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Fir alle Patient:innen mit Urothelkarzinomen, deren Diagnosen verspatet gestellt wurden.
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1. Zusammenfassung

Das Urothelkarzinom ist die zweith&ufigste urologische Tumorerkrankung und wird in den
meisten Fallen durch das Leitsymptom schmerzlose Makroh&amaturie auffallig. Die Diagnose
erfolgt haufig erst sehr spat, da Schmerzen und Verdnderungen des Urins erst in
fortgeschrittenen Krankheitsstadien auftreten. Der Hauptrisikofaktor ist das Rauchen, die
genaue Atiologie und Pathogenese sind jedoch unklar. Sobald ein Tumor den Detrusormuskel
der Harnblase infiltriert, wird er als muskelinvasiv bezeichnet. Davon unterschieden werden
nicht-muskelinvasive Urothelkarzinome, die oft noch durch eine transurethrale Resektion
entfernt werden koénnen. Invasive Karzinome hingegen missen durch eine radikale
Zystektomie mit systemischer Therapie behandelt werden. Die lebenslange Nachsorge und
die mdogliche Progression von nicht-invasiven zu invasiven Tumoren machen das

Urothelkarzinom 6konomisch relevant.

Manner sind von Urothelkarzinomen zwar viermal haufiger betroffen als Frauen, allerdings ist
die Rate an muskelinvasiven Karzinomen bei Frauen hoher. Dartber hinaus erfolgt die
Prognose bei Frauen haufiger in bereits fortgeschrittenen Stadien, was die Prognose
verschlechtert und mit einer erhéhten Mortalitat einhergeht. Diese geschlechterspezifischen
Unterschiede lassen mdogliche Ruckschlisse auf den Einfluss von Hormonen auf die
Pathogenese zu. Zusammenhéange zwischen Urothelkarzinomen und Ostrogenrezeptoren
wurden bereits in der Literatur beschrieben. Der pr&ddominante Rezeptor ist hier der
Ostrogenrezeptor beta, der in ausschlieBlich allen Proben von radikal zystektomierten
Urothelkarzinomen nachgewiesen werden konnte. Ostrogenrezeptoren wirken als
Transkriptionsfaktoren intranuklear und kénnen die Produktion anderer Onkogene anregen.
Ebenfalls konnte eine vermehrte Expression der miRNA-708 in Urothelkarzinomen
beschrieben werden. Normalerweise kann diese im Urothel nur in geringen Mengen
nachgewiesen werden. Auf3erdem bekannt ist eine Verminderung des Glykoproteins E-
Cadherin bei Urothelkarzinomen, die mit einer erhéhten Metastasierungsrate und Invasivitat
einhergeht. Um aktiviert zu werden, benétigen Ostrogenrezeptoren eine Stimulation. In
Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppe wurde die Aktivierung von Ostrogenrezeptoren durch
Endothelin-1 bei Mammakarzinomen beschrieben. Die Translokalisation vom Cytoplasma in
den Zellkern geschieht Giber einen weiteren Rezeptor. Bei Mammakarzinomen konnte eine
vermehrte Expression von Ostrogenrezeptoren nach Zugabe eines Androgenliganden

beobachtet werden.

Dieses Projekt zielt darauf ab, die einzelnen Bausteine in Beziehung zueinander zu setzen
und damit einen madglicherweise wichtigen Signaltransduktionsweg von muskelinvasiven

Urothelkarzinomen zu entschliisseln. Dafir wurde eine Zelllinie eines muskelinvasiven
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Urothelkarzinoms in  Kultur genommen und Behandlungen mit Endothelin-1,
Endothelinrezeptorblockern, R-Estradiol und Withaferin durchgefiihrt. Mit den behandelten
Zellen wurden Experimente durchgefihrt, um die oben genannten Mitspieler der
Sighalkaskade nachzuweisen und in Verbindung zu setzen. Dabei konnten wir den
Androgenrezeptor in den mit ET-1 behandelten Zellen vermehrt nachweisen. Ebenfalls kam
es in den behandelten Zellen zu einem Anstieg von ERRB. Vor allem die Zellen, die mit 13-
Estradiol und Withaferin behandelt wurden, zeigten eine erhthte Expression von ERRB. In
diesen Behandlungen demonstrierten wir auerdem eine vermehrte Bildung der miRNA-708.
Nach Zugabe eines ERRB Antikorpers konnte die Bindung an die pri-miRNA-708 nachgewiesen
werden. Zuletzt konnte eine verminderte Expression von E-Cadherin in den mit Withaferin und

[3-Estradiol behandelten Zellen gezeigt werden.

Zusammenfassend konnten wir alle Rezeptoren und Proteine, bei denen wir einen
Zusammenhang mit der Pathogenese des Urothelkarzinoms vermuteten, durch unsere
Experimente nachweisen und einen mdglicherweise wichtigen Signaltransduktionsweg
analysieren. Dieser beginnt mit der Interaktion von ET-1 und dem AR. Dieser Komplex wandert
in den Zellkern und ist fir die Produktion von ERR mitverantwortlich. Die Uberexpression von
ERR ist wiederum fir die Erhdhung der miRNA-708 verantwortlich. Aufgrund der vermehrten
Expression der miRNA-708 wird E-Cadherin herunterreguliert. Niedrige Spiegel von E-
Cadherin fuhren laut aktueller Literatur zu einem Verlust der Zellintegritat und zur Invasion des

Urothelkarzinoms.

Diese Ergebnisse bieten Ansatzpunkte fir zuklnftige Forschungen hinsichtlich Diagnostik und
Therapie von Urothelkarzinomen. Fir die Entwicklung eines nichtinvasiven Tumormarkers ist
geplant, E-Cadherin und die miRNA-708 in Urin nachzuweisen. Ein weiteres Projekt unserer
Arbeitsgruppe sieht die Testung von Androgendeprivationstherapien bei Urothelkarzinomen
vor. Ebenfalls von Interesse waren spezielle ERRB-Blocker, insbesondere im Hinblick auf

zuklnftige moégliche Kombinationstherapien.
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2. Einleitung

Das Urothelkarzinom ist sowohl durch die hohe Inzidenz und schlechte Prognose als auch
durch die 6konomische Belastung klinisch und systemisch relevant. Die Moglichkeiten der
Diagnose und Therapie sollen Gegenstand aktueller Forschungen sein und optimiert werden.
Dabei stellt die Entschliisselung des Signalwegs der Karzinogenese den ersten Schritt dar. In
diesem Projekt verfolgt unsere Arbeitsgruppe das Ziel, insbesondere herauszufinden, welche
Mitspieler in der Signalkaskade von Relevanz sind und wie sie sich gegenseitig beeinflussen.
Weiterhin gilt es, herauszufinden, wie sie gegebenenfalls diagnostisch und therapeutisch von

Nutzen sein kdnnen.

2.1. Das Urothelkarzinom

Harnblasenkarzinome sind maligne Entartungen, die in 95% der Falle vom Urothel ausgehen
1, Dabei ist das Urothelkarzinom die vierthaufigste bosartige Tumorentitiat des Mannes 2 und
die haufigste Tumorerkrankung des Urogenitaltraktes 2. Durch die steigende Inzidenz und die
Notwendigkeit einer lebenslangen Nachsorge wird es auch in Zukunft 6konomisch immer
relevanter 1. Die maligne Entartung kann im gesamten, von Urothel ausgekleideten Harntrakt

entstehen .

2.1.1. Urothel

Urothel bezeichnet dabei ein spezifisches Ubergangsepithel, welches die Mukosa der
ableitenden Harnwege vom Nierenkelchsystem bis zur Urethra bedeckt °. Es ist ein
mehrschichtiges Epithel, dessen Hohe je nach Bereich der ableitenden Harnwege variiert. Im
Nierenbecken sind somit 2-3, im Ureter 3-5 und in der Harnblase bis zu 7 Zelllagen zu finden
¢, Die zum Lumen gerichtete Schicht wird von sogenannten Deckzellen gebildet, welche eine
basale und eine intermediare Zellschicht schirmartig Gberdeckt 7. Diese Deckzellen sind
spezifisch fur das Urothel der ableitenden Harnwege ’. Sie sind luminal von einer
sialinsaurehaltigen Mukopolysaccharidschicht tiberzogen ’. Die Unversehrtheit der Deckzellen
ist notwendig, um das Epithel vor Infektionen oder schadlichen Substanzen aus dem Urin zu

schitzen 8.

Das Urothel ist ein Ubergangsepithel, welches sich je nach Fiillungsstand der ableitenden
Harnwege ausdehnen oder zusammenziehen kann °. Das geschieht einerseits durch die
Abflachung der einzelnen Zellen in der basalen und intermedidren Schicht bei Dehnung im
Lumen ° und andererseits auch durch die Anpassungsféahigkeit der Deckzellen 8. Deckzellen
besitzen in ihrer Zellmembran flexible Platten, die ebenfalls bei hoherem Fillungsstand

eingebaut und zurlickverlagert werden konnen &,
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Die einzelnen Zellschichten sind unter normalen Umstanden gut voneinander abzugrenzen °.
Durch Inflammation oder durch maligne Prozesse und Entartungen kann sich das Urothel

verandern °. In Folge dessen kdnnen Hyperplasien, Dysplasien und Karzinome entstehen °.

2.1.2. Epidemiologie

Das Urothelkarzinom der Harnblase ist der haufigste maligne Tumor der ableitenden
Harnwege ° und die zweithaufigste urologische maligne Tumorentitat . Im Jahre 2012
konnten bei Mannern 11.270 Neuerkrankungen mit einem Urothelkarzinom in Deutschland
verzeichnet werden, bei Frauen waren es 4.140 2. Damit ist das Urothelkarzinom die
vierthaufigste Tumorerkrankung des Mannes 2. Bei Frauen steht es an vierzehnter Stelle 2.

Manner sind somit viermal haufiger betroffen als Frauen 3.

Das mittlere Erkrankungsalter liegt bei 74 (méannlich) beziehungsweise 76 (weiblich) Jahren 2.
Die absolute 10-Jahres-Uberlebensrate betrug zum Zeitpunkt dieser statistischen Erhebung
32% bei Mannern und 28% bei Frauen 2. Dabei ist zu beachten, dass bei diesen Messungen
die nicht-invasiven Karzinome nicht mitberiicksichtigt wurden 2. Wenn man diese allerdings
einbezoge, wirde sich die Zahl der Neuerkrankungen und der Pravalenz nahezu verdoppeln
2, Vor diesem Hintergrund konnte man vermuten, dass der prozentuale Anteil an
Urothelkarzinomen bezogen auf alle Tumorerkrankungen hdher sein miisste, als es statistisch
dargestellt wird. Der hohe Anteill von Urothelkarzinomen der Harnblase an
Tumorerkrankungen wird dadurch erklart, dass die Progressionsrate von nicht-
muskelinvasiven Karzinomen niedrig ist und sich der Krankheitsverlauf oft tber viele Jahre
zieht 1. AuRerdem ist die Todesrate mit 4,3 pro 100.000 Mannern und Frauen im Vergleich mit

anderen Tumorpathologien eher gering .

Die steigende Inzidenz lasst sich mitunter durch den demographischen Wandel erklaren 1. Das
Urothelkarzinom ist eine Tumorerkrankung des hohen Alters 1. Je alter die Gesellschaft wird,
desto haufiger wird diese Erkrankung diagnostiziert. Zu berlcksichtigen ist dabei die
geographische Verteilung der Inzidenzentwicklung . In Europa und den USA konnte in den
letzten Jahren ein leichter Rickgang der Inzidenz beobachtet werden ! In
Entwicklungslandern ist die Inzidenz zwar gegeniber Europa und den USA geringer,
allerdings wird in diesen Landern in den néachsten Jahren eine Progression zu erwarten sein
!, Diese Beobachtung ist auf die sich andernden Expositionsverhaltnisse gegentber
Risikofaktoren  zurtickzufihren. ! AuBerdem ist davon auszugehen, dass in
Entwicklungslandern viele Erkrankungen unerkannt bleiben, da die Versorgung unzureichend
und die Datenerhebung liickenhaft ist. Dadurch ist ein Vergleich mit den westlichen Landern

schwierig.
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2.1.3. Atiologie und Risikofaktoren

Wahrend die Atiologie von 80% der Harnblasentumoren ungeklart bleibt 12, sind jedoch einige
Risikofaktoren bekannt, die zu der Entstehung einer Urothelkarzinoms beitragen kénnen.
Diese sind unter anderem eine erhéhte Exposition gegentber einer Reihe von industriellen
Noxen, wie bestimmten aromatischen Aminen und die Einnahme verschiedener Medikamente,
unter anderem Cyclophosphamid 2. Den wichtigsten Risikofaktor stellt allerdings eindeutig der
Nikotinabusus dar %2, Das Rauchen von Tabak wird dabei nicht nur als Risikofaktor, sondern
als wesentliche Ursache fur die Karzinogenese eingestuft 2. Tabak enthalt bekanntlich
verschiedene karzinogene Substanzen, die zu Doppelstrangbrichen in der DNA, zu einem
Basenaustausch und zur Entstehung von DNA-Addukten fiihren konnen 3. Raucher haben
gegeniber Nichtrauchern ein etwa zwei- bis sechsfach hoheres Risiko, an einem
Urothelkarzinom zu erkranken *4. Durch die Nikotinentwohnung kann dieses Risiko
nachweislich wieder gesenkt werden *°. In Entwicklungslandern konnte man in den letzten
Jahren einen Zuwachs der rauchenden Bevélkerung verzeichnen, wahrend der Trend in
Industrienationen eher abnahm 6. Aus diesen Entwicklungen lasst sich moglicherweise die zu

erwartende Veranderung in der geographischen Verteilung der Neuerkrankungen ableiten.

2.1.4. Pathogenese

Man geht davon aus, dass die Karzinogenese von Urothelkarzinomen multifaktoriell verlauft.
Schlussendlich erhdhen die genannten Risikofaktoren die Wahrscheinlichkeit einer
genetischen Mutation 3, die dann Uber einen mehrstufigen Prozess die Entstehung einer
Epithelhyperplasie initiieren kann ’. Diese bildet den Ursprung einer malignen Formation 7.
Die Transformation von gesunden Zellen zu malignen wird dabei maR3geblich von Umwelt-
und/oder Erbfaktoren bestimmt /. Genetische Alterationen fiihren weiterhin zu einer erhohten
Expression bestimmter Zielgene, welche fur Tumorinitiation und -progression verantwortlich
sein konnen 1718 Da epigenetische Prozesse scheinbar eine ausschlaggebende Rolle bei der
Entstehung des Urothelkarzinoms spielen, konnen und sollen Erkenntnisse uber die
Pathogenese die Grundlage fur diagnostische und therapeutische Méglichkeiten zuklnftig

revolutionieren 19,

2.1.5. Symptomatik

Das klassische Leitsymptom des Urothelkarzinoms ist die schmerzlose Makrohamaturie 2°.
Weiterhin kénnen Symptome wie Oligurie, Dysurie und Pollakisurie auftreten 2°. Erst in
fortgeschritteneren Stadien kommt es zu Inkontinenz, Harnstau mit einhergehenden
Flankenschmerzen und B-Symptomatik 2°21, Da die schmerzlose Hamaturie initial meist das
einzige Symptom ist, besteht die Gefahr einer verspéateten Diagnose und somit einer erh6hten

Mortalitat 2223,
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2.1.6. Klassifikation

Tumoren des Urothels kénnen entweder klassisch nach der TNM-Klassifikation eingeteilt
werden 2. Gebrauchlicher ist jedoch die WHO-Klassifikation nach dem Differenzierungsgrad 2.
Die Einteilung erfolgt dabei in invasive (muscle-invasive bladder cancer, MIBC) und nicht-
invasive (non-muscle-invasive bladder cancer, NMIBC) urotheliale Lasionen 2. Dringt der
Tumor bereits in die Muskelschicht der Harnblase ein, wird er als muskelinvasiv bezeichnet 2.
Weiterhin kann man invasive Karzinome noch in verschiedene Untergruppen zuordnen,
beispielsweise in gering differenzierte, mikropapillare und diffuse Karzinome 2. Zu den nicht-
invasiven Tumoren gehdéren unter anderem das Carcinoma in situ, das nicht invasive papillare
Urothelkarzinom und das urotheliale Papillom 2. Invasive Tumore kénnen aus papillaren
Lasionen oder aus einem Carcinoma in situ entstehen ! und dringen im Verlauf tiefer in das
Gewebe des Urothels ein 2. Die Differenzierung in invasiv und nicht-invasiv ist insbesondere

beziiglich der Therapie von enormer Bedeutung 2.
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Abbildung 1: Die Infiltrationstiefe des Urothelkarzinoms bestimmt die Klassifikation. Dringt der Tumor in die
Muskelschicht ein, wird das Karzinom nach WHO als muskelinvasiv bezeichnet. Erstellt mit SMART Servier
Medical Art 4,

Die Graduierung von Urothelkarzinomen beschrankt sich auf Low-Grade- und High-Grade-
Neoplasien . Low-Grade-Neoplasien @hneln hierbei noch der Ursprungszelle, wahrend die

Zellen der High-Grade-Neoplasien bereits Malignitatskriterien und genetische Veranderungen
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aufweisen . Sobald das Karzinom das Stroma tiberschritten und den Detrusormuskel infiltriert,

ist es immer eine High-Grade-Neoplasie *.

