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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Karzinogenese und maligne Progression

Eine Mutation in einem Gen, welches fliir den Zellzyklus zustindig ist, leitet die
Karzinogenese ein [1]. Dies stellt die erste Phase der Entstehung maligner Tumore dar. In
der zweiten Phase kommt es zu einer Wachstumsforderung der mutierten Zellen. Dies
entsteht unter dem Einfluss von verschiedenen Wachstumsfaktoren, Karzinogenen oder
Hormonen [1]. Die dritte Phase beschreibt die maligne Progression. Kennzeichnend fiir
diese Stufe der Tumorentwicklung ist das infiltrierende Wachstum der Zellen in gesundes
Gewebe [1]. Generell sind dabei mehrere kennzeichnende Féhigkeiten beschrieben, die die
Eigenschaften der Tumore verdndern [1]. Diese Fahigkeiten sind zum Beispiel der Erhalt
proliferativer Signale, die Unterdriickung proliferationssuppressiver Signale, der
Widerstand gegeniiber apoptose induzierender Signale, der Erhalt replikativer Seneszenz,
die Induktion von Angiogenese und die Invasion der Tumorzellen in umliegendes Gewebe
mit nachfolgender Metastasierung [1]. Als Motor der maligenen Progression wird eine
genetische  Instabilitdt mit fortschreitendem  Allelverlust und Mutation von
Tumorsuppressorgenen verantwortlich gemacht [1]. Die Bildung von sekundiren
Tumorabsiedlungen, auch Metastasen genannt, ist dabei die Hauptursache von Todesfillen
[2]. Der Vorgang der Metastasierung ist ein mehrstufiger Prozess, der trotz fortschreitender
Forschung bis jetzt schlecht verstanden ist [3]. Grundsétzlich wird jedoch angenommen,
dass durch Verdnderung der zelluldren Struktur, beispielsweise durch epithelial-
mesenchymale Transition (EMT), die Fahigkeit zu invasivem Wachstum und Migration
(Motilitdt) erhoht wird [4]. Durch dieses invasive Wachstum sind die Tumorzellen dazu
befdhigt, natiirliche Barrieren wie zum Beispiel die subepitheliale Basalmembran zu
iberwinden [4]. AuBlerdem sind fortgeschrittene Tumorzellen in der Lage Angiogenese zu
induzieren [1]. Tumorinduzierte Gefdlle unterscheiden sich jedoch maligeblich von
GefaBen in nicht entartetem Gewebe. Sie sind héufig stark gewunden, pords und in einem
staindigen Umbauprozess [5]. Durch diese beiden Eigenschaften sind die Tumorzellen in
der Lage, sich aus dem Primértumorverbund zu losen und in neu gebildete Gefille
einzudringen [1]. Nachfolgend sind einige der zirkulierenden Tumorzellen in der Lage, das

GefaBsystem wieder zu verlassen und Metastasen in anderen Organen zu bilden [6]. Bei
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diesem Prozess wird die EMT in umgekehrter Weise wiederholt, was als mesenchymal-
epitheliale Transition (MET) bezeichnet wird [1]. Der schematische Ablauf der
Metastasierung in Bezug auf die EMT ist in nachfolgender Darstellung abgebildet (siche
Abb. 1).
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Abb. 1: Schematische Darstellung der EMT wihrend der Metastasierung. Durch die EMT verdndert sich der
Phénotyp der Tumorzellen, sodass ein Durchdringen der Basalmembran (Invasion) und eine aktive Fortbewegung im
Extrazellularraum (Migration) moglich werden. Nach erfolgter Intravasation und Extravasation verdndert sich abermals
der Phinotyp der Zellen durch MET. Folglich kdnnen makroskopisch sichtbare Metastasen entstehen. Modifiziert nach
,.the basics of epithelial-mesenchymal transition” Raghu Kalluri, 2009.

1.1.1 Epithelial-Mesenchymale-Transition und Invasion

Die Epithelial-mesenchymale Transition (EMT) ist ein physiologischer Prozess wihrend
der Embryonalentwicklung, bei Gastrulationsbewegungen und zur Entstehung der
Neuralrinne [7]. Auch wird dieser Prozess in dhnlicher Form bei der gewohnlichen
Wundheilung eines erwachsenen Menschen rekapituliert [8]. Bei Ablauf der EMT werden
epitheliale Zellen dazu befdhigt, sich aus threm Zellverband zu 16sen und sich invasiv
durch extrazelluldre Matrix zu bewegen. Hierbei wird keine Apoptose eingeleitet [9], [10].
Der charakteristische apikal-basale Aufbau der Epithelzellen, sowie der enge zelluldre

Kontakt (durch tight junctions, adherens junctions und Desmosomen) muss dafiir im
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Vorfeld aufgelost werden um den Zellen die Fahigkeit zu aktiver Bewegung zu verschaffen
[9], [10]. Diese Féhigkeit gewinnen einige Tumorzellen im Rahmen der malignen
Progression zuriick, wodurch es zu invasivem Wachstum, Metastasierung und Ausbildung
einer Resistenz gegeniiber apoptotischen Signalen kommen kann [4], [10]-[12]. Wéhrend
dieses Vorgangs kommt es zur Aktivierung spezifischer Gene, die charakteristisch fiir die
EMT sind [10]. Andere Gene werden typischerweise herabreguliert [10]. E-Cadherin ist ein
wichtiges Adhdsionsmolekiil, das fiir die Aufrechterhaltung der Zellkontakte und den
epithelialen, polaren Aufbau benétigt wird [13]. Durch E-Cadherin wird also mal3geblich
die physiologische Funktion und Integration der Zellen in einem Zellverband bestimmt
[14]. Der Verlust des fiir epitheliale Zellen charakteristischen E-Cadherins wurde bereits, in
diesem Zusammenhang im Peniskarzinom beschrieben [15]. Bei geringer E-Cadherin
Expression im Peniskarzinomgewebe besteht ein signifikant hoheres Risiko fiir die
Bildung von Lymphknotenmetastsen [15]. Andererseits wird wéhrend der EMT die
Expression des Adhdsionsmolekiils N-Cadherin aktiviert, welches die Zellmigration in der
Organogenese unterstiitzt [14]. N-Cadherin ist wie E-Cadherin ein Adhédsionsmolekiil, das
durch transmembrandse Anteile einen Kontakt mit der Extrazelluldrmatrix oder anderen
Zellen herstellen kann [14]. Allgemein wird N-Cadherin als funktioneller Gegenspieler zu
E-Cadherin bezeichnet, der in vielen Tumorentititen zu einem invasiven Phénotyp fiihrt
[16], [17]. Zusitzlich kann N-Cadherin durch die Aktivierung von Faktoren wie dem AKT
Signalweg (Proteinkinase B Signalweg) eine antiapoptotische Wirkung auf die Zelle
erzielen [17]. Dieser AKT-Signalweg ist an der Regulation mehrerer zelluldrer Prozesse
beteiligt [18]. Unter anderem vermittelt AKT eine Inaktivierung des Apoptose auslosenden
Proteins p53 durch das MDM2 (Mouse double minute 2) Protein [19], sowie eine
Antagonisierung der apoptotisch wirkenden Proteine BAD (Bcl-2 Familie) und
Procaspase-9 [20]. Diese durch N-Cadherin vermittelte AKT Inaktivierung des BAD-
Proteins konnte bereits bei malignen Melanomzellen nachgewiesen werden [17]. Ebenso
wird wihrend der EMT das Intermedidrfilament Vimentin exprimiert, welches
charakteristisch fiir mesenchymale Zellen ist [21]. Vimentin ist ein Intermedidrfilament,
welches die zellulire Migrationsfahigkeit erhoht [22]. Bei Kopf-Hals-Karzinomen wurde
bereits ein klinischer Zusammenhang zwischen einer hohen Vimentin, einer geringen E-
Cadherin Expression und erfolgter Metastasierung nachgewiesen [23]. Allgemein wird

Vimentin somit wie N-Cadherin als Marker der EMT angesehen [24].
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Als Regulatoren der EMT ist bis heute eine Vielzahl an Transkriptionsfaktoren bekannt
[25]. Einer dieser bekannten Transkriptionsfaktor ist Slug aus der Snail Familie [26]. Dabei
ist Slug nicht nur fiir die Induktion der EMT, sondern auch fiir eine Herabregulation von E-
Cadherin und fiir eine Resistenz gegeniiber Apoptose auslosender Signale verantwortlich
[26]-[28]. Bei Slug Expression zeigt sich in zahlreichen Tumorentitéten, wie zum Beispiel
dem kolorektalen Karzinom oder dem Osophagealen Plattenepithelkarzinom eine
Prognoseverschlechterung [29], [30]. Beim Mammakarzinom konnte sogar eine direkte
statistische Korrelation zwischen einer hohen Expressionen von Slug und dem Vorkommen
von Lymphknotenmetastasen nachgewiesen werden [31]. Als weiterer Regulator der EMT
wurde kiirzlich RHAMM (receptor for hyaluron-mediated motility) identifiziert [32].
Dieser Rezeptor induziert in Verbindung mit dem Transkriptionsfaktor E2F1 die Bildung
von Fibronektin [32]. Durch erhdhte Fibronektinbildung steigt die Motilitdt der
Tumorzellen. Folglich wird Fibronektin als mesenchymaler Marker der EMT genutzt [33].
Ebenso scheint die Mikroumgebung der einzelnen Tumorzellen einen deutlichen Einfluss
auf die EMT zu haben [34]. So konnte bereits mehrfach gezeigt werden, dass eine
hypoxische Stoffwechselsituation fiir Tumorzellen eine EMT einleitet. Eine Schliisselrolle
spielt dabei der Transkriptionsfaktor HIF1-o [35], [36]. AuBerdem scheinen mehrere
microRNAs an der Regulation der EMT beteiligt zu sein [10]. So konnten bereits beim
Mammakarzinom mehrere microRNAs aus der miR-200 Familie identifiziert werden, die
einer EMT entgegenwirken [37]. Weiterhin wurde bei gastrointestinalen Stromatumoren
(GIST) die microRNA miR-137 identifiziert, die ebenfalls der EMT entgegenwirkt [38].
Dies sind nur zwei Beispiele fiir ein stindig wachsendes Netzwerk von microRNAs, die

einen Einfluss auf die EMT haben.

Zusammenfassend ist die EMT ein zelluldrer Prozess, durch welchen maligne Zellen im
Rahmen der Tumorprogression die Fahigkeit erlangen, invasiv umliegendes Gewebe zu
infiltrieren. Dabei gewinnen die Tumorzellen die Fahigkeit, apoptoseauslosende Signale zu
unterdriicken [10]. Im Zuge dessen entwickelt sich eine gesteigerte Resistenz gegeniiber
Zytostatika [10]. Dies ist eine Voraussetzung fiir die Bildung von metastatischen
Absiedlungen im restlichen Korper, welche in vielen Tumorentititen eine massive
Verschlechterung der Prognose mit sich bringt [1]. Das Peniskarzinom ist eine
hauptsdchlich lymphogen metastasierende Tumorerkrankung, bei der die Bildung von

Lymphknotenmetastasen prognosebestimmend ist [39], [40].



Einleitung

1.2 Das Peniskarzinom

1.2.1 Epidemiologie

Das Peniskarzinom ist mit circa 4000 Neuerkrankungen jahrlich eine seltene Tumorentitét
in Europa [41]. In den Industriel&indern macht es nur ca. 0,7 % der malignen Erkrankungen
des Mannes aus [42]. Im Gegensatz dazu zieht das Peniskarzinom in Entwicklungsldndern
in Teilen Asiens, Afrikas und Stidamerikas mit bis zu 10 % aller den Mann befallenden
Tumore deutlich mehr Aufmerksamkeit auf sich [43]. Das Erkrankungsalter liegt in Europa
bei 60 bis 70 Jahren, wobei zwei Drittel aller Félle bei Patienten auftreten, die iiber 65
Jahre alt sind [44]. Die Griinde fiir diese geographischen Unterschiede sind weitestgehend
unklar. Man kann jedoch von unterschiedlichen epidemiologischen, soziokulturellen und
Faktoren ausgehen, die die Privalenz beeinflussen [45]. Einige dieser epidemiologischen
Risikofaktoren sind geringe Korperhygiene im Genitalbereich, niedriges Bildungsniveau,
das Vorliegen einer Phimose, chronisch entziindliche Prozesse am Penis, die Durchfiihrung
einer Psoralen UV-A Therapie (PUVA), sowie sexuell iibertragbare Krankheiten in der
Patientenanamnese [45], [46]. Die Infektion mit humanem Papillomavirus (HPV) spielt
offenbar eine wichtige Rolle bei der Entstehung bestimmter Subtypen des Peniskarzinoms.
Dies gilt jedoch nicht fiir alle Varianten des Peniskarzinoms [47]. Die Durchfiihrung einer
Zirkumzision wirkt sich als protektiver Faktor gegeniiber dem invasiven Peniskarzinoms
aus [48]. Die gilt jedoch nur, wenn diese frithzeitig im Sduglingsalter durchgefiihrt wird.

Die Zirkumzision im Erwachsenenalter hat keinen schiitzenden Effekt mehr [49].
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1.2.2 Pathologie

Nach der histologischen Klassifikation durch die EAU Guidlines (European Association of

Urology) werden maligne Lasionen am Penis in folgende Gruppen eingeteilt [50].

Histologische Klassifikation der EAU Guidelines on Penil Cancer
Subtyp Hiufigkeit in %
klassisches Plattenepithelkarzinom 48 — 65
basaloides Karzinom 4-10
warziges Karzinom 7-10
verrukdses Karzinom 3-8
papilldres Karzinom 5-15
sarcomatoides Karzinom 1-3
gemischtes Karzinom 9-10
pseudohyperplastisches Karzinom <1
carcinoma cunilatum <1
pseudoglanduldres Karzinom <1
warzig-basaloides Karzinom 9-14
adenosquaméses Karzinom <1
mukoepidermoid Karzinom <1
klarzellige Variante des Peniskarzinoms 1-2

Es wird generell zwischen penilen Primdrtumoren und sekundidren Tumorabsiedlungen
anderer Tumorentititen (Metastasen) unterschieden. Uber 80 % solcher Metastasen im
Penis sind durch Blasen- und Prostatakarzinome bedingt [51]. Das Plattenepithelkarzinom
macht mit ca. 95% der verschiedenen Tumorentitdten den Grofteil der Peniskarzinome aus
[46]. Davon sind 48-65 % klassische Plattenepithelkarzinome, 9-14 % gemischt warzig-
basaloid, 9-10 % gemischt, 7-10 % warzig, 5-15 % papillar, 4-10 % basaloid, 3-8 %
verrukos, 1-3 % sarkomatoid und ca 7 % lassen sich sehr seltenen Unterarten zuordnen
[50]. Nicht epitheliale Tumore wie Melanome sind am Penis generell extrem selten [52].
Das penile Plattenepithelkarzinom kann sich prinzipiell {iberall am Penis manifestieren.
Die héufigste Tumorlokalisation ist allerdings die Haut der Eichel, des Sulcus coronarius
und des Praputiums [53]. Eine Lokalisation am Penisschaft ist hingegen ungewdhnlich

[53]. Die Ausbreitung des Peniskarzinoms folgt zumeist einem vorhersagbaren Muster
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[54]. Lokal erfolgt ein Wachstum in tiefere Hautschichten bis zur Invasion des Corpus
spongiosum, der Tunica albuginea und spiter des Corpus cavernosum [54]. Uberregional
kommt es zu einer lymphogenen Metastasierung, bevorzugt in den inguinalen, oberen-
inneren Quadranten (Sentinellymphknoten) [55], [56]. Ein Auslassen dieser
Sentinellymphknoten bei lymphogener Metastasierung ist selten, aber moglich [57]. Eine
Fernmetastasierung in Leber, Lunge, Knochen und Myokard erfolgt nur bei ca. 3,5% der
Patienten [40], [58]. Intrapenile knotige Satellitenbildung des Primértumors ist ein Zeichen

eines aggressiven Phéanotyps und fortgeschrittenem Tumorwachstums [59].

