlung der primaren PCa-Zellen 2E re-exprimiert (Abb. 3.32). Es konnte gezeigt
werden, dass Cyclin D2 auch in den hohen Passagen der primaren PCa-Zellen 2E schwach
exprimiert wird im Vergleich zu dem Expressionslevel, welches nach der VPA-Behandlung
der PCa-Zellen 2E erreicht wird. Lediglich die 2E-Zellen der Passage 5 zeigten kaum

Re-Expression von Cyclin D2 nach der VPA-Behandlung.
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Abbildung 3.32: Untersuchungen zur Cyclin D2-Expression nach VPA-Behandlung der priméaren
PCa-Zellen 2E in verschiedenen Passagen.

Die primaren PCa-Zellen 2E wurden in verschiedenen Passagen (P5-P35) mit VPA fur 24 bzw. 72 Stunden
behandelt und anschlieRend wurde das Gesamtprotein isoliert. In der Western Blot-Analyse konnte gezeigt
werden, dass die Passagenanzahl keinen Einfluss auf die Re-Expression von Cyclin D2 nach VPA-Behandlung
hat. Lediglich in den 2E-Zellen der Passage 5 konnte kaum eine Re-Expression von Cyclin D2 nach

VPA-Behandlung nachgewiesen werden.

3.3.4.3 Analysen zum Einfluss weiterer Histondeacetylase-Inhibitoren auf die
Cyclin D2-Expression in primaren Prostatakarzinomzellen 2E

Die primaren PCa-Zellen 2E wurden mit jeweils zwei verschiedenen Konzentrationen
(Abb. 3.33, C1 und C2) unterschiedlicher Histondeacetylase-Inhibitoren (HDIs; Trichostatin A
(TSA): 250nM und 1pM, Suberoylanilide hydroxamic acid (SAHA): 1pM und 5pM,
Natriumbutyrat (NaB): 1mM und 5mM und Apicidin: 1,6uM und 5uM) fur 24 und 72 Stunden
kultiviert. AnschlieBend wurde die Gesamt-RNA bzw. das Gesamtprotein isoliert und
hinsichtlich der Cyclin D2-Expression im Vergleich zu kontrollbehandelten Zellen untersucht.
Die HDIs wurden aufgrund ihrer unterschiedlichen Strukturen und ihrer unterschiedlichen
Spezifitat fir die verschiedenen Histondeacetylasen ausgewahlt. Die verwendeten
Konzentrationen reprasentieren jeweils eine hohe und eine geringe Ubliche Konzentration fiir
den jeweiligen HDI.

Far alle untersuchten HDIs konnte eine Re-Expression von Cyclin D2 in den priméaren
PCa-Zellen 2E sowohl auf RNA- als auch auf Protein-Ebene gezeigt werden (Abb. 3.33A und
B; Witt et al., 2013). Die Expression von Ccndl hingegen anderte sich nach der Behandlung
der primaren PCa-Zellen 2E mit allen vier untersuchten HDIs nur gering (Abb. 3.33C; Witt et
al., 2013).
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Abbildung 3.33: Analysen zur Cyclin D1- und Cyclin D2-Expression nach Behandlung der priméren
PCa-Zellen 2E mit vier verschiedenen Histondeacetylase-Inhibitoren.
Die primaren PCa-Zellen 2E wurden mit zwei verschiedenen Konzentrationen der HDIs TSA (Trichostatin A),
SAHA (Suberoylanilide hydroxamic acid), NaB (Natriumbutyrat) und Apicidin behandelt. Diese Konzentrationen
sind als C1 fir die geringe und C2 fiir die hohe Konzentration gekennzeichnet. Die verwendeten Konzentrationen
waren die folgenden: TSA 250nM und 1M, SAHA 1uM und 5uM, NaB 1mM und 5mM und Apicidin 1,6uM und
5uM. Die Gesamt-RNA und das Gesamtprotein wurden isoliert. In den anschlieBenden gRT-PCR-Analysen (A)
sowie den Western Blot-Analysen (B) konnte gezeigt werden, dass sich sowohl auf RNA- als auch auf
Protein-Ebene die Expression von Cyclin D2 zeit- und konzentrationsabhangig erhéhte. Im Gegensatz dazu
anderte sich die mRNA-Expression von Ccndl1 nach der Behandlung der PCa-Zellen 2E mit allen vier HDIs nicht
signifikant (C) (modifiziert nach Witt et al., 2013).

Als Negativkontrolle wurden die primaren PCa-Zellen 2E mit dem in vitro nicht aktiven Amid
von VPA, Valpromid, behandelt. Valpromid besitzt keine HDI-Aktivitat, sondern wird im
Korper effektiv zu VPA metabolisiert (Géttlicher et al., 2001; Bialer et al., 1985). In der
Zellkultur ist Valpromid daher als HDI inaktiv, da es nicht zu VPA metabolisiert werden kann.

Die Untersuchungen hinsichtlich der Cyclin D2- und auch Ccndl-Expressionsanderung in
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Valpromid-behandelten PCa-Zellen 2E zeigten, dass keine Veranderung der Cyclin D2- und
Ccnd1-Expression in PCa-Zellen 2E erfolgte (Abb. 3.34; Witt et al., 2013).
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Abbildung 3.34: Untersuchungen zur Cyclin D1- und Cyclin D2-Expression nach der Behandlung der
priméaren PCa-Zellen 2E mit Valpromid.

Die priméren PCa-Zellen 2E wurden flr 24 bzw. 72 Stunden mit dem in vitro inaktiven Amid von VPA, Valpromid
(VPM), in verschieden Konzentrationen behandelt. Die Gesamt-RNA und das Gesamtprotein wurden isoliert. (A)
AnschlieBende qRT-PCR-Analysen zeigten, dass die Valpromid-Behandlung weder die mRNA-Expression von
Ccndl noch die mRNA-Expression von Cyclin D2 signifikant &nderte. (B) In der Western Blot-Analyse wurde
gezeigt, dass auch auf Protein-Ebene die Expression von Cyclin D2 unverandert blieb. Die Behandlung der
PCa-Zellen 2E mit 5mM Valpromid fiir 72 Stunden war zytotoxisch. ,+" stellt die Positivkontrolle dar, d.h. mit 5mM
VPA fur 72 Stunden behandelte primare PCa-Zellen 2E (modifiziert nach Witt et al., 2013).

3.3.4.4 Untersuchungen zum Einfluss der Methylierung des Ccnd2-Promotors auf die
Re-Expression von Cyclin D2 in den primaren Prostatakarzinomzellen 2E

Es sollte geprtft werden, ob der Promotorbereich des Ccnd2-Gens in den primaren PCa-
Zellen 2E auch auf DNA-Ebene durch De-Methylierung aktiviert werden kann. Dazu wurden
die PCa-Zellen 2E mit dem DNA-Methyltransferase-Inhibitor 5-Aza-2"-deoxycytidine (5aza?2)
mit der dazugehotrigen Losungsmittelkontrolle Essigsaure (AcOH) behandelt. Als
Negativkontrolle diente der Methylgruppendonor S-Adenosylmethionin  (SAM). Als
Positivkontrolle der Ccnd2-Re-Expression wurden die PCa-Zellen 2E mit VPA behandelt.
Dies erfolgte zum einen mit nur einmaligem Mediumwechsel (VPA 1x) und zum anderen mit
taglichem Mediumwechsel (VPA tagl.). Diese Vorgehensweise wurde gewahlt, da auch eine
Kombinationsbehandlung von VPA und SAM durchgefuhrt wurde, in der das Medium taglich
gewechselt wurde. Ublicherweise wurde das Medium bei der VPA-Behandlung der
PCa-Zellen wahrend der VPA-Behandlung nicht erneuert. AnschlieBend an alle
Behandlungen der PCa-Zellen 2E wurde sowohl die Gesamt-RNA als auch das
Gesamtprotein isoliert.

Sowohl in der gRT-PCR- als auch in der Western Blot-Analyse konnte die Expression von
Cyclin D2 nach der Behandlung der PCa-Zellen 2E mit 5aza2 nicht in dem Mal3e gesteigert
werden, wie nach einer VPA-Behandlung der PCa-Zellen 2E (Abb. 3.35A). Durch 5aza2

wurde die mRNA-Expression von Ccnd2 ca. um das flinffache gesteigert, wohingegen die
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Behandlung der PCa-Zellen 2E mit VPA die Ccnd2-Expression ca. 85-130-fach erhéhte.
Hierbei konnte gezeigt werden, dass die Re-Expression von Ccnd2 starker war bei
einmaligem Mediumwechsel im Vergleich zu taglichem Mediumwechsel. Mittels
gRT-PCR-Analyse konnte zusatzlich gezeigt werden, dass die Expression von Ccndl nach
allen Behandlungen der PCa-Zellen 2E nicht stark beeinflusst wurde. Die starkste
Uberexpression (ca. 15-fach) konnte wahrend der Behandlung mit SAM beobachtet werden.
Die Expression von Cyclin D3 nach allen Behandlungen der PCa-Zellen 2E wurde mittels
Western Blot-Analyse untersucht. Hierbei konnten kaum Unterschiede in der
Cyclin D3-Expression detektiert werden.

Als Positivkontrolle fur die 5aza2-Behandlung wurde zusatzlich die Expression von Clusterin
untersucht. Aus der Literatur ist bekannt, dass eine 5aza2-Behandlung von den
TRAMP-PCa-Zellen TRAMP-C2 die Clusterin-Expression um das funffache erhéht (Rauhala
et al.,, 2008). In den primaren (TRAMP-)PCa-Zellen 2E konnte im hier durchgefiihrten
Experiment nach 5aza2-Behandlung eine ca. 13-fache Steigerung der Clusterin-mRNA-
Expression gezeigt werden. Zusatzlich wurde auch durch die Behandlung der PCa-Zellen 2E
mit VPA die Expression von Clusterin stark erhéht (Abb. 3.35C).
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Abbildung 3.35: Analysen der Cyclin D1-, Cyclin D2-, Cyclin D3- und Clusterin-Expression nach
Behandlung der PCa-Zellen 2E mit 5aza2, SAM und VPA.

Die primaren PCa-Zellen 2E wurden zum einen mit dem DNA-Methyltransferase-Inhibitor 5-Aza-2'-deoxycytidine
(5aza2) und der dazugehdrigen Ldsungsmittelkontrolle Essigsdure (AcOH) fur sechs Tage, zum anderen als
Negativkontrolle mit dem Methylgruppendonor S-Adenosylmethionin (SAM) fir sieben Tage und schlielich mit
VPA fiir 72 Stunden behandelt, wobei in einer Probe das Medium taglich gewechselt wurde (VPA tagl.) und in der
anderen das Medium nur einmal zum Anfang der Behandlung erneuert wurde (VPA 1x). Diese unterschiedliche
Behandlung wurde vorgenommen als Kontrolle zu der Kombinationsbehandlung aus VPA und SAM, bei der das
Medium taglich gewechselt wurde. Die Gesamt-RNA und das Gesamtprotein wurden isoliert. (A) Die
gRT-PCR-Analyse zeigte eine starke Ccnd2-Re-Expression nach beiden VPA-Behandlungen sowie der
Kombinationsbehandlung aus VPA und SAM. Die Behandlung der Zellen mit 5aza2 flhrte zu keiner
vergleichbaren Re-Expression der Ccnd2-Expression. Die mRNA-Expression von Ccndl wurde lediglich durch
die Behandlung der PCa-Zellen 2E mit SAM leicht erhdht, alle anderen Behandlungen bewirkten keine
Ccndl-Expressionsveranderung im Vergleich zu den kontrollbehandelten Zellen. (B) Mittels Western Blot-Analyse
konnte die Re-Expression von Cyclin D2 durch VPA bestatigt werden. Die Kombinationsbehandlung war
zytotoxisch fir die Zellen. Die Behandlung der PCa-Zellen mit 5aza2 fuhrte auf Proteinebene zu einer verstarkten
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Cyclin D2-Expression. Allerdings konnte dies in geringerem MaRe auch bereits in der Lésungsmittelkontrolle
beobachtet werden. Die Expression von Cyclin D3 wurde durch keine Behandlung der PCa-Zellen 2E verandert.
(C) Die gRT-PCR-Analyse zeigte, dass die mRNA-Expression von Clusterin in den PCa-Zellen 2E durch
Behandlung mit 5aza2 induzierbar war. Die Behandlung der PCa-Zellen 2E mit VPA fiihrte zu einem starken
Anstieg der Clusterin-Expression.