2.1.7. Diagnostik und Therapie

Bei Verdacht auf ein Harnblasenkarzinom erfolgt standardmafig eine Zystoskopie und eine
histologische Sicherung mittels Zytologie 2. Zum Ausschluss von Harnstau sollte auRerdem
eine Sonographie durchgefuhrt werden 2. Bei muskelinvasiven Karzinomen, Rezidiven oder
zur weiteren Abklarung bei fehlendem Nachweis in der Zystoskopie kann die Diagnostik mittels
Computertomographie erweitert werden 2. Bisher besteht noch keine Empfehlung fir die

Anwendung bestimmter Tumormarker in Urin oder Serum 22°,

Nicht-invasive Lasionen kénnen zunéchst mithilfe einer transurethralen Resektion (TUR) und
folgender Nachresektion nach vier bis sechs Wochen behandelt werden 2. Invasive Karzinome
bendtigen zur kurativen Therapie jedoch eine radikale Zystektomie 2. Diese schlie3t neben der
kompletten Entfernung der Blasenmanschette mit pelviner Lymphadenektomie beim Mann
noch eine Prostatektomie und bei der Frau eine Hysterektomie, Salpingektomie und eine
Oophorektomie mit ein 2. Dieser Eingriff ist aufwandig und mit vielen Komplikationen
verbunden, sodass die 5-Jahres krankheitsspezifische Uberlebensrate bei maximal 66% liegt
2, Im Anschluss erfolgt in den meisten Fallen bei nicht-invasiven Karzinomen eine Instillation
mit Mitomycin oder BCG, die in regelméaRigen Abstanden wiederholt wird 425, Beim invasiven
Karzinom folgt eine Chemotherapie mit Gemcitabin und Cisplatin, welche neoadjuvant oder

adjuvant durchgefiihrt wird und mit einer Radiotherapie kombiniert werden kann 25,

2.1.8. Prognose und 6konomische Relevanz des Urothelkarzinoms
Urothelkarzinome der Harnblase bringen eine ungiinstige Prognose mit sich 26. Dabei spielen
Faktoren wie Lokalisation, Infiltrationstiefe und Lymphknotenstatus eine Rolle 2°. Daher variiert
die 5-Jahres-Uberlebensrate bei den unterschiedlichen Karzinomen stark 26, Sie betragt bei
NMIBC uber 90% und bei MIBC unter 10% 2.

Invasive Urothelkarzinome zeigen zum Diagnosezeitpunkt eine hohe Rate an friher
systemischer Metastasierung *. Zusatzlich wird die Diagnose oft erst in lokal fortgeschrittenen
Stadien gestellt 2. In 20-30% aller Falle liegt bei Erstdiagnose schon ein muskelinvasives
Karzinom vor ?’. Etwa die Halfte der Patient:innen entwickeln auRerdem ein Lokalrezidiv oder
eine systemische Erkrankung nach erfolgter radikaler Zystektomie *. Patient:innen, die bei
Diagnosestellung bereits Fernmetastasen aufweisen, erreichen trotz systemischer
kombinierter Chemotherapie nur in 20% der Behandlungen eine vollstandige Remission .
Schlief3t man Falle mit partieller Remission, das heif3t mit einer unvollstandigen Ruckbildung

des Tumors mit ein, kann ein therapeutisches Ansprechen von 70% erreicht werden ®. Die
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Polychemotherapie steigert die Uberlebenswahrscheinlichkeit der Patient:innen zwar
signifikant, dennoch liegt das mediane Gesamtiiberleben immer noch bei nur 14 Monaten *.
Ohne Behandlung sterben Patient:innen mit systemischen Metastasen im Schnitt innerhalb

von sechs Monaten *.

Sowohl die hohe Rate an Rezidiven und Metastasierungen von invasiven Urothelkarzinomen
als auch die vergleichsweise geringe Letalitat und das langere Uberleben der Patient:innen
mit NMIBC machen eine lebenslange Nachsorge notwendig #. Dadurch entsteht eine enorme
okonomische Belastung des Gesundheitssystems “. Das Urothelkarzinom der Harnblase wird
somit als die kostenintensivste aller Tumorerkrankungen beschrieben 4. In den USA flieRen
jahrlich Gber eine Milliarde Dollar in die Behandlung von Urothelkarzinomen (Stand der
Erhebung 2005) 14. Die finanzielle Belastung des Gesundheitssystems durch die Behandlung
des Urothelkarzinoms ist in den letzten Jahren vermehrt Gegenstand in der Literatur geworden
und fordert verbesserte Diagnosemdglichkeiten, um die Erkrankung bereits in friiheren Stadien

zu erkennen 28,

2.1.9. Geschlechterspezifische Verteilung

Auffallig im Hinblick auf die Epidemiologie des Urothelkarzinoms der Harnblase ist die
geschlechterspezifische Verteilung. Manner sind drei- bis viermal so héaufig betroffen wie
Frauen 2%3°, Das kann unter anderem dadurch erklart werden, dass insgesamt auf der Welt
mehr Manner als Frauen rauchen 1. Allerdings fallt auf, dass die Rate an MIBC bei Frauen
hoher ist als bei Mannern 332 und die Diagnose bei Frauen eher spater gestellt wird und sie

somit eine hohere Mortalitat aufweisen 3033,

Diese unterschiedliche Auspragungsweise suggeriert, dass Steroidhormone eine Rolle in der
Entwicklung und Progression von Urothelkarzinomen spielen. Besonders zu erwahnen sind
dabei Androgen- und Ostrogen-Signalwege, da eine verminderte oder (ibermaRige Expression
dieser Hormone den Krankheitsverlauf nachweislich beeinflussen **. Der Zusammenhang
zwischen Blasentumoren und Ostrogenrezeptoren wurde in der Literatur bereits mehrfach
thematisiert. Eine Dysregulation des Ostrogen-Signalwegs ist mit verstarktem

Tumorwachstum und Progression der Krankheit assoziiert 3435,

2.2. Der Ostrogenrezeptor
Der genaue Mechanismus und die Folgen der Aktivierung des Ostrogenrezeptors im
Urothelkarzinom sind dabei noch nicht vollstéandig geklart. Auf3erdem muss genauer beziiglich

seiner Isoformen differenziert werden.

18



2.2.1. Die Funktionsweise des Ostrogenrezeptors

Ostrogenrezeptoren gehoren zu der Familie der Steroidhormonrezeptoren und sind nukleére
Rezeptoren . Sie sind in der Lage, die Genexpression als Transkriptionsfaktor zu
beeinflussen. Bekannt sind zwei Isoformen des Rezeptors 6. Ostrogenrezeptor alpha (im
Folgenden ERa genannt) befindet sich vor allem im Uterus, Ovar, Brust, Niere, Leber und
Knochen, wahrend der Ostrogenrezeptor beta (im Folgenden ERR genannt) eher im Ovar,
Zentralen Nervensystem, mannlichen Geschlechtsorganen, sowie Kolon, Prostata und
Immunsystem zu finden sind *. Der Ostrogenrezeptor wird durch die Bindung von Ostrogenen
in den aktiven Zustand tberfuhrt und kann in dieser Form als Transkriptionsfaktor wirken 7.
Auch durch unabhangige Mechanismen, die keine DNA-Bindung einschlieen, kann der
Ostrogenrezeptor die Genexpression beeinflussen 37:%,

Bekannt ist schon lange, dass ERa und ERI? durch Stimulation von Estradiol fiir die Modulation
sowohl physiologischer Prozesse als auch fur das Wachstum von Tumoren verantwortlich ist
31 Steroidrezeptoren besitzen die Fahigkeit, als Transkriptionsfaktor die Genexpression zu
beeinflussen. Dies legt nahe, dass auch Ostrogenrezeptoren an Signalwegen beteiligt sind,
die zur Entstehung des Tumors und dessen Progression fihren kénnen. In der Literatur sind
Zusammenhange des ER vor allem mit Brustkrebs, aber auch mit Karzinomen der Prostata,
des Ovars und des Kolons bekannt 3. Dabei ist wahrscheinlich, dass die beiden Isoformen

alpha und beta unterschiedliche Wirkungen auf die Tumorinitiation und -progression haben 3.

2.2.2. Ostrogenrezeptoren in Urothelkarzinomen

Die Wirkung von Ostrogenen auf die Tumorinitiation von Urothelkarzinomen bei Frauen ist
bereits Gegenstand einiger Studien der letzten Jahre 393, Dabei wurde die Inzidenz von
Urothelkarzinomen bei Frauen unter anderem hinsichtlich des Zeitpunkts der Menopause !,
Paritat 42 und Einnahme von Hormonpraparaten 3 skizziert. Die Ergebnisse sind dabei
kontrovers. Einigkeit besteht allerdings in der Annahme, dass Sexualhormone eine Rolle in

der Entstehung von Urothelkarzinomen spielen 3943,

Der pradominante Rezeptor in Urothelkarzinomen ist der ERR #4. Eine ERR-Expression konnte
in einer Studie in allen eingeschlossenen Fallen von radikal zystektomierten
Urothelkarzinomen nachgewiesen werden, wahrend nur in 10% der Falle eine ERa-
Uberexpression nachgewiesen werden konnte 33245 Zudem ist eine Korrelation zwischen
Grad der ERRB-Expression und steigendem Krankheitsstadium wahrscheinlich, da die
Expression von ERB in MIBC hoher ist als in NMIBC %46, Der Nachweis einer hohen
Expression des ERR ist zusatzlich mit dem Auftreten von Rezidiven assoziiert *4. Zwei weitere
Studien beschreiben eine protektive Wirkung des ERa auf Urothelkarzinomzellen durch
Inhibierung der Initiation und des Wachstums, wahrend ERR das Zellwachstum und die

19



Invasivitat fordern soll 4748, Die beiden Rezeptoren haben hier also unterschiedliche

Wirkungen in der Karzinogenese.

2.2.3. Ostrogenrezeptoren in anderen Tumorerkrankungen

Die Rolle der Ostrogenrezeptoren wurde zuvor schon in anderen Tumorerkrankungen
untersucht und beschrieben 343, In einer Publikation unserer Arbeitsgruppe wurde die
Korrelation zwischen Endothelin-1 (ET-1) und ERR in Hinblick auf die Entwicklung von
Lymphknotenmetastasen in Adenokarzinomen der Brust untersucht °. Einige Experimente
zeigten, dass ein Komplex aus Tamoxifen, ER[ und ET-1 durch Migration in den Zellkern zu
einer Aktivierung verschiedener Zielgene und schlussendlich zu einer Resistenz gegenuber
Tamoxifen fiihren kann . Ziel dieser Arbeit war es, auf die Wichtigkeit der Rolle des ERR in
der Tumorprogression aufmerksam zu machen, da dieser in der Therapie bisher kaum
Beachtung geschenkt wurde “°. So werden Adenokarzinome der Brust auf ihren ER-Status
getestet und damit wird entschieden, ob eine Behandlung mit Tamoxifen erfolgen soll “°.
Tamoxifen wird als selektiver Ostrogenrezeptor-Modulator bei Mammakarzinomen seit vielen
Jahren angewendet *°. Zwar revolutionierte die Hormontherapie die Behandlung von
Mammakarzinomen, jedoch entwickeln etwa 40% der behandelten Patientinnen Resistenzen
51 In der Therapieplanung wird meist nur der ERa getestet und auer Acht gelassen, dass
ERa-negative Karzinome ERR-positiv sein konnen *°. Diese Fokussierung auf ERa in der Wahl
der Therapie rihrt daher, dass der ERR erst 30 Jahre nach dem ERa erstmalig beschrieben

wurde und Tamoxifen schon lange vorher entwickelt und in der Behandlung von

Mammakarzinomen eingesetzt wurde #°.

DAPI ERR ET-1

Abbildung 2: EMSA (electrophoretic mobility shift assay) aus der Publikation unserer Arbeitsgruppe. DAPI als
Fluoreszenzfarbstoff lagert sich an die DNA im Zellkern an und dient als Referenz. MCF-7-Zellen wurden mit ET-
1 behandelt. ERR und ET-1 konnten nuklear nachgewiesen werden “°.
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Abbildung 3: PLA-Assay aus der Publikation unserer Arbeitsgruppe. In unbehandelten Zellen zeichnet sich ein
Signal aus einem Komplex zwischen ET-1 und ERR in einer perinukledren Lage ab. Nach ET-1-Behandlung ist
dieser Komplex in das Kernkompartiment eingewandert 4°.

Bereits in einer anderen Studie konnte in Proben von Brustkrebspatientinnen, die ERa-negativ
und ERR-positiv waren, gezeigt werden, dass Tamoxifen die Proliferation nicht stoppen konnte
52, Somit kann von einer erhohten Resistenzbildung gegentiber Tamoxifen bei ERR-Positivitat
der Mammakarzinome ausgegangen werden 523, In der Studie der Arbeitsgruppe von
Brandenstein et al (2018) konnte ebenfalls ERRB in allen ERa-negativen Biopsien aus
Mammakarzinomen nachgewiesen werden “°. Die Ergebnisse lassen vermuten, dass das
Vorhandensein von ERN den positiven Effekt von Tamoxifen auf ERa-positive Brustkarzinome
unterdrtickt 4°. Daher sollte man Patienten mit Mammakarzinom, welches ERa- und R-positiv

sind, nicht mit Tamoxifen behandeln #°.

Die Differenzierung zwischen den beiden Ostrogenrezeptoren scheint also diagnostisch und
therapeutisch von Relevanz zu sein. Deswegen nahmen wir in unseren Experimenten
Withaferin A, einen Auszug aus der Pflanze Withania somnifera, hinzu. Der Inhaltsstoff dieser
Pflanze findet schon lange in der indigenen Medizin Verwendung 5. Seit der Entdeckung der
antiinflammatorischen und krebsbekdmpfenden Aktivitat wird er aber auch in kombinierten
Therapien des Prostatakarzinoms, Mammakarzinoms und anderen Tumorerkrankungen
angewendet . Aus der Literatur ist bekannt, dass Withaferin A die Funktion des ERa inhibiert
%58 jedoch ist kein Effekt auf den ERR bekannt. Daher untersuchten wir den Effekt von
Withaferin A auf Urothelkarzinomzellen, um herauszufinden, ob diese Patient:innen ebenfalls

von einer kombinierten Therapie profitieren kénnten.