Klinisch wird das Peniskarzinom durch die UICC (Union internationale contre le cancer,
Genf) nach dem TNM-System eingeteilt [60]. Dabei ist besonders die Unterscheidung des
Tumors in Tla und T1b durch GefdBinvasion und Differenzierung erwéhnenswert, da dies

prognoserelevant ist [61].

TNM-Klassifikation nach UICC

T-Primértumor Tcis | Carcinoma in situ

(Tumorgrofe) Ta |Nichtinvasives verrukoses Karzinom

T1 | Tumor infiltriert subepitheliales Bindegewebe

Tla Keine lymphovaskulére Infiltration, Grading 1/ 2

T1b | Lymphovaskulére Infiltration, Grading 3 / 4

T2 |Corpus spongiosum oder Corpora cavernosa infiltriert

T3 | Tumor infiltriert Urethra

T4 | Tumor infiltriert Nachbarorgane

N-regionire NO |Keine inguinalen tumordsen Lymphknoten

Lymphknoten N1 |Ein befallener unilateraler Lymphknoten

N2 |Multiple und/oder bilateral mobile inguinale

Lymphknotenmetastasen

N3 |Fixierte inguinale Lymphknotenpakete oder pelvine
Lymphknoten

pN-Lymphknoten |pNO |Keine tumordsen Lymphknoten

(pathologische pN1 | Ein befallener unilateraler Lymphknoten

Klassifikation) pN2 | Multiple und/oder bilaterale inguinale Lymphknotenmetastasen

pN3 | Pelvine Lymphknotenmetastasen oder extranodale

Tumorausbreitung in inguinalen Lymphknoten

M-Fernmetastasen MO | Keine Fernmetastasen
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‘ M1 ‘ Fernmetastasen

1.2.3 Therapiemoglichkeiten

Die Therapie des PSCC richtet sich nach dem Stadium der Erkrankung. Nur bei
lokalisiertem Primdrtumor ohne metastatische Absiedlung, oder eventuell im Stadium der
friihen lymphogenen Metastasierung besteht ein kurativer Therapieansatz [62]. Die
Therapie bei lokalem Tumorwachstum ist die umgehende chirurgische Entfernung des
Primértumors und der beteiligten Lymphknoten [63]. Im Zuge dessen sollte bei allen
Patienten eine invasive Diagnostik der inguinalen Lymphknoten durchgefiihrt werden [64].
Die Art dieser Diagnostik richtet sich dabei nach dem klinischen Erscheinungsbild der
Lymphknoten [62]. Die inguinalen Lymphknoten werden klinisch unterteilt in ,,nicht
palpable, unauffillige Lymphknoten®, “palpable, verschiebliche Lymphknoten* und
,Lvergrofierte, fixierte Lymphknoten* [63]. Bei den nicht palpablen und den palpablen,
verschieblichen Lymphknoten ist nach durchgefiihrtem Staging eine ipsilaterale, radikale
inguinale Lymphadenektomie mit erweitertem Priparationsfeld angezeigt [62], [64].
Dieses rigorose Vorgehen ist Ausdruck eines Hauptproblems in der Therapie des
Peniskarzinoms. Die Vorhersagbarkeit fiir Lymphknotenmetastasen betrdgt durch klinische
Untersuchung nur ca. 50 % und- selbst bei nicht palpablen, unauffalligen Lymphknoten
liegen bereits bei bis zu 25 % der Patienten Mikrometastasen vor [65], [66]. Dem entgegen
steht die Tatsache, dass die Rate von postoperativen Komplikationen mit 50 %
vergleichsweise hoch ist [67]. Dabei stehen besonders Wundheilungsstorungen und
Lymphddeme im Vordergrund, die bei bis zu 30 % der Patienten eine weitere Therapie
notwendig werden lassen [67]. Eine friihzeitige Erkennung der Patienten mit inguinalen
Lymphknotenmetastasen ist also ein Hauptziel aktueller Forschungen. Sollten bei der
inguinalen Lymphadenektomie Lymphknoten von Tumorzellen befallen sein, muss eine
adjuvante Zytostatikatherapie (auler bei einer einzelnen Mikrometastase) und eventuell
eine pelvine Lymphadenektomie angeschlossen werden [62]. Die Patientengruppe mit den
vergroferten, fixierten Lymphknoten sollte, nach Operation des Primértumors, einer
taxanhaltigen neoadjuvanten Zytostatikatherapie zugefiihrt werden [63]. Eine Heilung

kann durch dieses Vorgehen zwar meist nicht erreicht werden, jedoch ist eine Verlangerung
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der medianen Gesamtiiberlebenszeit moglich [68]. AuBerdem ergibt sich bei gutem
Ansprechen der neoadjuvanten Zytostatikatherapie die therapeutische Moglichkeit einer
Salvagelymphadenektomie mit anschlieBender adjuvanter Zytostatikatherapie [68]. In
einigen Fillen konnte dadurch sogar ein Langzeitiiberleben der Patieten erreicht werden
[68]. Bei Behandlungskompromissen, wie beispielsweise der Surveillance Strategie, wird
nach Therapie des Primédrtumors bei den nicht palpablen, unauffélligen Lymphknoten eine
Nachsorge mit klinischer Uberwachung durchgefiihrt. Dieses Vorgehen ist aufgrund
deutlich kiirzerer 5-Jahresiiberlebensraten der Patienten (35% gegen 85 %) als sehr kritisch

zu betrachten [69].

Der kurative Ansatz der Zytostatikatherapie beschrankt sich aktuell auf die Kombination
mit chirurgischem Vorgehen bei regionalen Lymphknotenmetastasen oder allenfalls bei
minimaler systemischer Metastasierung [68]. Andernfalls besteht die Indikation fiir eine
palliative Zytostatikatherapie [68]. Die aktuelle Situation der zytostatischen Therapie des
Peniskarzinoms in Deutschland ist extrem unbefriedigend. Durch geringe Fallzahlen
entsteht ein Mangel an klinischer Erfahrung, sowie an Daten aus groflen randomisierten
Studien [70]. Dadurch existiert eine Vielzahl an eingesetzten Schemata, die durch teilweise
geringe Ansprechraten und hohe Nebenwirkungspotentiale gekennzeichnet sind [71]. Die
hiufigste Kombination war dabei in der Vergangenheit das Dexeus-Schema mit Cisplatin,
Bleomycin und Methotrexat. AuBlerdem wurden Kombinationen von Pizocarro mit
Vinblastin, Bleomycin und Methotrexat und teilweise nur Cisplatin und 5-Fluoruracil
eingesetzt [71]. Neuere Substanzen aus der Gruppe der Taxane zeigten in mehreren Studien
gute Ansprechraten bei Patienten mit Peniskarzinom [72], [73]. Daher erfolgte 2014 durch
die Arbeitsgemeinschaft Urologische Onkologie der deutschen Krebsgesellschaft eine
generelle Empfehlung zum Einsatz eines Therapieschemas mit der Dreifachkombination

aus Paclitaxel, Cisplatin und 5-Fluoruracil [74].

1.2.4 Prognose

Der stiirkste prognostische Faktor fiir das Uberleben der Patienten ist das Vorhandensein
von inguinalen Lymphknotenmetastasen [39], [40]. Statistisch zeigt sich nach Therapie ein
5-Jahresiiberleben von 85-100% bei pathologisch negativen, und von 16-45% bei
pathologisch positiven inguinalen Lymphknoten [43], [75]. Die Entstehung von

Fernmetastasen bedingt ein durchschnittliches Uberleben von 7 bis 10 Monaten [40].
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Histologische prognostische Marker fiir die lymphogene Metastasierung sind das
Vorkommen von perineuraler Tumorinvasion (PNI), lymphatisch-vendser Invasion und das
histologische Tumorgrading [54]. Eine andere Studie zeigte ebenso, dass eine lymphogene
Metastasierung signifikant mit PNI und geringer Tumordifferenzierung assoziiert ist [76].
Zusatzlich zeigte eine weitere Studie, dass eine Invasion der Lymph- oder Blutgefdlle einen
signifikanten Pradiktor fiir eine lymphogene Metastasierung darstellt [61]. Die Invasion
der LymphgefiBe tritt dabei gewohnlich in der Néhe der Invasionsfront des Priméartumors
auf. Sie kann jedoch auch in entfernten anatomischen Arealen, wie den penilen Fascien,
der préaputialen / glanduldren Lamina propria und dem subepithelialen Bindegewebe der
Urethra, auftreten [77]. Der Einsatz von molekularbiologischen Markern zur Prognose ist
Gegenstand aktueller Forschung. Diese Marker werden jedoch im klinischen Alltag noch
nicht verwendet. Zusammenfassend zeigt sich die hohe Relevanz der Gefalinvasion fiir die

Prognose des Patienten.

1.2.5 Molekularbiologie des Peniskarzinoms

Das Wissen iiber die Kanzerogenese des Peniskarzinoms ist bis heute relativ begrenzt. Da
das Vorliegen chronisch entziindlicher Prozesse am Penis als gesicherter Risikofaktor gilt,
liegt eine Beteiligung von Entziindungsmediatoren an der Karzinogenese nahe [78]. Bei
der Abwehr einer Entziindung produzieren Entziindungszellen reaktive Sauerstoff- und
Stickstoffspezies (ROS/RNS) zur Bekdmpfung infektidser Partikel. Dabei kann aber auch
die DNA der eigenen Zellen geschiadigt werden [79]. Ein Zusammenhang zwischen dieser
DNA Schidigung und dem haufigen Verlust der Heterozygotie des tumorsuppressiven
Gens pl6 auf dem Chromosom 6, Region 9p21 wird daher vielfach diskutiert [80]. Dabei
konnte sogar ein direkter Zusammenhang zwischen dem Verlust des pl6-
Tumorsupressorgens und einer hdufigeren Metastasierungsrate gezeigt werden [80]. Ein
dhnlicher Zusammenhang wurde bereits beim Pankreaskarzinom gezeigt, wobei dort eine
Uberexpression von pl6é zu einer Abnahme der Lymphknotenmetastasierung im
Mausmodell fiihrte [81]. Generell wurde beim Peniskarzinom héufig die Aberration
tumorsuppressiver Gene beobachtet. Dazu gehoren loss of heterozygoty (LOH) in
Chromosom 2q, 6p, 8q, 9p, 12q und 17p13 [82]. Onkogene Viren wie das Humane
Papillomavirus (Serotyp 16, 18) spielen eine wichtige Rolle in der Karzinogenese des

Zervixkarzinoms [83]. Da HPV-DNA in 30 bis 50 % der konventionellen
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Plattenepithelkarzinome des Penis nachgewiesen wurde, ist eine Beteiligung an der
Karzinogenese dieser Tumorentitidt durchaus moglich [47], [80], [84]. Die durch HPV
verursachten Verdnderungen an tumorsuppressiven Genen wie p53, pRB und p16 (durch
HPV Onkogen E6/E7) wurden jedoch nur bei einer sehr geringen Anzahl und tiberwiegend
bei basaloiden und warzigen Subtypen nachgewiesen [80]. Die Gewichtung dieser

Beteiligung scheint also noch nicht ausreichend geklért zu sein.

Zusammenfassend ist das Peniskarzinom eine aggressive Tumorentitét, die sich durch
besonders hohe Letalitit bei manifester Lymphknotenmetastasierung auszeichnet [39],
[40]. Studien zur Karzinogenese des Peniskarzinoms zeigten den hiufigen Verlust des p16-
Tumorsupressorgens mit nachfolgender Aggressivititssteigerung [80]. Daher ist
anzunehmen, dass die Aktivierung des durch pl6 regulierten RB/E2F Signalweges
maflgeblich an der maligenen Progression des Peniskarzinoms beteiligt ist. Im Fokus der
Untersuchungen steht der durch RB kontrollierte Transkriptionsfaktor E2F1, welcher

insbesondere in fortgeschrittenen Primédrtumoren und Metastasen {iberexpimiert wird [85].

1.3 Der Transkriptionsfaktor E2F1

1.3.1 Der Rb/E2F Signalweg

Das Retinoblastomagen (Rb) wurde erstmals bei der Erforschung retinaler Zellen bei
Kindern mit erblichem Retinoblastom beschrieben. Rb gehort zu der Gruppe der
sogenannten ,,pocket-protein-family*. Diese Proteinfamilie zeichnet sich durch
Proteinbindungstaschen zur Interaktion mit anderen Proteinen aus [86]. Urspriinglich
wurde Rb als Tumorsuppressor betrachtet, dessen Hauptaufgabe der Zellzyklusarrest in der
G1 Phase durch Bindung der E2F Transkriptionsfaktoren war [87]. Spéater wurden noch
weitere Funktionen beschrieben, wie die Kontrolle der zelluldren Differenzierung, die
Regulation der Apoptose und der Erhalt der chromosomalen Integritit [86]. Als
Tumorsuppressor spielt Rb eine entscheidende Rolle. Es wird bei DNA-Schiadigung durch
Phosphatasen dephosphoryliert, wodurch es die E2F-Transkriptionsfaktoren bindet und
somit inaktiviert [88]. Die Funktionen von Rb als Regulator des Zellzyklus und als
Tumorsuppressor ist in vielen Tumorzellen haufig nicht mehr gegeben [89]. Die Griinde
fir die Inaktivierung von Rb sind dabei vielseitig. Beim Zervixkarzinom, dem

Plattenepithelkarzinom im Kopf/Halsbereich und auch dem Peniskarzinom wurde

13



Einleitung

beispielsweise eine funktionelle Inaktivierung durch das HPV-E7 Onkogen beobachtet
[80], [90], [91]. Des Weiteren wurde ein loss of heterogozity in dem Rb-Gen nachgewiesen
[92]. AuBBerdem kann ein Verlust inhibierender Proteine der Cyclin-D und Cyclin-dependet
kinase 4 (CdK 4), sowie Cyclin-E und Cyclin-dependet kinase 2 (CdK 2) Komplexe zur
Phosphorylierung von Rb fiihren [89]. Als Inhibitoren von CdK2 und CdK4 wurden p16,
p21, p27 und p57 beschrieben [89]. Die Phosphorylierung des Rb-Proteins bewirkt die
Freisetzung und Aktivierung der E2F Transkriptionsfaktoren (siche Abb. 2) [93]. Diese
Familie von Transkriptionsfaktoren umfasst acht Mitglieder, wobei sie hinsichtlich der
Transkription von Zielgenen als Aktivatoren (E2F1, E2F2 und E2F3a) oder Repressoren
(E2F3b, E2F4, E2F5, E2F6, E2F7 und E2FS) klassifiziert werden [89]. Die DNA-Bindung,
Interaktion mit Dimerisierungspartnern und Transaktivierung wird dabei von mehreren
funktionell unterschiedlichen Dominen am E2F-Protein vermittelt. An der
Transaktivierungsdoméne erfolgt die Interaktion mit Rb oder CREB (cAMP-response
element-binding-protein) [94]. Das Zusammenspiel dieser aktivierenden und repressiven
E2F's und dem Rb reguliert in nicht entarteten Zellen den Ubergang in die S-Phase des
Zellzyklus [89]. AuBerdem wurde beschrieben, dass E2F1 die Fahigkeit zur Einleitung der
p53-abhédngigen und der p53-unabhingigen Apoptose bei DNA Schiadigung besitzt [95].
Bei mehreren Tumorentititen wurde nun jedoch eine deutliche onkogene Funktion des
E2F1, sowohl in priklinischen, als auch in klinischen Studien beobachtet [85], [96]-[99].
Der Transkriptionsfaktor E2F1 scheint also deutlich facettenreicher zu sein als
urspriinglich angenommen. Die Tumorsupressorfunktion von E2F1 variiert dabei wohl

stark zellkontextabhingig. Dies gilt insbesondere fiir fortgeschrittene Tumorzellen [85].