Um einen Zelllinien-spezifischen Effekt auszuschlieRen, wurden des Weiteren die etablierten
humanen PCa-Zelllinien PC-3 und DU145 untersucht. Die Behandlung erfolgte entsprechend
der Behandlung der primaren PCa-Zellen 2E mit 5aza2, SAM, VPA und der Kombination aus
VPA und SAM. Auch hier konnte kein deutlicher Effekt auf die CCND2-Expression nach
Behandlung der PCa-Zellen mit 5aza2 detektiert werden. In den humanen PCa-Zellen PC-3
stieg die Expression von CCND2 nach 5aza2-Behandlung um das ca. vierfache. Nach der
Behandlung der Zellen mit VPA konnte hier allerdings nur ein Anstieg der Expression von
CCND2 um das maximal zehnfache beobachtet werden (Abb. 3.36A). In den humanen
PCa-Zellen DU145 hingegen resultierte die Behandlung mit VPA in einem Anstieg der
Expression von CCND2 um das maximal 420-fache, nach der Behandlung mit 5aza2 konnte
lediglich eine Re-Expression von CCND2 um das 35-fache gezeigt werden (Abb. 3.36B). Die
Expression von CCND1 war nach keiner der untersuchten Behandlungen in den PCa-Zellen
PC-3 und DU145 im Vergleich zu kontrollbehandelten Zellen verandert (Abb. 3.36A und B).

Demnach ist festzuhalten, dass die Histonacetylierung (vgl. Kapitel 3.3.3.2) vermutlich einen
hoheren Effekt auf die Cyclin D2-Expression ausibt als die Anderung des
Methylierungszustandes des Gens, da weder die Behandlung mit 5aza2 die Expression von
Cyclin D2 deutlich ansteigen liel3, noch konnte die Re-Expression von Cyclin D2 durch VPA

in der Kombinationsbehandlung mit dem Methylgruppendonor SAM inhibiert werden.
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Abbildung 3.36: Untersuchungen zur Expression von Cyclin D2 nach 5aza2-, SAM- sowie
VPA-Behandlung in den humanen PCa-Zellen PC-3 und DU145.

Die humanen PCa-Zellen PC-3 (A) und DU145 (B) wurden zum einen mit dem DNA-Methyltransferase-Inhibitor
5-Aza-2'-deoxycytidine (5aza2) und der dazugehorigen Losungsmittelkontrolle Essigsdure (AcOH) fiir sechs
Tage, zum anderen als Negativkontrolle mit dem Methylgruppendonor S-Adenosylmethionin (SAM) fir sieben
Tage und schlieBlich mit VPA fur 72 Stunden behandelt, wobei in einer Probe das Medium taglich gewechselt
wurde (VPA tégl.) und in der anderen das Medium nur einmal zum Anfang der Behandlung erneuert wurde
(VPA 1x). Diese unterschiedliche Behandlung wurde vorgenommen als Kontrolle zu der Kombinationsbehandlung
aus VPA und SAM, bei der das Medium taglich gewechselt wurde. Die Gesamt-RNA wurde isoliert. (A) In
anschlielenden qRT-PCR-Analysen wurde beobachtet, dass die Expression von CCND2 in den humanen
PCa-Zellen PC-3 nach der Behandlung mit 5aza2 um das ca. vierfache ansteigt, die Behandlung mit VPA konnte
allerdings nur eine Re-Expression von CCND2 um das maximal zehnfache zeigen. Die mRNA-Expression von
CCND1 war in keiner der untersuchten Behandlungen der PCa-Zellen PC-3 im Vergleich zu kontrollbehandelten
Zellen veréndert. (B) Die CCND2-Expression in den PCa-Zellen DU145 wurde mittels gRT-PCR untersucht und
zeigte eine sehr starke Re-Expression von CCND2 nach der Behandlung mit VPA, die Re-Expression von
CCND2 nach der Behandlung mit 5aza2 war hingegen nur moderat. Eine Veranderung der mRNA-Expression
von CCND1 konnte bei keiner der untersuchten Behandlungen der PCa-Zellen DU145 im Vergleich zu

kontrollbehandelten Zellen nachgewiesen werden.
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3.3.4.5 Analyse des Methylierungszustandes einer CpG-Insel im Promotorbereich des
Ccnd2-Gens nach Valproinsaure-Behandlung der Prostatakarzinomzellen 2E

Es sollte dberprift werden, ob die VPA-Behandlung der PCa-Zellen 2E auch die
Methylierung des Ccnd2-Promotors dndert. Es liegen Studien vor, die eine Anderung der
Methylierung von einigen Genen durch eine Behandlung mit VPA beschrieben haben
(Milutinovic et al., 2007). Zudem ist bekannt, dass der Promoterbereich des Ccnd2-Gens im
PCa methyliert vorliegen soll (Henrigue et al., 2006). Es sollte nun durch
methylierungsspezifische Sequenzierung die basale Methylierung einer CpG-Insel im
Promotor des Ccnd2-Gens sowie die Anderung der Methylierung in diesem Bereich nach
Behandlung der primaren PCa-Zellen 2E mit VPA analysiert werden.

Hierfir wurden die primaren PCa-Zellen 2E fur 24 und 72 Stunden mit 5mM VPA behandelt.
AnschlieBend wurde die genomische DNA isoliert und diese wurde mittels
Bisulfit-Konversion umgeschrieben. Die Bisulfit-konvertierte DNA wurde nun fir eine PCR mit
spezifischen Primern, die eine CpG-Insel im Promotorbereich des Ccnd2-Gens flankieren,
eingesetzt. Die so erhaltenen PCR-Produkte wurden in das pGEM®-T Easy Vektorsystem
ligiert und anschlielend mittels PCR amplifiziert. Diese Produkte wurden sequenziert und
schlie3lich auf ihnren Methylierungszustand hin untersucht.

Die untersuchten CpGs sind vorwiegend unmethyliert (Abb. 3.37A). In den
kontrollbehandelten PCa-Zellen 2E ist der hochste Anteil an Klonen in einem methylierten
Zustand 26% an CpG Nummer 7. Auch bei den fir 72 Stunden mit VPA-behandelten
PCa-Zellen 2E ist das CpG Nummer 7 am haufigsten methyliert mit bis zu 46% der Klone
(Abb. 3.37B). Insgesamt andert sich der Methylierungszustand der untersuchten CpG-Insel

allerdings nur gering durch die Behandlung der PCa-Zellen 2E mit VPA.
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Abbildung 3.37: Untersuchungen zum Methylierungsstatus einer CpG-Insel im Promotorbereich des
Ccnd2-Gens nach Behandlung der PCa-Zellen 2E mit VPA.

Die primaren PCa-Zellen 2E wurden mit 5mM VPA fiir 72 Stunden behandelt und die genomische DNA wurde
isoliert. Nach einer Bisulfit-Konversion und anschlieRender PCR mit Primern, die die CpG-Insel flankieren, wurde
das PCR-Produkt in das pPGEM®-T Easy Vektorsystem ligiert und anschlieBend 15 Klone mittels Sequenzierung
auf ihren Methylierungszustand hin untersucht. In der untersuchten CpG-Insel befinden sich elf CpGs, die
untersucht wurden (obere Reihe der Tabellen). Die erste Spalte in A bezeichnet die untersuchten Klone. (A)
Ubersicht ber den Methylierungszustand jedes CpGs. Die untersuchten CpGs befinden sich sowohl in den
Kontrollzellen als auch in den VPA-behandelten PCa-Zellen 2E vorwiegend im unmethylierten Zustand. Am
haufigsten liegt das CpG Nummer 7 methyliert vor. (B) Prozentuale Auswertung des Methylierungszustandes der
CpGs. Vorwiegend liegt fur alle untersuchten CpGs der unmethylierte Zustand vor. Lediglich CpG Nummer 7 ist
bereits schon in den kontrollbehandelten Zellen bei ca. einem Viertel der untersuchten Klone methyliert, dies

steigt nach der VPA-Behandlung auf bis zu ca. 50% der untersuchten Klone an.
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3.3.5 Untersuchungen zur Cyclin D2-Expression und Inhibition der Proliferation nach
Valproinsaure-Behandlung von verschiedenen Zelllinien

In den vorangegangenen Experimenten wurden bisher ausschlie3lich PCa-Zellen untersucht.

Ziel der folgenden Untersuchungen war es zu prifen, ob die Basalexpression von Cyclin D2

entscheidend ist fur die (Re-)Expression nach der VPA-Behandlung verschiedener Zelltypen

und ob hierbei ein Zusammenhang mit der beobachteten Inhibition der Proliferation besteht.

Dazu wurden kolorektale Karzinomzellen, Stromazellen der Prostata, verschiedene

Fibroblastenzellen und embryonale Nierenzellen nach VPA-Behandlung analysiert.

3.3.5.1 Analyse der basalen Cyclin D1- und Cyclin D2-Expression von kolorektalen
Karzinomzellen
Fur die weiteren Analysen sollten kolorektale Karzinomzelllinien ausgewahlt werden, die
entweder eine sehr geringe oder eine sehr hohe Basalexpression von Cyclin D2 zeigten.
Hierfir wurden die Zelllinien HCT 116, SW837, SW480, SW620, DLD-1 und Caco-2
untersucht. Da Cyclin D2 als Schlisselregulator des Zellzyklus beschrieben ist und als dieser
konfluenzabhangig ist, wurden hier unterschiedliche Konfluenzen der Zellkulturen untersucht,
zum einen eine niedrige Konfluenz (low) und zum anderen eine sehr hohe Konfluenz (high).
Es konnte gezeigt werden, dass HCT 116-, SW837-, DLD-1- und SW620-Zellen eine
niedrige Basalexpression von Cyclin D2 aufwiesen, die sich auch bei hoher Konfluenz nicht
anderte (Abb. 3.38A). Bei den SW480-Zellen konnte in niedriger Konfluenz eine niedrige
Expression von Cyclin D2 detektiert werden, bei hoher Konfluenz stieg diese an. Caco-2-
Zellen zeigen bei jeder Konfluenz eine starke Basalexpression von Cyclin D2. Zusatzlich
wurde die Expression von CCND1 in entsprechender Konfluenzabhangigkeit untersucht
(Abb. 3.38B). SW480-Zellen in hoher Konfluenz wurden als Standard gewahlt und die
Expressionen der anderen Zelllinien darauf bezogen. Es wurde gezeigt, dass alle anderen
untersuchten kolorektalen Karzinomzellen eine niedrigere Expression von CCND1 als
SW480-Zellen in  hoher Konfluenz aufwiesen. Daher wurden fir die weiteren
Untersuchungen DLD-1- und SW620-Zellen aufgrund der niedrigen Expression von
Cyclin D2, Caco-2-Zellen aufgrund der hohen Cyclin D2-Expression und SW480-Zellen
aufgrund der Auffalligkeit der Basalexpression von Cyclin D1 und D2 im Vergleich zu den

anderen untersuchten Zelllinien ausgewahilt.
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Abbildung 3.38: Untersuchungen zur konfluenzabhangigen Basalexpression von Cyclin D2 und Cyclin D1
in kolorektalen Karzinomzellen.

Die kolorektalen Karzinomzelllinien HCT 116, SW837, SW480, DLD-1, SW620 und Caco-2 wurden in niedriger
(low) und sehr hoher (high) Zellanzahl ausgesat. AnschlieRend wurden sowohl die Gesamt-RNA als auch das
Gesamtprotein isoliert. (A) Die anschlieRende Western Blot-Analyse zeigte, dass HCT 116-, SW837-, DLD-1- und
SW620-Zellen unabhéangig von der Konfluenz der Kultur eine kaum detektierbare Expression von Cyclin D2
aufwiesen. SW480-Zellen hingegen zeigten einen deutliche Anstieg der Expression bei hoher Konfluenz der
Kultur. Caco-2-Zellen zeigten eine starke Cyclin D2-Expression unabhéngig von der Konfluenz der Kultur. (B) Bei
den gRT-PCR-Analysen zur Expression von CCND1 konnte beobachtet werden, dass SW480-Zellen, welche als
Standard (bei hoher Konfluenz) ausgewahlt wurden, eine hohe CCND1-Expression im Vergleich zu allen anderen

untersuchten kolorektalen Karzinomzelllinien aufwiesen.

3.3.5.2 Valproinsaure-Behandlung verschiedener maligner und nicht-maligner
Zelllinien
Zur Untersuchung der Verdnderung der Cyclin D2-Expression und der Proliferation nach
Behandlung mit VPA wurden verschiedene weitere Zelllinien hinzugezogen. Zum einen
wurden die humanen PCa-Zellen PC-3, DU145 und LNCaP sowie die humanen
Prostata-Stromazellen PrSC untersucht. Ferner wurde eine Gruppe von unterschiedlichen
Fibroblasten analysiert: humane MRC5-Zellen aus der Lunge, murine WT und NxNx-/- aus
der Haut (zur Verfugung gestellt von Dr. Frauke Nitzky, Abteilung Humangenetik,
Arbeitsgruppe molekulare Entwicklungsgenetik, Universitatsmedizin Goéttingen), NIH/3T3 als

murine Fibroblasten aus einem Embryo und die murinen Bindegewebsfibroblasten namens
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L-Zellen. Des Weiteren wurden auch die embryonalen Nieren-Zellen HEK293 und, wie im
vorherigen Kapitel (3.3.5.1) bereits erwahnt, die humanen kolorektalen Karzinomzelllinien
Caco-2, DLD-1, SW620 und SW480 untersucht.