2.2.4. Zusammenhang mit Endothelin-1
Die bereits veroffentlichten Experimente unserer Arbeitsgruppe 4° zeigten, dass eine
Behandlung von Adenokarzinomzellen mit Tamoxifen bei Koexistenz von ET-1 und R-Ostradiol
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zu einer Hochregulierung der Genexpression von bestimmten Zielgenen (IL-6, Wnt11 und
Vim3) flhrt. Diese sind mit erh6htem Tumorwachstum, Invasivitat und einer schlechteren
Prognose verknlpft 4°. Die Stimulation mit Tamoxifen und ET-1 fuhrte also zu einer
Herunterregulierung von ERa und zu einer Hochregulierung von intrazellularem ET-1 und ER
4 ERRB und ET-1 konnten dabei in den untersuchten Zellen nuklear nachgewiesen werden “°.
Eine erhéhte Expression von ET-1 in Gewebe von Mammakarzinomen scheint zudem mit

einer erhdhten Rezidivrate assoziiert zu sein °°.

Die genaue Rolle des Ostrogensignalwegs in Urothelkarzinomen ist bisher noch unklar. Der
Literatur ist zu entnehmen, dass der ERB vermehrt exprimiert wird 33245 Nun gilt es,
herauszufinden, welcher Mechanismus fur die erhéhte Expression des ERR verantwortlich ist
und was diese Hochregulierung im Anschluss auslést. Die vorigen Arbeiten unserer
Arbeitsgruppe bieten Hinweise auf einen Zusammenhang mit ET-1. Aus diesem Grund wird

dieses Peptidhormon nun weiter erdrtert.

2.3. Das Endothelin-System

2.3.1. Endothelin-1

Endothelin-1 (im Folgenden ET-1 genannt) ist eines von drei Isoformen des
Endothelinsystems, welches 1988 zum ersten Mal beschrieben wurde °. Die drei Isoformen
ET-1, ET-2 und ET-3 werden jeweils von unterschiedlichen Genen kodiert und ihre
Ausdifferenzierung ist gewebeabhéangig ®. Von den drei Isoformen besitzt ET-1 das groRte
vasokonstriktorische Potential ©. Es wird vor allem von Endothelzellen, glatten Muskelzellen
und Epithelzellen verschiedener Gewebe, wie Lunge, Prostata und Endometrium, produziert
€. Trigger fur die Produktion und die Ausschittung von ET-1 sind Hypoxie, Ischamie oder
erhohte Scherkrafte in GefaRen °. AuBerdem wird die Bildung von der Ausschittung
verschiedener Zytokine und Wachstumsfaktoren stimuliert, darunter Tumornekrosefaktoren
und Interleukin 1 ®2. Durch die Funktion von ET-1 als potenter Vasokonstriktor ist das
Endothelin-System besonders relevant fir die Regulation des kardiovaskularen Systems ©3,
Somit konnten unter anderem erhéhte ET-1-Spiegel bei Patient:innen mit verschiedenen Herz-
Kreislauf-Erkrankungen  wie  Arterieller  Hypertonie,  Koronarer  Herzerkrankung,
Myokardinfarkten, kardialen Arrhythmien und vielen anderen nachgewiesen werden 3. Da das
Peptid von unterschiedlichen Geweben gebildet wird und im gesamten Kérper vorkommt €,
hat es auch Einfluss auf viele andere Organsysteme. Beispielhaft zu nennen sind hier noch
die Pathogenese der Pulmonalen Hypertonie ® und der chronischen Niereninsuffizienz 566 |

in der ET-1 ebenfalls von Bedeutung ist.
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2.3.2. Endothelin-Rezeptoren

Die systemische Wirkung entfaltet ET-1 mit Bindung an die Endothelin-Rezeptoren °’. Es gibt
zwei verschiedene Endothelin Rezeptoren, Endothelin Rezeptor A und Endothelin Rezeptor B
(im Folgenden ETAR und ETBR genannt) . Die Rezeptoren folgen einem G-Protein
gekoppelten Signalweg und kommen ausschlielich bei Vertebraten vor ’. Das lasst auf eine
evolutionare Entwicklung zur Regulation des kardiovaskularen Systems schlieBen ¢’. Zudem
unterscheiden sich die Rezeptoren in ihrer Bindungsaffinitat . ETAR bindet bevorzugt ET-1

und ET-2 und weniger ET-3. ETBR bindet alle Isoformen gleichermafen 68

pRmRpamIO

Glatte Muskulatur
Kardiomyozyten

Vaskulares Endothel

Abbildung 4: Bindungsaffinitdten der Endothelinrezeptoren; der ETAR kommt bevorzugt in glatter Muskulatur und
Kardiomyozyten vor und wird vor allem von ET-1 und ET-2 gebunden. ETBR kommt eher in GefaRendothel,
Niere, Lunge und Gehirn vor und wird von ET-2 und ET-3 gebunden ©°. Erstellt mit SMART Servier Medical Art 24,

Die Aktivierung des ETAR flhrt in erster Linie zu einer Vasokonstriktion, Inflammation und
Zellproliferation, wahrend die Aktivierung des ETBR diese Effekte wieder aufhebt . Die
beiden Rezeptoren kdnnen also als endogene Antagonisten bezeichnet werden . Die
Bindung von ET-1 an den ETBR flhrt zur Ausschiittung von vasodilatatorischen Substanzen
und dient somit als Feedback-Mechanismus der Aufrechterhaltung der Homdostase des
kardiovaskularen Systems °. AulRerdem besitzt ETBR eine sogenannte Clearance-Funktion.

Das heiR3t, dass der Rezeptor zur Eliminierung von ET-1 beitragt .

Durch die Relevanz von ET-1 in der Entstehung unterschiedlicher Krankheiten, zielten viele
Forschungen in den letzten 20 Jahren auf die Entwicklung von Blockern und Aktivatoren von
Endothelin Rezeptoren ab 7. Mittlerweile wurde eine Reihe von Endothelin-Rezeptor-
Antagonisten und -Agonisten entwickelt ®37°. Besonders in klinischer Anwendung befindet sich
dabei der nicht selektive ETAR-/ETBR-Antagonist Bosentan zur Behandlung der Pulmonal-

arteriellen Hypertonie 71,
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2.3.3. Endothelin in der Karzinogenese

Das aus 21 Aminosauren bestehende Peptid wird dartiber hinaus mit der Pathophysiologie
verschiedener maligner Tumoren in Verbindung gebracht . In der Literatur wird die Rolle von
ET-1 bezlglich des Wachstumes und der Progression von einigen Karzinomen beschrieben
6972 Dazu zahlen unter anderem Karzinomen der Prostata "3, des Ovars 4, der Lunge " und
des Kolons 6. Scheinbar ist ET-1 an Prozessen beteiligt, die zur Aggressivitat im
Wachstumsverhalten der Karzinome beitragt und die Tumorprogression fordert ’”. AuRerdem
scheint eine erhdhte Expression von ET-1 mit einem erhthten Metastasierungspotential bei
Prostatakarzinomen verknupft zu sein 8. Der Endothelin-Signalweg steht aus diesen Griinden
im Fokus aktueller Forschungen zur Entwicklung von therapeutischen Targets 7°. Die Blockade
von ET-1 oder ER bildet dabei einen vielversprechenden Ansatz ",

2.3.4. Endothelin in Urothelkarzinomen

Auch in Urothelkarzinomen scheint das Endothelin-System zur Tumorgenese beizutragen 8-
8, Eine Uberexpression von ET-1 und ETAR in Urothelkarzinomzellen konnte bereits in einer
experimentellen Studie nachgewiesen werden 8. Der ETBR wurde dabei nicht UbermaRig
exprimiert 81, Weiterhin konnte gezeigt werden, dass erhéhte ET-1- und ETAR-Spiegel in
Urothelkarzinomen mit vermehrtem Auftreten von Lungenmetastasen verknipft sind 2. Der
Nachweis einer Uberexpression von ET-1 in NMIBC wurde bereits als potentieller Biomarker

diskutiert &2.

Der bereits oben beschriebene nukledare Nachweis von ERRB und gleichzeitig ET-1 ° lasst
vermuten, dass die Translokalisation von ET-1 in den Kern rezeptorabhéngig ist. Durch den
Nachweis von ERR und ET-1 im Kern kann man schliel3en, dass ET-1 durch Komplexierung
mit einem Rezeptor zu einer vermehrten Expression von ERR fiihrt. ERRB ist wiederum im
nachsten Schritt fir die vermehrte Expression von Zielgenen verantwortlich, welche im
Weiteren zu einer erhdhten Tumorprogressionsrate fuhren kénnen. Die Aktivierung des
Endothelin-Signalwegs geht also der erhdhten Expression des ER[ voraus. Durch welchen
Rezeptor ET-1 in den Kern gelangt, ist allerdings noch unklar.

2.3.5. Der Zusammenhang von ET-1 und dem Androgenrezeptor

Eine weitere der vielen Funktionen von ET-1 ist scheinbar auch die Regulation des
Steroidhormonhaushaltes. Nach Blockierung des ETAR wund ETBR konnte in
Prostatakarzinomzellen eine verminderte Synthese des Androgenrezeptors nachgewiesen
werden 73. Dies lasst vermuten, dass die durch ET-1 vermittelte Uberexpression des
Androgenrezeptors einen wichtigen Schritt in der Karzinogenese von Prostatakarzinomen,
aber auch in anderen Tumoren darstellt . Wie schon erwahnt, scheinen Sexualhormone in

der Pathogenese von Urothelkarzinomen eine Rolle zu spielen 4. Der Androgenrezeptor
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koénnte also ebenfalls an der Signalkaskade beteiligt sein und das Bindeglied zwischen der

Aktivierung von ET-1 und der erhdhten Expression von ERR darstellen.

2.4. Der Androgenrezeptor
Der Androgenrezeptor ist, genau wie der Ostrogenrezeptor, ein Steroidhormonrezeptor und

wird der Superfamilie der nuklaren Rezeptoren zugeordnet 8.

2.4.1. Die Funktionsweise des Androgenrezeptors

Die wichtigsten endogenen Liganden, welche den Rezeptor aktivieren, sind die Androgene
Testosteron und Dihydrotestosteron 8. Durch diese beiden Agonisten wird die Expression von
Sexualhormonen und die méannliche Geschlechtsdifferenzierung aktiviert und reguliert &. Der
Rezeptor besitzt eine DNA-bindenden Doméne, eine C-Terminale Liganden-bindenden
Domane und eine N-Terminale Doméne 8. Die Bindung von Hormonen an die Liganden-
bindende Domane bewirkt eine Konformationsanderung des AR . Der Komplex aus Rezeptor
und Hormon wandert anschlieBend in den Zellkern und l6st dort weitere Prozesse auf
transkriptionaler Ebene aus 8887 |n Prostatazellen beispielsweise bindet Dihydrotestosteron
im Cytoplasma an den AR und fuhrt durch eine Bindung von Importin-alpha zu einer
Translokation des AR in den Zellkern ®. Dort bindet der AR dann an die sogenannten
Androgen Response Elements (ASE), unter anderem gehort das Prostataspezifische Antigen
(PSA) dazu ®. Diese Zielgene aktivieren dann weitere regulatorische Proteine, welche
Wachstum und Uberleben der Zellen fordern ®. Die Translokation von Proteinen vom
Cytoplasma in den Zellkern konnte schon friih in Studien mithilfe von fluoreszierenden
Proteinen nachgewiesen werden . Hierbei konnten verschiedene Hormone ohne das
Vorhandensein des AR im Cytoplasma lokalisiert werden, wéhrend sie nach Zugabe des

markierten AR nuklear nachgewiesen werden konnten &8,

2.4.2. Der Androgenrezeptor in der Karzinogenese

Der AR erfullt jedoch neben der Regulation des Sexualhormonhaushaltes noch viele weitere
Funktionen &. Durch das Vorkommen in unterschiedlichen Organen und Geweben, spielt der
Rezeptor ebenfalls eine Rolle im kardiovaskularen, neuralen und hamatopoetischen System,
sowie im Immunsystem 8. Die Fahigkeit, nuklear die Genexpression von Zellen zu
beeinflussen, impliziert, dass der AR auch in der Karzinogenese eine Rolle spielen kann.
Besonders relevant und bereits viel beschrieben ist diese Eigenschatft in der Pathogenese von
Prostatakarzinomen %01, Die Expression und Mutation des AR konnte in Primartumoren und
auch in Metastasen von Prostatakarzinomen nachgewiesen werden . Bei Erstdiagnose sind
80-90% der Prostatakarzinome abhéngig von Androgenen, weshalb die Deprivation dieser
eine der wichtigsten Therapiesaulen darstellt °*. Die Androgendeprivationstherapie basiert auf
einem Hormonentzug, welcher eine Apoptose der Zellen hervorruft °2. Dieser Entzug kann

entweder medikamentos oder durch eine Orchiektomie erfolgen. Die medikamentdse Therapie
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erfolgt durch LHRH-Agonisten, GnRH-Antagonisten und/oder Ostrogene bzw.
Diethylstilbestrol 2. In manchen Fallen kdnnen fur eine komplette Androgenblockade auch
Praparate kombiniert eingesetzt werden °2. In 20-30% der Falle entwickeln die Patienten
jedoch eine Kastrationsresistenz, das heil3t, der Hormonentzug wird unwirksam und der AR
wird im Verlauf der Therapie wieder GbermaRig exprimiert %. Hier scheint die Veranderung des
AR selbst eine ausschlaggebende Rolle zu spielen 87919 |n einer Studie konnten genetische
Veranderungen des AR durch Punktmutationen, Genamplifikationen oder Splei3varianten in
62% der metastasierten, kastrationsresistenten Prostatakarzinomen nachgewiesen werden %4,
Damit stellt es das am haufigsten veranderte Gen bei Patienten mit kastrationsresistenten

Prostatakarzinomen dar .