P16

Abb. 2: Schematische Darstellung des Rb/E2F
Signalweges. Rb wird durch die
Phosphorylierung von CdK2/CyclinE und
CdK 2 CdK 4 CdK4/CyclinD inaktiviert, wodurch die E2F-
‘ Transkriptionsfaktoren aktiviert werden. Das p16
Cyelin E Cyclin D Tumorsuppressorprotein hemmt die CdK-Cyclin
Komplexe. Modifiziert nach ,,Emerging roles of

E2F1 in cancer, Hui-Zi Chen, 2009.

’ E2F
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1.3.2 Onkogene Eigenschaften von E2F1

In Bezug auf den Transkriptionsfaktor E2F1 vollzog sich in den letzten Jahren ein
Paradigmenwechsel [85]. Urspriinglich wurde E2F1 als ein Initiator des Zellzyklus
angesehen. Dabei heterodimerisiert E2F1 mit DP Proteinen um Zellzyklus-relevante Gene
zu aktivieren und kontrolliert somit den Ubergang von der G1-Phase zur S-Phase [100].
Durch die Experimente von Chen et al. im Mausmodell offenbarte sich, dass der Verlust
von E2F1-3 nicht zu einem Zellzyklusarrest fiihrte, da diese Funktion von dem
Transkriptionsfaktor Myc kompensiert wurde [101]. AuBlerdem zeigten die E2Fs eine
unerwartete Apoptose-verhindernde Aktivitit [101]. Ahnliche Ergebnisse wurden kurz
darauf von Chong et al. beschrieben, sodass E2F1 weiter in das Zentrum der
wissenschaftlichen Aufmerksamkeit riickte [102]. Aktuell geht man von einem
zellkontextabhéngigen Verhalten von E2F1 in malignen Lasionen aus, das sich teilweise

dramatisch von dem in gesundem Gewebe unterscheidet [85].

1.3.2.1 E2F1 Beteiligung an invasivem Wachstum und Metastasierung

Eine hohe E2F1 Expression wird generell in vielen malignen Tumorentitidten beobachtet
[85]. Ein klinischer Zusammenhang besteht dabei beispielsweise zwischen der E2F1
Expression und dem Auftreten von invasivem Wachstum beim Blasenkarzinom [103].
AuBerdem wurden E2F1 Promoterbindungsstellen iiberaus hédufig an Genen beobachtet,
die fiir invasives Wachstum bekannt sind [85]. Eine physiologische Steigerung der
Migrationsfahigkeit durch den RB/E2F Weg wurde zudem bei der Entwicklung von
Nervenzellen in der Organogenese beobachtet [104], [105]. Dabei wurde eine
proliferationsunabhéngige Steigerung der Migrationsfdhigkeit durch das ebenfalls
aktivierende E2F3 vermittelt [105]. Die Rolle von E2F1 scheint sich also auch auf eine
Steigerung der Migrationsfahigkeit zu erstrecken, die bei Tumorzellen moglicherweise eine
Metastasierung begiinstigen konnte. Diese Annahme wurde durch in-vivo Experimente mit
Melanomzellen bestétigt [97]. Dabei wurde eine deutliche Reduktion pulmonaler
Metastasen nach i.v. Injektion von E2F1 Knockdown Zelllinien beobachtet. Aullerdem
zeigte sich bei in-vitro Versuchen eine Invasivitdtsminderung bei E2F1-Knockdown, der
nicht zu einer Beeinflussung der Proliferation fiihrte [97]. Als Grund fiir diese E2F1-
abhéngige Tumorprogression im malignen Melanom wurden die direkte Transaktivierung

und die daraus resultierende verstirkte Expression des Epidermal Growth Factor
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Receptors (EGFR) beschrieben. Daraus resultiert wiederum eine Induktion der MAPK-,
ERK-, und PI3K/AKT Signalkaskaden [97]. Kiirzlich konnte nachgewiesen werden, dass
tiber die Zellinvasion und  Zellmigration hinaus E2F1 an  weiteren
metastasierungsfordernden  Prozessen  beteiligt  ist, wie  beispielsweise  der
Tumorzellextravasion [32]. Dabei konnte in einem xenograft Mausmodell eine Steigerung
oder Minderung der Lebermetastasierung durch E2F1-Uberexpression oder -Knockdown
in zirkulierenden Tumorzellen erzielt werden [32]. Der direkt durch E2F1 regulierte
Rezeptor RHAMM (receptor for hyaluron-mediated motility) ist maligeblich an diesem
Prozess beteiligt, da er als Koaktivator von E2F1 die Fibronektin-Expression reguliert [32].
Fibronektin induziert wiederum einen Umbau der Zellstruktur mit nachfolgender
Motilitdtssteigerung [106]. Ein weiterer Prozess bei dem E2F1 im Rahmen der
Metastasierung eine Rolle spielt, ist die Neubildung von Gefdlen. Vor kurzem konnte in
einem in-vitro Modell eine E2F1-vermittelte Induktion von Angiogenese in Tumorzellen
beobachtet werden [98]. Diese Neubildung von Gefdllen wurde durch die VEGFR-3 und
VEGF-C Proteine ausgeldst, die fiir ihre Beteiligung an Lymphangiogenese bekannt sind
[107]. E2F1 reguliert die Expression beider Gene direkt. AuBlerdem wird unter
Einbeziehung eines positiven Riickkopplungsmechanismus E2F1 durch VEGFR-3
wiederum aktiviert [98]. Dieser Riickkopplungsmechanismus resultiert zudem in einer
Erhohung der Expression des Wachstumsfaktors PDGF- [98]. Neben der Bildung von
LymphgefaBen zeigte sich in anderen Versuchen sogar eine direkte VEGFR-3 und VEGF-
C vermittelte Steigerung der Zellmotilitit und Invasivitit durch Expression des
Zelladhdsionsproteins contactin-1 [108]. Ein klinischer Zusammenhang zwischen einer
starken VEGFR-3 und VEGF-C Expression und einem geringen Patienteniiberleben wurde
zudem mehrfach beobachtet [109]-[111]. So zeigten beispielsweise immunhistochemische
Untersuchungen von Endometriumkarzinomproben eine signifikante Korrelation zwischen
VEGFR-3-Expression und Tumorstadium, sowie ein deutlich kiirzeres rezidivfreies
Uberleben bei hoher VEGFR-3-Expression [110]. Eine andere Untersuchung zeigte, dass
bei Préparaten des kolorektalen Karzinoms ein signifikanter Zusammenhang zwischen

hoher VEGFR-3-Expression und verkiirztem Pateinteniiberleben besteht [111].

Zusammenfassend zeigten diese Experimente eine E2FI1-vermittelte Steigerung der
Migrationsféhigkeit und Invasivitit von Krebszellen durch verschiedene Mechanismen. Es

existieren zudem Hinweise auf eine direkte Regulation der Schliisselgene der EMT durch

16



Einleitung

E2F1. So konnte durch einen E2F1-Knockdown in Melanomzellen eine
Expressionssteigerung von E-Cadherin beobachtet werden [97]. Eine direkte Verbindung
zwischen E2F1 und der Einleitung der EMT als wichtigem Schritt bei der Metastasierung

ist somit durchaus moglich.

1.3.2.2 E2F1 und Zytostatikaresistenz

E2F1 fiihrt dhnlich wie p53 bei DNA-Schiddigung zur Induktion der Apoptose [112].
Demzufolge hitte eine hohe E2F1 Expression bei Tumorpatienten ein gutes Ansprechen
auf eine zytostatische Behandlung nach sich ziehen miissen. In einigen klinischen Studien
wurde jedoch hdufig auch das genaue Gegenteil nachgewiesen. Haufig korrelierten hohe
E2F1 Expressionen eher mit einem schlechten Patienteniiberleben bei Zytostatikatherapie
[113]. Die Mechanismen fiir diese E2F1-vermittelte Zytostatikaresistenz sind vielfaltig
[96]. Eine beschriebene Moglichkeit ist die E2F1 induzierte Expression von p73 und dem
N-Terminal-trunkierten DNp73 [114]. Diese Proteinisoform vom Wildtyp p73 besitzt durch
alternatives Spleilen oder Transkription von einem alternativen Promotor keine N-
terminale Transkativierungsdoméne mehr [114]. Die funktionelle Konsequenz daraus ist,
dass diese Isoform von p73 die Volllingenform von p73 und das p53 Protein antagonisiert
[115]. Eine hohe DNp73 Expression wurde dabei mit einem schlechten Ansprechen auf
Zytostatika assoziiert [114]. Ein weiterer moglicher Signalweg wurde in Melanomzellen
entdeckt, bei dem die MicroRNA 205 (miR-205) als Ziel von p73 identifiziert wurde [116].
Dabei inhibiert p73 direkt miR-205, welches die fiir Zytostatikaresistenz bekannten A7P-
binding cassette transporters A2 /A5 (ABCA2/5) und das Bcl-2 Protein inhibiert [116].

Zusammenfassend ist E2F1 ein sehr interessanter Transkriptionsfaktor, der offenbar in
dereguliertem Zustand seine urspriingliche tumorsuppressive Wirkung einbiifit.
Infolgedessen liberwiegt das onkogene Potential dieses Faktors. Dabei werden durch E2F1
mehrere Wachstumsfaktoren und Signalkaskaden aktiviert, die die maligne Progression des
Tumors vorantreiben. Dazu gehdren unter anderem die Steigerung des invasiven
Wachstums und die Ausbildung einer Zytostatikaresistenz. Diese Prozesse sind dabei nicht
mehr von der Proliferation abhingig [85]. Eine direkte Regulation der EMT durch E2F1
konnte bis jetzt jedoch noch nie nachgewiesen werden. Eine Beteiligung daran ist aber

aufgrund jlingster Erkenntnisse durchaus wahrscheinlich.
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1.4 Zielstellung der Arbeit

Das Peniskarzinom ist eine in den Industrienationen iiberaus seltene Tumorentitit [42], die
sich  durch eine hohe Zytostatikaresistenz und schlechte Prognose nach
Lymphknotenmetastasierung auszeichnet [68]. Die Identifizierung der Patienten mit
inguinalen Lymphknotenmetastasen zur nachfolgenden Lymphadenektomie stellt einen

entscheidenden Schritt in der Therapie des Peniskarzinoms dar [65], [66].

Im metastasierten Peniskarzinom wurde hiufig ein Verlust des p16 Tumorsuppressorgens
beobachtet [80]. Daher ist es durchaus naheliegend, dass der RB/E2F Signalweg
insbesondere wihrend der Metastasierung aktiviert wird. Dariiber hinaus stellt sich die
Frage, welchen Einfluss diese Deregulation auf den Tumorphdnotyp hat. Fiir diese
Untersuchung standen erst kiirzlich etablierte Peniskarzinomzelllinien zur Verfiigung
[117]. Diese wurden 2013 als weltweit erstes in-vitro Zellkulturmodell des Peniskarzinoms

etabliert [117].

Das Ziel dieser Arbeit ist die vergleichende Analyse des RB/E2F Signalweges in
Peniskarzinomzelllinien, die urspriinglich sowohl aus Primirtumoren als auch
Lymphknotenmetastasen etabliert wurden. Dariiber hinaus soll untersucht werden,
inwiefern die Invasivitit und Zytostatikaresistenz durch die Aktivitdt von E2F1 in diesen
Zelllinien beeinflusst wird. Im Einzelnen beeinhaltet das auch, ob und inwiefern E2F1 im

Peniskarzinom die EMT reguliert.
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Zusammenfassend ergeben sich daraus folgende Zielstellungen:

Ist der Transkriptionsfaktor E2F1 an der malignen Progression und der

Zytostatikaresistenz des metastasierten Peniskarzinoms beteiligt?

Sind klassische EMT-Marker nachweisbar und besteht ein Zusammenhang mit

E2F1?

Welche molekularen Marker eignen sich moglicherweise fiir umfangreiche
Untersuchungen von Patientenproben zur Identifizierung von Markern zur

Pradiktion von inguinalen Lymphknotenmetastasen?
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2 Materialien und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Zelllinien

Die unten aufgelisteten und in dieser Arbeit verwendeten Zelllinien des Peniskarzinoms,
wurden uns vom Institut fiir Urologie und Pédiatrische Urologie des Universitétsklinikums

Kiel (Schleswig-Holstein) iibergeben.

Name Beschreibung Medium
PeCa Humane penile Primértumorzelllinie KGM
PeCa-D Humane penile Primartumorzelllinie KGM

KiLk-D  |Humane penile Lymphknotenmetastasenzelllinie des RPMI + 10% FBS
Primértumor PeCa-D
KiLk-K  |Humane penile Lymphknotenmetastasenzelllinie RPMI + 10% FBS

VH-6 Humane nicht-transformierte DMEM + 10% FBS

Vorhautfibroblastenzelllinie

Abb. 3: Lichtmikroskopische Aufnahmen der Peniskrazinomzelllinien (200x Vergrofierung). Man beachte das
iiberwiegend epitheliale Erscheinungsbild mit abgerundeten, eng gruppierten Zellverbénden, besonders gut zu sehen in
den Primértumoren (A u. B). Die Lymphknotenmetastasen erscheinen im Gegensatz dazu eher fibroblastisch (C u. D), die

Zellen wirken spitz, gestreckt und sind weniger eng miteinander verbunden. A) PeCa, B) PeCa-D, C) KiLk-D, D) KiLk-K
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2.1.2 Chemikalien

Die Materialien wurden teilweise liber die Apotheke der Universitit Rostock (Zentrallabor

des Klinikums, Ernst-Heydemann-Strasse 7, 18057 Rostock) dosiert und abgefiillt.