Alle genannten Zellen wurden mit verschiedenen Konzentrationen von VPA fir 24 Stunden
(hier nicht dargestellt) und 72 Stunden inkubiert. Anschlie3end wurden Expressionsanalysen
an der Gesamt-RNA bzw. dem Gesamtprotein durchgefuhrt. Zudem wurden die Zellen fir
24, 48, 72 und 144 Stunden mit VPA behandelt und anschlieBend ein MTT-Assay zur
Analyse der Proliferation durchgefiihrt (dargestellt in Abb. 3.39 sind 72 Stunden
VPA-Behandlung).

Es konnte gezeigt werden, dass die Expression von Cyclin D1 in allen untersuchten Zelllinien
nach VPA-Behandlung kaum verdndert vorlag (Abb. 3.39A; Witt et al., 2013). Hingegen
wurde in allen untersuchten PCa-Zellen die Expression von Cyclin D2 nach der Behandlung
mit VPA konzentrationsabhéngig erhoht (Abb. 3.39B und C; Witt et al., 2013), wobei die
Basalexpression von Cyclin D2 auf Proteinebene kaum detektiert werden konnte (Abb.
3.39C; Witt et al., 2013). Bei der Untersuchung der Proliferation zeigten alle untersuchten
PCa-Zellen eine deutliche Inhibition der Proliferation durch die VPA-Behandlung. Diese
Inhibition war bereits fir die Behandlung mit der geringen Konzentration von VPA (1mM)
sichtbar (Abb. 3.39D; Witt et al., 2013). Die Prostata-Stromazellen PrSC zeigten eine hohe
Basalexpression von Cyclin D2. Diese blieb nach der VPA-Behandlung unverandert (Abb.
3.39B und C; Witt et al., 2013). Auch der Einfluss auf die Proliferation der PrSC-Zellen war
niedrig, vor allem bei der niedrigen Konzentration von VPA konnte keine Inhibition der
Proliferation detektiert werden (Abb. 3.39D; Witt et al., 2013). MRC5-Zellen hingegen zeigten
auf RNA-Ebene eine Re-Expression von CCND2 (Abb. 3.39B; Witt et al.,, 2013). Auf
Proteinebene waren sie die einzige Fibroblasten-Zelllinie, die keine Basalexpression von
Cyclin D2 aufwies (Abb. 3.39C; Witt et al., 2013). Die auf RNA-Ebene gezeigte Re-
Expression von CCND2 nach VPA-Behandlung der MRC5-Zellen konnte auf Proteinebene
nicht verifiziert werden. Die Proliferation dieser Zellen wurde durch die Behandlung mit VPA
mafig gehemmt, vor allem die niedrige Konzentration von VPA anderte die Proliferationsrate
der MRC5-Zellen kaum (Abb. 3.39D; Witt et al., 2013). NIH/3T3-, WT-, NxNx- und HEK293-
Zellen zeigten eine hohe Basalexpression von Cyclin D2 (Abb. 3.39C; Witt et al., 2013).
Diese blieb durch die Behandlung mit VPA unverandert. Auch die Proliferationsrate der
Zellen wurde nur maRig beeinflusst, vor allem die niedrige Konzentration von VPA hatte
keinen Einfluss auf die Proliferation der Zellen (Abb. 3.39D; Witt et al., 2013). Im Gegensatz
dazu zeigten die L-Zellen eine hohe Basalexpression von Cyclin D2, die allerdings durch
eine VPA-Behandlung noch weiter erhéht wurde (Abb. 3.39B und C; Witt et al., 2013). Die L-
Zellen zeigten im Proliferationsassay die starkste Inhibition der Proliferation unter den

Fibroblasten-Zelllinien und ihre Proliferation wurde auch bereits durch die niedrige
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Konzentration von VPA maRig stark gehemmt (Abb. 3.39D; Witt et al., 2013). Bei den
kolorektalen Karzinomzellen wurde die Basalexpression bereits im vorhergehenden Kapitel
(3.3.5.1) beschrieben. Lediglich fir SW620-Zellen konnte eine Re-Expression von Cyclin D2
detektiert werden (Abb. 3.39B und C; Witt et al., 2013). Die Inhibition der Proliferation war bei
allen untersuchten kolorektalen Karzinomzellen nur méRig, vor allem fir die geringe
Konzentration von VPA. Lediglich die aufgrund ihres auf3ergewthnlichen Expressionsprofils
ausgewahlten SW480-Zellen zeigten eine leichte Inhibition der Proliferation (Abb. 3.39D; Witt
et al., 2013).
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Abbildung 3.39: Analyse zur Expression von Cyclin D1 und Cyclin D2 sowie der Zellproliferation nach
Behandlung verschiedener Zelllinien mit VPA.

Es wurden 15 verschiedene Zelllinien untersucht. Diese bestanden aus einer Gruppe von verschiedenen
PCa-Zellen (2E, PC-3, DU145 und LNCaP), einer Gruppe von nicht-malignen Zellen (Prostatastromazellen PrSC,
Fibroblasten-Zellen MRC5, NIH/3T3, WT, NxNx und L-Zellen sowie den embryonale Nierenzellen HEK293) sowie
einer Gruppe von kolorektalen Karzinomzellen (Caco-2, DLD-1, SW620 und SW480). Alle Zellen wurden fir

72 Stunden mit VPA behandelt und anschlielend wurde die Gesamt-RNA und das Gesamtprotein isoliert.
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Zusatzlich wurde nach 72 Stunden VPA-Behandlung der genannten Zelllinien ein MTT-Assay zur Analyse der
Proliferationsrate der Zellen durchgefuhrt. (A) Die mRNA-Expression von Cyclin D1 wurde mittels
gRT-PCR-Analyse bestimmt. Es konnte in keiner der untersuchten Zelllinien nach der VPA-Behandlung eine
signifikante Veranderung im Vergleich zu kontrollbehandelten Zellen gezeigt werden. (B und C) Analyse der
Expression von Cyclin D2 nach VPA-Behandlung in den angegebenen Zelllinien auf RNA-Ebene (B, qRT-PCR)
und auf Protein-Ebene (C, Western Blot). Wahrend die PCa-Zellen eine geringe Basalexpression von Cyclin D2
und nach Behandlung mit VPA eine starke Re-Expression aufwiesen, zeigten die Fibroblasten-Zelllinien und die
Prostata-Stromazellen eine hohe allgemeine Basalexpression und keine Re-Expression von Cyclin D2 nach VPA.
Fir die HEK293-Zellen konnte eine starke Basalexpression und keine Re-Expression von Cyclin D2 detektiert
werden. Die kolorektalen Karzinomzellen zeigten bis auf SW620-Zellen keine Erhéhung der Cyclin D2 Expression
nach VPA-Behandlung. (D) Analyse der Proliferationsrate der angegebenen Zelllinien nach Behandlung mit VPA.
Die PCa-Zellen zeigten eine starke Inhibition der Proliferation bereits durch die niedrige Konzentration von VPA
(ImM), wohingegen bei den Prostatastromazellen und den Fibroblastenzellen lediglich bei den L-Zellen eine
deutliche Inhibition der Proliferation durch die Behandlung mit VPA detektiert wurde. Die kolorektalen
Karzinomzellen zeigten eine nur mafige Inhibition der Proliferation nach der Behandlung mit VPA, die niedrige

verwendete Konzentration von VPA (1mM) anderte die Proliferationsrate kaum (modifiziert nach Witt et al., 2013).

3.3.5.3 siRNA-Studien zur Analyse der Rolle von Cyclin D2 bei der Inhibition der
Proliferation

Um experimentell nachzuweisen, dass die Re-Expression von Cyclin D2 verantwortlich fur
die beobachtete Inhibition der Proliferation nach VPA-Behandlung ist, wurden zunachst
SiRNA-Studien in den primaren PCa-Zellen 2E durchgefihrt. Hierzu wurde die
Ccnd2-Expression in den PCa-Zellen 2E mittels siRNA-Transfektion mit drei verschiedenen
siRNA-Proben (A, B und C) gegen Ccnd2 herunter reguliert. Die Ccnd2-Expression wurde
Uberprift und es konnte fir alle drei untersuchten siRNA-Proben eine Verringerung der
Genexpression von Ccnd2 in den priméren PCa-Zellen 2E um ca. 60% detektiert werden
(Abb. 3.40A).

Nach der Transfektion mit Ccnd2-spezifischer siRNA wurden die Zellen mit VPA behandelt
und die Proliferation mittels MTT-Assays nach 24, 72 und 144 Stunden gemessen. In
Abb. 3.40 sind die Ergebnisse der Proliferation nach 72 Stunden VPA-Behandlung
dargestellt. Es wurde erwartet, dass die Herunterregulierung der Ccnd2-Expression bei
VPA-Behandlung zu einer Aufhebung der VPA-induzierten Inhibition der Proliferation fuhrt.
Allerdings ist zu verzeichnen, dass die Transfektion mit der siRNA A in einer Verminderung
der Proliferation resultiert und die siRNAs B und C keinen Effekt auf die Proliferation
ausuben.

Daher wurden anschlie3end Expressionsanalysen mit siRNA-transfizierten und gleichzeitig
VPA-behandelten Zellen durchgefuhrt (Abb. 3.40C). Die gqRT-PCR-Analyse zeigte, dass die
Behandlung mit den siRNAs nach der Behandlung der Zellen mit VPA keinen Einfluss auf die
Expression von Ccnd2 auslbte. Es konnte zwar beobachtet werden, dass die Expression

von Ccnd2 nach der VPA-Behandlung in den Ccnd2-siRNA-transfizierten Zellen nicht so
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stark anstieg wie in den kontroll-transfizierten Proben (100-fach vs. 150-fach), allerdings
waren auch diese Verringerungen der Expression nicht effektiv genug, um das

Proliferationsverhalten zu verandern.
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Abbildung 3.40: Analyse der Cyclin D2-Expression und Zellproliferation nach Verminderung der
Cyclin D2-Expression mittels siRNA und anschlieRender Behandlung der PCa-Zellen 2E mit VPA.

Die Genexpression von Ccnd2 wurde in den PCa-Zellen 2E mittels siRNA-Transfektion mit drei verschiedenen
siRNA-Proben (A, B und C) verringert. Als Kontrolle dienten PCa-Zellen 2E, die mit siRNA gegen das
Luciferase-Gen (luc) transfiziert wurden. (A) Die Effizienz der Ccnd2-Expressionsverringerung wurde nach
Isolation der Gesamt-RNA mittels qRT-PCR untersucht. Fur alle drei siRNA-Proben konnte eine deutliche
Verringerung der Genexpression von Ccnd2 detektiert werden. (B und C) AnschlieBend wurden die transfizierten
Zellen mit verschiedenen Konzentrationen von VPA behandelt. Bei der Analyse der Proliferationsrate (B) der
PCa-Zellen 2E konnte beobachtet werden, dass weder die mit der siRNA-Probe B noch die mit der siRNA-Probe
C transfizierten Zellen einen Unterschied in der Proliferationsrate zu den mit der Kontroll-siRNA transfizierten
Proben zeigten. Die Transfektion mit der siRNA A flihrte sogar zu einer Verringerung der Zellproliferation. (C) In
der anschlieenden Analyse der Expression von Ccnd2 mittels gRT-PCR konnte gezeigt werden, dass in allen
siRNA-transfizierten Proben die Expression von Ccnd2 nach der Behandlung mit VPA wieder in vergleichbarer
Stérke wie in den kontrolltransfizierten Proben induziert wurde.
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Da ein direkter Nachweis des Einflusses der Cyclin D2-Expression auf die Proliferation nach
Behandlung mit VPA mit den oben genannten Experimenten nicht mdglich war, wurden
weitere Studien an murinen NIH/3T3-Zellen durchgefiihrt. Diese Zellen haben im Gegensatz
zu den murinen priméren PCa-Zellen 2E eine hohe Basalexpression von Cyclin D2. Es
konnte mit einer der drei verwendeten SsiRNA-Proben eine effiziente Inhibition der
Genexpression hervorgerufen werden (Abb. 3.41A; Witt et al., 2013). In darauffolgenden
Proliferationsassays konnte gezeigt werden, dass die mit der siRNA-Probe B transfizierte
Probe, in der erfolgreich die Expression von Cyclin D2 vermindert wurde, eine Erh6hung der
Proliferationsrate um etwa 20% zeigte (Abb. 3.41B; Witt et al., 2013). Entgegen der
vorherrschenden Meinung aus der Literatur konnte somit gezeigt werden, dass eine
Verringerung der Cyclin D2-Expression nicht zu einer Inhibierung, sondern zu einer

Erhdhung der Proliferation von Zellen fiihren kann.
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Abbildung 3.41: Analyse der Cyclin D2-Expression und Zellproliferation nach Verminderung der Cyclin
D2-Expression mittels siRNA.