2.4.3. Der Androgenrezeptor in Urothelkarzinomen

Der AR wird genau wie der ERMR in der Literatur auch oft in Zusammenhang mit der
Tumorgenese und -entwicklung von Urothelkarzinomen gebracht %. Der Androgen-Signalweg
scheint wesentlich an der Tumorentstehung und -progression von Urothelkarzinomen beteiligt
zu sein %7, Der genaue Mechanismus ist bisher noch nicht vollstandig geklart . In
verschiedenen Studien konnte gezeigt werden, dass die medikamentdse Deprivation von
Androgenen, beispielsweise im Rahmen der Therapie eines Prostatakarzinoms, zu einem
verminderten Auftreten und Rezidiven von Blasenkarzinomen fihrt 7398100 Seither ist die
Blockade des AR als therapeutische Option des Urothelkarzinoms Gegenstand aktueller

Forschungen 96:101.102,

Die Studienlage bezlglich der Expression des AR in Urothelkarzinomen wird allerdings auch
kontrovers diskutiert. Verschiedene Studien zeigen sehr unterschiedliche Ergebnisse in der
Fragestellung, ob der AR in malignem Urothel vermehrt exprimiert wird oder nicht 193104 Auf
der anderen Seite verweisen einige Studien auf das vermehrte Auftreten von Resistenzen
gegen Chemotherapie und Radiotherapie bei erhdhten Spiegeln von AR und ER in
Urothelkarzinomen %, Erst kirzlich konnte eine Isoform des AR nachgewiesen werden, die
vom Grofiteil der Urothelkarzinome exprimiert wird und scheinbar Einfluss auf die

Tumorgenese nimmt 1%,

2.4.4. Der Zusammenhang mit dem Ostrogenrezeptor

Scheinbar beeinflussen sich Androgen- und Ostrogen-Signalwege gegenseitig. In
verschiedenen Studien konnten erhOhte Expressionen des AR in ER-positiven
Mammakarzinomen nachgewiesen werden 17108 Weiterhin konnte in einer Studie Uber den
Zusammenhang des AR und des ERR in einer Kultur von Zellen eines Mammakarzinoms durch
die Zugabe eines Androgenliganden die Expression des ERRB gesteigert werden 1. Durch

Behandlung mit einem Androgen-Inhibitor konnte die Expression des ERR wiederum blockiert
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werden 1%, Dieser Nachweis wurde in zwei verschiedenen Zellkulturen durchgefiihrt 1%°. Dies
suggeriert, dass der Zusammenhang zwischen AR und ER nicht nur fir Zellen des

Mammakarzinoms gilt, sondern auch tbertragbar auf andere Zellformen sein konnte 1°°,

AR und ER sind demnach scheinbar wichtige Mitspieler im Signalweg des Urothelkarzinoms.
Dabei ist anzunehmen, dass der AR im Kern die Transkription des ERR steigert. Die Folge der
erhdhten Expression des ERR und wie genau es dadurch zur Karzinogenese kommt, ist
allerdings immer noch fraglich. Wie schon bereits erwahnt, kdnnen Ostrogenrezeptoren als
Liganden-aktivierte Transkriptionsfaktoren wirken 3728, Dabei konnte in verschiedenen Studien
gezeigt werden, dass Micro-RNAs an der Signalkaskade, die zur Veranderung der
Genexpression fluhren, beteiligt sind 11112, Deshalb wird an dieser Stelle naher auf diese
Regulatoren eingegangen.

2.5. MiRNA-708

2.5.1. Die Funktionsweise von Micro-RNAs

Micro-RNAs (miRNAs) bestehen aus 22 Nucleotiden und sind kleine, einstréngige, nicht-
kodierende RNAs, die posttranskriptionell die Genexpression beeinflussen 113, Sie kénnen
durch Bindung an das 3-Ende von mRNAs die Translation blockieren oder auch die
Degradation der mRNA stimulieren 3, MiRNAs sind daher wichtig fir die Zellhomo6ostase und
die Regulierung von Immunantworten !4 Dysregulationen von miRNA-vermittelten
Mechanismen filhren zu unterschiedlichen Pathologien, insbhesondere zu Karzinomen. Sie
kdnnen somit als Onkogene oder aber als Tumorsuppressoren wirken 14115 Die Anzahl der
miRNAs im menschlichen Kérper variiert in der Literatur zwischen 1500 und 2500 617, Durch
die Erkenntnis, dass miRNAs in die Zellhomdstase und Immunmodulation eingreifen kénnen,

sind sie zunehmend Gegenstand von Forschungen zu Immunmodulator-Therapien geworden

114,118

2.5.2. Micro-RNAs und Ostrogenrezeptoren

Der Zusammenhang zwischen ER und miRNAs wurde bereits in Studien des
Mammakarzinoms untersucht °. Beschrieben werden unterschiedliche miRNAs, die in
Ostrogenrezeptor-positiven Mammakarzinomen herunterreguliert sind '*°. Auf der anderen
Seite konnten miRNAs identifiziert werden, die in Hormontherapie-resistenten Karzinomen
hochreguliert sind *°. Insgesamt handelt es sich um einen komplexen Signalweg, in dem sich
ER und miRNA gegenseitig modulieren '°. Es werden miRNAs beschrieben, die durch
Bindung an das 3‘-Ende des ER dessen Expression supprimieren 1. Auf der anderen Seite
kann die Aktivierung des ER bzw. des Ostrogensignalwegs die Expression einiger miRNAs
modulieren, was wiederum zu einer gesteigerten Karzinogenese fiihren kann °, In den letzten

Jahren konnten immer mehr Auswirkungen von Dysregulationen bestimmter miRNAs
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identifiziert werden 15, Dabei konnte eine fehlerhaft exprimierte miRNA-708 in verschiedenen

Karzinomen, aber auch bei kardialen oder neuronalen Erkrankungen nachgewiesen werden
115

2.5.3. Die miRNA-708 in der Karzinogenese

Seither konnte eine Dysregulation der miRNA-708 in zahlreichen héamatologischen
Erkrankungen, aber auch in soliden Tumoren gezeigt werden %120, Dazu gehoren unter
anderem Karzinome des Urothels, der Mamma, des Kolons, des Ovars, der Prostata und viele
mehr 115, Dabei kann die miRNA-708 je nach Gewebe und Zelltyp als Onkogen und/oder als

Tumorsuppressor wirken 115120,

Es konnten schon zahlreiche direkte und indirekte Zielgene identifiziert werden, die nach
Modulation durch miRNAs unterschiedliche Effekte im Gewebe hervorrufen *°. Es wird
zwischen direkten und indirekten Zielgenen unterschieden °. Die direkten Zielgene, wie z.B.
Caspase-2 bei Urothelkarzinomen, werden direkt durch Bindung der miRNA-708 an ihrer 3'-
UTR-Bindungsstelle beeinflusst !'°. Indirekte Zielgene, wie z.B. E-Cadherin bei
Nierenzellkarzinomen, werden hingegen durch vermehrte oder verminderte Expression von

mRNA und Proteinen beeinflusst, was durch die miRNA-708 reguliert wird 11°,

2.5.4. Die miRNA-708 in Urothelkarzinomen

Wahrend die miRNA-708 in Urothelzellen normalerweise in sehr geringen Mengen exprimiert
wird, konnte in Urothelkarzinomen eine Uberexpression nachgewiesen werden 2%, Als direktes
Zielgen wurde bereits Caspase-2 identifiziert 22, Caspase-2 ist ein Enzym, welches die
Zellapoptose induzieren kann und in Karzinomen apoptotisch wirkt 1?2, Die Hochregulierung
der miRNA-708 in Urothelkarzinomen fiihrt somit zu einer Herunterregulierung von Caspase-
2 und schlieBlich zu einer vermehrten Zellproliferation 2. In einem Mausmodell konnte durch
Inhibition der miRNA-708 zudem ein vermindertes Tumorwachstum verzeichnet werden %2,
Daher wird die miRNA-708 bereits in der Literatur als eine anti-apoptotische miRNA in

Urothelkarzinomen eingeordnet *°.

Der Mechanismus, welcher zu einer erhéhten Invasivitdit und Metastasierung von
Urothelkarzinomen fuhrt, ist damit allerdings noch nicht erklart. Bei Betrachtung des Einflusses
der miRNA-708 auf das Nierenzellkarzinom konnte E-Cadherin als direktes Zielgen identifiziert
werden. Es konnte eine miRNA-708-vermittelte Hochregulierung dieses Proteins in
Nierenzellkarzinomen nachgewiesen werden. Hier wirkt die miRNA-708 tber E-Cadherin als
Tumorsuppressor. Dies fiihrt zu einer Inhibierung der Invasion der Karzinomzellen. Wie schon

erwahnt, wirken miRNAs in unterschiedlichen Geweben onkogen oder tumorsuppressiv 115,
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2.6. E-Cadherin

Diese Erkenntnisse erlauben daher die Untersuchung von E-Cadherin in Zusammenhang mit
Urothelkarzinomen. Aus der Literatur ist bereits bekannt, dass die Expression des Molekdls E-
Cadherin in Zusammenhang mit der Invasivitit und der Metastasierungsrate von

Urothelkarzinomen steht 123,

2.6.1. Die Funktionsweise von E-Cadherin

Cadherine sind eine Familie von Glykoproteinen, die als calciumabhéngige
Adhéasionsmolekile fungieren 24 E-Cadherin bezeichnet hier die pradominante Form der
Cadherine, die in Epithelien vorkommt 125, Cadherine besitzen mehrere extrazellulare,
calciumbindende Doménen, eine transmembranére und eine cytoplasmatische Doméane, mit
denen sie direkte Signalkaskaden auslosen kénnen 125, Mit der intrazellularen Domane stehen
sie in Kontakt mit verschiedenen cytoplasmatischen Molekilen sowie uber eine Verbindung
durch Catenine mit dem Aktin des Cytoskelettes 2. Dadurch sind Cadherine wichtig fir die
Stabilitat und Polaritat der Zelle und ebenso essentiell fir die Aufrechterhaltung der Zell-Zell-

Kontakte von Epithelzellen 26,

Extrazellulare
Domane

??m?m?w m%m%m%m Er;:l;r::mbranare
et sdissssed|[Cecescieescusast

Intrazellulare
Domane

Abbildung 5: Grafische Darstellung von E-Cadherin. Die extrazellulare Doméne besteht aus mehreren
Komponenten und bindet Calcium. Die transmembranére Doméne ist in die Zellmembran eingebettet. Die
intrazellulare Domane steht iber verschiedene Catenine in Verbindung mit Aktin. Erstellt mit SMART Servier
Medical Art 24,

2.6.2. Folgen des Verlusts von E-Cadherin
Eine Herunterregulierung oder Veranderung von E-Cadherin fuhrt folglich zum Verlust der
Zellintegritat, das heif3t die Zell-Zell-Kontakte gehen verloren 27, Dadurch kénnen sich Zellen

unkontrolliert ausbreiten 2. Der Verlust von E-Cadherin kann weiterhin dazu fiihren, dass sich
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Epithelzellen zu Mesenchymzellen wandeln, was Epithelial-Mesenchymale Transition genannt
wird 27, Das unterstitzt wiederum die Progression und Ausbreitung der Zellen 27, Eine
verminderte Expression von E-Cadherin ist daher mit einer Férderung von Invasion und

Metastasierung von Karzinomen assoziiert 127128,

2.6.3. E-Cadherin in der Karzinogenese

Die Verminderung oder der Verlust von E-Cadherin wurde in der Vergangenheit schon bei
Karzinomen des Kolons, des Magens und der Brust beobachtet und konnte mit einer
schlechteren Prognose und einem verminderten Gesamtuberleben in Verbindung gebracht
werden 12°13° Aych in Studien Uber die Bedeutung von E-Cadherin in Urothelkarzinomen
konnte die Verminderung des Adh&sionsmolekils mit einer starkeren Progression des
Karzinoms und einer schlechteren Prognose verknupft werden 2713 |n einer Metaanalyse
wurden Daten aus 15 Studien zum NMIBC zusammengenommen %2, Es konnte gezeigt
werden, dass eine verminderte Expression von E-Cadherin mit einem schlechteren
progressions- und rezidivfreien Uberleben dieser Patient:innen verkniipft ist 2. E-Cadherin
sollte daher als prognostischer Faktor diskutiert werden 32,

Zudem konnten experimentelle Studien zeigen, dass sich die Herunterregulierung von E-
Cadherin in Urothelkarzinomzellen proportional zur Invasivitit der Karzinome verhalt 3.
Verminderte E-Cadherin-Level konnten vor allem bei Karzinomen, die die Basalmembran
durchbrachen, nachgewiesen werden 133, Somit steht eine geringe Expression von E-Cadherin
auch in Zusammenhang mit der Infiltrationstiefe und somit der Muskelinvasivitat der

Urothelkarzinome 133,

2.7. Ein mdglicher Signalweg zur Entstehung des Urothelkarzinoms

Der nukleare Nachweis von ET-1 und ERRB in Verbindung mit der nachgewiesenen
Herunterregulierung von E-Cadherin in muskelinvasiven Urothelkarzinomen lasst einen
Zusammenhang vermuten. Mdglich ist folgender Sighalweg: ET-1 bindet im Cytoplasma an
den AR. Sie bilden einen Komplex, der in den Kern transloziert. Nuklear wird die Transkription
des ERIM gesteigert. Die folgende Expression von ERR flihrt zu einer vermehrten Bildung von
mMiRNA-708. Diese wirkt als Onkogen und fuhrt wiederum zur Herunterregulierung von E-
Cadherin. Die einzelnen Mitspieler dieser Kaskade sollen mit unseren Experimenten
nachgewiesen und in Beziehung zueinander gesetzt werden. Die folgenden Abbildungen

skizzieren diesen Signalweg und sollen die verschiedenen Schritte Ubersichtlicher darstellen.
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Abbildung 6: Schema einer Zelle mit Zellkern. Der Komplex aus AR und ET-1 transloziert in den Zellkern.
Intranukleé&r bindet der Komplex ERR und fuhrt zu einer erhdhten Exprimierung von ERR. Erstellt mit SMART
Servier Medical Art 24,

Abbildung 7: ERR fuhrt zu einer erhéhten intranuklearen Produktion der Pri-miRNA-708, welche dann im
Cytoplasma zu einer erhéhten Konzentration der miRNA-708 fihrt. Eine erhdhte miRNA-708 fihrt zu einer
Herunterregulierung von E-Cadherin. Erstellt mit SMART Servier Medical Art 24,
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2.8.

Fragestellungen und Ziel der Arbeit

Das Ziel unseres Projekts ist,

1.

einen Signalweg zu analysieren, der moglicherweise zu einem muskelinvasiven
Wachstum von Urothelkarzinomen fihren kénnte

einzelne Zielgene dieses Signalwegs zu identifizieren und ihren Einfluss aufeinander
zu untersuchen

mdogliche Angriffspunkte in dieser Signalkaskade zu finden, die in der Diagnostik und

Therapie der Karzinome genutzt werden kénnten
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3.

3.1. Material

3.1.1. Zelllinien
HTB-9 (ATCC 5637)

Material und Methoden

Die HTB-9 Zelllinie wurde aus epithelialen Blasenkrebszellen eines 68-Jahrigen méannlichen

Patienten mit einem Urothelkarzinom Grad Il gewonnen.

3.1.2. Chemikalien und Lésungen fir die Zellkultur

Material Hersteller Herstellernummer

DMSO PAN-Biotech GmbH, Aidenbach H160603

FBS PAN-Biotech GmbH, Aidenbach P161206

P170203

PBS PAN-Biotech GmbH, Aidenbach 394117

Penicillin/Streptomycin Invitrogen Corporation, Karlsruhe 7180417

mix (10000U/mL)

Trypan Blau Gibco, Invitrogen Corporation, | 1834791
Karlsruhe

Trypsin-EDTA (0,25%), | Thermo  Fisher  Scientific  Inc., | 2520056

Phenolrot Rockford

Trypsin-EDTA  (0,5%), | Thermo  Fisher  Scientific  Inc., | 150054

ohne Phenolrot Rockford

Tabelle 1: Chemikalien und Losungen fur die Zellkultur.

3.1.3. Stimulanzien

Material Hersteller Herstellernummer
[3-Estradiol Sigma-Aldrich, Deisenhofen E2758
Endothelin-1 Sigma-Aldrich, Deisenhofen 102M4762V
Endothelin B Receptor | Sigma-Aldrich, Deisenhofen SCP0136
Antagonist IRL 1038
Endothelin A Receptor | Sigma-Aldrich, Deisenhofen SCP0137
Antagonist W7338
Withaferin A, Withania | Sigma-Aldrich, Deisenhofen 681535

somnifera

Tabelle 2: Stimulanzien.
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3.1.4. Gerate

Gerat Hersteller
Analysewaage Kern, Balingen
Chemaostar Intas Science Imaging, Gottingen

Zentrifuge Fresco 21

Thermo Fisher Scientific Inc., Rockford

Zentrifuge Biofuge Primo

Thermo Fisher Scientific Inc., Rockford

Gefrierschrank 20 Grad

Liebherr, Biberach an der Ril3

Gefrierschrank 80 Grad

Sanyo, Moriguchi, Japan

Gel Power Supply

Bio Rad, Munich

Glasware Duran Group GmbH, Wertheim
Eismaschine Scotsman, Sprockhoével

E-Gel Precast Agarose Electrophoresis | Thermo Fisher Scientific inc., Rockford
System

Mikroskop Olympus, Hamburg

Neubauer Zahlkammer

Bender and Hobein, Bruchsal

PCR Thermocycler (Biometra)

Analytik Jena AG, Jena

pH-Meter Hanna Instruments, Kehl
Pipetboy IBS Integra Biosciences, Fernwald
Pipetten Eppendorf, Hamburg

Real Time Cycler

Life Technologies, Darmstadt

Thermo-Heizblock
Tabelle 3: Gerate.