2.1.2.1 Chemikalien

Chemikalien Hersteller
Cisplatin 1 mg/ml unverdiinnt Teva (Israel, IL)
Paclitaxel 6 mg/ml unverdiinnt Medac (Hamburg, D)
5-Fluoruracil 50 mg/ml unverdiinnt Ribosepharm (Grifelfing, D)
IM Dithiothreitol AppliChem (Darmstadt, D)
IM NaF (NatriumFluorid) Sigma-Aldrich (Miinchen, D)
Ammonium persulfate Solution 30% Sigma-Aldrich (Miinchen, D)
Amphotericin B (P11-001) GE Healthcare (Chalfont St Giles, GB)
Bradford (Bio-RAD-Protein Assay, 500- Bio-Rad (Miinchen, D)
0006)
Clarity Western ECL-substrate Bio-Rad (Miinchen, D)

(Peroxid+Luminol/Enhancer)
cOmplete Protease Inhibitor (11697498001) | Roche (Mannheim, D)

DAPI BioChemicaBC AppliChem (Darmstadt, D)

Ethanol 70% Carl Roth (Karlsruhe, D)

Fetal Bovine Serum (S0115) Biochrome AG (Berlin, D)

Isopropanol Walter-CMP GmbH & Co. KG (Kiel, D)

Matrigel® Matrix, Basement Membrane, | Corning® (New York, USA)
REF 356234
MEM Non Essential Amino Acids (100x) | Sigma-Aldrich (Miinchen, D)
GE Healthcare(M11-003)
Non-Reducing Lane Marker Sample Buffer | Thermo Scientific (Waltham, USA)
(39001)
Page-Ruler™ Prestained Protein Ladder Thermo Scientific (Waltham, USA)
Penicillin Streptomycin (P433-100ML) Sigma-Aldrich (Miinchen, D)
PhosStop Easypack (04906845001) Roche (Mannheim, D)

Pierce ECL Western Blotting Substrat Thermo Scientific (Waltham, USA)
Propidium-Iodid-Solution (1,0mg/ml in Sigma-Aldrich (Miinchen, D)
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Puromycin (500mg, P15-019)

PAA (Cblbe, D)

RNase-A 17,500 Units (R42/43,S23-24-26-

Qiagen GmbH (Hilden, D)

36/37)
RotiphoreseGel 40% Acrylamid Carl Roth (Karlsruhe, D)
Sodiumorthovanadate Santa Cruz (Dallas, USA)

Super-Signal West femto Maximum

Sensitivity Substrate

Thermo Scientific (Waltham, USA)

Temed

Bio Rad (Miinchen, D)

Trypanblau

Carl Roth (Karlsruhe, D)

TurboFect Transfection Reagent

Thermo Scientific (Waltham, USA)

Tween 20

Bio Rad (Miinchen, D)

2.1.2.2 Lésungen und Puffer

Beschreibung Inhaltstoffe Hersteller
10x Sodium Dodecyl Sulfat |30 g Trisaminomethane Serva (Heidelberg, D)
Bufter (Laufpuffer) 144 g Glycin Carl Roth (Karlsruhe, D)

10 g SDS Pellets
1 1 Auqga dest.

Carl Roth (Karlsruhe, D)

10x Tris-Buffered Saline

24,2 g Trisaminomethane

Serva (Heidelberg, D)

Buffer (mit Tween 20) 80 g NaCl Bio-RAD (Miinchen, D)
(1 ml Tween 20) Bio Rad (Miinchen, D)
1 1 Auga dest.

5% Milchlosung 2 g Milchpulver Carl Roth (Karlsruhe, D)
400 ml TBST

Blotbuffer 5,82 g Trisaminomethane | Serva (Heidelberg, D)

2,93 g Glycin

Carl Roth (Karlsruhe, D)

200 ml Methanol J.T.Baker® Chemicals (Center
800 ml Auqga dest. Valley, USA
PBS (Dulbecco's Phosphate | 0,2 g/l KCI Sigma-Aldrich (Miinchen, D)
Bufferd Saline, D8537) 0,2 g/l KH4HPO,
8,0 g/l NaCl

1,44 g/l Na,HPO x 7H,O
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pH 7,2-7,4
Radioimmunoprecipitation | 0.5 ml Trisaminomethane
assay buffer (RIPA) 1 MpH 7,2 Serva (Heidelberg, D)
3 ml 5 M NaCl Carl Roth (Karlsruhe, D)
0,5 ml SDS 20% Carl Roth (Karlsruhe, D)
1 g Natriumdeoxycholat Applichem (Darmstadt, D)
1 ml Triton x 100 Sigma Sigma-Aldrich (Miinchen, D)
Ultra
90,5 ml Aqua dest
Stripping Buffer 15 g Glycin Carl Roth (Karlsruhe, D)
1 g SDS Pellets Carl Roth (Karlsruhe, D)
10 ml Tween 20 Bio-RAD (Miinchen, D)
HCI bis zum pH-Wert von |J.T.Baker® Chemicals (Center
2,2 zugeben Valley, USA
Trypsin (1x) Gamma 0,25% Porcin Trypsin Sigma-Aldrich (Miinchen, D)
irradiated (59428C-100ML) |(1:250) in HBSS 0,02
EDTA-2Na

2.1.2.3 Wachstumsmedien der Zellkulturen

Beschreibung

Zusitze (Hersteller s.o0.)

Hersteller

DMEM High Glucose (4,5
g/l, with L-Glutamine, E15-
810)

e 10 % Fetal Bovine
Serum

* 0,5% Amphotericin B

* 1% Penicillin
Streptomycin
* 1% MEM Non

Essential Amino
Acids

Sigma-Aldrich (Miinchen,
D)

Keratinocyte Growth
Medium 2 (Ready to use, C-
20011)

* 0,5% Amphotericin B

* 1% Penicillin
Streptomycin

*  Supplement Mix (C-
39016)

PromoCell (Heidelberg, D)
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34006)
RPMI 1640 (with L- * 10 % Fetal Bovine Sigma-Aldrich (Miinchen,
Glutamine, E15-840) Serum D)

* 1% Penicillin
Streptomycin
* 1% MEM Non

Essential Amino
Acids

* 0,5% Amphotericin B

2.1.3 Antikorper

Primirantikérper

Beschreibung

Hersteller

Kaninchen-anti-CdK-2-Antikérper (M2,sc-163,
polyklonal)

Santa Cruz (Dallas, USA)

Kaninchen-anti-CdK-4-Antikorper (C22,sc-260,
polyklonal)

Santa Cruz (Dallas, USA)

Kaninchen-anti-Cyclin-D1-Antikérper (C-20,sc-717,
polyklonal)

Santa Cruz (Dallas, USA)

Kaninchen-anti-E-Cadherin-Antikorper (24E10,

monoklonal)

Cell Signaling (Boston, USA)

Kaninchen-anti-pRB-Antikorper (ser780,#93075)

Cell Signaling (Boston, USA)

Kaninchen-anti-Slug-Antikorper (H-140,sc-1539,
polyklonal)

Santa Cruz (Dallas, USA)

Kaninchen-anti-VEGF-C-Antikorper (H190,s¢-9047,
polyklonal)

Santa Cruz (Dallas, USA)

Kaninchen-anti-VEGF-Rezeptor-1-Antikorper (#2893S,
polyklonal)

Cell Signaling (Boston, USA)

Kaninchen-anti-VEGF-Rezeptor-3-Antikorper (C-20,sc-
321, polyklonal)

Santa Cruz (Dallas, USA)

Maus-anti-Cyclin-E-Antikorper (HE12,s¢247,

monoklonal)

Santa Cruz (Dallas, USA)

Maus-anti-E2F 1-Antikorper (KH95, monoklonal)

Santa Cruz (Dallas, USA)
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BD (Heidelberg, D)

Maus-anti-N-Cadherin-Antikorper (Lot. 17668,
Cat.610921, polyklonal)

BD (Heidelberg, D)

Maus-anti-p53-Antikorper (Pab 240, Epitop
Aminosduren 156-214, detektiert mutiertes und Wildtyp
p33)

BD (Heidelberg, D)

Maus-anti-p53-Antikorper (Pab1620, detektiert nur
Wildtyp p53)

EMD Millipore (Darmstadt, D)

Maus-anti-RB-Antikorper (4H1, monoklonal)

Cell Signaling (Boston, USA)

Maus-anti-f3-Aktin-Antikorper (A1978)

Sigma-Aldrich (Miinchen, D)

Maus-anti- Vimentin-Antikorper (sc-6260,E1004,

monoklonal)

Santa Cruz (Dallas, USA)

Ziege-anti-RHAMM (E-19,sc-16170, polyklonal)

Santa Cruz (Dallas, USA)

Sekundéirantikorper

Beschreibung

Hersteller

Ziege anti-Kaninchen IgG-Antikorper (Meerrettich-
Peroxidase-gekoppelt)

Cell Signaling (Boston, USA)

Ziege anti-Maus IgG-Antikorper (Meerrettich-
Peroxidase-gekoppelt)

Cell Signaling (Boston, USA)

Kaninchen anti-Ziege 1gG-Antikorper (Meerrettich-
Peroxidase-gekoppelt)

2.1.4 Plasmide

Cell Signaling (Boston, USA)

Expressionsvektor Hersteller
pcDNA3.1 control cDNA-Expressionsvektor, hier Leervektor

als Kontrolle (Invitrogen, Karlsruhe)

pCMVE2F-1 Laboreigener E2F1 Expressionsvektoren

basierend auf pcDNA 3.1
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Adenovirale Vektoren

Zielstruktur

Ad. GFP

Vektor exprimiert das unter blauem bis
ultraviolettem Licht griinlich

fluoreszierende Protein GFP

Ad.sh. GFP (control)

Vektor exprimiert eine gegen GFP

gerichtete sh.RNA
Ad.sh. E2F1 Vektor exprimiert eine gegen E2F1
gerichtete sh.RNA
Lentivirale Vektoren Zielstruktur

Lv.sh. control. (SHC002)

Lentiviraler Expressionsvektor ohne

genetische Zielstruktur zur Negativkontrolle

Lv.sh. E2F1 #1 (sh.TRCN-250)

Lentiviraler Vektor zur stabilen Expression

einer gegen E2F1 gerichteten sh.RNA*

Lv.sh. E2F1 #2 (sh.TRCN-253)

Lentiviraler Vektor zur stabilen Expression

einer gegen E2F1 gerichteten sh.RNA*

*sh.TRCN-250 und sh.TRCN-253 sind jeweils gegen eine unterschiedliche Zielsequenz in der E2F1 mRNA

gerichtet.

2.1.6 Geriite, Instrumente und Verbrauchsmaterialien

Instrumente Beschreibung Hersteller
Agitateur magnetique Magnetriihrgerét Fisher Bioblock Scientific

Chauffant 10517 (Schwerte, D)
Amersham Hyperfilm ECL | Fotofilm fiir Westernblot GE Healthcare (Chalfont St
(Highperformance Giles, GB)

Chemiluminescence Film)

AxioCam ICc 1

Kameraoptik fiir

Fotoaufnahmen

Carl Zeiss GmbH
(Oberkochen, D)

Axiovert 25

Mikroskop

Carl Zeiss GmbH
(Oberkochen, D)

Binder CO2-Inkubator (Serie
CB150)

Zellinkubator

Binder GmbH (Tuttlingen, D)
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Biosphere Filter Tips (0,5-
10ul,2-100ul,100-1000ul)

Einmal

Plastikpipettenspitzen

Materialien und Methoden

Sarstedt AG & Co.
(Nimbrecht, D)

Cell Culture Inserts, 6 Well
format PET-trached

membrane, 8.0pum pore size,

REF 353093

Perforierte Inserts des
Boyden-Chamber-Assay fiir
6 Well Zellkulturschalen

BD Falcon (Franklin Lakes,
USA)

Celloshaker (Variospeed,

Variotime)

Schiittelgerét flir
Westernblot

Renner (Dannstadt, D)

Cellstar Cell-Culture Dishes,
PS,
(145x20mm, 100x20mm,60x

15mm)

Zellkulturschalen

Greiner-Bio-One

(Kremesmiinster, A)

Cellstar® TC-Plate,48 Well,
sterile, No.677180

48 Well, Zellkulturschalen

Greiner-Bio-One

(Kremesmiinster, A)

Chromatographiepapier Abdichtungspapier fiir Whatman International
Westernblot (Springfield Mill, UK)
Curix 60 Filmentwicklungsgerit AGFA—Gevaert N.V.
(Mortsel, BE)
Deckgliser 20x26mm Deckgliser fiir Zahlkammer | Thermo Scientific (Waltham,

USA)

Eppendorf Bio-Photometer
mit DPU 414 Thermal

Printer

Photometer fiir Bradford-
Test

Eppendorf (Hamburg, D)

Eppendorf Centrifuge 5415D

Zentrifuge fiir

Eppendorf (Hamburg, D)

Mikroreaktionsgefile
Eppendorf Gefalle (Safe Mikroreaktionsgefilie Eppendorf (Hamburg, D)
Lock Tubes, 1,5ml, 2ml)
Eppendorf Research Pipetten | Pipetiergerite Eppendorf (Hamburg, D)

(0,5-10ul,2-100ul,100-
1000ul)

FACS Calibur

Durchflusszytometriegerat

BD (Heidelberg, D)

Falkon Cellstar-Tubes
(15ml, 50ml,PP, steril)

Reaktionsgefall

Greiner-Bio-One

(Kremesmiinster, A)
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Finnpipette Pipetiergerit Thermo Scientific (Waltham,
USA)

Flow Cytometry Rohren ReaktionsgefaB fiir FACS- |Sarstedt AG & Co.