Die Cyclin D2-Genexpression wurde in den murinen Fibroblastenzellen NIH/3T3 mittels siRNA-Transfektion mit
drei verschiedenen siRNA-Proben (A, B und C) gegen Cyclin D2 herunterreguliert. AnschlieRend wurde das
Gesamtprotein isoliert sowie eine Analyse der Proliferation nach Verminderung der Cyclin D2-Expression
durchgefihrt. (A) In der Western Blot-Analyse konnte gezeigt werden, dass die siRNA Probe B die Expression
von Cyclin D2 effektiv reduzierte. (B) Zudem konnte fur diese Probe (siRNA Probe B) eine Erh6hung der

Proliferation der transfizierten Zellen um ca. 20% detektiert werden (modifiziert nach Witt et al., 2013).
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3.3.6 Untersuchung der Cyclin D1- und Cyclin D2-Expression an humanen
Prostatakarzinom-Gewebeschnitten
Die Expression von Cyclin D2 bei Patienten mit einem PCa wird als neuer prognostischer
Marker gesehen (Phe et al.,, 2010). Es wurden hierzu an Patientenmaterial bereits die
MRNA-Expression sowie der Methylierungszustand des Promotors des Ccnd2-Gens
untersucht und ein Verlust der Ccnd2-Expression durch Promotor-Methylierung festgestellt
(Padar et al., 2003; Rosenbaum et al., 2005; Henrique et al., 2006; Costa et al., 2007). Zum
Zeitpunkt dieser Arbeit ist keine Studie bekannt, die die Expression von Cyclin D2 nicht tUber
RNA- oder DNA-Isolation aus Gewebe, sondern direkt in den Zellen mittels
Immunhistochemie untersucht hat. Daher wurden in Zusammenarbeit mit der Pathologie der
Universitatsmedizin Gottingen (Dr. med. Felix Bremmer) humane Prostata-Gewebeschnitte
auf die Expression von Cyclin D1 und Cyclin D2 hin untersucht. Insgesamt wurden 21
Patienten untersucht, wobei es sich bei dem Material um benachbartes gesundes
Prostatagewebe aus einer benignen Prostatahyperplasie (BPH, 6 Praparate), Gewebe aus
Prostatakarzinomen (15 Préaparate) und eine Lymphknotenmetastase handelte. Cyclin D1
wird in normalem Prostatagewebe schwach exprimiert (Abb. 3.42A; Witt et al.,, 2013). Im
Tumorgewebe und in der Lymphknoten-Metastase war bei der Mehrzahl der Patienten eine
deutliche Uberexpression von Cyclin D1 zu beobachten (Abb. 3.42A; Witt et al., 2013), was
auf die Rolle von Cyclin D1 als Onkogen schlieBen lasst. Cyclin D2 hingegen wurde im
gesunden Prostatagewebe in den proliferierenden Zellen exprimiert (Abb. 3.42B; Witt et al.,
2013). Im Tumorgewebe und in der Metastase konnte keine Expression von Cyclin D2
detektiert werden, wobei Zellen im interstitiellen Raum deutlich positiv waren fir die
Expression von Cyclin D2 und somit als interne Positivkontrolle dienten (Abb. 3.42B; Witt et

al., 2013). Dies spricht fur die mégliche Funktion von Cyclin D2 als Tumorsuppressor-Gen.
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Abbildung 3.42: Analyse der Expression von Cyclin D1 und Cyclin D2 an humanen Gewebeschnitten von
gesundem Prostatagewebe, Prostatakarzinomgewebe sowie einer Lymphknotenmetastase.
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Es wurden verschiedene Gewebeschnitte immunhistochemisch auf die Expression von Cyclin D1 und Cyclin D2
hin untersucht. Die Gewebeschnitte stammten aus benachbartem, gesundem Prostatagewebe einer benignen
Prostatahyperplasie, Prostatakarzinomgewebe und einer Lymphknotenmetastase. (A) Es wurde gezeigt, dass
Cyclin D1 sowohl im gesunden Gewebe der Prostata exprimiert wurde als auch verstarkt in dem
Karzinomgewebe sowie der Metastase. (B) Die Expression von Cyclin D2 war im gesunden Prostatagewebe in
den proliferierenden Zellen (Pfeile) detektierbar, wohingegen Tumorzellen des Karzinomgewebes und der
Metastase keine Expression von Cyclin D2 aufwiesen. Zellen im interstitielen Raum, z.B. Lymphozyten
(Pfeilkopfe), zeigten hingegen eine starke Cyclin D2-Expression und dienten als Positivkontrolle (modifiziert nach
Witt et al., 2013).

3.3.7 Valproinséaure-Behandlung in vivo Uber das Trinkwasser

Es wurde in den folgenden in vivo-Versuchen das Trinkwasser von TRAMP-Mausen mit
0,4% w/v VPA und zudem mit SuRstoff versetzt. Kontrollbehandelte Mause erhielten
Trinkwasser mit der gleichen Menge an Sufstoff. Das Trinkwasser wurde zweimal
wochentlich erneuert.

Es wurden drei verschiedene Versuchsgruppen unterteilt. Die erste Gruppe erhielt VPA
praventiv ab einem Alter von sechs Wochen und es wurde eine Uberlebensstudie im
Vergleich zu kontrollbehandelten Mausen durchgefuhrt. Die zweite Gruppe erhielt VPA
praventiv ab einem Alter von sechs Wochen, allerdings ist der Versuch auf ein Alter von
30 Wochen terminiert um den Tumorprogress im Vergleich zu kontrollbehandelten Mausen
beobachten zu kénnen. Eine dritte Gruppe erhielt VPA als Therapie ab einem Alter von
16 Wochen und es wurde eine Uberlebensstudie im Vergleich zu kontrollbehandelten
Mausen durchgefuhrt. Alle drei Versuchsgruppen konnten im Rahmen dieser Arbeit noch
nicht beendet werden. Daher sind die hier préasentierten Daten nur vorlaufige Daten, in
denen die angegebene Anzahl an Mausen ausgewertet werden konnte.

Fur die praventive Behandlung mit VPA in der Uberlebensstudie konnten 10 Kontrolltiere und
13 VPA-behandelte Mause untersucht werden (Abb. 3.43). Es konnte ein héheres mittleres
Uberlebensalter (31 Wochen vs. 37 Wochen; Abb. 3.43A) fur die VPA-behandelten Mause
gezeigt werden. Auch das mittlere Verhaltnis des Urogenitaltraktgewichts im Vergleich zum
Gesamtgewicht war bei den VPA-behandelten Mausen deutlich geringer (0,19 vs. 0,12;
Abb. 3.43B). Der Anteil von Mausen mit einem makroskopisch erkennbaren PCa lag nach
40 Wochen bei 60% fir kontrollbehandelte Mause und 23% fur VPA-behandelte Mause.
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Abbildung 3.43: Uberlebensstudie nach praventiver Gabe von VPA in TRAMP-M&usen.

Untersucht wurden zehn kontrollbehandelte Mause und 13 VPA-behandelte Mause. VPA wurde mit zugesetztem
SiRstoff Gber das Trinkwasser verabreicht (0,4% w/v). Kontrollbehandelte Mause erhielten lediglich Trinkwasser
mit zugesetztem SiuRstoff. Die Mause wurden ab einem Alter von sechs Wochen behandelt und es wurde eine
Uberlebensstudie durchgefiihrt. (A) Das mittlere Uberleben lag in der kontrollbehandelten Gruppe bei 31 Wochen
im Vergleich zu 37 Wochen bei der VPA-behandelten Gruppe. Der prozentuale Anteil von Mausen mit einem
makroskopisch erkennbaren PCa lag nach 40 Wochen Behandlung bei 60% fiir die kontrollbehandelten Mause,
wohingegen lediglich 23% der VPA-behandelten Mause ein PCa entwickelten. (B) Das Verhdltnis von
Urogenitaltraktgewicht zu Gesamtgewicht lag in den kontrollbehandelten Mausen bei 0,19 im Vergleich zu 0,12

bei den VPA-behandelten Mausen.

In dieser Gruppe fehlen lediglich noch zwei Kontrolltiere, die zum Zeitpunkt dieser Arbeit
noch unter 30 Wochen alt sind. Es wurde daher mit den bereits vorhandenen Daten eine
Verlaufskurve der Tumorprogression erstellt. Es konnte gezeigt werden, dass in der mit
VPA-behandelten Gruppe uber den gesamten Versuchsverlauf mehr Mause eine langere
Zeit Uberlebt haben und dabei auch weniger VPA-behandelte Mause ein makroskopisch
erkennbares PCa entwickelten (Abb. 3.44).
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Abbildung 3.44: Uberlebensstudie nach praventiver Gabe von VPA in TRAMP-M&usen.

Untersucht wurden zehn kontrollbehandelte Mause und 13 VPA-behandelte Mause. VPA wurde mit zugesetztem

SuRstoff Giber das Trinkwasser verabreicht (0,4% w/v). Kontrollbehandelte Mause erhielten lediglich Trinkwasser
mit zugesetztem SiiRstoff. Die Mause wurden ab einem Alter von sechs Wochen behandelt und es handelte sich
um eine Uberlebensstudie. (A) Das mittlere Uberleben war durchschnittlich wahrend des gesamten
Untersuchungszeitraums bei den VPA-behandelten Mausen hoher als bei den kontrollbehandelten Mausen.
(B) Der prozentuale Anteil von Mausen mit einem makroskopisch erkennbaren PCa war durchschnittlich Gber den
gesamten Versuchsverlauf bei den kontrollbehandelten Mausen deutlich hdher als bei den mit VPA-behandelten

Mausen.

Ein bereits beschriebener Effekt bei TRAMP-Mausen ist die Entwicklung von
Samenblasentumoren unabhangig von der Entwicklung eines PCa (Tani et al., 2005; Yeh et
al., 2009). Auch in dieser Studie konnte eine erhdhte Anzahl von M&ausen mit einem
Samenblasentumor beobachtet werden, allerdings war auch diese Anzahl bei den
VPA-behandelten Mausen durchschnittlich Gber den gesamten Versuchsverlauf geringer als
bei den kontrollbehandelten Mausen (Abb. 4.45).
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Abbildung 3.45: Uberlebensstudie nach praventiver Gabe von VPA in TRAMP-M&usen.

Untersucht wurden zehn kontrollbehandelte Mause und 13 VPA-behandelte Mause. VPA wurde mit zugesetztem
SuRstoff Giber das Trinkwasser verabreicht (0,4% w/v). Kontrollbehandelte M&use erhielten lediglich Trinkwasser
mit zugesetztem SuRstoff. Die Mause wurden ab einem Alter von sechs Wochen behandelt und es wurde eine
Uberlebensstudie durchgefiihrt. Der Anteil der Mause mit einem makroskopisch erkennbaren Samenblasentumor
(SB-Tumor) war bei den kontrollbehandelten Mausen im Vergleich zu den VPA-behandelten Mausen Uber den

gesamten Versuchsverlauf erhdht.

In der zweiten Versuchsgruppe wurde den Mausen wiederum praventiv ab einem Alter von
sechs Wochen VPA verabreicht. Zur Analyse der Tumorprogression wurde diese
Versuchsgruppe auf ein Alter von 30 Wochen terminiert. Es konnten bis jetzt neun Mause in
der kontrollbehandelten sowie neun Ma&use in der VPA-behandelten Gruppe untersucht
werden. Nicht alle Mause haben das Alter von 30 Wochen erreicht (Abb. 4.46B). Das
durchschnittliche Verhéaltnis von Urogenitaltraktgewicht zu Gesamtgewicht war in der
kontrollbehandelten Gruppe gleich hoch wie in der VPA-behandelten Gruppe (beide 0,06).
Der Anteil der Mause mit einem makroskopisch erkennbaren PCa lag in beiden Gruppen
bei 11%.
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Abbildung 3.46: Endpunktstudie nach einem Alter von 30 Wochen nach préaventiver Gabe von VPA in
TRAMP-Mausen.