3.1.5. Verbrauchsmaterialien

Material

Grant Instruments, Cambridge UK

Hersteller

E-Gel EX 2% Agarose

Thermo Fisher Scientific Inc., Rockford

Falcon konische Zentrifugenréhrchen 15 ml,
50 ml

Sarstedt, NUrnberg

MicroAMP Well

Reaktionsplatte

Fast Optical 96

Life Technologies, Darmstadt

Mikrozentrifugenréhrchen 1,5 ml, 2 ml

Eppendorf, Hamburg

PCR-Reaktionsgefalle

Eppendorf, Hamburg

Peha Nitrilhandschuhe, weil3

Paul Hartmann AG, Heidenheim

Plastikpipietten 2 ml, 5 ml, 10 ml, 25 ml

Corning Incorporated, New York, USA

Pipettenspitzen

Sarstedt, Nurnberg

Pipetten 10 pl, 100 pl, 1000 pl

Eppendorf, Hamburg

Protran Nitrocellulose Transfer Membran

Whatman GmbH, Dassel
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Twin.Tec PCR Plates 96

Eppendorf, Hamburg

Whatmann Gel Blottingpapier

Sigma-Aldrich, Deisenhofen

Zellkulturgefalle

Sarstedt, NUrnberg

Zellkulturinkubator

Thermo Fisher Scientific Inc., Rockford

Zellkulturplatten (100 mm)

Starlab GmbH (Cyto One), Hamburg

96 Well ELISA Mikroplatten

Tabelle 4: Verbrauchsmaterialien.

3.1.6. Chemikalien und Lésungen

Brand GmbH + Co KG, Wertheim

Chemikalie Hersteller Herstellernummer
Acrylamide/ Bis — Acrylamide | AppliChem GmbH, Darmstadt 7N012286
(29:1), 30% Losung
APS AppliChem GmbH, Darmstadt 104K0456
Aurora (Western Blotting | Inats Science Imaging, Géttingen HM29A-LB
Substrat)
Beta-Mercaptoethanol AppliChem GmbH, Darmstadt 6F014046
Blue Ladepuffer 3X Cell Signaling Technology, Frankfurt | 22
am Main
Bradford LOsung AppliChem GmbH, Darmstadt 7B012248
BSA Thermo  Fisher  Scientific  Inc., | NC168682
Rockford
Clarity Western ECL Substrat | Bio-Rad Laboratories, Inc., USA 170-5060
DMSO PAN-Biotech GmbH, Aidenbach H169603
DTT 30x Cell Signaling Technology, Frankfurt | 22
am Main
E-Gel 50bp DNA Leiter Thermo  Fisher  Scientific  Inc., | 10488099
Rockford
Ethanol Honeywell, Bucharest Hungary SZBG2090
ELISA Stop LOsung Bethyl Laboratories, Inc., Mongomery, | 180130
USA
Laemmli Probenpuffer 4x Bio Rad, Munich LO04133A
Methanol Th. Geyer GmbH & Co. KG, | 25.6942610
Renningen
Milchpulver Carl Roth GmbH, Karlsruhe 01724629
Isopropanol Carl Roth GmbH, Karlsruhe 048266899
Phenol-Chloroform-lsoamyl | Sigma-Aldrich, Deisenhofen 1337614
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Gefarbter Proteinmarker Thermo  Fisher Scientific Inc., | 00565178
Rockford
QIAzoIR Lyse Reagenz Qiagen GmbH, Hilden 55709615
RIPA Lysepuffer Rockland Immunochemicals, Inc. | MB-030-0050
(Rockland)
SDS AppliChem GmbH, Darmstadt 7R011484
TBS (Tris buffered saline) Bio Rad, Munich 64135791
64170411
TEMED AppliChem GmbH, Darmstadt 5G013657
TMB Substrate Solution Invitrogen Corporation, Karlsruhe 183657000
Tween R 20 Carl Roth GmbH, Karlsruhe 487263603
Xylene Carl Roth GmbH, Karlsruhe 057254048
Tabelle 5: Chemikalien und Lésungen.
3.1.7. Antikorper
Primarantikorper Hersteller Katalognummer | Lot Verdinnung
Androgen Receptor | Cell  Signaling | 54653S 1 1:100
Antibody Technology
A/G PLUS Agarose | Santa Cruz, | Sc-2003 / /
Antikorper Heidelberg
R- Actin (13E5), Rabbit | Cell Signaling | Sc-4970L 11 1:1000
monoklonal 1gG, 45 kDa | Technology
ER-B (B-1), Mouse | Santa Cruz | Sc-3902243 B0813 1:100
monoklonal 1gG, 46 kDa | Biotechnology
Heidelberg
GAPDH (FL-335), Rabbit | Santa Cruz | Sc-25778 D1613 1:500
polyklonal IgG, 37 kDa Biotechnology
Heidelberg
Vim3 Klon 52 Mouse | Davids Biolab |/ / 1:500
monoklonal, 43 kDa (19.04.2018)
Tabelle 6: Priméarantikorper.
Sekundarantikorper Hersteller Katalognummer | Lot Verdinnung
Anti-mouse IgG, HRP- | Cell  Signaling | 7076S 36 1:10000
linked Antibody Technology
Goat anti-Rabbit 1gG | Cell  Signaling | 7074S 24 1:10000
(H+L) Secondary | Technology

Antibody, HRP

Tabelle 7: Sekundarantikorper.
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3.1.8. Puffer und Lésungen

Alle Puffer und Lésungen wurden mit destilliertem Wasser bis zur benétigten Menge aufgefulit.

pH-Wert Anpassungen wurden mit Hilfe des pH-Meters durchgefiihrt und mit konzentriertem

HCI oder NaCl korrigiert.
Puffer / Lésung

Zusammensetzung

APS

10% (w/v) in Wasser
Gelagert bei -20 Grad

Blocking Losung (Western Blot): TBST-Milch

1x TBST, pH 7,6
3% (w/v) Milchpulver

Laemmli Puffer, 10x (SDS-page)

1% (w/v) SDS
1,9 M (wiv) Glycine
250 mM (wi/v) Tris

SDS

10% (w/v) SDS in Wasser

SDS-Page, 3% (Stacking Gel)

0,5 M Tris pH 6.8

30% (v/v) Acrylamide (29:1)
10% (v/v) SDS

10% (v/v) APS

TEMED

SDS-Page, 10% (Separation Gel)

1,5M TRIS pH 8,8 HCI
30% (v/v) Acrylamide (29:1)
10% (v/v) SDS

10% (v/v) APS

TEMED

TBE Puffer

89 mM Tris
89 mM Borat
2 mM EDTA

Towin Puffer 10x (Western Blot)

3,03% (w/v) Tris
14,4% (w/v) Glycine
1% (v/v) SDS

Tris

pH 6,8 0,5M (w/v)
pH 8,8 1,5M (w/v)

Western Blot Puffer 4x

62,5 mM Tris — HCI, pH 6,8
10% Glycerol

1% LDS

0,005% Bromphenol Blue

Western Blot Puffer 3x

187,5 mM Tris — HCI (pH 6,8)
6% (w/v) SDS
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30% Glycerol
0,03% Bromophenol Blue

Tabelle 8: Puffer und Lésungen.

3.1.9. Kits
Kit Hersteller Katalognr.
QIAamp DNA Mini Kit (50) Qiagen GmbH, Hilden 51304
Nuclear Extraction Kit Active Motif 40010
RNeasy-Kit Qiagen 74004
miRNEasy-Micro-Kit Qiagen 217084
Tabelle 9: Kits
3.1.10. PCR
Reagenz Hersteller Katalognummer
Universeller Primer Thermo Fisher Scientific, Invitrogen | 831506
Corporation
RNase freies H,O Qiagen GmbH, Hilden 145041286
SuperScript 1l Reverse | Thermo  Fisher  Scientific  Inc., | 18064022
Transkriptase Rockford
SYBR® Green Thermo Fisher Scientific Inc., Applied | 4385612
Biosystem, Invitrogen Corporation

Tabelle 10: PCR.

3.1.11. Primer

Ziel Vorwarts Primer Ruckwarts Primer
R-Actin TTGGCAATGAGCGGTTCCGCTG | GACAGCACTGTGTTGGCGTA
miR-708 AAGGAGCTTACAATCTAGCTGGG | Universeller Primer
ERR CAGCATTCCCAGCAATGTCA ATCTTGCTTCACACCAGGGA

Tabelle 11: Primer.

3.2. Methoden

3.2.1. Kulturbedingungen

Die Arbeit mit der Zellkultur wurde in der Laminaflow unter sterilen Arbeitsbedingungen
durchgeftuhrt. Die Zelllinie HTB-9 wurde in 100 mm Zellkulturplatten in 10 ml RPMI Medium,
welches mit 10% FBS (v/v) und 1% Penicillin/Streptomycin supplementiert wurde, kultiviert.
Die Inkubation erfolgte bei 37°C, 5% CO;, 100% relativer Luftfeuchte und 95% Luft. Das
Hydrogenkarbonatpuffersystem und die CO2-Begasung des Mediums dienten der
Konstanthaltung des pH-Wertes des Mediums. Um eine Verdampfung des Mediums zu

verhindern, wurde die Luftfeuchtigkeit hochgehalten.
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3.2.2. Zahlen der Zellen

Um eine Zellzahlung durchzufiihren, wurden die Zellen zunachst mit 1 ml Trypsin vom Boden
der Platte gelost und dann in ein 15 ml Falcon Uberfiihrt. AnschlieRend wurden die Zellen fur
funf Minuten bei 1500 g zentrifugiert und der Uberstand abgenommen. Das nun vorhandene
Zellpellet wurde in eine zuvor definierte Menge an Medium gegeben. Dann erfolgte fir das
eigentliche Zahlen der Zellen eine Verdinnung im Verhaltnis 1:2 mit Trypanblau. In einer
Neubauerkammer wurden die lebendigen Zellen dann gezahit. Die Berechnung der Anzahl an
Zellen pro ml erfolgte anhand folgender Formel:

Zellen pro ml = Durchschnittliche Anzahl gezihlter Zellen x 10* x Verdinnungsfaktor

3.2.3. Passagieren der Zellen

Unter taglicher Beobachtung erfolgte stets bei 70-80% Konfluenz eine Passagierung der
Zellen. Das alte Medium wurde daflr abgetragen und die Zellen zweimal mit 5 ml PBS
gewaschen. Danach wurden die zur Zelladh&sion nétigen Proteine in den Zellen durch die
Zugabe von 1 ml Trypsin gespalten. Da die Zelllinie HTB-9 von einem hochmalignen Karzinom
stammt, wiesen die Zellen eine aufRerst hohe Adharenz auf. Daher wurde hier konzentriertere
Trypsin-EDTA (0,5%) verwendet. Die Zellkulturschalen wurden so lange inkubiert, bis sich die
Zellen vollstandig vom Schalenboden gel6st hatten. Fur die Durchfihrung eines 1:2 Split
wurden dann 3 ml Medium hinzugegeben und analog 5 ml bei einem 1:3 Split. Davon wurden
im Anschluss 2 ml in eine neue Zellkulturschale gegeben und mit 8 ml Medium aufgefillt.
Trypsin wird im Verlauf inaktiv durch das dem Medium zugesetzte FBS und die Inkubation bei
37°C.

3.2.4. Zellstimulation

Als ausreichend Zellkulturschalen vorhanden waren, konnte die Zellstimulation beginnen.
Daftir wurden zunachst die Zellen in 35 mm Zellkulturschalen in 2 ml entsprechendem Medium
kultiviert. Die Kultivierung der Zellen erfolgte fir 24 Stunden, bis eine Konfluenz von
mindestens 70% erreicht wurde. Danach wurde das Medium entfernt, die Platten mit PBS
gewaschen und mit Medium ohne FBS aufgefiillt. Durch das fehlende FBS wurden die Zellen
in der GO Phase des Zellzyklus fixiert. Anschlie3end erfolgte eine weitere Inkubationszeit von
24 Stunden. Danach konnten die Zellen mit ET-1, ETAR, ETBR, 3-Estradiol, Withaferin A und
in Kombinationen stimuliert werden. Der nachstehenden Tabelle 12 sind die verwendeten

Mengen an Reagenz fiir die Stimulation zu entnehmen.

Reagenz Stammlsg. | Verdinnung | Finale Konzentration | pl/ml Medium
ET-1 400 pM 1:8 50 nM 2,5 pl/ml
ETAR 100 nM 11 100 nM 1 pl/ml

ETBR 10 uM 10:1 100 nM 10 pl/mi
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Withaferin A ‘ 1 pM ‘ 1:1 ‘ 1 nM ‘ 1 pl/ml
R-Estradiol |1 mg ‘ 1:49 ‘ 20 ug ‘ 20 pg/ml

Tabelle 12: Liste der Reagenzien und des Verdinnungsschemas fir die Stimulation der Urothelkarzinomzellen.

3.2.5. Scratch Assay

Um das Migrationsverhalten der Tumorzellen zu untersuchen, wurde ein Scratch Assay
durchgefuhrt. Die behandelten Zellen wurden in je 1 ml Medium auf zwei 6 Well Platten
ausgesat. Das Medium wurde nach 24h abgenommen und durch FCS-freies Medium ersetzt,
um die Zellen alle im selben Zellzyklus zu fixieren. Sobald ein geschlossener Zellrasen
entstanden war, wurde mit einer Pipettenspitze jeweils ein Kreuz (= Scratch) in die Platten
gekratzt. Die Dokumentation erfolgte nach Oh, 3h, 6h und 24h mit Hilfe des Mikroskops. Um
einen klaren Uberblick zu erhalten, verwendeten wir als direkten Vergleich fiir die Auswertung
nur die Fotos bei Oh und nach 24h. Mit ImageJ wurden die Abstdnde des Zellrasens
zueinander bzw. der zellfreie Bereich dreimal ausgemessen und der Mittelwert gebildet. Aus
den Mittelwerten aus dem Foto von Oh und von 24h wurde der prozentuale Zuwachs mit der
Formel (M0-M24)x100/M0 berechnet. Dabei ist MO der Mittelwert der zellfreien Zone im Foto
bei Oh und M24 entsprechend im Foto nach 24h. Der prozentuale Zuwachs wurde mit

GraphPrism graphisch dargestellt und auf Signifikanz geprift.

3.2.6. Totale Proteinextraktion

Es erfolgte zunachst eine Stimulation der Zellen wie zuvor beschrieben. Nach Abnahme des
Mediums wurde die Zellen zweimal mit 3 ml PBS gewaschen. Danach wurden erneut 2 ml
PBS hinzugegeben und die Zelle mit einem Zellschaber von der Zellkulturplatte geldst. Die
Zellen wurden anschlieRend in einem 15 ml Falcon fir funf Minuten bei 1500 rpm und 4°C
zentrifugiert. Der abgenommene Uberstand wurde durch 500 pl RIPA-Puffer ersetzt. Es folgte
eine Durchmischung mittels Vortexmischer fur 1h auf Eis. Die Zellen wurden anschlie3end bei
4°C und 4000 rpm fur 15 Minuten zentrifugiert. Der Zelldetritus konnte sich dadurch als Pellet
ablagern. Proteine, welche sich im Uberstand befanden, wurden in ein neues Eppendorffgefal
umgefullt. Die Lagerung dieser Proteine erfolgte bei -80°C.