(Ref.55.1579) Messung (Niimbrecht, D)

HeraSafe Werkbank fiir Heraeus (Hanau, D)

(Sicherheitswerkbédnke Zellkulturarbeiten

Klasse II Typ H)

Hyband ECL Membran, Membran fiir Western Blot | Amersham Bioscience

Nitrocellulose Blotting (Freiburg, D)

Membrane

mbq 52 ac UV-Lampe Leistungselektronik Jena
GmbH (Jena, D)

Microplate Reader Photometer zum Messen Bio-Rad (Miinchen, D)

Benchmark der Lichtabsorption in 96

Well Platten

Mini Protean 11

SDS-Gel Laufkammer

Bio-Rad (Miinchen, D)

Mini Protean Tetra System

Western Blot Blottkammer

Bio-Rad (Miinchen, D)

Multifuge 3 L-R Zentrifuge

Zentrifuge fiir

Zellkulturarbeiten

Heraeus (Hanau, D)

Multiwell™ 6 Well, sterile,
353502

6 Well, Zellkulturschalen
geeignet filir Cell Culture

Inserts

BD (Heidelberg, D)

Neubauer Zahlkammer

(0,100mm Tiefe)

Zahlkammer fur

Bestimmung der Zellzahl

Optik Labor (Lancing, UK)

Serological Pipette Cellstar
(steril, 5ml,10ml,25ml)

Einmal Plastikpipetten

Greiner-Bio-One

(Kremesmiinster, AU)

Standard Power Pack P25 Spannungsquelle fiir Biometra (Gottingen, D)
Western Blot

UBD2 Wirmeplatte Wirmeplatte fiir Grant Instruments
Mikroreaktionsgefille (Cambridge, UK)

Ultraschallbad Sonorex (RK | Ultraschallbad zur Bandelin Electronic (Berlin,

100 H) Proteinextraktion D)

Vortex-Genie 2 Schiittelgerat Scientific Industries (New
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York, USA)
Zellkultur Testplatten 96F, |96 Well, Zellkulturschalen | TPP Trasadingen (CH)
No0.92696
Zellspachtel (99010) Spachtel zur manuellen TPP Trasadingen (CH)
Zelllésung
2.1.7 Kits
Bezeichnung Hersteller

ECL Plus Western Blotting Detection System

Amersham Biosciences (Freiburg, D)

TACS™ XTT Cell Proliferation Assay

Biozol (Eiching, D)

2.1.8 Verwendete Software

Softwarename

Beschreibung

Hersteller

AxioVs40, V 4.8.0.0, 2006-
2009

Software zum Fotografieren

der Zelllinien

Carl Zeiss Imaging Solutions

GmbH (Oberkochen, D)

BD Cell Quest™ Pro Version
4.0.2

Messsoftware des FACS-

Gerites

BD (Heidelberg, D)

Cyflogic Version 1.2.1
released 19.11.2008

Analysesoftware fiir FACS-

Daten

©Perttu Terho & ©CyFlo
Ltd (Turku, FIN)

Microplate Manager®,
Version 5.2 Build 103,2002

Messsoftware des
Microplate Reader

Benchmark

Bio-RAD Laboratories
(Miinchen, D)

Apache OpenOffice™ ,
Version 3.4.1

Analysesoftwarepaket fiir

statistische Berechnungen

Apache Software Foundation
(Delaware, USA)
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2.2 Methoden

2.2.1 Protein-Arbeitstechniken

2.2.1.1 Proteinisolierung aus den Zellen

Die Proteine aus eukaryotischen Zellen wurden mithilfe eines lysierenden RIPA Puffers
(siehe 2.1.2.2) extrahiert. Dafiir wurden die Zellen vorher mit einem Zellspachtel von der
Kulturplatte geldst, bei 1400 rpm (4 °C) fiir 10 min pelletiert und der Uberstand verworfen.
Pro Zellpellet wurden 75 pl RIPA, 10 pul 10 mM SoV (pH 9,0), 5 ul 1M NaF und 10 pl
Proteinase/Phosphataseinhibitor verwendet. Diese Suspension wurde nun bei -20°C ca. 40
min inkubiert. AnschlieBend wurde das Mikroreaktionsgefdl fir 10 min in einem
Ultraschallbad auf Eis behandelt. Danach wurden die Proben bei 14000 rpm (4 °C) fiir 15
min zentrifugiert. Der Uberstand, der die extrahierten Proteine enthielt, wurde abgesogen

und in neues Mikroreaktionsgefil3e liberfiihrt.

2.2.1.2 Proteinkonzentrationsbestimmung nach Bradford

Nach der Proteinisolierung musste die Gesamtproteinkonzentration der Losung bestimmt
werden, um bei weiteren Versuchen die Proteinmengen zu vereinheitlichen. Das Prinzip
des Bradford-Tests ist es, die maximale Lichtabsorption des Triphenylmethanfarbstoffes
Coomassie-Brilliant-Blau  G-250 bei 595 nm Wellenlinge zu messen. Durch
vorangegangene Proteinbindung verschiebt sich dessen Absorptionsmaximum von 470 nm
auf 595 nm Wellenldnge. Somit kann durch die Absorptionszunahme des Farbstoff-
Proteingemisches bei 595 nm Wellenlinge, gegen einen Leerwert verglichen, die
Konzentration des Gemisches ermittelt werden. Dazu wurden jeweils in doppelten
Ansidtzen 1ul der Proteinlosung in 200 pl Bradford Reagenz, 99 ul PBS und 700 ul H,O
gegeben. Nach 5 miniitiger Inkubation bei Raumtemperatur wurde die Messung mit einem

Eppendorf Bio-Photometer durchgefiihrt.
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2.2.1.3 Western Blot

Der Western Blot ist ein Verfahren zur Detektion von Proteinen. Dabei bedient sich dieses
Verfahren der elektrophoretischen Auftrennung der denaturierten Gesamtproteine mit
anschlieender selektiver Visualisierung durch spezifische Antikorper. Der primére
Antikorper bindet an das entsprechende Epitop des Zielmolekiils (Antigen). In einem
weiteren Schritt bindet der sekundéire Antikdrper an den priméren Antikorper. Der
sekundire AntikOrper ist mit einem Enzym konjugiert. Dieses Enzym katalysiert eine
chemische Reaktion durch die Chemolumineszenz erzeugen wird. Diese

Chemolumineszenz kann photometrisch detektiert werden.

2.2.1.3.1 Herstellung von Polyacrylamidgel

10%ige Acrylamidgele (Trenngel) wurden aus 2,5 ml 1,5 M Tris (pH 8,8), 4,9 ml H20, 2,5
ml 40 %-Acrylamid und 100 pl SDS hergestellt. Durch Zugabe von 17 pl 30%-
Ammoniumpersulfat wurde die Polymerisation der Acrylamidketten initiiert. 6 ul TEMED
wirkten bei dieser Reaktion als Katalysator. Die Lénge der Polyacrylamidketten ist
abhéngig von der Acrylamidkonzentration, woraus sich letztendlich die Eigenschaften des
Gels ergeben. Je nach Acrylamidkonzentration variieren die Porengrof3e, die Elastizitit und
Dichte des Gels. Glaskammern und Deckgléser wurden vorab mit Alkohol gereinigt, fixiert
und der 8 cm x 8 cm x 1,5 mm grofle Zwischenraum ziigig mit Trenngel auf eine Héhe von
ca. 80 % aufgefiillt. Auf das polymerisierte Trenngel wurde nun mit einer Pipette 500 pl
Isopropanol gegeben, damit eine glatte blasenfreie Oberfliche entsteht. Nachdem das
Trenngel in der Kammer vollstdndig polymerisiert war, wurde das Isopropanol abgegossen
und Sammelgel in die verbleibenden 20% der Glaskammer gegossen. Das Sammelgel
bestand aus 2,5 ml 0,5 M Tris (pH 6,8), 6,4 ml H,O, 1 ml 40% Acrylamid und 100 pl SDS.
Durch Zugabe von 17 pl 30%-Ammoniumpersulfat und 11 ul TEMED polymerisierte das
Gel. Im letzten Schritt wurde der Kamm zur Herstellung der Probentaschen in das noch
fliissige Sammelgel gesteckt. Nach vollstandiger Polymerisation konnte das Gel verwendet

werden.

2.2.1.3.2 SDS Page und Blotten

Zur Vorbereitung der Proteinproben fiir die Elektrophorese wurde eine definierte Menge an

Zelllysat in ein Mikroreaktionsgefdl iiberfithrt und auf 21pl mit H,O aufgefiillt. Dazu
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wurden 3 pl IM DTT und 6 pl Non-Reducing-Lane-Marker gegeben. Die Proben wurden
nun fiir 10 min bei 95,0 °C denaturiert und anschlieBend in die Taschen des Sammelgels
iberfiihrt. Zusitzlich wurden 3 ul Page-Ruler™ Prestained Protein Ladder
(GroBenstandard) in eine Tasche gefiillt, um die GroBe der aufgetrennten Proteine
bestimmen zu konnen. Das Gel wurde in einer Elektrophoresekammer fixiert, welches
anschlieend mit SDS Laufpuffer (siehe 2.1.2.2) befiillt wurde. Bei 100 Volt betrug die
Laufzeit der Proben im Gel abhdngig von der gewiinschten Auftrennung ca. 2 Stunden.
Anschliefend wurde das Gel aus der Glaskammer herausgeldst und 10 min in Blotpuffer
(siehe 2.1.2.2) auf dem Celloshaker inkubiert. Gleichzeitig wurden Chromatographiepapier
(Whatman) und die Nitrocellulosemembran in Blotpuffer inkubiert. Die in dem Gel
aufgetrennten Proteine wurden nun mittels Tank-Bloting System auf die Membran
tibertragen. Nach Abschluss des Blottens wurden das Gel und das Chromatographiepapier
verworfen. Die Nitrocellulosemembran wurde fiir eine Stunde in 5% Milchldsung (siehe

2.1.2.2) inkubiert um unspezifische Bindungsstellen auf der Membran zu blockieren.

2.2.1.3.3 Nachweis der Proteine mit spezifischen Antikorpern

Nach Absittigung der unspezifischen Bindungsstellen durch 5% Milchlosung erfolgte die
Inkubation mit dem jeweiligen Primérantikorper tiber Nacht. Der Primérantikorper wurde
mit Ausnahme von anti-B-Aktin 1:1000 in 5% Milchlosung verdiinnt. Anti-B-Aktin wurde
1:4000 verdiinnt. AnschlieBend wurde der Primérantikdrper abgezogen und die Membran 3
mal fiir jeweils 5 min mit TBST (siehe 2.1.2.2) gewaschen, um eine unspezifische Bindung
des sekundiren Antikorpers zu vermeiden. Im Anschluss daran wurde der
Meerrettichperoxidase-gekoppelte-Sekundérantikdrper in einer Verdiinnung von 1:2500 fiir
1 Stunde mit der Membran inkubiert. Danach erfolgten erneut zwei Waschgénge mit TBST

fiir jeweils 5 min und ein Waschgang mit TBS fiir Smin.

Zur Detektion der Immunreaktion wurde das ECL Plus Western Blotting Detection System
von Bio-RAD verwendet. Bei diesem System wird Chemolumineszenz nachgewiesen. Die
Chemolumineszenz wird durch die antikorpergekoppelte Meerrettichperoxidase erzeugt,
die die Umsetzung von Luminol und H,O, zu Dicarboxylat-Dianion katalysiert. Zur
Auswertung wurden Amersham Hyperfilm ECL Filme benutzt, die in einer Dunkelkammer
kurz auf die mit ECL Western Blotting Substrat ausgesetzten Membran gelegt wurden.
Dadurch wurden die hochempfindlichen Filme an den Stellen der Antikdrperbindung
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belichtet. AnschlieBend wurden die Filme in dem Entwicklungsautomaten Curix 60 von
AGFA entwickelt. Abhéngig von der unterschiedlichen Expression der Proteine konnten
unterschiedlich stark geschwérzte Banden auf dem Film gezeigt werden. So erhielt man

Aufschluss iiber die relative Hohe der Proteinexpressionen in den einzelnen Proben.

2.2.1.3.4 Einsatz des Stripping Buffers zum Nachweiss von 3-Aktin

Durch die Tatsache, dass viele untersuchte Proteine ein dhnliches Molekulargewicht wie B-
Aktin haben, musste ein Stripping Buffer eingesetzt werden. Nur so konnte bei jedem Blot
B-Aktin nachgewiesen werden. Das Prinzip des Stripping Buffers beruht auf einer durch
Saure verursachten Denaturierung der zuvor gebundenen Antikorper. Dadurch kann eine
neue Inkubation mit einem anderen Antikdrper erfolgen. Dazu wurde die Membran 10 min
mit Stripping Buffer inkubiert, 2 mal mit TBS und 2 mal mit TBST fiir jeweils 10 min
gewaschen. AnschlieBend musste die Membran 1 Stunde in 5% Milchlosung inkubieren
um unspezifische Proteinbindungsstellen zu blockieren. Danach war die Membran bereit,

mit einem neuen primdren Antikorper inkubiert zu werden.

2.2.2 Allgemeine Arbeitstechniken mit Zellkulturen

2.2.2.1 Passagieren von Zelllinien

Die Inkubation der Zelllinien erfolgte in einem speziell fiir Zellkulturen vorgesehenem
Brutschrank, in dem konstant eine Temperatur von 37°C und ein Gasanteil von 5% CO,
herrschten. Die Arbeit an Zellkulturen wurde nur unter sterilen Werkbanken mit laminarem
Luftstrom durchgefiihrt. Die Zelllinien wurden in ausreichend Medium mit Zusétzen (siehe
2.1.2.3) kultiviert. Zum Passagieren wurden die Zellen nach Absaugen des Mediums und
einmaligem Waschen mit PBS mit 1-2 ml Trypsin ca. 10 min. im Brutschrank inkubiert.
Daraufhin wurden die Zellen vorsichtig mit Medium von den Zellkulturschalen abgespiilt
und in Falcon-Gefédl3e iibertragen. Danach erfolgte die Zentrifugation mit 1400 rpm (4 °C)
fiir 10 min. Das so gewonnene Zellpellet wurde daraufhin in Medium resuspendiert. Nun
konnte die gewonne Zellsuspension anteilig auf neue Zellkulturschalen ausgebracht oder

fiir weitere Experimente verwendet werden.
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2.2.2.2 Bestimmung der Zellzahl

Die Bestimmung der Zellzahl in einer Zellsuspension ist flir die Durchfiihrung der
Funktionsassays, sowie fiir die Transduktion und Transfektion notwendig. Dafiir wurde ein
Aliquot der Zellsuspension 1:1 mit Trypanblau vermischt. Der anionische Azofarbstoff ist
fiir vitale Zellen nicht membrangéngig und farbt so nur avitale Zellen blau. Zum Zéhlen
wurden 10 pl dieser Suspension auf eine Neubauer-Zéhlkammer aufgetragen. Es erfolgte
die Bestimmung der Anzahl der vitalen Zellen in allen 4 Quadranten. Mithilfe folgender

Formel wurde die durchschnittliche Anzahl der Zellen pro Milliliter berechnet.

Summe der 4 Quadranten
4

20.000

2.2.3 Genetische Modifikation von Zelllinien durch virale Vektoren

Das Prinzip eines Gen-Knockdown beruht auf der Nutzung der sogenannten RNA-
Interferenz. Bei der RNA-Interferenz wird eine besimmte zelleigene mRNA an der
Translation gehindert. Somit findet eine posttrankripitionelle Ausschaltung des Gens der
mRNA statt. Durch einen adenoviralen Vektor wird eine spezifische doppelstrangige
Vorldufer-shRNA in die Zellen eingebracht. Bei einem lentiviralen Vektorsystem erfolgt
eine Integration der genetischen Infortmation in das Genom der Wirtszelle. Das
Schliisselenzym dieses Vorganges ist die Reverse Transkriptase. Danach kommt es
promoterspezifisch zu einer Transkription der Vorldufer-shRNA im Zellkern. Die
Vorlaufer-shRNA wird dann im Zytoplasma durch eine zelleigene Endoribonuklease
(Dicer) in siRNA umgewandelt. Dabei wird die doppelstringige RNA in 20 bis 25
Nukleotid lange, doppelstrangige Fragmente zerschnitten. Die siRNA bildet mit Proteinen
aus der Argonaut Familie den sogenannten RISC-Komplex (RNA-induced silencing
complex). Innerhalb des RISC-Komplexes wird die doppelstringige siRNA in
Einzelstrang-RNA zerlegt. Der RISC-Komplex bindet nun an die komplementire mRNA
der Zelle. Durch die Anlagerung des Gegenstranges an die Ziel-mRNA wird diese
abgebaut. Das Ergebnis dieses Vorgangs ist eine effektive Hinderung der Zelle an der

Translation des gewiinschten Gens.
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2.2.3.1 Adenovirale Transduktion

Die viralen Vektoren zum gezielten E2F1-Knockdown waren in dem Institut fiir
Experimentelle Genthererapie und Tumorforschung bereits vorhanden (sieche 2.1.5). Die
adenovirale Transduktion ist ein Verfahren, bei dem shRNA (small haripin RNA) mithilfe
eines adenoviralen Vektors in eukaryontische Zelle eingebracht wird. Diese shRNA wird
durch zelleigene Enzyme in siRNA umgewandelt. Die mithilfe dieser Vektoren
eingebrachte genetische Information wird jedoch nicht in das Genom der Zellen integriert
oder bei der Zellteilung repliziert. Die Bestimmung des Titers erfolgte im Voraus durch
Titration und DNA-Konzentrationsmessung im Photometer bei 260 nm. Darauthin konnte
die benétigte Vektormenge berechnet werden, um eine moglichst hohe
Transduktionseffizienz zu erreichen. Die MOI gibt dabei die ,,multiplicity of infection
wieder. Das entspricht dem Verhéltnis von infektiosen Partikeln pro Wirtszelle. Bei den
durchgefiihrten Transduktionen betrug dieser 5. Das bendtigte Vektorvolumen wurde

anhand der unten benannten Formel ausgerechnet.