Untersucht wurden neun kontrollbehandelte M&use und neun VPA-behandelte Mé&use. VPA wurde mit
zugesetztem SuRstoff Uber das Trinkwasser verabreicht (0,4% wi/v). Kontrollbehandelte Mause erhielten lediglich
Trinkwasser mit zugesetztem SiRstoff. Die Mause wurden ab einem Alter von sechs Wochen behandelt und es
wurde eine Endpunktstudie durchgefiihrt, die nach einem Alter der Mause von 30 Wochen terminiert wurde.
(A) Das durchschnittliche Verhéltnis von Urogenitaltraktgewicht zu Gesamtgewicht war in beiden untersuchten
Gruppen vergleichbar hoch (beide 0,06). Der Anteil von Mausen mit einem makroskopisch erkennbaren PCa lag
in beiden Gruppen bei 11%. (B) Darstellung des Alters der Mause bei Versuchsende mittels Boxplot. Nicht alle
untersuchten Mause haben das Endpunkt-Alter von 30 Wochen erreicht, in der kontrollbehandelten Gruppe war

die jungste untersuchte Maus 25 Wochen alt, in der VPA-behandelten Gruppe 28 Wochen alt.

In der dritten Versuchsgruppe wurden Méause therapeutisch ab einem Alter von 16 Wochen
mit VPA Uber das Trinkwasser behandelt. Es konnten bis zu diesem Zeitpunkt lediglich vier
Mause pro Gruppe analysiert werden (Abb. 3.47). Mit dieser geringen Anzahl von Mausen
konnte bisher in der VPA-behandelten Gruppe ein deutlich héheres Uberlebensalter im
Vergleich zu den kontrollbehandelten Mausen gezeigt werden (39 Wochen vs. 28 Wochen).
In der kontrollbehandelten Gruppe wiesen 50% der M&use ein makroskopisch erkennbares
PCa auf, in der mit VPA-behandelten Gruppe lediglich 25%. Das mittlere Verhaltnis von
Urogenitaltraktgewicht zu Gesamtgewicht ist allerdings vergleichbar in beiden Gruppen (0,09
vs 0,1). Aufgrund der geringen Anzahl von untersuchten Tieren wurden noch keine weiteren

Analysen zum Tumorverlauf Uber den Versuchszeitraum durchgefihrt.
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Abbildung 3.47: Uberlebensstudie nach therapeutischer Gabe von VPA in TRAMP-Mausen.

Untersucht wurden vier kontrollbehandelte Mause und vier VPA-behandelte Mause. VPA wurde mit zugesetztem
SiRstoff Giber das Trinkwasser verabreicht (0,4% w/v). Kontrollbehandelte Mause erhielten lediglich Trinkwasser
mit zugesetztem SiURstoff. Die Mause wurden ab einem Alter von 16 Wochen behandelt und es wurde eine
Uberlebensstudie durchgefiihrt. (A) In der kontrollbehandelten Gruppe lag das mittlere Uberlebensalter bei
28 Wochen. Der Anteil von Mausen mit einem makroskopisch erkennbaren PCa lag bei 50%. In der
VPA-behandelten Gruppe lag das mittlere Uberlebensalter bei 39 Wochen und es wies lediglich eines der vier
untersuchten Tiere ein makroskopisch erkennbares PCa auf (25%). (B) Das durchschnittliche Verhéltnis von

Urogenitaltraktgewicht zu Gesamtgewicht war in beiden untersuchten Gruppen vergleichbar hoch (0,09 vs. 0,1).
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4 Diskussion

4.1 Zusammenfassung

In dieser Arbeit sollte der Einfluss des Phytodstrogens Tectorigenin sowie des
Histondeacetylase-Inhibitors (HDI) Valproinsdure (VPA) auf das Prostatakarzinom (PCa)
untersucht werden. Hierfir wurden neben etablierten humanen PCa-Zellen vorwiegend die
primaren TRAMP-PCa-Zellen 2E verwendet.

Das Phytotstrogen Tectorigenin wird aus dem Gesamtextrakt aus Belamcanda chinensis
isoliert. Es wurde zunachst die Wirksamkeit von zwei unterschiedlichen Gesamtextrakten
aus Belamcanda chinensis (Extrakt R und O) in PCa-Zellen getestet. Sowohl in den
humanen LNCaP-Zellen als auch in den murinen 2E-Zellen konnte eine Inhibition der
Zellproliferation als auch eine Veranderung der Genexpression ausgewahlter
Kandidatengene detektiert werden. Zusétzlich wurde nach der Behandlung mit dem
Gesamtextrakt R eine verstarkte zytoplasmatische Vesikelbildung beobachtet.

AnschlieRend wurde anhand der Expression von ausgewdhlten Kandidatengenen das
Tectorigenin der Firma Shenzhen fir weitere Analysen ausgewdahlt. Diese Analysen
beinhalteten sowohl eine Microarray-Analyse als auch in vivo-Studien. In der
Microarray-Analyse konnten einige differentiell exprimierte Gene nach der Behandlung der
humanen LNCaP-Zellen mit Tectorigenin identifiziert werden, diese waren z.B. der IGF-IR
(insulin-like growth factor | receptor), PSA (prostate specific antigen) und einige weitere
Androgen-induzierte Gene. In den in vivo-Studien in TRAMP-Mausen konnte eine
langsamere Progression des PCa nach Behandlung mit Tectorigenin der Firma Girindus
gezeigt werden. Ein Einfluss auf die Tumorinitiation war nicht zu detektieren. In den
in vivo-Studien an subkutanen LNCaP-Tumoren im Nacktmaus-Modell konnte sowohl ein
vermindertes Tumorgewicht als auch eine verminderte TumorgréfRe nach der Behandlung
der Mause mit Tectorigenin der Firma Shenzhen gezeigt werden.

Im zweiten Teil dieser Arbeit wurde die Wirkung des HDI VPA auf PCa-Zellen untersucht.
Funktionell konnte eine erhdhte Acetylierung des Histons 3 an Lysin 9 sowie eine
Verringerung der Zellproliferation, -migration und -invasion nach der Behandlung der
primaren PCa-Zellen 2E mit VPA gezeigt werden. Molekular konnten einige differentielle
Genexpressionen nach der Behandlung der 2E-Zellen mit VPA detektiert werden. Es konnte
z.B. eine Abnahme der Androgenrezeptor-Expression, eine Zunahme der Expression des
proapoptotischen Proteins Bim sowie eine Verringerung der Expression von Foxol und
Gsk3B gezeigt werden. Den Zellzyklus betreffend wurde eine erhohte Cdknla- sowie
pRb-Expression und eine verringerte Cdk4-Expression nach VPA-Behandlung detektiert. Als

Stellvertreter fur die Angiogenese wurden Vegfa und Hifla untersucht. Es konnte hierbei
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eine verminderte Vegfa-Expression sowie eine verstarkte Hifla-Expression nach
Behandlung der primaren PCa-Zellen 2E mit VPA demonstriert werden.

Des Weiteren wurden Kandidatengene aus einer Microarray-Analyse aus Witt (2009)
untersucht. Es konnte fir alle sieben untersuchten Kandidatengene die differentielle
Genexpression nach der Behandlung der 2E-Zellen mit VPA sowohl konzentrations- als auch
zeitabhangig mittels gRT-PCR bestétigt werden. Fir die verstarkt exprimierten Gene konnte
ein Zusammenhang mit einer erhéhten Acetylierung des Promotorbereichs der jeweiligen
Gene nach VPA-Behandlung dargestellt werden.

Das Kandidatengen Cyclin D2 wurde fir weiterfihrende Untersuchungen ausgewahlt und es
konnte gezeigt werden, dass es als einziges Mitglied der D-Typ-Cycline nach
VPA-Behandlung verstarkt exprimiert vorlag. Die passagenabhangige, leicht erhohte
Basalexpression von Cyclin D2 in den primdren PCa-Zellen 2E hatte keinen Einfluss auf die
Re-Expression nach VPA-Behandlung der Zellen. Diese Re-Expression konnte auch durch
die Behandlung mit anderen HDIs hervorgerufen werden. Das in vitro inaktive Amid von
VPA, Valpromid, hingegen ubte keinen Effekt auf die Cyclin D2-Expression in den
PCa-Zellen 2E aus. Untersuchungen zum Einfluss der Methylierung des Cyclin D2-Gens auf
die Re-Expression zeigten, dass eine allgemeine De-Methylierung durch den
DNA-Methyltransferase-Inhibitor 5-aza-2'-deoxycytidine (5aza2) die Expression von
Cyclin D2 nicht in dem Mal3e beeinflusste, wie eine Behandlung der 2E-Zellen mit VPA. Die
anschlielRende methylierungsspezifische Sequenzierung einer CpG-Insel im
Promotorbereich des Cyclin D2-Gens zeigte keine Anderung des Methylierungsstatus nach
Behandlung der 2E-Zellen mit VPA.

Die Untersuchung der PCa-Zelllinien PC-3, DU145 und LNCaP nach VPA-Behandlung
zeigte ebenfalls, wie bei den primaren PCa-Zellen 2E, eine Re-Expression von Cyclin D2
sowie eine Inhibition der Proliferation. Die Analyse von nicht-malignen Zelllinien zeigte
hingegen, dass die im Allgemeinen hohe Basalexpression von Cyclin D2 durch VPA nicht
verandert wird und auch der Effekt auf die Zellproliferation nur moderat vorhanden war. Die
VPA-Behandlung von kolorektalen Zelllinien mit VPA wies keine einheitliche Regulation der
Cyclin  D2-Expression sowie der Zellproliferation auf. Die Verringerung der
Cyclin D2-Expression mittels siRNA in den murinen Fibroblastenzellen NIH/3T3 fuhrte zu
einem Anstieg der Zellproliferation.

Bei der immunhistochemischen Analyse von humanen PCa-Gewebeschnitten konnte keine
Expression von Cyclin D2 im PCa-Gewebe nachgewiesen werden. In gesundem
Prostatagewebe hingegen wurde Cyclin D2 in den proliferierenden Zellen exprimiert. Im
Gegensatz dazu wurde Cyclin D1 im PCa-Gewebe starker exprimiert als im gesunden

Prostatagewebe.
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Schlief3lich wurden in vivo-Studien an TRAMP-M&ausen mit VPA-Gabe Uber das Trinkwasser
durchgefuhrt. Es wurden drei verschiedene Versuchsgruppen untersucht. In der
Uberlebensstudie, welche VPA praventiv ab einem Alter von sechs Wochen erhielt, konnte
ein hoheres Uberlebensalter, ein geringerer Tumoranteil sowie ein geringeres Tumorgewicht
verzeichnet werden. Nach praventiver Gabe von VPA ab einem Alter von sechs Wochen bis
zu einem Alter von 30 Wochen konnte kein Unterschied zwischen der VPA- und der
Kontrollgruppe detektiert werden. In der Uberlebensstudie nach therapeutischer Gabe von
VPA ab einem Alter von 16 Wochen konnte ein héheres Uberlebensalter und ein geringerer
Tumoranteil, jedoch kein Unterschied im Tumorgewicht gezeigt werden. Da die in vivo-
Studien bisher noch nicht abgeschlossen sind, sind die hier genannten Daten nur als

vorlaufig anzusehen.

4.2 Das Phytodstrogen Tectorigenin

4.2.1 Auswahl einer geeigheten Substanz fur weitere Analysen

In dieser Arbeit wurde zunachst die Wirksamkeit von zwei Gesamtextrakten aus Belamcanda
chinensis sowie von Tectorigenin insgesamt funf verschiedener Hersteller in den primaren
PCa-Zellen 2E und den humanen PCa-Zellen LNCaP getestet. Es sollte das Tectorigenin
eines Herstellers fur weiterfihrende Untersuchungen ausgewéhlt werden. Dieses Vorgehen
wurde gewahlt, da es in vorherigen Arbeiten deutliche Diskrepanzen in den Effekten von
Tectorigenin unterschiedlicher Hersteller gab (Witt, 2009). Sowohl der Gesamtextrakt aus
Belamcanda chinensis als auch das Phytodstrogen Tectorigenin wurden bereits durch
andere Arbeitsgruppen im PCa untersucht. Die Ergebnisse wurden in insgesamt flnf
Veroffentlichungen dargestellt (siehe Tabelle 4.1). Fir die Untersuchungen zur Wirksamkeit
der verschiedenen Substanzen in dieser Arbeit wurden aus der Literatur bekannte Effekte
und Zielgene von Belamcanda chinensis bzw. Tectorigenin in LNCaP ausgewahlt (vgl.