3.2.7. Bradford Assay

Um die totale Proteinmenge der behandelten Zellen zu bestimmen, wurde der Bradford Assay
verwendet. Es wurde zunachst eine BSA-Standardkurve generiert, indem 1, 2, 4, 6, 10 pl der
Proben zu jeweils 200 ul Bradford Lsung hinzugegeben wurden. 3 pl der Proben wurde dann
mit je 200 ul Bradford Losung versetzt. Mittels ELISA konnten die jeweiligen Absorptionen der
Proben bei 595 nm Wellenl&nge analysiert werden. Daraus erfolgte die Berechnung der totalen

Proteinkonzentration.
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3.2.8. Immunoprazipitation (IP)

Mittels Bradford Assay wurde bereits die totale Proteinmenge ermittelt. Von jeder Probe wurde
dann fur die Immunoprazipitation 500 ug totales Protein in ein neues Eppendorffgefal gefulit.
Zu den Proben wurde im Anschluss eine Mischung aus dem jeweiligen Antikérper und A/G
Plus Agarose beads gegeben und eine Stunde auf Eis inkubiert. Mit Agarose beads erreicht
man grundsatzlich eine Beschwerung von Protein-AK-Komplexen. Durch die Zentrifugation fur
funf Minuten bei 8000 rpm und 4°C trennten sich die Protein-AK-Komplexe durch die
Beschwerung vom Zelllysat ab. Der Uberschuss wurde abpipettiert. Nach einer Waschung mit
PBS wurden die Proben erneut zentrifugiert, der Uberschuss wurde abpipettiert und
anschlieRend wurden die Proben nochmals mit PBS gewaschen. Es erfolgte eine weitere
Zentrifugation, danach wurden die Proben in Laemmli loading dye (20 ul: 16 pl destilliertes
H20 + 4 pl dye) resuspendiert. Die Proben wurden fir 5 Minuten bei 98°C erhitzt und
anschlieend wieder zentrifugiert. Nun konnten die Proteine mittels SDS-Page analysiert

werden.

3.2.9. SDS-Polyacrylamid-Gelelektropherese (SDS-Page)

Durch eine SDS-Gelelektrophorese lassen sich Proteine nach |hrem Molekulargewicht
auftrennen. Die Auftrennung im Gel ist ladungs- und strukturabhangig. Der Mechanismus
basiert auf einer Anlagerung von SDS-Molekilen (1,49 SDS/g Protein) an die Proteine
proportional zum Molekulargewicht. Das SDS ist negativ geladen und gleicht somit die
Eigenladung der Proteine aus. Diese muss daher nicht weiter berlicksichtigt werden. Das Gel
wurde in die Apparatur und gegeben und unter Hinzugabe des Laemmli Puffers lief der
Prozess der Elektrophorese fur ca. 30 Minuten bei 15 mA und dann weitere 30-60 Minuten bei
30 mA. Das Proteingemisch durchlief zunéchst ein niederprozentiges Sammelgel und
anschlieRend das héherprozentige Trenngel. Die genaue Zusammensetzung der Gele ist in
den Tabellen 13 und 14 aufgefuihrt. Laemmli Puffer enthalt Bromphenolblau, welches vor der
Proteinfront lief. Dies sorgte fir den Fortgang der Elektrophorese. Zusatzlich zu den
Proteinproben wurde immer ein Molekulargewichtsstandard (Proteinmarker) beladen (Abb. 8).

Seperating Gel

1,5M TRIS pH 8,8 HCI 1,88 ml
10% SDS 50 pl
30% Acrylamide (29:1) 1,67 ml
10% APS (10 mg/100 ml) 25
TEMED 3 ul
H20 1,37 ml

Tabelle 13: Seperating Gel Zusammensetzung.

41



Stacking Gel

0,5M TRIS pH 6,8 630 pl
10% SDS 25
30% Acrylamide (29:1) 250 ul
10% APS (10 mg/100 ml) 125 pl
TEMED 3 ul
H20 1,58 ml

Tabelle 14: Stacking Gel Zusammensetzung.
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4-20% Tris-glycine SDS-PAGE
Product #s 26619, 26620

Blot

Abbildung 8: PageRuler Plus Pertained Protein Ladder (Thermo Fisher Scientific Inc., Rockford).

3.2.10. Western Blot

Ein Western Blot ist eine Methode, mit der sich Proteinbanden aus der angefertigten SDS-
Page mit Hilfe von spezifischen Antikdrpern nachweisen lassen. Fir die Durchfiihrung wurden
die Proteine aus dem SDS-Gel auf eine Nitrocellulose-Membran tberfihrt. In unseren Western
Blots wurden immer jeweils 25 pg Protein verwendet. Die Proben wurden mit 4 pyl Laemmli dye
(Ladepuffer) versetzt und danach auf 20 pl mit destilliertem Wasser aufgefullt. AnschlieRend
erfolgte eine Erhitzung fur 5 Minuten bei 98°C. Das Laemmli Ladepuffer enthalt das
Reduktionsmittel beta-Mercaptoethanol, welches bei Erhitzung zu einer Spaltung von intra-
und intermolekularen Disulfidbriicken fuhrt. Dadurch geht die rédumliche Proteinstruktur
verloren. Im Anschluss wurde das Gel mit den Proben und einer Proteinleiter beladen. Dann
erfolgte die Auftrennung der Proteine mittels SDS-PAGE und danach die eigentliche Western
Blot Analyse. Fir die Durchfuhrung wurde ein sogenanntes Sandwich erstellt, welches oben
und unten aus je zwei Whatman-Papieren und dem Gel besteht, in deren Mitte wir die
Nitrocellulosemembran einbetteten. Zuvor trankten wir die Membran und die Filterpapiere in
Towin Puffer und 20% Methanol. Die Durchfiihrung des Blottingprozesses erfolgte dann bei
360 mA fur eine Stunde auf Eis. Die Nitrocellulosemembran wurde nach dem Blotten fiir eine

Stunde bei Raumtemperatur auf dem Schiittler in Blockingpuffer (3% Milchpulver in TBST)
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geschwenkt, um freie Bindungsstellen abzuséttigen. Im Anschluss konnte der erste Antikorper
hinzugegeben werden. Die Inkubation erfolgte dann fur eine Stunde bei Raumtemperatur.
Nach zweimaligem Waschen in TBST fur funf Minuten konnte der zweite Antikdrper dann
appliziert werden. Dieser wurde wieder flr eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert.
Alternativ kann man die Antikdrper auch Uber Nacht bei 4°C inkubieren. Es erfolgte eine
erneute Waschung mit TBST und danach die Applikation der Clarity Western Blot Lésung.
Dann konnte die Auswertung durchgefiihrt werden, wofir wir den Intas Reader verwendeten.

Den Tabellen 6 und 7 sind die verwendeten Antikdrper zu entnehmen.

3.2.11. AR-Pulldown-ERR-Interaktion

Der AR-Antikorper wurde mit A/G Plus Agarose Antikorper auf Eis fur zwei Stunden inkubiert.
Im Anschluss wurden die nukledren Extrakte von unserer Zelllinie HTB-9 Zellen isoliert und far
eine Stunde auf Eis mit dem gekoppelten A/G Plus Agarose AR Antikorper inkubiert. Danach
wurde die isolierte DNA von behandelten Zellen oder den unbehandelten Kontrollzellen auf
Eis, wie weiter unten beschrieben, inkubiert. Die Proben wurden zweimal mit PBS gewaschen
und anschlieBend eine PCR durchgefuhrt. Als Negativkontrolle wurden Agarose beads
verwendet. Das PCR-Produkt wurde auf 2% Agarosegel geladen.

3.2.12. Nukleédre und cytoplasmatische Isoloation von HTB-9-Zellen

Aus den behandelten und den unbehandelten Kontrollproben der HTB-9-Zellen sollten die
nuklearen und cytoplasmatischen Extrakte gewonnen werden. Daflir wurde nach Anleitung
und Protokoll des Nuclear Extraction Kit vorgegangen. Hierbei wurden alle Zentrifugationen
bei 4°C durchgefihrt. Zunachst wurden die Zellen mit eiskaltem PBS gewaschen. Das PBS
enthielt einen Phosphataseinhibitor. Die Zellsuspension wurde anschlieBend in 1 ml der
PBS/Phosphataseinhibitor-Mischung geschabt und funf Minuten bei 1000 U/min zentrifugiert.
Der Uberstand wurde abpipettiert. Es erfolgte eine Verdinnung in hypotonischem Puffer mit
anschliel3ender Inkubation fir 15 Minuten auf Eis. Danach wurde jeder Probe ein Detergenz
zugesetzt und die Mischung wurde bei 5500 U/min zentrifugiert. Die Suspension enthielt nun
die zytoplasmatische Fraktion, welche nun auf Eis oder bei -80°C bis zur weiteren Verwendung
gelagert werden konnte. Es erfolgte eine Resuspension des Pellets in vollstandigem
Lysepuffer mit anschlie3ender 30-mindtigen Inkubation auf einer Schittelplatte (150 U/min).
Im Anschluss wurde auf hdchster Stufe gevortext und bei 14.000 U/min fir zehn Minuten
zentrifugiert. Die entstandene Suspension enthielt nun den Kernextrakt und konnte bei -80°C

gelagert werden.

3.2.13. DNA-Isolation
Die DNA-Isolation wurde mit Hilfe des QlAamp DNA Mini Kit (Qiagen, Hilden) durchgefiihrt.
Dabei wurden nach Protokoll des Herstellers vorgegangen 34, Dazu verwendeten wir die

Proteine, die wir, wie in Abschnitt 3.2.6 beschrieben, aus den Zellen isoliert hatten. Zunachst
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wurden die Proben in 200 pl PBS suspendiert und 20 pl Qiagen Proteinase K und 200 pl
Lysepuffer wurden hinzugefiigt. Die Proben wurden gevortext und fiir zehn Minuten bei 56°C
inkubiert. 200 ul Ethanol (96%) wurden hinzugegeben. Im Anschluss konnte das Gemisch auf
die im Kit enthaltenen QlAamp Mini spin column gegeben werden. Das Gemisch wurde eine
Minute bei 6000 g zentrifugiert und dann wurde die QIAamp Mini spin column in ein neues 2
ml collection tube Uberfiihrt. Ungebundene Molekile von der Sdulenmatrix wurden entfernt,
indem in zwei aufeinanderfolgenden Schritten mit jeweils 500 pl AW1 bzw. AW?2 Waschpuffer
gewaschen und fur eine bzw. drei Minute/n bei 6000 g zentrifugiert wurde. Im letzten Schritt
wurde die Saule mit der gebundenen DNA in ein neues Eppendorff Gefald gestellt. Nach
Zugabe von 200 ul Elutionspuffer AE wurde diese erneut eine Minute bei 6000 g zentrifugiert.

Das Eluat wurde bei -20°C gelagert.

3.2.14. ERR-Pulldown-pri-miRNA-708

Um die Interaktion zwischen ERR und der pri-miRNA-708 darzustellen, wurden folgende
Schritte durchgefuhrt. Ein ERRB-Antikorper wurde zunachst mit A/G PLUS Agarose Antikérper
fur zwei Stunden auf Eis inkubiert. Von den HTB-9-Zellen wurden nukleare Extrakte isoliert
(s.0.) und auf Eis fir eine Stunde mit dem A/G PLUS-Agarose gekoppelten ERR-Antikdrper
inkubiert. Im Anschluss wurde die totale RNA von den behandelten Proben der Zellen und den
unbehandelten Proben als Kontrollen auf Eis unter den unten beschriebenen Bedingungen
inkubiert. Es folgte eine zweimalige Waschung mit PBS und die RNA wurde isoliert. Fir die
Negativkontrolle wurden Agarose beads verwendet. Das PCR-Produkt wurde auf ein 3%

Agarosegel geladen.

3.2.15. RNA-Isolation

Fur die RNA-Isolation wurde das RNeasy-Kit von Qiagen verwendet und gemafl des
Herstellerprotokolls *** vorgegangen. Die Puffer enthalten Guanidin-Isothiocynat, damit ein
RNAse-freies Arbeiten gewahrleisten werden kann. Zun&chst wurden unsere Proben mit
absolutem Ethanol, RPE-Puffer und beta-Mercaptoethanol versetzt. Diese Mischung wurde
anschlieRend auf eine RNeasy-Kit-Saule transferiert und fiir 15 Sekunden bei 10.000 U/min
bei Raumtemperatur zentrifugiert. Ein Waschpuffer (RW1-Puffer) wurde hinzugegeben und die
Mischung wurde erneut fir 15 Sekunden bei 10.000 U/min zentrifugiert. Es folgte eine
zweimalige Waschung mit RPE-Puffer und eine Zentrifugation unter oben genannten
Bedingungen. Nur im letzten Schritt wurde zwei Minuten lang zentrifugiert, um die Saule zu
trocknen. Um die RNA schlussendlich herauszulésen, wurden 25 ul DEPC-Wasser in die Mitte
der Sdule gegeben und eine Minute bei 10.000 rpm zentrifugiert. Der RNA-Extrakt wurde bei
-80°C gelagert.
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AnschlieRend sollte die RNA quantifiziert werden. Dafur wurde der NanoDrop1000 (Thermo
Scientific) verwendet. 1 yl jeder Probe wurde auf den Messsockel pipettiert und geman

Herstellerangaben gemessen.

3.2.16. miRNA-Isolation

Fur die Isolation der miRNA-708 verwendeten wir das miRNeasy Micro Kit von Qiagen und
fuhrten alle Arbeitsschritte nach Protokoll **¢ durch. Zunachst wurden die Zellen im Pellet bei
300 x g fur funf Minuten zentrifugiert und der Uberstand abpipettiert. Dabei wurden 700 pl
QIAzol Lysis Reagent zu den Proben hinzugegeben, um die Zellstruktur aufzubrechen. Die
Zellen wurden fur eine Minute gevortext und im Anschluss bei Raumtemperatur fir funf
Minuten stehengelassen. In dieser Phase wird eine Dissoziation der Nukleoproteinkomplexe
hervorgerufen. Danach wurde 140 ul Chloroform hinzugegeben und 15 Sekunden geschiittelt.
Nach einer weiteren Ruhephase bei Raumtemperatur fir zwei Minuten wurde das Rohrchen
fur 15 Minuten bei 12.000 x g bei 4°C zentrifugiert. Die obere wassrige Phase sollte nun die
RNA enthalten. Diese wurde in ein neues Rohrchen tberfiihrt und mit dem 1,5fachen Volumen
Ethanol pipettiert. 700 pl davon wurden unverziglich auf die RNEasy MinElute spin S&aule in
ein 2 ml Rohrchen gegeben. Dieses wurde dann zweimal bei 8000 x g fir 15 Sekunden
zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Es folgte eine Waschung mit 700 pul RWT Buffer
und 500 pl RPE Buffer mit anschlieBender Zentrifugation fir 15 Sekunden bei 8000 x g.
AnschlieRend wurden 500 ul RNAse freies 80%iges Ethanol auf die RNEasy MinElute spin
column pipettiert und fir 2 Minuten bei 8000 x g zentrifugiert. Nach Zentrifugation mit
geoffnetem Deckel bei 5 min auf hdchster Geschwindigkeit wurde die Saule in ein neues 1,5
ml Sammelréhrchen gesetzt und 14 pl RNAse freies Wasser auf die Saule gegeben. Mit

geschlossenem Deckel wurde bei hdchster Geschwindigkeit fiir eine Minute zentrifugiert.