Zellzahl x MOI _bendttigte
Vektortiter Vektormenge

Zur Vorbereitung der Transduktion wurden 1 x 10° Zellen auf einer 10 cm Zellkulturplatte
in 10 ml Medium ausgesét und iiber Nacht bei 37 °C und 5 % CO,-Atmosphére inkubiert.
Am nichsten Tag wurde das Medium abgesogen und die benétigte Vektormenge (in 1 ml
Medium verdiinnt) zugegeben. Nach ca. 30 miniitiger Inkubation bei 37 °C und 5 % CO»-
Atmosphire wurde die Zellkulturplatte mit 10 ml Medium aufgefiillt. Bis zur Ernte
inkubierten die Zellen 72 Stunden. Die Effizienz des Knockdowns wurde nachfolgend
durch Western Blot bestimmt.

2.2.3.2 Lentivirale Transduktion

Die verwendeten lentiviralen Vektoren wurden mit einer Calcium-Phosphat-Transfektion
mit HEK293T-Zellen hergestellt. Mithilfe der lentiviralen Transduktion kommt es zur
dauerhaften Integration genetischen Materials, im vorliegenden Falle der genetischen

Information fiir die shRNA, in das Genom einer eukaryontischen Zelle. Durch die
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zusdtzliche Integration eines Puromycinresistenzgens konnte sichergestellt werden, dass
nach Behandlung mit Puromycin nur die Zellen iiberleben, die erfolgreich transduziert
wurden. Fir die Transduktion wurden jeweils 6-8 ml Viruslosung in 10 cm
Zellkulturplatten vorgelegt. Pro Ansatz wurden nun 1 x 10° Zellen zugegeben und fiir ca.
60 min bei 37 °C bei 5 % CO,-Atmosphére inkubiert. AnschlieBend wurden jeweils 5 ml
frisches Medium hinzugefiigt. Die Infektionsansidtze wurden nun bei 37 °C, 5 % CO,-
Atmosphire 96 h inkubiert. Nach der ersten Passagierung der Zellen wurden 2 pg/ml
Puromycin zugesetzt. Die nicht erfolgreich transduzierten Zellen wurden durch Puromycin
selektiert. Folglich entstanden Zelllinien mit einer stabilen shRNA Expression des
integrierten Gens. Die Effizienz des Knockdowns wurde nachfolgend mit Western Blot

nachgewiesen.

2.2.3.3 Transfektion der Zelllinien

Die Transfektion mittels TurboFect™ ist ein effektives Verfahren, um DNA in
eukaryontische Zellen einzubringen, und somit voriibergehend eine Expression des

t™ ist ein kationisches Polymer. Es bildet

gewiinschten Gens zu erreichen. TurboFec
stabile, positiv geladene Komplexe mit der urspriinglich negativ geladenen DNA. Infolge
dessen kann die DNA leichter durch die Zellmembran dringen. Zusitzlich wird die DNA
vor Abbau geschiitzt. Es erfolgt jedoch keine Integration der DNA in das Genom der Zelle
und die Plasmidexpression endet nach der Zellteilung. Zur Vorbereitung der Transfektion
wurden 1 x 10° Zellen am Vortag auf 10 cm Zellkulturplatten ausgesit. Pro Ansatz wurden
600 pl FBS-freies Medium, 6 ul TurboFect™ und 3 pg Plasmid (pc.DNA 3.1 Leerkontrolle
oder pcDNA3.1 E2F1) in einem Mikroreaktionsgefdll pipettiert, durchmischt und fiir 20
min bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurde den Zellen tropfenweise der
Transfektionsansatz hinzugefiigt. Nach 24 stiindiger Inkubation bei 37 °C und 5 % CO»-

Atmosphire wurden die Zellen geerntet. Die Effizienz der Uberexpression wurde

nachfolgend mit Western Blot nachgewiesen.
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2.2.4 Funktionsuntersuchungen

2.2.4.1 Invasivititsmessung mittels Boyden-Chamber-Assay

Das Boyden-Chamber-Assay ist eine Methode zur Messung der Féhigkeit von Zellen zu
Invasivitit und Migration. Dabei wird die Féhigkeit zur Migration durch Matrigel®,
mithilfe eines chemotaktischen Gradienten gemessen. Der Aufbau des Assays beinhaltet
eine 6-Well-Zellkulturplatte mit passenden Einsdtzen, die eine perforierte Membran mit 8
um PorengroBe enthalten. Auf diese Einsdtze wurde Matrigel® mit einer Konzentration
von 3 mg/ml gegeben und 1 Stunde bis zur Aushirtung bei 37 °C inkubiert. Das Matrigel®
repriasentierte dabei die Barriere zwischen den Zellkulturmedien, in denen sich ein
Konzentrationsgradient an FBS (fiir RPMI) oder SupplementMix (fiir KGM) ausbildete.
Unter die perforierte Membran und dem Matrigel® wurde 30% FBS-haltiges RPMI
Medium oder KGM mit 30% SupplementMix gegeben. Auf die perforierte Membran und
das Matrigel® wurden 3 x 10° Zellen in 3% FBS-haltigem RPMI oder 3%
SupplementMix-haltigem KGM gegeben. Durch den so entstandenen chemotaktischen
Gradienten an FBS oder SupplementMix bestand ein chemotaktischer Reiz flir die Zellen
das Matrigel® zu verdauen und in das 30% Medium zu migrieren. In folgender Abbildung

ist der Aufbau schematisch dargestellt (siche Abb. 4).

300.000 Zellen
in
3% FBS/SupM Medium

- Matrigel® ‘

_ Perforierte Membran

Abb. 4: Schematische Darstellung einer Matrigel®-Invasionskammer
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48 h nach Inkubation bei 37 °C und 5 % CO,-Atmosphére wurde das Matrigel® vorsichtig
mit einem Wattetupfer von dem Einsatz abgeldst. AnschlieBend wurden die Zellen in der
Membran in einer PBS-Losung mit 4',6-Diamidino-2-phenylindol (DAPI) gefirbt. Die
DAPI Verdiinnung betrug 1:2000. DAPI ist ein Fluoreszenzfarbstoff, der zur Markierung
von DNA eingesetzt wird. Die Zellen, die erfolgreich durch das Matrigel® und die
perforierte Membran migrierten, wurden gefdrbt. Nach ca. 5 min konnten diese Zellen
unter dem Mikroskop bei UV-Licht gezéhlt werden. Es wurden Bilder der migrierten

Zellen angefertigt und ausgewertet.

2.2.4.2 Quantifizierung apoptotischer Zellen mittels Durchflusszytometrieanalyse

Zur Detektion des relativen Anteils der Zellen, die sich unter Behandlung mit Zytostatika
in Apoptose befanden, wurde eine Propidiumiodidfluoreszenz(PI)-Farbung der DNA mit
anschlieBender Durchflusszytometrieanalyse ( FACS, fluorescence-activated cell sorting)
durchgefiihrt. Dabei bindet das Propidiumiodid stochiometrisch an doppelstrangige DNA,
sodass es im FACS moglich ist, die Zellen einem entsprechenden Zellzyklus zuzuordnen
(GO/1=diploid, G2=tetraploid, S=Fluoreszenzsignal liegt zwischen G1 und G2). Durch die
Zytostatikabehandlung wird Apoptose induziert und infolgedessen die DNA fragmentiert.
Diese DNA Fragmente sind bei der PI-Férbung proportional zum Fluoreszenzsignal in der
Sub-G1 Phase. Es wurden 3 x 10° Zellen in 5 ml Medium auf 6 cm Zellkulturplatten
ausgesit und fiir 24 h bei 37 °C und 5 % CO,-Atmosphére inkubiert. Die Zellen wurden im
Triplikat ausgesédt um eventuelle Messungenauigkeiten auszugleichen. Am darauffolgenden
Tag wurden die Zellen mit Cisplatin, Paclitaxel oder 5-Fluoruracil behandelt. 48 Stunden
nach der Behandlung wurde das Medium abgesogen. Nach vorausgegangenem Waschen
mit PBS erfolgte die Ablosung der Zellen mit Trypsin. Die Zellen, das Medium und PBS
wurden dabei in einem Falcon gesammelt. Nach Zentrifugation bei 1400 rpm (4 °C) fiir 8
min wurde das Zellpellet in ein Mikroreaktionsgefdf3 tiberfiihrt, mit PBS gewaschen und
bei 3600 rpm (4 °C) fiir 8 min zentrifugiert. Das Zellpellet wurde mit 1 ml eiskaltem 70%
Ethanol resuspendiert und fiir mindestens 24h bei -20 °C gekiihlt. Danach wurde das
Mikroreaktionsgefall bei 4600 rpm (4 °C) fiir 8 min zentrifugiert. Das Zellpellet wurde mit
1 ml eiskaltem PBS gewaschen und abermals zentrifugiert. Das Zellpellet wurde nun mit

einer Propidiumiodid-Férbeldsung, bestehend aus 445 ul PBS, 50 pl Propidiumiodid und 5
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ul RNAse resuspendiert und 10 min im Dunkeln auf Eis inkubiert. Danach wurde die
Zellsuspension in ein Flow Cytometry Rohrchen iibertragen und in das FACS Calibur
Durchflusszytometriegerit eingelesen. Die Datenerfassung erfolgte mit Hilfe der Cellquest
Software (BD). Es wurden jeweils 10.000 Zellen gemessen, wobei Forward Scatter, Side
Scatter sowie Fluoreszenzdaten logarithmisch erfasst wurden. Die folgende Darstellung

zeigt beispielhaft die Quantifizierung apoptotischer Zellen (siehe Abb. 5).

Gl/E0
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o

measure events
measure events

| Sub-Gl | e1/e0

e
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DNA - Gehalt g DNA - Gehalt o
Abb. 5: Beispielhafte Darstellung von Histogrammen. Die Fluoreszenz des Propidiumiodids ist logarithmisch

gegen die Zellzahl (measure events) aufgetragen. A) Unbehandelte PeCa Zellen. B) Fiir 48 h mit 5 pM Paclitaxel
behandelte PeCa Zellen. Die DNA der behandelten Zellen ist fast vollstindig fragmentiert (86,74 %).

2.2.4.3 Zellvitalitatsbestimmung mittels XTT-Assay

Mithilfe des TACS® XTT cell-proliferation-assay (Trevigen Assay Cell System) von
Trevigen® (USA) wird die Aktivitit der mitochondrialen Dehydrogenase gemessen. Die
Aktivitdt dieses Enzyms ist in vitalen Zellen deutlich héher als in avitalen Zellen. Das
XTT-tetrazolium (2,3-Bis-2H-tetrazolium-5-carboxanilid-Salz) wird durch mitochondriale
Dehydrogenase zu XTT-Formazan reduziert. Dies ist wasserldslich und orange. Durch eine
typische Lichtabsorption bei 490 nm kann gegen einen Referenzwert von 650 nm die
relative Anzahl stoffwechselaktiver Zellen bestimmt werden. Dabei werden die
vorbereiteten Zellen in einer 48-Well Zellkulturschale ausgesédt und mit 100 pl einer XTT
Arbeitslosung (98ul XTT-Reagenz und 2ul XTT-Aktivator) behandelt. Nach 2 stiindiger
Inkubation bei 37 °C und 5 % CO,-Atmosphire wurden Proben entnommen und auf eine
96-Well Mikrotiterplatte iibertragen. AnschlieBend wurde die Lichtabsorption mithilfe des

Microplate Reader Benchmark von Bio-RAD gemessen. Diese Methode wurde zur
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Bestimmung der Zytostatikaresistenz, sowie der Proliferation der Zelllinien genutzt. Bei
der Messung der Zytostatikaresistenz wurden 1 x 10° Zellen inkubiert und nach 24 Stunden
mit Cisplatin oder Paclitaxel behandelt. Die XTT Messung erfolgte nach weiteren 24
Stunden. Bei der Proliferationsmessung wurden 3 mal 5 x 10° Zellen inkubiert. Das XTT

Assay erfolgte nach 24 und 48 Stunden.

2.2.5 Statistik

Alle statistischen Berechnungen wurden mit dem Softwarepaket von Apache

OpenOffice™ , Version 3.4.1 durchgefiihrt.

2.2.5.1 Mittelwert, Varianz und Standardabweichung

Der Mittelwerte bildet sich aus dem Quotienten der Summe der Ergebnisse und deren
Anzahl. Die Standardabweichung ist ein mathematisches Verfahren um eine
wahrscheinliche Steuung eines Wertes in Bezug auf desses Mittelwert zu errechnen. Als
Zwichenprodukt zur Berechnung der Standardabweichung wird die Varanz berechnet. Die
Varianz bezeichnet die mittlere, quadratische Abweichung einer Zufallsvariablen von
ihrem Mittelwert. Bei der Berechnung der Varianz wird der Quotient aus den Summen der
quadrierten Differenzen, aus Messergebnissen und Mittelwerten, und der Anzahl der
Messergebnisse gebildet. Die Standardabweichung wird durch die Quadratwurzel der

Varianz bestimmt wird. Die Standardabweichung wird anhand folgender Formel berechnet.

s = Z i”=1 (Messergebniss — Mittelwert)?

Anzahl der Messergebnisse (n)
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2.2.5.2 Signifikanztestung durch den T-Test bei unabhingigen Stichproben

Bei der Auswertung der Versuchsergebnisse wurde mehrmals eine Signifikanz anhand des
T-Tests berechnet. Der T-Test ist ein parametrisches Verfahren bei dem die Differenz des
Mittelwertes von 2 Stichprobengruppen verglichen wird. In Verbindung mit der Streuung
der Ergebnisse kann eine Aussage iiber eine statistische Signifikanz getroffen werden. Die
Streuung der Ergebnisse wird durch den Standardfahler der Differenz der Mittelwerte
berechnet. Der Standardfehler ist die Standardabweichung der Mittelwerte innerhalb der
Grundgesamtheit. Als Ergebniss des T-Test wird eine Wahrscheinlichkeit (p) errechnet mit
der ein Fehler erster Ordnung vorliegt. Eine Signifikanz wurde bei einer
Wahrscheinlichkeit eines Fehlers erster Ordnung von unter 5 % (entspricht p < 0,05 )

angenommen. Der T-Test wird anhand folgender Formel durchgefiihrt.