Tabelle 4.1 gelbe Markierungen).
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Tabelle 4.1.: Ubersicht zu ausgewdhlten, bereits bekannten Regulationen durch die Behandlung von
PCa-Zellen mit dem Gesamtextrakt aus Belamcanda chinensis bzw. dem Phytodstrogen Tectorigenin.
Falls nicht anders angegeben wurden die Substanzen von der Firma Bionorica bezogen. Gelb markiert sind die
Faktoren bzw. Zielgene, die in dieser Arbeit untersucht wurden. TG: Tectorigenin

Analyse von Effekte durch die Behandlung
verminderte Zellzahl in LNCaP und PC-3 (Morrissey et al., 2004);
D1 Proliferation | Verringerung der Proliferation in LNCaP, kein Effekt in PC-3 (Thelen et al.,
‘g 2 2005; Thelen et al., 2007)
S _GEJ IGF-IR Verringerung der Expression in LNCaP (Thelen et al., 2005)
_;é {:, AR Verringerung der Expression in LNCaP (Thelen et al., 2007)
*5 _fg PSA Verringerung der Expression und Sekretion in LNCaP (Thelen et al., 2007)
*é‘ % PDEF Verringerung der Expression in LNCaP und PC-3 (Thelen et al., 2007)
8 g ERB Verstérkte Expression in LNCaP, kein Effekt in PC-3 (Thelen et al., 2007)
8 ®© NKX3.1 Verringerung der Expression in LNCaP (Thelen et al., 2007)
,% N Vivo Geringeres Tumorvolumen und langsamerer Verlauf (Thelen et al., 2005;
Thelen et al., 2006)
verringerte Zellzahl in LNCaP und PC-3 (bis 100uM), kein Effekt auf
Proliferation ProI_iferation in HS—PrQIif(a_rationstest (bis 50pM)_ (Morrissey et al., 2004);
verringerte Proliferation in LNCaP (100uM), mittels MTT-Assay
nachgewiesen (Thelen et al., 2005; Thelen et al., 2006; Stettner et al., 2007)
Zellzyklus Erhéhung von Zellen in der Gl.—Phase und Ve_rringerung von Zellen in der
S-Phase (LNCaP und PC-3 mit 100uM) (Morrissey et al., 2004)
Verstarkte Expression in PC-3 (100puM), kein Effekt in LNCaP (Morrissey et
p21
al., 2004)
Verstarkte Expression in LNCaP (100uM), kein Effekt in PC-3 (Morrissey et
p27
al., 2004)
Apoptose kein Effekt in LNCaP und PC-3 bis 100uM (Morrissey et al., 2004)
c IGE-IR Verringerung der Expression in LNCaP (100uM) (Thelen et al., 2005;
c Thelen et al., 2006)
% Verringerung der Expression in LNCaP (100uM) (Thelen et al., 2005;
= AR
) Thelen et al., 2006)
g PSA Verringerung der Expression und Sekretion in LNCaP (100uM) (Thelen et
— al., 2005; Thelen et al., 2006)
PDEF Verringerung der Expression in LNCaP (100uM) (Thelen et al., 2005) und
PC-3 (100uM) (Thelen et al., 2006; Stettner et al., 2007)
DD3"® Verringerung der Expression in LNCaP (100uM) (Thelen et al., 2005)
Verstarkte Expression in LNCaP (100uM) (Thelen et al., 2005; Thelen et al.,
TIMP-3
2006)
hTERT Verringerung der Expression und Aktivitat in LNCaP (100uM) (Thelen et al.,
2005; Thelen et al., 2006)
NKX3.1 kein Effekt in LNCaP (Thelen et al., 2005)
ERa Verringerung der Expression in LNCaP (TG Girindus) (Stettner et al., 2007)
ERB kein Effekt in LNCaP u.nd PC-3 (50uM) .(I.\/Iorrissey et al., 2004);
Verstarkte Expression in LNCaP (TG Girindus) (Stettner et al., 2007)

Zudem wurden das IGFBP-3 sowie der Tumorsuppressor PTEN in die Analysen
aufgenommen, um den IGF-IR-Signalweg umfassender zu untersuchen. Hierbei konnten

einige differentielle Expressionen der Kandidatengene nach Behandlung der PCa-Zellen mit
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den beiden Gesamtextrakten bzw. Tectorigenin verschiedener Hersteller detektiert werden.
Zunichst soll hier allerdings ein Uberblick tiber die untersuchten Signalwege gegeben
werden, um anschlieRend die Ergebnisse detaillierter zu diskutieren. In Abbildung 4.1 sind
die untersuchten Signalwege dargestellt. Mit Pfeilen wurde die jeweilige Hypothese zur
Genexpression nach Behandlung der PCa-Zellen mit den beiden Gesamtextrakten bzw.
Tectorigenin bildlich dargestellt.

Der IGF-IR-Sighalweg ist in vielen Tumorentititen und auch dem PCa ein wichtiger
Ansatzpunkt fiir Therapiemoéglichkeiten (Abb. 4.1A). Im gesunden Gewebe regulieren
IGF-Bindeproteine (IGFBP) das Plasmalevel des IGF-IR-Liganden IGF-l. Im
Prostatakarzinom wurde eine Verringerung der IFGBP-3-Expression sowie ein erhdhtes
Plasmalevel von IGF1 beschrieben (Chan et al., 2002). Zudem ist eine erhdhte Expression
des IGF-IR bekannt (Cardillo et al., 2003). Der Signalweg ist folglich im PCa deutlich aktiver
als im gesunden Prostatagewebe, was schlieBlich zu erhohter Proliferation, dem Uberleben
der PCa-Zellen und verstarkter Metastasenbildung fuihrt. Die Signalweiterleitung vom IGF-IR
erfolgt entweder Uber den MAPK-Weg oder den PI3K-Weg. Letzterer kann durch das
Tumorsuppressorprotein PTEN inhibiert werden. Allerdings liegt PTEN im PCa haufig
deletiert vor und ist somit inaktiviert (Wang et al., 2003).

B C

(:( IGF1

IGFBP-3

T

Ostrogen

/—/\\ ﬁ
5a-Reduktase . - v

Testosteron

L
PI3K MAPK

PSA ERE
Proliferation \l,

Uberleben [ Wachstum ] [ Proliferation ]

Metastasenbildung Uberleben Uberleben

Abbildung 4.1: Ubersicht {ber die untersuchten Signalwege. Die in dieser Arbeit analysierten
Kandidatengene sind farblich markiert. Die Pfeile stellen die erwartete Genexpression nach der Behandlung von
PCa-Zellen mit dem Gesamtextrakt aus Belamcanda chinensis bzw. dem daraus isolierten Tectorigenin dar.

J verminderte Expression; 4 verstarkte Expression

(A) Der insulin-like growth factor | receptor (IGF-IR)-Signalweg. Extrazellular steuern die IGF-Bindeproteine (hier

dargestellt das IGFBP-3) die Verflgbarkeit des Liganden IGF-I. Der Transmembranrezeptor IGF-IR leitet die
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Signale intrazellular entweder Giber den Phosphoinositid-3-Kinase (P13K)-Weg oder den mitogen-activated protein
kinase (MAPK)-Weg weiter (vgl. Sachdev und Yee, 2007). Der Tumorsuppressor PTEN (Phosphatase and Tensin
homolog) kann die Signalweiterleitung Giber den PI3K-Signalweg inhibieren (vgl. Zhang und Yu, 2010).

(B) Der Androgenrezeptor-Signalweg (AR-Signalweg). Testosteron passiert die Zellmembran und wird
intrazellular durch die 5a-Reduktase zu Dihydrotestosteron (DHT) synthetisiert, welches an den AR bindet. Dieser
Komplex bildet mit einem weiteren AR-DHT-Komplex ein Homodimer, welches in den Zellkern transloziert. Dort
bindet es seinen Kofaktor, prostate derived Ets transcription factor (PDEF). Dieser Komplex bindet an die sog.
androgen response elements (ARE) der DNA und initiiert die Transkription von Zielgenen, wie dem prostate-
specific antigen (PSA) (vgl. Feldman und Feldman, 2001; Thelen et al., 2006).

(C) Der Ostrogenrezeptor-Signalweg (ER-Signalweg). Dargestellt ist der klassische ER-Signalweg. Ostrogen
passiert die Zellmembran und bindet intrazellular an den ERa oder ERB. Dieser Komplex bildet ein Homodimer
mit einem zweiten ER-Ostrogen-Komplex. Das ER-Homodimer transloziert in den Zellkern, wo es an sog.
estrogen-response elements (ERE) bindet und dadurch die Transkription von Zielgenen initiiert (vgl. Le Romancer
et al., 2011; Tiano und Mauvais-Jarvis, 2012).

Zusatzlich zum IGF-IR- wurden auch Komponenten des Androgenrezeptor- und des
Ostrogenrezeptor-Signalwegs (AR- und ER-Signalwegs) untersucht. Der AR-Signalweg und
der klassische ER-Signalweg sind in Abbildung 4.1B und C dargestellt. Sie haben einen sehr
ahnlichen Verlauf. Das Hormon (Testosteron bzw. Ostrogen) passiert zunéchst die
Zellmembran. Testosteron wird durch die 5a-Reduktase zu Dihydrotestosteron (DHT)
umgewandelt. Das Ostrogen bleibt unmodifiziert. SchlieRlich binden die Hormone an ihren
jeweiligen Rezeptor und es folgt eine Homodimer-Bildung mit einem weiteren Hormon-
Rezeptor-Komplex. Dieses Homodimer kann nun im Nukleus an die DNA binden. Im Falle
des AR-Homodimers zusammen mit dem Kofaktor PDEF (prostate derived Ets transcription
factor) am androgen response element (ARE) und im Falle des ER-Homodimers an das sog.
estrogen response element (ERE). Dadurch wird die Transkription bestimmter Zielgene
initiiert, z.B. PSA durch den AR (Feldman und Feldman, 2001; Thelen et al., 2006; Le
Romancer et al., 2011; Tiano und Mauvais-Jarvis, 2012).

Die Rolle des AR im PCa wird kontrovers diskutiert. Festzuhalten ist jedoch, dass viele
Mdoglichkeiten der Deregulation des AR beschrieben sind, wie z.B. Genamplifikation,
verstarkte  Sensitivitdt des Rezeptors sowie androgenunabhéngige  Aktivierung
(zusammengefasst in Feldman und Feldman, 2001 und Knudsen und Penning, 2010). Auch
die Rolle der beiden Ostrogenrezeptoren a und B im PCa ist nicht endgultig geklart.
Allgemein anerkannt ist, dass der Verlust der ERB-Expression mit der Tumorprogression
einher geht und dass der ERa verstarkt exprimiert wird (zusammengefasst in Carruba, 2007,
Chen et al., 2008).

In dieser Arbeit sollten anhand der ausgewahlten Kandidatengene der drei Signalwege
verschiedene Substanzen auf ihre Wirksamkeit im PCa untersucht werden. Dies wurde
zunachst in den primaren PCa-Zellen 2E durchgefiihrt. Aus den Daten der Literatur wurde
vor allem eine Inhibition der IGF-IR-Expression erwartet. Die Ergebnisse der
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Untersuchungen dieser Arbeit sowie die in der Literatur beschriebenen Effekte sind in
Tabelle 4.2 zusammengefasst. Die Inhibition der IGF-IR-Expression wurde durch die
Behandlung der primaren PCa-Zellen 2E mit beiden Gesamtextrakten aus Belamcanda
chinensis erreicht. Es konnte bis auf die verstarkte Inhibition der Proliferation kein
Unterschied in der Wirkung der beiden Gesamtextrakte auf die PCa-Zellen beobachtet
werden. Auch das aus dem Gesamtextrakt O isolierte Tectorigenin der Firma Orgentis fuhrte
zu einer Abnahme der IGF-IR-Expression sowie einer Zunahme der ERB-Expression in den
2E-Zellen. Diese Aufreinigung wurde lediglich aufgrund der zu niedrigen verfligbaren
Mengen aus den weiteren Untersuchungen ausgeschlossen. Das Tectorigenin der Firma
PhytoLab wurde ausgeschlossen, da es weder eine Verringerung der IGF-IR-Expression

noch eine Steigerung der ERB-Expression in den primaren PCa-Zellen 2E bewirkte.

Tabelle 4.2: Zusammenfassung der Ergebnisse zu den zwei verschiedenen Gesamtextrakten aus
Belamcanda chinensis (R und O) sowie von Tectorigenin (TG) der Firma PhytoLab und Orgentis in den
priméaren PCa-Zellen 2E.

Dargestellt ist das durchschnittliche Ergebnis aus gqRT-PCR-, Western Blot- sowie ggf. Immunfluoreszenz-
Analysen. Die erste Spalte fasst die Ergebnisse aus der Literatur in humanen PCa-Zellen LNCaP zusammen (vgl.
Tabelle 4.1).