3.2.17. Real time polymerase chain reaction (RT-PCR)

Fir die RT-PCR verwendeten wir die SuperScript Il Reverse Transkriptase und gingen nach
Protokoll des Herstellers 3" vor. 50 ng RNA wurden mit mit 0,2 ug zufalligen Primern vermischt
und mit DEPC-Wasser auf 12,5 pl aufgefillt. Dann erhitzten wir die Mischung zunachst zehn
Minuten lang auf 70°C, dann erfolgte eine Abkihlung drei Minuten lang auf Eis und schlief3lich
eine Zentrifugation fir 30 Sekunden lang bei 12.000 rpm. Aus 5 Xx reversem
Transkriptionspuffer, 100 mM DTT und 10 mM dNTPs wurde ein Mastermix hergestellt, von
dem 7 pl zu den Proben gegeben und 10 Minuten bei 25° inkubiert wurden. Danach wurden
100 U Reverse Transkriptase SuperScript 1l hinzugefiigt und 50 Minuten bei 42°C fir die
Synthese des ersten cDNA-Strangs inkubiert. Die entstandene cDNA wurde 15 Minuten lang
auf 70 °C erhitzt und danach auf Eis gekihlt. Nach einer Zentrifugation bei 13.000 U/min fr
30 Sekunden konnten die Proben bei -20°C zur weiteren Verwendung gelagert werden. Fir

die PCR wurde ein Gemisch hergestellt, dessen Zusammensetzung der Tabelle 15 zu
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entnehmen ist. Das Endvolumen der Proben fir die Durchfiihrung des Experiments betrug 25
pul. Die PCR-Reaktionen wurden in 35 Zyklen durchgefiihrt. Die endgultigen
Amplifikationsprodukte luden wir auf 2,5%igen Agarose Gele in 1x TAE-Puffer bei 120 V.

cDNA 2,5l
Fertigmischung RedTaq 12,5 pl
Sense-Primer 0,5 ul
Antisense-Grundierung 0,5 ul
H20 9,0 ul
Endvolumen 25 ul

Tabelle 15: Zusammensetzung des Gemischs fir die PCR.

3.2.18. Quantitative real time polymerase chain reaction (QRT-PCR)

Um die gRT-PCR durchzufihren, verwendeten wir Twin.tec PCR Platten 96. Alle Proben
wurden in Triplikaten angelegt. Daflr wurde ein Mastermix aus je 10 pyl SYBR Green, 1 pl
Primer und 9 pl RNAse freies H20 pro Probe angefertigt. 1 ul der DNA-Probe wurde mit 19ul

des Mastermixes versetzt. Das Programm lief in den in der Tabelle 16 dargestellten Zyklen.

Anzahl der Zyklen Zeit Temperatur in °C
1 20 sec 95
65 15 sec 95
30 sec 50
30 sec 72
1 15 sec 70

Tabelle 16: PCR-Programm.

3.2.19. Agarose Gel

Zur Visualisierung von groBeren PCR-Produkten, wie z.B. von AR und ERR, wurde ein fertiges
2%iges Agarose Gel verwendet. Wir versetzten 5 pl DNA-Marker mit jeweils 10 ul der PCR-
Proben und fertigten Duplikaten an. Nach einer Laufzeit von 20 Minuten in dem E-Gel Precast
Agarose Electrophoresis System (Thermo Fisher Scientific) konnten die PCR-Produkte

visualisiert werden.

3.2.20. Polyacrylamid Gel

Zur Visualisierung kleinerer PCR-Produkte, wie z.B. von miRNAs, verwendeten wir ein 10%
Polyacrylamidgel, dessen Zusammensetzung der Tabelle 17 zu enthehmen ist. Da ohne
Isopropanol gearbeitet wird, musste das Gel zunachst fur 30 Minuten bei 120 V laufen, um

eine Normalisierung zu generieren. Danach konnten die Proben beladen werden und das Gel
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lief fur weitere 30 Minuten bei 120 V. Dieser Teil erfolgte aufgrund des SYBR Greens in den

PCR-Proben im Dunkeln. TBE wurde als Running Buffer verwendet. Fur die Auswertung

wurde der Intas Reader genutzt.

Reagenz Bendtigtes Volumen
TEMED 6 ul

APS (10%) 50 pl

Acrylamid (30%) 5ml

TBE 1ml

H20 5,6 ml

Tabelle 17: Zusammensetzung des 10% Polyacrylamidgels.

3.3. Statistische Auswertung

Fur die statistische Analyse wurde das Programm GraphPrism5 (Graphpad Software, La Jolla,

USA) verwendet. Dabei wurde eine ANOVA und ein unpaired t-test durchgefiihrt und die
Signifikanz berechnet (*p<0,05,**p<0,01,***p<0,001, ****<0,0001).
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4.  Ergebnisse

4.1. Gesteigerte Zellmigration nach Behandlung mit 3-Estradiol und Withaferin
Die verwendete Zellkultur HTB-9 stammt von einem Grad Il Urothelkarzinom. Grundsatzlich
konnte von einer schnellen Zellteilung ausgegangen werden. Um das zu visualisieren, fuhrten
wir nach Stimulation der Zellen ein Scratch Assay durch. In der Analyse konnte grundsatzlich
bei allen Stimulationen und der unbehandelten Kontrolle eine zunehmende SchlieRung des
eingekratzten Kreuzes erkannt werden. Vor allem die Behandlungen mit R-Estradiol und

Withaferin zeigten eine starke Zellmigration mit SchlieBung des Zellrasens.

Scratch Assay Analysis
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Abbildung 9: Scratch Assay Analysis der behandelten Zellen. Es konnte eine signifikante Zunahme des
Zellwachstums nach 24 Stunden bei den mit 3-Estradiol und Withaferin behandelten Zellen gezeigt werden
(*p<0.05,**p<0.01,***p<0.001, ****p<0,0001).

4.2. ET-1 bildet einen Komplex mit AR

Bekannt ist, dass ET-1 und der AR an der Entstehung von Urothelkarzinomen beteiligt sind
81829697 Daher fuhrten wir eine ET-1-AR-Ko-Immunoprazipitation durch. Daflr erfolgte eine
Behandlung der HTB-9-Zellen mit ET-1. Nach einer Inkubationszeit von 24 Stunden wurde das
Gesamtprotein isoliert. Im Anschluss wurde das isolierte Protein mit einem ET-1 Agarose-
Beads gekoppelten Antikdrper inkubiert. In Abbildung 1 ist die Interaktion zwischen AR und
ET-1 dargestellt. Die Zellen, die mit ET-1 behandelt wurden, zeigen im Vergleich zu der HTB-
9 Kontrolle ein starkeres Signal.
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Abbildung 10:: ET-1 Co-Immunoprazipitation. HTB-9-Zellen wurden behandelt und eine Immunprazipitation wurde
durchgefihrt. Die Interaktion zwischen ET-1 und AR wurde mittels SDS-PAGE ermittelt.

4.3. AR bindet intranukleare ERRZ-DNA

AulRerdem wurde bereits beschrieben, dass der AR als Transkriptionsfaktor wirken kann und
dabei ERR als Target nutzt 1. Sobald der AR in den Zellkern geschleust wird, bindet er an
die ERR-DNA, wie wir hier in unserem AR-ERR-DNA-Pulldown-Assay darstellen konnten.
Abbildung 11 zeigt, dass bei den mit dem AR inkubierten Zellen ein deutliches Signal bei der

berechneten PCR-ProduktgroRe von ERR erkennbar ist.
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Abbildung 11: AR-ERR-DNA-Pulldown-Assay und PCR mit ERR spezifischen Primern wurden durchgefihrt, das
PCR-Produkt wurde auf ein 2%iges Agarosegel geladen. Als Negativkontrolle wurden nur mit Wasser inkubierte
Agarose-Beads verwendet. Es war ein deutliches Signal bei der berechneten PCR-Produktgré3e zu erkennen.
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4.4. Behandlung mit R-Estradiol und Withaferin steigert die Expression von

ERR
Die HTB-9-Zellen wurden mit ET-1, den Endothelinrezeptorblockern, 3-Estradiol, Withaferin
und in Kombinationen behandelt. Ein Western Blot wurde durchgefiihrt. Ein deutlicher Anstieg
des ERR-Proteinspiegels wurde nach der Behandlung mit [-Estradiol und Withaferin
festgestellt. Die Proben, die mit ET-1 und den Rezeptorblockern behandelt wurden,
verzeichneten einen weniger ausgepragten Anstieg der ERR-Spiegel.
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Abbildung 12: Western Blot von behandelten HTB-9-Zellen: es kann ein deutlicher Anstieg der ERR Level nach
Behandlung mit R-Estradiol und Withaferin.erkannt werden.

4.5. Hochregulierung von ERM steigert die Expression der miRNA-708
Aus den behandelten Zellen wurde die miRNA-708 isoliert. Es konnte in allen Behandlungen
eine MiRNA-708-Expression hachgewiesen werden. Besonders die Zellen, die mit Withaferin

A behandelt wurden, wiesen eine signifikante Hochregulierung der miRNA-708 auf.
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Abbildung 13: Signifikante Hochregulierung der miR-708 in mit Withaferin A behandelten Zellen.
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4.6. ERRB bindet die pri-miRNA-708

Die Interaktion zwischen ERR und der pri-miR-708 wurde durch ein ERR-Pulldown-Assay
untersucht. Dazu wurden Kernextrakte isoliert und mit einem Agarose-Bead-gekoppelten ER[3-
Antikorper inkubiert. Nach der Inkubation wurde die DNA isoliert und eine PCR durchgefihrt.
Bei der berechneten PCR-ProduktgroRe fur die miRNA-708 konnte ein deutliches Signal
verzeichnet werden. Das deutet auf eine Bindung des ERR an die pri-miR-708 hin. Abbildung

14 zeigt die Interaktion zwischen ERR und dem pri-miR-708.
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Abbildung 14: ERRB-Pulldown von nuklearen Extrakten. Isolierte Kernextrakte wurden mit ERB-AK inkubiert. Bei
der berechneten PCR-ProduktgroRe fur die miRNA-708 ist ein deutliches Signal zu erkennen.

4.7. Hochregulierung von miRNA-708 vermindert die Bildung von E-Cadherin
Ein Zielgen der miR-708 ist bekanntlich E-Cadherin °. Daher analysierten wir die Level von
E-Cadherin in den behandelten HTB-9-Zellen mittels gRT-PCR. Es konnte eine signifikante
Herunterregulierung (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001) von E-Cadherin in den Proben gezeigt
werden, die mit Withaferin A behandelt wurden. Das waren auch genau die Proben, in denen
wir bereits eine erhohte miR-708 detektieren konnten. Weiterhin konnte eine herabgesetzte
Expression von E-Cadherin in den mit 3-Estradiol behandelten Zellen verzeichnet werden. Die
E-Cadherin Level dieser beiden Behandlungen waren besonders auffallig niedrig im Vergleich
zu den anderen Behandlungen. Die E-Cadherin Level in den mit ETAR und ETBR behandelten
Zellen waren auf3erdem niedriger als in den Zellen, die mit ET-1 und den Rezeptorblockern in
Kombination mit ET-1 behandelt wurden. Abbildung 15 zeigt die gqRT-PCR-Ergebnisse.
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Abbildung 15: gRT-PCR-Ergebnisse der E-Cadherin-Expression in HTB-9 behandelten Zellen. Die Expression
von E-Cadherin ist in den mit Withaferin A und R-Estradiol behandelten Zellen sowie nach der ET-1-
Rezeptorblockade signifikant herunterreguliert. (*p<0.05,**p<0.01,***p<0.001).
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5. Diskussion

Das Ziel dieser Arbeit ist es, den hypothetisierten Signalweg, der zur Entstehung von
Urothelkarzinomen fuhrt, weiter zu entschlisseln. Durch unsere Experimente sollten einzelne
Mitspieler dieser Signalkaskade identifiziert und der Einfluss, den sie aufeinander nehmen,
genauer untersucht werden. Diese Erkenntnisse konnen in Zukunft gegebenenfalls
Anhaltspunkte fir die Diagnostik und Therapie von Urothelkarzinomen bieten. Im Folgenden
werden die einzelnen Schritte der Signalkaskade aufgegriffen, mit unseren Ergebnissen
verknlpft und diskutiert.

5.1. R-Estradiol und Withaferin erhnéhen die Teilungsrate von HTB-9

Bevor der Signalweg Stick fir Stick entschlisselt werden sollte, wurde das
Zellmigrationsverhalten der behandelten HTB-9-Zellen im Vergleich mit den unbehandelten
Kontrollen untersucht. In der Literatur ist vielfach beschrieben, dass der Ostrogensignalweg in
Verbindung mit der Entstehung und Progression von Urothelkarzinomen steht 454, Nach
Behandlung unserer Zellen mit R-Estradiol und Durchfiihrung eines Scratch Assays konnte
eine signifikante Steigerung des Zellwachstums und der Zellmigration gezeigt werden. Dies
bestétigt die Datenlage und gibt Anlass, weitere Experimente zur Untersuchung des
Ostrogensignalwegs durchzufiihren.

Auch die Behandlungen mit Withaferin A fuhrte im Scratch Assay zu einem signifikanten
Anstieg von Zellwachstum und -Migration. In der Literatur wird eine inhibitorische Wirkung von
Withaferin A auf den ERa beschrieben. Daher findet der Wirkstoff Anwendung in der Therapie
unterschiedlicher Tumorerkrankungen °¢-°8, Der Einfluss von Withaferin auf den ERR ist jedoch
unbekannt. In unserem Scratch Assay konnten wir also zeigen, dass Withaferin die Zellteilung
und damit die Tumorprogression von Urothelkarzinomen noch weiter steigert. Somit hat
Withaferin also eine gegensatzliche Wirkung auf die beiden ER und bestatigt damit die

Relevanz der Differenzierung zwischen den Rezeptoren.

5.2. Der Komplex aus ET-1 und AR

Die weiteren Experimente zielten darauf ab, den Signaltransduktionsweg zu entschlisseln und
die einzelnen Mitspieler in Relation zu setzen. Zunéchst bindet ET-1 an den AR und geht einen
Komplex mit ihm ein. Erhohte Spiegel von ET-1 in Urothelkarzinomen wurden in der Literatur
bereits beschrieben 8. AuRBerdem scheint eine Erhéhung von ET-1 mit einem aggressiveren
Krankheitsverlauf verknipft zu sein, da erhdhte ET-1 Spiegel sowohl bei Prostatakarzinomen
8 als auch bei Urothelkarzinomen 82 mit einem erhohten Metastasierungspotenzial einhergeht.
Weiterhin ist die Entwicklung von zielgerichteten Therapien durch Blockade des Endothelin-

Signalwegs schon in anderen Tumorerkrankungen Gegenstand aktueller Forschungen 798,
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Auch der Einfluss des AR auf die Tumorgenese von Urothelkarzinomen wurde bereits
mehrfach beschrieben %97, Die Datenlage bezlglich der Rolle des AR in Urothelkarzinomen
ist jedoch auch kontrovers 193194 Wahrend einige Studien dem AR eine klare Rolle in der
Tumorgenese zuschreiben %-°7, sprechen sich andere Autoren dagegen aus %139 Diese
unterschiedlichen Ergebnisse kénnten damit erklart werden, dass es viele Spleil3varianten des
AR gibt 106140 Beim in vitro Nachweis des AR ist daher wichtig, an welcher Stelle am AR der
Antikorper binden soll. Der Antikdrper, der in der Studie der Arbeitsgruppe von Zhai, Wang et
al. (2012) verwendet wurde, bindet am N-Terminus des AR, an dem normalerweise nicht
gespleilt wird. In dieser Studie konnte eindeutig nachgewiesen werden, dass Zellen des
Urothelkarzinoms den AR replizieren 14°. Weiterhin wurde der Zusammenhang zwischen ET-
1 und AR bereits in Prostatakarzinomen untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass eine
Erhohung von ET-1 mit einer gesteigerten Expression des AR einhergeht 3.