Mittelwert von Stichprobe 1 — Mittelwert von Stichprobe 2

Standardfehler der Differenz der Mittelwerte
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3 Ergebnisse

3.1 Charakterisierung der Zelllinien auf Proteinebene

Um einen grundlegenden Uberblick iiber die Regulation und die eventuellen Zielgene von
E2F1 in den untersuchten Zelllinien zu gewinnen, wurden Western Blots durchgefiihrt.
Dabei konnten auf Proteinebene Elemente des RB/E2F Signalweges, der p53 Status und

diverse EMT-Marker nachgewiesen werden.

3.1.1 Bestimmung des RB/E2F1 Signalweges

Da aus immunhistochemischen Voruntersuchungen bekannt war, dass der Verlust des p16
Gens zu einem aggressiveren Verhalten des Plattenepithelkarzinoms des Penis (penile
squamous cell carcinoma, PSCC) fiihrt [80], wurde zundchst der RB/E2F1 Signalweg
mittels Western Blot untersucht. Dazu wurden die beiden Primértumorzellinien (PeCa und
PeCa-D) mit den Lymphknotenmetastasenzelllinien (KiLk-D und KilLk-K) und der
gesunden Vorhaut-Fibroblastenzelllinie VH-6 verglichen. Die Zelllinie PeCa-D und KiLk-
D stammten von einem Patienten. Die detektierten Proteinbanden sind in folgender

Abbildung dargestellt (siche Abb. 6).
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Primartumor LK-Metastasen Gesund Abb. 6: Darstellung der Expression
E9E1 von E2F1, des inaktiven pRBs und
der Cyclin/CdK Kaskade in den
pRB | — G Peniskarzinomzelllininen verglichen
mit gesundem Vorhautgewebe.
Cdk 4 -— e B- Aktin diente als Ladekontrolle.
CdK 2 —— - -—
Cyclin D -—  —
Cyclin E S —
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In den Lymphknotenmetastasen zeigte sich eine deutliche Expression des aktivierenden
E2F1 im Vergleich zu den Primédrtumoren und dem gesunden Vorhautgewebe. Diese hohe
E2F1-Expression korrelierte mit der Expression des inaktiven, phosphorylierten RBs
(pRB). Auflerdem zeigte sich eine starke Expression der Cyclin-dependet-Kinase 4
(CdK4), deren Liganden Cyclin D, sowie der Cyclin-dependent-Kinase 2 (CdK2) und
dessen Liganden Cyclin E in den Metastasenzelllinien. Diese starke Aktivierung der CdKs
mitsamt der Cycline korrelierte eindeutig mit der Expression des inaktiven,

phosphorylierten RBs und des aktivierenden E2F]1.

3.1.2 Bestimmung des p53-Status

Da der negative Einfluss einer hohen p53-Expression bei Patienten mit PSCC bekannt ist
[118], war die Priifung des p53-Status der Tumorzelllinien obligat. Dabei wurde die p53
Proteinexpression der Primdrtumorzellen mit den Metastasenzelllinien verglichen. Der
anti-p53 Antikorper Pab 1620 weist spezifisch nur den Wildtyp von p53 nach. Die
Ergebnisse sind in folgender Abbildung dargestellt (siche Abb. 7).

> @’O 9 )L‘
G O O oF
Q® Q% & S
Primartumor LK-Metastasen

Pab 1620 Anti-p53 Antikérper

(selektiv Wildtyp) e

Abb. 7: Darstellung der pS3-Expression mit Western Blot. Der p53-Status der Primértumorzellen wurde mit den

Lymphknotenmetastasenzellen verglichen. Wildtyp p53 wurde durch den anti-pS3 Antikérper Pab 1620 nachgewiesen.
Der Pab 1620 anti-p53 Antikdrper weist selektiv Wiltyp p53 nach. 3-Aktin diente als Ladekontrolle.

Es zeigte sich eine starke p53-Expression in den Primdrtumorzellen verglichen mit den
Lymphknotenmetastasenzelllinien. Besonders in der Zelllinie KiLk-D zeigte sich eine

verminderte Expression von p53.
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3.1.3 Bestimmung bekannter Marker der Epithelial-Mesenchymalen

Transition in Peniskarzinomzelllinien

Um die Zelllinien weitergehend zu charakterisieren, wurden Western Blot Analysen zur
Detektion bekannter EMT-Marker und EMT regulierender Transkriptionsfaktoren
durchgefiihrt. Dadurch sollte ein Uberblick iiber aggressivititsrelevante Proteine gewonnen
werden, um eine mogliche Korrelation mit E2F1 aufzudecken. Dazu wurden die
Primértumorzelllinien (PeCa und PeCa-D) mit den Lymphknotenmetastasenzelllinien
(KiLk-D und KiLk-K) verglichen. Die detektierten Proteinbanden sind in folgender
Abbildung dargestellt (siche Abb. 8).
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Abb. 8: Darstellung der Proteinexpression
E-Cadherin e “
bekannter EMT-Marker im Verhiiltnis zu

E2F1. Die Primédrtumorzellen wurden mit den
N-Cadherin “ Lymphknotenmetastasenzellen verglichen.

B-Aktin diente als Ladekontrolle.
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Im Einzelnen wurden die Zelllinien auf die Expression bekannter Marker der EMT

untersucht. Dabei zeigten sich starke Proteinbanden bei N-Cadherin und Vimentin in den
Lymphknotenmetastasenzellen. In den Primirtumorzellen konnte keines dieser Proteine
nachgewiesen werden. Dafiir zeigte sich nur in den Primirtumoren das fiir epitheliale
Differenzierung typische E-Cadherin. Weitergehend wurde die Proteinexpression von Slug,

HIF1-a und RHAMM untersucht. In den Lymphknotenmetastasenzellen zeigte sich eine
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deutliche Expression von Slug, HIF1-o und RHAMM. In den Primirtumorzellen waren sie
nicht nachweisbar. Diese Proteine sind keine klassischen EMT-Marker. Sie haben jedoch
hiufig regulatorischen Einfluss auf die EMT. Die Expression von N-Cadherin, Vimentin,

Slug, RHAMM und HIF1-a korreliert dabei signifikant mit der Expression von E2F1.

3.2 Regulation der EMT-Marker durch E2F1

Da die vorausgegangene Charakterisierung der Zelllinien auf Proteinebene eine deutliche
Deregulation des RB/E2F Signalweges, sowie einen Hochregulation von EMT-Markern in
den Lymphknotenmetastasen gezeigt hatte, war eine Beteiligung von E2F1 an der
malignen Progression und der EMT durchaus denkbar. Deshalb wurde in nachfolgenden
Experimenten der Einfluss von E2F1 auf die EMT-Marker, sowie auf das Verhalten der

Zelllinien in Funktionsuntersuchungen tiberptiift.

3.2.1 Uberpriifung der Infizierbarkeit der Lymphknotenmetastasenzellen

Die Westen Blot Analysen hatten eine hohe Proteinexpression des E2F1/RB Signalweges
und von EMT assoziierten Proteinen in den Lymphknotenmetastasenzellen detektiert. Eine
weitergehende Untersuchung dieser Proteinexpression in diesen Zelllinien war deshalb
sinnvoll. Dafiir sollte die Infizierbarkeit der Lymphknotenmetastasenzellen getestet
werden, um spéter einen genetischen E2F1 Knockdown in diesen Zelllinien durchzufiihren.
Ein E2F1-Knockdown der Priméirtumorzellen war nicht sinnvoll, da in diesen Zelllinien
keine hohen E2F1-Expressionen nachweisbar waren. Die Transduktion der
Lymphknotenmetastasenzellen mit einem adenoviralem Vektorsystem hat den Vorteil einer
kurzfristigen starken Herunterregulation eines Gens. Durch den adenoviralen Vektor

werden zudem alle Tumorzellen transduziert.

Die Lymphknotenmetastasenzellen wurden durch einen adenoviralen Vektor mit einem
GFP exprimierenden Gen transduziert (siche 2.2.3.1). Das GFP Gen stammt aus der
Tiefseealge Aequorea victoria und exprimiert ein Protein, welches unter UV-Licht griin
fluoresziert. Es wurden 1 x 10° Zellen auf einer 10 cm Zellkulturplatte in 10 ml Medium
ausgesit und liber Nacht inkubiert. Am nichsten Tag wurde das Medium abgesogen und
die bendtigte Vektormenge zugegeben. Nach ca. 30 miniitiger Inkubation wurde die

Zellkulturplatte mit 10 ml Medium aufgefiillt. 48 h nach der Transduktion konnten als
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Nachweis fiir die Infizierbarkeit der Zellen, unter UV-Licht griin fluoreszierende GFP-

positive Zellen nachgewiesen werden (siche Abb. 9).

Abb. 9: Lymphknotenmetastasenzellen 48 h nach Transduktion mit GFP exprimierendem Plasmid (Ad.GFP)
durch adenoviralen Vektor. Links jeweils lichtmikroskopisches Bild, rechts jeweils unter UV-Licht. A) KiLk-D. B)
KiLk-K.

3.2.2 Uberpriifung der Regulierbarkeit der EMT-Marker durch E2F1

Um die Frage zu kldren, ob E2F1 einen Einfluss auf die Proteinexpression der EMT-
Marker hat, wurden Western Blots mit transientem E2F1-Knockdown bei den aus
Lymphknotenmetastasen etablierten Zelllinien (siehe 2.2.3.1) und E2F1-Uberexpression
bei den aus Primértumoren etablierten Zelllinien (siehe 2.2.3.3) durchgefiihrt. Grundlage
fiir den E2F1-Knockdown ist das Phdnomen der RNA-Interferenz (siehe 2.2.3). Die RNA-
Interferenz ist ein Phdnomen, bei dem eine posttranskriptionelle Ausschaltung eines Gens
durch die Anlagerung des Gegenstranges der shRNA an die komplementére Zielsequenz
der mRNA stattfindet. Die viralen Vektoren zum gezielten E2F1-Knockdown waren in dem
Institut fiir experimentelle Gentherapie und Tumorforschung bereits vorhanden. Der
Knockdown von E2F1 durch virale Transduktionen von shRNA wurde bereits in anderen
Experimenten aus dem Institut fiir Experimentelle Gentherapie und Tumorforschung
erfolgreich eingesetzt [32], [97], [98]. Als Positivkontrolle wurde auch Cyclin E bestimmt,
das ein direktes Zielgen von E2F1 darstellt [119].
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Abb. 10: Western Blots mehrerer durch E2F1 regulierter Proteine. Links: E2F1-Uberexpression in den

Primértumorzelllinien; rechts: E2F1-Knockdown in den Lymphknotenmetastasenzelllinien. B-Aktin diente als
Ladekontrolle.

Wie in Abb. 10 dargestellt, werden sowohl Cyclin E, als auch Slug und die EMT-Marker,
durch E2F1 reguliert. In den Primértumorzellen mit ektoper E2F1-Expression steigt die
Cyclin E Expression an, wihrend die hohe endogene Cyclin E Expression in
Metastasenzellen nach E2F1 Depletion abnimmt. Slug und die EMT-Marker N-Cadherin
und Vimentin zeigten ebenfalls eine Regulierbarkeit durch E2F1. Die Proteinexpression
von N-Cadherin, Vimentin und Slug erhohte sich in den E2FI-iiberexprimierten
Primértumorzellen und verringerte sich in den E2F1-Knockdown-
Lymphknotenmetastasenzellen. Bei den transduzierten und transfizierten Zellen konnten
die Proteine E-Cadherin, HIF1-a und RHAMM nicht durch Western Blot nachgewiesen

werden.
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3.3 Untersuchung der Tumorzelllinien in Funktionsassays

Nachdem eine Charakterisierung der Zelllinien in Hinblick auf die Expression
aggressivititsrelevanter Proteine und deren Regulierbarkeit durch E2F1 erfolgt war,
wurden deren funktionelle Eigenschaften in zytologischen in-vitro
Funktionsuntersuchungen bestimmt. Dazu wurde die Zytostatikaresistenz mittels XTT-
Assay und Propidiumiodidfirbung in der Durchflusszytometrie (FACS) gemessen.
AuBlerdem erfolgte die Messung der Invasivitit im Boyden-Chamber-Assay und die

Messung der Proliferation im XTT-Assay.

3.3.1 Charakterisierung der Zytostatikaresistenz

Um die Resistenz der Zelllinien gegen in-vitro Zytostatikabehandlung zu untersuchen,
wurden die Zellen mit Cisplatin, Paclitaxel und 5-Fluoruracil behandelt. Die Auswahl der
Zytostatika orientierte sich dabei an dem in der Urologischen Klinik und Poliklinik
Rostock etablierten, leicht abgewandelten Zytostatikaschema von Pizocarro et al. [120].
Die klinische Dosis von Cisplatin und Paclitaxel ist miteinander vergleichbar, so dass auch
in diesem Modellsystem mit den gleichen Dosierungen gearbeitet wurde. Die Dosis von 5-

Fluoruracil wurde gegeniiber der klinischen Anwendung verzehnfacht.