Literatur Effekt / Gen Extrakt R Extrakt O | TG PhytoLab TG Orgentis
- Proliferation - -- n.a. n.a.
- IGF-IR - - 0 -
- AR - - n.a. n.a.
n.a. PTEN 0 0 n.a. n.a.
- ERa - n.a. n.a. n.a.
L ED I - 0 e

- | verminderte Expression
== | stark verminderte Expression
|- erhdhte Expression

0 | keine Expressionséanderung
n.a. | nicht analysiert

Fur weitere Untersuchungen wurden die humanen PCa-Zellen LNCaP verwendet. Diese
Zellen wurden bereits in der Literatur als PCa-Zellen fir eine Behandlung mit dem
Gesamtextrakt aus Belamcanda chinensis sowie dem Phytodstrogen Tectorigenin verwendet
und waren daher besonders geeignet fur die Untersuchung der Wirksamkeit verschiedener
Aufreinigungen aus Belamcanda chinensis. Die Ergebnisse der Analysen sind in Tabelle 4.3
zusammengefasst. Auch in den humanen PCa-Zellen LNCaP konnte kaum ein Unterschied
in der Wirksamkeit der beiden untersuchten Gesamtextrakte aus Belamcanda chinensis
nachgewiesen werden, beide riefen die in der Literatur beschriebenen Effekte hervor. Des
Weiteren wurde das Tectorigenin der Firma Biopurify, welches bereits in Witt (2009)

verwendet wurde, das Tectorigenin der Firma Girindus, welches das einzige chemisch
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hergestellte Tectorigenin ist und auch bereits in Witt (2009) verwendet wurde, sowie das
Tectorigenin der Firma Shenzhen, welches direkt aus China bezogen wurde, untersucht. Die
besten Ergebnisse konnten hier fur das Tectorigenin der Firma Shenzhen gezeigt werden,
da es sowohl eine starke Reduktion der IGF-IR-Expression als auch eine starke Inhibition
der PSA-Expression in den PCa-Zellen LNCaP bewirkte. Es konnte zwar keine direkte
Anderung der AR-Expression gezeigt werden, aber die starke Inhibition der PSA-Expression
lasst auf eine Inhibition des AR-Signalwegs schlieRen. Fur weitere Analysen wurde daher

das Tectorigenin der Firma Shenzhen ausgewahilt.

Tabelle 4.3: Zusammenfassung der Ergebnisse zu den zwei verschiedenen Gesamtextrakten aus
Belamcanda chinensis (R und O) sowie von Tectorigenin (TG) der Firmen Biopurify, Girindus und
Shenzhen in den humanen PCa-Zellen LNCaP.

Dargestellt ist das durchschnittliche Ergebnis aus qRT-PCR- und ggf. Western Blot-Analysen. Die erste Spalte
fasst die Ergebnisse aus der Literatur in humanen PCa-Zellen LNCaP zusammen (vgl. Tabelle 4.1).

Literatur | Effekt / Gen | Extrakt Extrakt TG TG TG
R O] Biopurify Girindus Shenzhen

Proliferation n.a. n.a. n.a.
IGF-IR
IGF-BP-3 0 0 0
AR 0 0 0
PDEF n.a. n.a. n.a.
PSA

verminderte Expression
| stark verminderte Expression
BN crhohte Expression
I stark erhohte Expression
0 | keine Expressionséanderung
n.a. | nicht analysiert

Ein Grund fir die unterschiedliche Wirksamkeit der untersuchten Substanzen konnte in
dieser Arbeit nicht ermittelt werden. Es liegt allerdings die Vermutung nahe, dass es sich um
unterschiedliche Reinheitsgrade in den Aufreinigungen von Tectorigenin handelt. Auch das
Aufreinigungsverfahren war fiir die untersuchten Substanzen unterschiedlich. Eine Klarung

dieser Frage kann daher nur eine chemische Analyse der Substanzen liefern.

4.2.2 Vesikelbildung nach Behandlung mit dem Gesamtextrakt aus Belamcanda
chinensis

Bei den Analysen der Immunfluoreszenz-Farbungen an den mit dem Gesamtextrakt R aus

Belamcanda chinensis behandelten primadren PCa-Zellen 2E fiel eine verstarkte

Vesikelbildung auf (vgl. Abb. 3.9). Es konnte bisher nicht geklart werden, wodurch diese

Vesikel entstehen. Es kdnnte sich um endozytotische Vesikel handeln. Bei der Endozytose
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unterscheidet man verschiedene Formen (Abb. 4.2). Eine Form ist die Phagozytose, bei der
feste Partikel in die Zelle aufgenommen werden. Da in den Fluoreszenz-Aufnahmen keine
Partikel zu erkennen waren, ist die Phagozytose auszuschlieRen. Es scheint lediglich
Flissigkeit aufgenommen zu werden. Diese Form der Endozytose wird Pinozytose genannt.
Sie ist durch einen einfachen Test nachzuweisen: in das Medium der Zellen wird ein
Farbstoff gegeben (Lucifer yellow). Wird dieser in die Vesikel aufgenommen, handelt es sich
um Pinozytose (Overmeyer et al., 2008). Eine Form der Pinozytose, die Makropinozytose,
wurde durch Overmeyer et al. (2008) als Apoptose-Mechanismus identifiziert. Sie nannten
diesen Mechanismus demgemafld Methuosis (von griechisch methuo: Trinken bis zur
Vergiftung) und konnten ihn in Zusammenhang mit der Aktivierung von Ras in
Glioblastom-Zellen stellen. Die Makropinozytose kann in dieser Arbeit zwar aufgrund der
GroRRe der Vesikel ausgeschlossen werden, allerdings ist nicht auszuschlieBen, dass auch
die beobachteten kleineren Vesikel in der hohen Anzahl zu Apoptose fuhren. Es kdnnte sich
folglich um Clathrin- oder Caveolin-abhéngige oder -unabhéngige Endozytose handeln.
Diese Mdglichkeiten sollten durch Farbungen mit den entsprechenden Markern untersucht

werden.

Phagozytose Makropinozytose

Clathrin- Caveolin-

abhéngige abhingige Clathrin- und Caveolin-
Endozytose unabhéngige Endozytose
l Caveolin @
'
Caveosom |

Lysosom

Abbildung 4.2: Uberblick liber die Endozytose.

Grol3e Partikel werden Uber die Phagozytose in die Zelle aufgenommen. Flissigkeitsaufnahme in die Zelle, die
Pinozytose, kann uber verschiedene Mechanismen erfolgen: die Makropinozytose, Clathrin- und Caveolin-
abhéngige sowie Clathrin- und Caveolin-unabhangige Wege. Sowohl bei der Phagozytose als auch bei der
Makropinozytose entstehen groRe Vesikel und die Bildung dieser ist Aktin-vermittelt. Bei allen anderen Formen
der Endozytose entstehen nur kleine Vesikel. CLIC: clathrin- and dynamin-indipendent carriers, GEEC: glycosol
phosphatidylinositol-anchored protein enriched early endosomal compartiment (modifiziert nach Mayor und
Pagano, 2007).
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Auch die Mdoglichkeit der Autophagozytose als Grund fur die Vesikelentstehung nach
Behandlung der Zellen mit dem Gesamtextrakt R aus Belamcanda chinensis sollte
berticksichtigt werden. Die Autophagozytose wird von Zellen normalerweise zur
N&hrstoffgewinnung durchgefiihrt, es werden unnétige Bestandteile der Zelle lysiert und
anschliel3end wiederverwertet. Autophagosomen haben im Gegensatz zu Endosomen eine
Doppelmembran. Als Marker fur die Autophagozytose kann LC3Il (microtuble-associated
protein light chain 3, Form II) verwendet werden (Overmeyer et al., 2008). Es gibt eine Form
der Autophagozytose, die zum Zelltod fiihrt, die sog. autophagische Apoptose.
Unterscheiden lassen sich die beiden Prozesse durch die Proteine Atg5 und Atg6, die
wahrend der normalen Autophagozytose gering exprimiert werden und in der
autophagischen Apoptose verstarkt exprimiert werden (zusammengefasst in Tsujimoto und
Shimizu, 2005). Zusammenfassend lasst sich schlussfolgern, dass die Vesikelbildung in den
mit dem Gesamtextrakt aus Belamcanda chinensis behandelten Zellen funktionell im
Zusammenhang mit Apoptose stehen kann. Der genaue Mechanismus sollte durch
entsprechende Farbungen identifiziert werden. Die Induktion der Apoptose konnte bisher in
PCa-Zellen nur fir das Phytodstrogen Tectorigenin  durch eine Arbeitsgruppe
ausgeschlossen werden (Morrissey et al., 2004). Fir eine Behandlung von PCa-Zellen mit

dem Gesamtextrakt aus Belamcanda chinensis liegen keine Untersuchungen vor.

4.2.3 Tectorigenin als potentielles Mittel in der Pravention und Therapie des
Prostatakarzinoms

Tectorigenin wurde bereits erfolgreich bei in vitro-Studien zum PCa verwendet (vgl.
Tabelle 4.1). In den in vitro-Analysen aus der Literatur wurde eine begrenzte Anzahl von
allgemein anerkannten Kandidatengenen fir das PCa untersucht. Anhand dieser Daten von
bekannten Effekten einer Tectorigenin-Behandlung von PCa-Zellen auf die Expression
bestimmter Kandidatengene wurde in der vorliegenden Arbeit das Tectorigenin der Firma
Shenzhen fir weitere Analysen an den humanen PCa-Zellen LNCaP ausgewahlt. Das
Wirkungsspektrum von Tectorigenin im PCa konnte durch diese Analysen nicht vollstandig
erfasst werden. Als Phytodstrogen ware eine primare Wirkung tiber die Ostrogenrezeptoren
zu vermuten. Um diese Fragestellung zu beantworten, wurde in dieser Arbeit eine
Microarray-Analyse an mit dem zuvor getesteten Tectorigenin der Firma Shenzhen
behandelten LNCaP-Zellen durchgefuhrt. Es wurden hier nicht die primaren PCa-Zellen 2E
verwendet, da die Daten aus der Literatur an den humanen LNCaP-Zellen erhoben wurden
und eine in Witt (2009) durchgefihrte Microarray-Analyse mit Tectorigenin-behandelten
2E-Zellen wenig informativ war. In der Analyse der vorliegenden Arbeit konnten einige
differentiell exprimierte Gene identifiziert werden. Zum Beispiel wurde der IGF-IR und KLK3

(PSA) nach der Behandlung der LNCaP-Zellen mit Tectorigenin vermindert exprimiert.
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Interessanterweise konnte aber weder eine signifikante differentielle Expression des AR, des
ERa und ERB sowie von PDEF, PTEN und dem IGF-BP-3 detektiert werden. Die
identifizierten differentiell exprimierten Kandidatengene nach Behandlung der LNCaP-Zellen
mit Tectorigenin sind in Tabelle 4.4 mit der Beschreibung des jeweiligen bekannten

Zusammenhangs mit humaner (Prostata-)Karzinomentwicklung dargestellt.

Tabelle 4.4: Ubersicht der Kandidatengene, die in der Microarray-Analyse nach Behandlung der humanen
PCa-Zellen LNCaP mit 50uM Tectorigenin (Firma Shenzhen fur 24h) differentiell exprimiert wurden.