Zum Nachweis dieses Komplexes als Initiator unserer hypothetisierten Kaskade fiihrten wir
Experimente mit der Zellkultur aus HTB-9 Zellen durch. Diese Zellen stammen aus einem
menschlichen Urothelkarzinom Grad II. Das heif3t, das Karzinom wuchs muskelinvasiv. Fir die
Zellkultur eigneten sich diese Zellen gut, da sie sich schnell teilten und wir somit alle
Experimente mindestens in Duplikaten durchfihren konnten. Allerdings lassen sich unsere
Ergebnisse dann nur auf muskelinvasive und somit schon weiter fortgeschrittene Karzinome
beziehen. Interessant ware ebenfalls ein Vergleich mit Zellen eines nicht-muskelinvasiven

Urothelkarzinoms. Dieser Vergleich kdnnte Gegenstand folgender Arbeiten sein.

Die Zellen wurden mit ET-1 behandelt und anschlieend das Totale Protein isoliert. Nach
Zugabe des ET-1 Antikorpers zeigte die Immunprazipitation einen Zusammenhang zwischen
ET-1 und AR in den Zellen. Der Nachweis des AR erfolgte auf einer SDS-Page. Die Zellen,
die mit ET-1 vorbehandelt waren, wiesen ein viel deutlicheres Signal des AR auf als die
unbehandelten Zellen. In diesem Experiment konnten wir also zum einen zeigen, dass Zellen
des Urothelkarzinoms ET-1 und den AR verstarkt exprimieren und somit die Studienlage
bestatigen 81829697140  Dje beiden Mitspieler des Signalwegs bieten also potenzielle
Angriffspunkte fur die Entwicklung therapeutischer Targets. Zum anderen lassen sich unsere
Ergebnisse auch mit unserer Annahme vereinbaren, dass ET-1 und AR einen Komplex im

Cytoplasma eingehen.

5.3. AR aktiviert ERR

Der Komplex aus ET-1 und AR wandert unserer Annahme nach im Anschluss in den Kern und
erhoht die Transkription des ERR. Dass Urothelkarzinome eine erhéhte Expression des ERR
aufweisen, ist in der Literatur bereits mehrfach beschrieben. Dabei ist ER vermehrt vor allem

in muskelinvasiven Karzinomen nachweisbar und ebenfalls mit Rezidiven assoziiert #+6.
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AulRerdem konnte in experimentellen Studien zu Mammakarzinomen gezeigt werden, dass
Androgen- und Ostrogen-Signalweg in Verbindung stehen. Durch Zugabe eines

Androgenliganden konnte dabei die Expression des ERR gesteigert werden 1077109,

Um den Zusammenhang zwischen AR und ERR darzustellen, fuhrten wir ein AR-ERR-
Pulldown-Assay mit nachfolgender PCR durch. Das PCR-Produkt zeigte auf einem
Agarosegel im Gegensatz zur Kontrolle mit Wasser ein deutliches Signal. Dieses Ergebnis
bestétigt, dass ERRB und AR in muskelinvasiven Karzinomen vermehrt exprimiert werden und
Zeigt auch, dass die beiden Rezeptoren eine Protein-Protein-Verbindung eingehen. Der AR
nimmt also auch in Urothelkarzinomen Einfluss auf den ERR und die erhdhte Expression des
ERR ist abhangig vom AR.

5.4. ERR erhdht die Expression der miRNA-708

Weiterhin fuihrt die erhdhte Expression von ERM zu einer vermehrten Bildung der miRNA-708.
Howard et al (2018) legten bereits das komplexe Zusammenwirken des Ostrogenrezeptors mit
mMiRNAs dar. Unter anderem wurde beschrieben, dass die Aktivierung des
Ostrogensignalwegs die Expression von miRNAs steigern kann '°. In der Karzinogenese
verschiedener Tumorerkrankungen konnte die Beteiligung der miRNA-708 nachgewiesen

werden 115120 Aych Urothelkarzinome scheinen die miRNA-708 vermehrt zu exprimieren

121,122

Zum Nachweis des Einflusses des ERR auf die miRNA-708 wurden die HTB-9 Zellen mit ET-
1, Blockern des ETAR und ETBR, Withaferin A und R-Estradiol behandelt. Im Anschluss sollte
der ERR nachgewiesen werden. Mittels Western Blot konnte eine deutliche Hochregulierung
des ERR in den mit B-Estradiol und Withaferin A behandelten Zellen gezeigt werden. Der
Nachweis des ERR in den HTB-9 Zellen konnte hier zunachst wie auch im Pulldown-Assay
bestétigen, dass Urothelkarzinome diesen Rezeptor vermehrt exprimieren. Besonders stark
erhoht war der ERR in den mit Withaferin A und mit 3-Estradiol behandelten Zellen. Aus der
Literatur ist bereits bekannt, dass die Behandlung mit 3-Estradiol zu einer Erh6hung von ERR
fuhrt 41, Die Untersuchung der Zellen, die mit den ETR-Blockern behandelt wurden, zeigten
weniger starke Nachweise der ERR. Die Blockade der ETR verhindert also den Ablauf unserer
hypothetisierten Signalkaskade. Dies bestatigt wiederum, dass der Endothelin-Signalweg die

Voraussetzung fur die erhéhte Expression von ERI bildet.

Durch Behandlung der Zellen mit Withaferin A sollte getestet werden, ob sich dieser Wirkstoff
wie auch in anderen Tumortherapien °° fiir eine kombinierte Therapie eignet. Der
pradominante ER in Urothelkarzinomen ist der ERR #4. Withaferin hemmt die Funktion des ERa

56-%8 jedoch sind keine Effekte auf den ERR bekannt. Nach Behandlung konnte eine starke
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Hochregulierung des ER detektiert werden. Dies zeigt, dass Withaferin A die Expression des
ERR und somit die Karzinogenese nicht stoppt, sondern eher triggert. Somit eignet sich dieser
Wirkstoff nicht zur antitumoralen Therapie. Auch die mit R-Estradiol behandelten Zellen
verzeichneten eine starke Expression des ERR. Damit konnte die Studienlage bezlglich des
Einflusses des Ostrogensignalwegs auf die Tumorgenese von Urothelkarzinomen bestétigt
werden. Auch in unseren Scratch Assays konnten wir zeigen, dass die Behandlung der Zellen
mit 3-Estradiol und Withaferin verglichen mit den unbehandelten Kontrollzellen zu einer sehr

starken Zellteilung und Zellmigration fuhrt.

AnschlieBend wurde mit den behandelten Zellen eine miRNA-Isolation durchgefiihrt. Diese
zeigte eine Hochregulierung der miRNA-708 in den mit Withaferin A behandelten Zellen.
Weiterhin wurden aus den behandelten Zellen mittels Zellkernextraktion die Kernbestandteile
extrahiert und mit ERR-Antikorper versetzt. Nach Inkubation wurde die DNA isoliert und eine
PCR durchgefuhrt. Auf der SDS-Page konnte im Vergleich zu den unbehandelten Zellen und
der Kontrolle ein deutliches Signal detektiert werden, was auf eine Verbindung zwischen ERM3
und pri-miRNA-708 hinweist. Diese Ergebnisse belegen, dass die Aktivierung des
Ostrogensignalwegs die Expression von miRNAs, genauer gesagt der miRNA-708, steigert.
Wir konnten also bestatigen, dass die miRNA-708 in Urothelkarzinomen erhgoht ist und somit
zeigen, dass sie in die Karzinogenese involviert ist. Im Zellkernextrakt wurde eine Verbindung
des ERR und der pri-miRNA-708, der Vorstufe der miRNA-708, nachgewiesen. Das zeigt
ebenfalls, dass die Aktivierung des ERR fiir die Bildung der miRNA-708 verantwortlich ist.

Die Blockade der ETR in den Zellen fihrte zu einer verminderten Expression der miRNA-708
verglichen mit der Blockade von ET-1. Die Rolle der ETR als auch der miRNA-708 in der
Pathogenese von Urothelkarzinomen wird dadurch ebenfalls erneut belegt, da durch Blockade

der ETR die ganze Signalkaskade nicht ablaufen kann.

5.5. miRNA-708 verringert E-Cadherin

Im n&chsten Schritt in unserem Signalweg fuhrt die miRNA-708 zu einer Herunterregulierung
von E-Cadherin. Bekannt ist bereits, dass E-Cadherin eines der Zielgene der miRNA-708 ist
115 Die Verminderung dieses Molekils wurde schon in verschiedenen Tumorentitaten
beobachtet und ist mit einem geringerem progressions- und rezidivfreien Uberleben assoziiert
129130 Auch in Urothelkarzinomen spricht vermindertes E-Cadherin fiir eine schlechtere
Prognose und einen aggressiveren Krankheitsverlauf 12713 da es vor allem in

muskelinvasiven Karzinomen herunterreguliert ist 33,

Um das nachzuweisen, wurden die E-Cadherin-Level in den behandelten Zellen mittels qT-

PCR ermittelt. Dabei konnte eine Herunterregulierung von E-Cadherin in den Zellen, die mit
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Withaferin A und 3-Estradiol behandelt wurden, gezeigt werden. In den Zellen, die mit ETR-
Blockern behandelt wurden, wurde E-Cadherin leicht vermindert nachgewiesen. Im Vergleich
dazu wurde in den Zellen, die mit ET-1 und der Kombination aus ET-1 und ETR behandelt
wurden, E-Cadherin nicht vermindert nachgewiesen. Auffallig ist, dass in genau diesen Zellen,
die E-Cadherin vermindert exprimieren, die miRNA-708 vermehrt gebildet wurde. Dies deutet
darauf hin, dass die miRNA-708 zu einer Herunterregulierung von E-Cadherin fuhrt. Diese
Beobachtung verknupft somit zwei Schritte in der Signalkaskade. Wir konnten also bestatigen,

dass E-Cadherin als prognostischer Marker analysiert werden sollte.

Die Zellen, die mit den ETR-Blockern behandelt wurden, zeigten eine leichte
Herunterregulierung von E-Cadherin. Die Blockade der ETR sollte in der Theorie dazu fuhren,
dass die Signalkaskade nicht ablauft. Dies wird einerseits in der Literatur und andererseits
durch unsere vorigen Experimente bestatigt. Studien beschreiben, dass die Blockade der ETR
die Herunterregulierung von E-Cadherin stoppen und somit die mesotheliale-mesenchymale
Transition verhindern 427144 Auch unsere vorigen Experimente zeigen eine geringere
Expression von ERR und der miRNA-708 in den ETR-blockierten Zellen im Gegensatz zu den
mit Withaferin A und R-Estradiol behandelten Zellen. Das spricht ebenfalls dafir, dass die
Signalkaskade durch die Blockade des Endothelin-Signalwegs nicht ablauft. Allerdings ist
immer nur ein ETR in den Behandlungen blockiert worden. Wenn der eine ETR blockiert ist,
kann die Signalkaskade immer noch tber den anderen ETR ablaufen. Das erklart, warum E-
Cadherin nicht so stark herunterreguliert ist wie in den Behandlungen mit R-Estradiol und
Withaferin. Fur weitere Experimente ware es daher interessant, eine Behandlung mit beiden

Blockern durchzufiihren, um zu sehen, ob der E-Cadherin-Spiegel gar nicht vermindert ist.

5.6. Ausblick

Wir konnten also mit unseren Experimenten die einzelnen Mitspieler unserer hypothetisierten
Signhalkaskade nachweisen und auch einige Zusammenhénge der Molekille untereinander
skizzieren. Diese Signalkaskade bietet Anhaltspunkte fir diagnostische und therapeutische

Entwicklungen.

Die weitere Planung dieses Projekts sieht vor, verschiedene Proteine aus dieser
Signalkaskade im Urin und Blut von Patient:innen nachzuweisen. Diese kénnten als Biomarker
zur Detektion von Urothelkarzinomen, aber auch als Verlaufskontrolle und Nachweis des
Therapieerfolgs dienen. Beispielsweise kdnnte man in diesem Zusammenhang E-Cadherin,
die miRNA-708 und weitere Mitspieler unserer Signalkaskade durch ein ELISA in Serum und
Urin nachweisen. Ein grofRer Vorteil bei Durchsetzung einer Detektionsmethode mit
Biomarkern im Urin ware die fehlende Invasivitat. Bevor das weiterverfolgt wird, missen

zunachst weitere Analysen erfolgen und der Signalweg noch genauer entschlisselt werden.
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Dafir kbnnten die Experimente beispielsweise mit einer weiteren Zellkultur aus einem NMIBC

durchgefuhrt werden.

Therapeutisch interessant ist basierend auf unseren Ergebnissen die Rolle des
Androgenrezeptors in der Karzinogenese von Urothelkarzinomen. Die
Androgendeprivationstherapie wird seit vielen Jahren bei Prostatakarzinomen angewendet
und bietet daher schon viel klinische Erfahrung. Auf dem Markt sind bereits verschiedene
Praparate mit unterschiedlichen Wirkmechanismen, die man in klinischen Studien bei
Patient:innen mit Urothelkarzinomen erproben koénnte. Problematisch kdnnte in dieser
Therapie allerdings eine mogliche Resistenzbildung sein. Dies ist auch eine wichtige
Therapielimitation bei der Androgendeprivation von Prostatakarzinomen 9. Dennoch
verzeichnet diese Therapie seit Jahrzehnten Erfolge und eine klinische Testung auf die

Wirkung auf Urothelkarzinome wére von grofiem wissenschaftlichem Interesse.

AulRRerdem konnte die Nutzung eines ERR-Blockers Gegenstand zukinftiger Forschungen
sein. Wie bereits beschrieben, ist die Differenzierung der beiden ER von therapeutischer
Relevanz. Aus der Therapie des Mammakarzinoms ist bereits der selektive
Ostrogenrezeptormodulator Tamoxifen bekannt. Dabei fokussierte sich die Therapie allerdings
eher auf den ERa, obwohl es fir den Therapieerfolg wichtig ware, die Rezeptoren getrennt
voneinander zu betrachten und Mammakarzinome entsprechend zu behandeln “°. Fur die
zuklnftige Therapie sowohl von Mammakarzinomen, als auch von Urothelkarzinomen wére
es von besonderem Interesse, einen ERR-Blocker zu entwickeln und dessen Wirksamkeit zu

erproben.
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7. Anhang

7.1. Scratch Assay Fotos

Abbildung 16: Kontrolle nach Oh und 24h.

Abbildung 17: ET-1 nach Oh und 24h.
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Abbildung 18: ETAR nach Oh und 24h.

Abbildung 20: ETBR nach Oh und 24h.
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Abbildung 21: ETBR + ET-1 nach Oh und 24h.

Abbildung 22: R-Estradiol nach Oh und 24h.

Abbildung 23: Withaferin nach Oh und 24h.
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7.2. Western Blot Originalbilder
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Abbildung 24: Ungeschnittenes Abbild des WB mit ERR.

Abbildung 25: Ungeschnittenes Abbild des WB mit GAPDH.

7.3. Abbildungsverzeichnis

Abbildung 1: Die Infiltrationstiefe des Urothelkarzinoms bestimmt die Klassifikation. Dringt der
Tumor in die Muskelschicht ein, wird das Karzinom nach WHO als muskelinvasiv bezeichnet.
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Abbildung 2: EMSA (electrophoretic mobility shift assay) aus der Publikation unserer
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Abbildung 3: PLA-Assay aus der Publikation unserer Arbeitsgruppe. In unbehandelten Zellen
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Abbildung 14: ERRZ-Pulldown von nukledren Extrakten. Isolierte Kernextrakte wurden mit ERR-
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