Dargestellt sind die Top10 vermindert exprimierten Gene und die Top24 verstarkt exprimierten Gene. Die Zahl
der dargestellten verstarkt exprimierten Gene wurde erhoht, da in dieser Gruppe 16 olfaktorische Rezeptoren
identifiziert wurden, fur die kein Zusammenhang mit Karzinomentstehung bekannt ist. Rote Zahlen zeigen eine

Abnahme, griine Zahlen eine Zunahme der Genexpression an. FC, fold change.

logFC Zusammenhang mit humaner (Prostata-)
Gensymbol | Genname TG vs. Karzinomentwicklun
DMSO g
verstarkte Expression im PCa,
prostate transmembrane Herunterregulierung inhibiert Proliferation Gber
PMEPA1 protein, androgen induced | -1,57 9 9

p21, Uberexpression verstarkt die Proliferation

! in PC-3 (Liu et al., 2011)

Uberexprimiert im PCa (Tsavaler et al., 2001),
Uberexpression im PC-3-Xenograft fuhrt zur
Progression der Proliferation und Angiogenese
(Zhu et al., 2011)

transient receptor
TRPMS8 potential cation channel, -1,52
subfamily M, member 8

erhoéhte Werte bei Patienten mit PCa (Nam et
kallikrein-related al., 2000), verschiedene genetische Varianten

KLK2 peptidase 2 -1.50 sind mit erhéhtem Risiko fiir das PCa assoziiert
(Nam et al., 2006)
erhohte Level von PSA wurden bei Patienten
mit PCa gezeigt, die Rolle als Marker fir das
kallikrein-related PCa wurde allerdings in Frage gestellt (Stamey
KLK3 (PSA) peptidase 3 1,39 et al., 1987), das PSA-screening wird heute

noch durchgeftuihrt, aber auch angezweifelt
(Heijnsdijk et al., 2012)

Androgen-reguliertes Gen, kann die
transmembrane protein Proliferation von PCa-Zellen inhibieren (Gery et
TMEFF2 with EGF-like and two al., 2002), starker in Androgen-abhéngigen als
follistatin-like domains 2 in Androgen-unabhéngigen Zellen exprimiert
(Chen et al., 2006b)

-1,21

Tumorsuppressorgen, AR-aktiviert, Verminderte

inositol polyphosphate-4- . i . . .
POlyphosp Expression fihrt zu verstarkter Proliferation von

INPP4B ?ggigr;atase, type Il, L7 PCa-Zellen, schwache Expression in priméaren
PCa-Tumoren (Hodgson et al., 2011)
Androgen-abhangige Expression, bei
growth regulation by verringerter Expression Wachstumshemmung
GREB1 estrogen in breast cancer | -1,16 von PCa-Zellen, Expression in PCa-Patienten
1 (Rae et al., 2006), potentieller Marker fir das

PCa (Antunes et al., 2012)

homogentisate 1,2-

HGD )
dioxygenase

-1,15 kein Zusammenhang bekannt
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ABCC4

ATP-binding cassette,
sub-family C
(CFTR/MRP), member 4

-1,13

verstarkt exprimiert in PCa, androgenabhéngige
Regulation, vermindert exprimiert nach
Androgenentzug (Ho et al., 2008)

RBM24

RNA binding motif protein
24

-1,10

kein Zusammenhang bekannt

OR10K1

olfactory receptor, family
10, subfamily K, member
1

0,60

OR7E24

olfactory receptor, family
7, subfamily E, member
24

0,60

OR9Q2

olfactory receptor, family
9, subfamily Q, member 2

0,60

OR51B4

olfactory receptor, family
51, subfamily B, member
4

0,61

Kein Zusammenhang bekannt

andere olfaktorische Rezeptoren:

ORS51EZ2 inhibiert die Proliferation von
PCa-Zellen (Neuhaus et al., 2009)

PSGR2 ist im PCa verstarkt exprimiert (Weng et
al., 2006)

PSGR wird als neuer Marker fur das PCa
vorgeschlagen (Rigau et al., 2010)

KRTAP4-11

keratin associated protein
4-11

0,61

Kein Zusammenhang bekannt

SNORDS80

small nucleolar RNA, C/D
box 80

0,63

Kein Zusammenhang bekannt

REXO1L1

REX1, RNA exonuclease
1 homolog (S. cerevisiae)-
like 1

0,63

Kein Zusammenhang bekannt

OR4M1

olfactory receptor, family
4, subfamily M, member 1

0,63

OR6C3

olfactory receptor, family
6, subfamily C, member 3

0,63

OR7E5P

olfactory receptor, family
7, subfamily E, member 5
pseudogene

0,65

OR4C13

olfactory receptor, family
4, subfamily C, member
13

0,65

OR1F2P

olfactory receptor, family
1, subfamily F, member 2

0,65

OR4Q3

olfactory receptor, family
4, subfamily Q, member 3

0,67

Kein Zusammenhang bekannt

andere olfaktorische Rezeptoren siehe oben

SPTLC3

serine
palmitoyltransferase, long
chain base subunit 3

0,70

Kein Zusammenhang bekannt

NHEDC1

Na+/H+ exchanger
domain containing 1

0,72

Kein Zusammenhang bekannt

OR51A4

olfactory receptor, family
51, subfamily A, member
4

0,75

OR1C1

olfactory receptor, family
1, subfamily C, member 1

0,76

OR1D2

olfactory receptor, family
1, subfamily D, member 2

0,78

OR2J3

olfactory receptor, family

2, subfamily J, member 3

0,87

Kein Zusammenhang bekannt

andere olfaktorische Rezeptoren siehe oben
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olfactory receptor, family

OR4K2 4, subfamily K, member 2

0,93

olfactory receptor, family

OR2L8 2, subfamily L, member 8

1,03

FOS F.BJ murine osteosarcoma 1,08 Uberexprimiert im PCa (Merz et al., 1994)
viral oncogene homolog

EGR1 vermittelt Apoptose, allerdings ist es
auch fir die Progression der Proliferation
EGR1 early growth response 1 1,08 zustandig und EGR1 wird eine Rolle bei der
PCa-Progression zugeschrieben (Gitenay und
Baron, 2009)

speedy homolog E7
SPDYE7P (Xenopus laevis), 1,14 Kein Zusammenhang bekannt
pseudogene

Die Kandidatengene, bei denen nach der Behandlung von LNCaP-Zellen mit Tectorigenin
eine verstarkte Expression detektiert wurde, weisen grof3tenteils keinen bekannten
Zusammenhang mit Tumorinitiation und -progression auf. Lediglich das FOS-Proto-Onkogen
sowie der EGR1 sind beschrieben. Das FOS-Proto-Onkogen wurde Uberexprimiert im PCa
nachgewiesen (Merz et al., 1994). EGR1 wird zum einen eine Rolle bei der PCa-Progression
und der verstarkten Proliferation zugeschrieben, zum anderen vermittelt EGR1 allerdings
auch Apoptose (Gitenay und Baron, 2009). Die detektierte verstarkte Expression konnte
Folge eines Rettungsmechanismus der Tumorzellen sein. Da Tectorigenin die
PCa-Zellproliferation hemmt (Thelen et al., 2005; Thelen et al., 2006; Stettner et al., 2007),
werden positive Regulatoren der Proliferation verstarkt exprimiert, um die Zellproliferation
wieder zu erhdohen. EGR1 kodnnte allerdings auch in Folge einer Induktion von Apoptose
verstarkt exprimiert vorliegen. Es konnte zwar bislang keine Induktion von Apoptose nach
der Behandlung mit Tectorigenin festgestellt werden (Morrissey et al., 2004), allerdings
koénnte dies auch experimentelle Griinde haben.

Einen interessanten Kandidaten stellt das GREB1-Gen dar, da dieses Gen auch in einer
Studie nach Behandlung von Nrf2-Mausen mit einem Gemisch aus verschiedenen
Soja-lsoflavonen (unter anderem Genistein und Daidzein) im gesunden Prostatagewebe der
Mause vermindert exprimiert vorlag (Barve et al, 2008). Der Effekt auf die
GREB1-Expression in der Prostata scheint folglich ein allgemein durch die Behandlung mit
Isoflavonen hervorgerufener Effekt zu sein.

INPP4B ist das einzige Kandidatengen, welches vermindert exprimiert detektiert wurde und
nicht die chemotherapeutische Wirkung von Tectorigenin im PCa unterstreicht. INPP4B ist
ein Tumorsuppressorgen, welches bei verminderter Expression zu verstarkter Proliferation
von PCa-Zellen fihrt (Hodgson et al, 2011). Es stellt allerdings auch ein
Androgen-aktiviertes Gen dar, was der Grund fur die verminderte Expression nach der
Behandlung der PCa-Zellen mit Tectorigenin sein konnte.
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Die Expression der Kandidatengene, die in der Microarray-Analyse verstarkt exprimiert
detektiert wurden, ist Uberwiegend Androgen-abhéngig. Der AR selbst ist allerdings nicht
unter den Kandidatengenen, daflr aber das AR-Zielgen KLK3 (PSA), dessen Expression
durch den AR gesteuert wird (vgl. Abb. 4.1B). Es ist folglich davon auszugehen, dass die
Aktivitdat des AR nach der Behandlung der PCa-Zellen LNCaP mit dem Phytodstrogen
Tectorigenin vermindert vorliegt. Die zugrunde liegenden molekularen Mechanismen sind
allerdings unbekannt und mussen daher aufgeklart werden.

Die hohe Anzahl von Androgen-abhangigen differentiell exprimierten Genen lasst auf die
mdogliche Funktion von Tectorigenin als Anti-Androgen schlieBen. Zur detaillierteren
Untersuchung dieser Frage wurden die Kandidatengene der in dieser Arbeit durchgefiihrten
Microarray-Analyse mit einer Studie zu Androgen-induzierten Genen verglichen (Waltering et
al., 2009). In der Studie von Waltering et al. wurden ebenfalls LNCaP-Zellen verwendet.
Diese wurden mit verschiedenen Konzentrationen von Dihydrotestosteron (DHT) fir vier
bzw. 24 Stunden behandelt. In der anschlieRenden Microarray-Analyse konnten zahlreiche
Androgen-induzierte Gene identifiziert werden (Waltering et al., 2009). Der Vergleich der in
Waltering et al. identifizierten verstarkt exprimierten Gene (sowohl nach vier als auch nach
24 Stunden DHT-Behandlung der LNCaP-Zellen) zeigte eine hoch signifikante inverse
Korrelation mit den vermindert exprimierten Kandidatengenen aus dieser Arbeit (fur
24 Stunden mit Tectorigenin behandelte LNCaP-Zellen). Der p-Wert lag bei dem Vergleich
beider Zeitpunkte jeweils bei p<10™. Die iibereinstimmenden Kandidatengene aus beiden
Untersuchungen sind in Tabelle 4.5 aufgefiihrt. Der Vergleich der bei Waltering et al.
vermindert exprimierten Gene mit den verstarkt exprimierten Genen aus dieser Arbeit

hingegen wies keine signifikante Korrelation auf.
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Tabelle 4.5: Inverse Korrelation der durch die Behandlung mit Tectorigenin vermindert exprimierten Gene

im Vergleich mit Androgen-induzierten Genen aus der Literatur (Waltering et al., 2009).

Es wurden die vermindert exprimierten Kandidatengene nach der Tectorigenin-Behandlung der LNCaP-Zellen

aus der Microarray-Analyse dieser Arbeit mit den verstarkt exprimierten Kandidatengenen einer Studie

verglichen, in der LNCaP-Zellen mit verschiedenen Konzentrationen von Dihydrotestosteron (DHT) fur vier und

24 Stunden behandelt wurden. Die dargestellte inverse Korrelation der beiden Gensets ist hoch signifikant
(p<10™9). FC, fold change.

Gen- 10gFC | 10nm | 100nM DHT-
symbol Genname TG vs. DHT DHT Behandlung
DMSO (Std.)
o . 2,592 3,080 4
KLK2 kallikrein-related peptidase 2 -1,50 1.209 2.204 >4
2,071 2,973 4
KLKS3 kallikrein-related peptidase 3 -1,39 2,553 4,188 o4
1,985 2,634
2,197 2,631 4
PMEPA1 prostate transmembrane protein, 157 3,526 3,973
(TMEPAI) androgen induced 1 ' 1,600 2,728 o4
1,929 3,989
transmembrane protein with
TMEFF2 EGF-like and two follistatin-like -1,21 2,000 2,638 24
domains 2
potassium intermediate/small 3'323 3’586 4
KCNN2 conductance calcium-activated -1,10 .03 393
channel, subfamily N, member 2 2,192 3,590 24
DTL denticleless homolog (Drosophila) -0,85 1,963 2,611 24
FKBP5 FK506 binding protein 5 -0,86 1,803 2,229 4
. 4,844 6,090 4
TMPRSS2 transmembrane protease, serine 2 -1,00 1.358 2.847 >4
UHRF1 gb|qU|tln—I|kg with PHD and ring 1,08 2633 3.623 24
finger domains 1
CENPN centromere protein N -0,73 2,045 3,903 24
. . 6,005 6,737 4
ZBTB16 zinc fl'nger and BTB domain 0,79
containing 16 1,374 2,000 24
_ 1,876 2,065 4
C190rf48 ?rgﬁ?(izome 19 open reading 0,91 2217 2,325
1,237 2,108 24
ATAD2 ATPase family, AAA domain 061 | 3000 | 3,023 24
containing 2
AADAT aminoadipate aminotransferase -0,61 2,319 2,856 24
CDCA7 cell division cycle associated 7 -0,69 1,917 2,658 24
CDCA5 cell division cycle associated 5 -0,74 2,936 3,326 24
MCM4 minichromosome maintenance 073 2362 2930 24
complex component 4
MCMS5 minichromosome maintenance 0,83 1,659 2037 24
complex component 5
CDC25A cell dIVISI.OI’.l cycle 45 homolog 0,79 1714 2137 24
(S. cerevisiae)
MCM7 minichromosome maintenance 0.70 1,704 2154 24

complex component 7




4. Diskussion -119 -

In einer weiteren Studie wurde mit Anti-Androgenen behandeltes PCa-Patientenmaterial
mittels Microarray-Analyse untersucht (Lehmusvaara et 