3.3.1.1 Zytostatikaresistenzmessung mittels FACS

Um ein Modellsystem zur Untersuchung der Zytostatikaresistenz im metastasierten
Peniskarzinom zu  etablieren, wurde die Vitalitdit der Zelllinien unter
Zytostatikabehandlung in der Durchflusszytometrieanalyse (FACS) mit
Propidiumiodidfarbung gemessen. Als interessanter Nebeneffekt konnte auBerdem die
Potenz der verschiedenen Zytostatika beurteilt werden. Dies ist aufgrund der aktuell
unbefriedigenden Situation in der Zytostatikabehandlung des Peniskarzinoms von hohem
klinischen Interesse. Die Vitalitit der vier Peniskarzinomzelllinien wurde bei jeweils acht
verschiedenen Zytostatikakonzentrationen gemessen. Die Ergebnisse werden in folgender

Abbildung dargestellt (siche Abb. 11).
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Bei der Primdrtumorzelllinien PeCa-D lag der Anteil vitaler Zellen bereits bei 2 uM
Paclitaxel nur noch bei 44,15 %. Der maximale Vitalititsverlust stellte sich schon ab 10
uM Paclitaxel mit nur noch 2,76 % ein. Ahnlich reagierte die Primértumorzelllinie PeCa
mit einem Vitalitdtsverlust auf 55,17 % bei 2 uM Paclitaxel und einem maximalen
Vitalitdtsverlust ab 10 pM Paclitaxel auf 3,8%. Die Metastasenzelllinien erwiesen sich
hingegen als duBlerst resistent. KiLk-D befand sich erst ab einer Konzentration von 10 uM
Paclitaxel bei 80,16 % und bei 20 uM bei 33,5% Vitalitit. Der maximale Vitalititsverlust
stellte sich erst bei 60 uM Paclitaxel auf 11,87 % ein. KiLk-K reagierte sogar erst bei 30
uM Paclitaxel mit einem Vitalititsverlust auf 42,95 %. Der maximale Vitalititsverlust
dieser Zelllinie stellte sich ebenfalls erst ab 60 uM auf 12,91 % ein. Die Reaktion auf
Cisplatin war prinzipiell gleich, aber deutlich gemaBigter. Die Primértumorzellen
reagierten wie bei Paclitaxel mit einem stérkeren Vitalitdtsverlust als die Metastasenzellen.
Die dafiir bendtigte Dosis lag jedoch deutlich hoher als die von Paclitaxel und teilweise
konnte kein anndhernd hundertprozentiger Vitalitdtsverlust nachgewiesen werden. Im

Einzelnen war in der Primértumorzelllinie PeCa-D eine Dosis von 10 uM Cisplatin
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notwendig, um eine Senkung der Vitalitdit auf 39,02 % zu erreichen. Der maximale
Vitalitdtsverlust lag bei 40 uM Cisplatin auf 9,5 %. Bei der Primartumorzelllinie PeCa war
eine Konzentration von 20 uM Cisplatin notwendig, um die Vitalitit auf 52,9 % zu
verringern. Der maximale Vitalititsverlust lag ebenfalls ab 40 uM Cisplatin bei 28,13 %
vitaler Zellen. Die Metastasenzelllinien hingegen zeigten abermals ein geringeres
Ansprechen auf die zytostatische Behandlung. KiLk-D konnte erst mit 40 uM Cisplatin auf
49,19 % Vitalitit reduziert werden. Dieser Wert war zugleich der maximale
Vitalititsverlust. KiLk-K konnte ebenfalls bei 40 uM nur auf eine Vitalitdt von 57,15 %
gebracht werden. Ebenfalls erwies sich dieser Wert als maximaler Vitalitdtsverlust. Das
Ansprechen der Tumorzelllinien auf 5-Fluoruracil war durchweg schlecht. Der
Vitalititsverlust war nahezu dauerhaft konstant und nicht anndhernd vollstindig. Die
anndhernd konstante Vitalitit der Primirtumorzelllinie PeCa-D lag bei 500 puM 5-
Fluoruracil bei 90,29 %. Die Primértumorzelllinie PeCa lag ebenfalls bei 500 puM 5-
Fluoruracil bei 83,01 % Vitalitdt. Die Lymphknotenmetastasenzelllinie KiLk-D lag bei 500
uM 5-Fluoruracil nur bei 93,45 % Vitalitdt. Die Lymphknotenmetastasenzelllinie KiLk-K
zeigte tiberraschend bei 500 uM 5-Fluoruracil noch 71,2% Vitalitat. Aufgrund des generell
sehr schlechten Ansprechens der Tumorzelllinien auf 5-Fluoruracil wurden keine weiteren

Experimente mit diesem Zytostatikum durchgefiihrt.

Zusammenfassend war eine klare Uberlegenheit von Paclitaxel gegeniiber Cisplatin und 5-
Fluoruracil zu sehen, sowie ein deutlich besseres Ansprechen der Primirtumorzelllinien
gegeniiber den Metastasenzelllinien auf Paclitaxel und Cisplatin. Vergleicht man alle
Tumorzelllinien bei 30 uM Cisplatin und Paclitaxel miteinander (siche Abb.11) zeigt sich
eine deutliche Signifikanz bei der Minderung der Zellvitalitit durch Paclitaxel gegeniiber
Cisplatin (p < 0,05) und bei der Zytostatikaresistenz der Metastasenzelllinien verglichen

mit den Primértumorzelllinien (p < 0,05).

# 30uM Paclitaxel :I* Abb.12: Vergleich der Tumorzelllinien bei
H 30uM Cisplatin
100 30 uM Cisplatin und Paclitaxel, im Verhiltnis
*
80 zur Vitalitit. * signifikant nach T-Test (p < 0,05).
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= 60
&
= 40
;
. J
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3.3.1.2 Zytostatikaresistenzmessung mittels XTT-Assay

Um die bereits aus den FACS-Messungen gewonnen Daten zu bestitigen, wurde die
Zytostatikaresistenz der Tumorzelllinien erneut mit dem XTT-Assay untersucht. Bei dem
XTT-Assay wurde die Vitalitit der vier Tumorzelllinien durch die Fihigkeit zur
Verstoffwechslung des XTT-Tetrazoliums in XTT-Formazan durch ausschlielich vitale
Zellen gemessen. Ahnlich der FACS-Messung wurde die Vitalitit bei sieben
Zytostatikakonzentrationen bestimmt ( Abb. 13).
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Abb. 13: Darstellung der Zytostatikaresistenzmessung mittels XTT-Assay. Die Vitalitit der Zelllinien wurde in

Relation zu den jeweiligen unbehandelten Zellen und gegen die verschiedenen Zytostatikakonzentrationen aufgetragen.

Die Vitalitit der Primirtumorzelllinie PeCa-D sank bereits bei 5 uM Paclitaxel auf 20,9 %
ab (Abb. 13). Ein maximaler Vitalititsverlust wurde schon ab 10 uM Paclitaxel auf 10,73
% Vitalitit beobachtet. Die zweite Primértumorzelllinie PeCa verhielt sich mit einer
Vitalitdt von 11,86 % bei 5 uM Paclitaxel und einem maximalen Vitalititsverlust auf 7,32
% bei 10 pM Paclitaxel dhnlich. Die Lymphknotenmetastasenzelllinie KiLk-D zeigte erst
bei 20 uM Paclitaxel eine Vitalitit von 49,31 %. Ein maximaler Vitalititsverlust stellte sich
bei 40 uM Paclitaxel auf 9,52 % ein. Die Lymphknotenmetastasenzelllinie KiLk-K zeigte
hingegen erst ab 30 uM Paclitaxel eine Vitalitit von 42,62 %. Der maximale
Vitalitdtsverlust stellte sich erst ab 50 uM Paclitaxel auf 6,97 % ein. Unter Cisplatin
verhielten sich die Tumorzelllinien dhnlich. Die Primirtumorzelllinie PeCa-D zeigte bei
relativ konstantem Abfall bei 30 uM Cisplatin eine Vitalitdt von 35,56 %. Ein maximaler
Vitalititsverlust stellte sich bei 60 uM auf 14,73 % ein. Die zweite Primartumorzelllinie
PeCa zeigte bei einer Cisplatinkonzentration von 30 uM eine Vitalitit von 46,09 %. Eine

minimale Vitalitit von 20,71 % zeigte sich bei einer Konzentration von 60 uM Cisplatin.
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Die Lymphknotenmetastasenzelllinie KilLk-D zeigte bei 30 uM Cisplatinkonzentration
eine Vitalitdt von 60,55 % und eine minimale Vitalitdt von 37,15 % bei 60 uM. Den
geringsten Vitalitdtsverlust zeigte die Lymphknotenmetastasenzelllinie KiLk-K. Bei 30 uM
Cisplatin betrug die Vitalitdit noch 77,35 % und selbst bei 60 uM =zeigte sich eine
Restvitalitit von 46,92 %.

Zusammenfassend konnten die Ergebnisse aus der FACS-Messung im XTT-Assay
reproduziert werden. Auch bei dem XTT-Assay reagierten die
Lymphknotenmetastasenzelllinien, verglichen mit den Primértumorzelllinien deutlich
resistenter gegeniiber der Cisplatin- und Paclitaxeltherapie. AuBlerdem zeigte sich erneut
die tberlegene Wirkung von Paclitaxel gegeniiber Cisplatin. Ein nahezu komplettes
Absterben der Tumorzellen konnte nur bei der Behandlung mit Paclitaxel erreicht werden.
Die dafiir benodtige Dosis lag bei den Primédrtumorzellen bei 10 uM und bei den
Metastasenzellen bei 50 uM. Die Behandlung mit 60 uM Cisplatin fiihrte lediglich zu einer
Vitalitdtsminderung auf ca. 20 % bei den Primédrtumorzellen und auf ca. 40 % bei den
Metastasenzellen. Dosisvergleiche fiir die zytostatische in vitro Behandlung von
Peniskarzinomzellinien existieren bis jetzt nicht. Ein vollstdndiges Absterben der
Tumorzellen durch Cisplatin erfolgte bei zytostatikasensitiven Kopf-Hals-Tumorzellen bei

ca. 100 pM [121].

3.3.2 Sensibilisierung Zytostatika-resistenter Peniskarzinomzelllinien durch

E2F1-Knockdown

Um die Rolle von E2F1 bei der Zytostatikaresistenz néher zu untersuchen, wurden gezielte
Knockdown-Experimente durchgefiihrt. Aus diesem Grund wurde E2F1 in beiden
Lymphknotenmetastasenzelllinien depletiert, wobei die shRNAs, sowohl mittels
adenoviralem, als auch lentiviralem Vektor in die Zellen eingebracht wurden. Die
Experimente wurden mit beiden Vektorsystemen durchgefiihrt, um methodische Fehler
auszuschliefen. AuBlerdem sollte gezeigt werden, dass eine langfristige Integration des
Gens zum E2F1 Knockdown in die Zell-DNA durch einen lentiviralen Vektor nicht zu
einer Verfalschung des Verhaltens der Tumorzellen fiihrt. Die Ergebnisse dieser Versuche

werden nun im folgenden Abschnitt dargestellt.
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3.3.2.1 E2F1-Knockdown mittels adenoviralem Vektor

Um einen transienten Knockdown von E2F1 in den Lymphknotenmetastasenzellen
durchzufithren, wurde eine gegen das E2F1-Transkript gerichtete shRNA in die Zellen
eingebracht. Wie bei den vorherigen Depletionsexperimenten basiert auch hier der
Knockdown von E2F1 auf dem Prinzip der RNA-Interferenz (siche 2.2.3). Als
Kontrollgruppe wurden dieselben Tumorzelllinien mit einer gegen GFP gerichteten shRNA
transduziert. Der Erfolg der E2F1 Inhibition wurde mittels Western Blot nachgewiesen.
Parallel dazu wurden die transduzierten Zellen auf ihre Zytostatikaresistenz mittels XTT-
Assay gemessen. Dafiir wurden 1 x 10° Zellen fiir 24 h mit unterschiedlichen
Zytostatikakonzentrationen behandelt. AnschlieBend wurde die XTT-
Formazankonzentration photometrisch bestimmt und mit dem Wert der jeweiligen

unbehandelten Zelllinie verrechnet. Die Ergebnisse sind in Abb. 14 dargestellt.

Abb.14: Zytostatikaresistenzmessung
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Nach Inhibition von E2F1 zeigte sich eine deutliche Sensitivierung gegeniiber
zytostatischer ~ Behandlung. Dabei reagierten die Knockdownzelllinien samt
Kontrollzelllinien von KiLk-D dhnlich wie die von KiLk-K. Die E2F1-Knockdownzelllinie
von KiLk-D reagierte unter Cisplatingabe mit einem signifikanten Vitalitdtsverlust ab einer
Konzentration von 20 uM (p < 0,05). Diese Unterschiede zwischen der Kontrollzelllinie
und der Knockdownzelllinie nahmen bei steigender Cisplatinkonzentration konstant bis zu
einem Maximum von ca. 20 % bei 60 uM zu. Wie schon mehrfach gezeigt, reagierten die
Zelllinien auf Paclitaxel deutlich sensitiver als auf Cisplatin. Bereits von 5 bis 30 uM
Paclitaxelkonzentration zeigten sich signifikante Unterschiede zwischen der E2F1-
Knockdownzelllinie und der Kontrollzelllinie von KiLk-D (p < 0,05). Auch KiLk-K
reagierte ab 20 pM Cisplatin mit einem signifikanten Unterschied zwischen der E2F1-
Knockdownzelllinie und der Kontrollzelllinie (p < 0,05). Wie bei KiLk-D gipfelte dieser
Vitalititsunterschied bei einer Cisplatinkonzentration von 60 uM bei etwa 20 %. Unter
Paclitaxel wurde wiederum ein dhnliches Verhalten wie bei KiLk-D nachgewiesen. Wie bei
KiLk-D zeigten sich bereits von 5 bis 30 uM signifikante Unterschiede der Vitalitit der
Tumorzellen (p < 0,05). Ab 40 uM war die Paclitaxelkonzentration jedoch tédlich, so dass
nahezu alle Zellen im XTT-Assay avital waren. Funktionelle Aussagen waren ab dieser

Konzentration nicht mehr méglich.

3.3.2.2 E2F1 Knockdown mittels lentiviralem Vektor

Um die Ergebnisse aus dem vorherigen Experiment zu bestitigen, wurde die
Zytostatikasensitivierung mit stabilem E2F1-Knockdown in den
Lymphknotenmetastasenzellen KiLk-D und KilLk-K wiederholt. Dazu wurden stabile
E2F1-Knockdownzelllinien durch Transduktion mit einem lentiviralen sh.E2F1-
Expressionsplasmid hergestellt (sieche 2.2.3.2). Dafiir wurden zwei unterschiedliche
sh.RNAs transduziert, die sich gegen unterschiedliche Zielsequenzen in der mRNA von
E2F1 richteten. Als Negativkontrolle wurde eine sh.RNA ohne genetische Zielstruktur
transduziert. Es wurden 1 x 10° Zellen mit 6-8 ml Vektorsuspension fiir 60 Minuten
inkubiert. AnschlieBend wurden 5 ml Medium hinzugefiigt. Die Transduktionsansitze
wurden danach 96 h inkubiert. Nach der ersten Passagierung der Zelllinien wurden 2 pg/ml
Puromycin zugesetzt. Die erfolgreich transduzierten Zellen wurden durch Puromycin

selektiert. Der effiziente E2F1-Knockdown durch die verwendeten shRNAs wurde auch
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hier im Western Blot iiberpriift (Abb. 15).
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Abb. 15: Western Blots der E2F1-Knockdownzelllinien mit Kontrollzelllinie durch ein lentivirales Vektorsystem.
B-Aktin dient der Ladekontrolle.

Die Testung der Zytostatikaresistenz der E2F1 depletierten Zellen wurde durch ein XTT-
Assay tiberpriift. Dafiir wurden 1 x 10° Zellen nach 24 h Inkubation mit Cisplatin oder
Paclitaxel behandelt. Die Zytostatikadosierungen wurden anhand des vorherigen Versuches

festgelegt (siehe. 3.3.2.1.). Die Ergebnisse sind in folgender Abbildung dargestellt.
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Abb. 16: Zytostatikaresistenzmessung der stabilen E2F1-Knockdownzelllinien mit Cisplatin und Paclitaxel durch
XTT-Assay. Die relative Vitalitdit der E2F1-Knockdownzelllinien und Kontrollzelllinien, aufgetragen gegen die
Zytostatikakonzentrationen. A) XTT-Assay mit KiLk-D, B) XTT-Assay mit KiLk-K, * signifikant nach T-Test (p < 0,05).
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Die E2F1 depletierten Zellen reagierten deutlich sensitiver auf die Behandlung mit
Cisplatin und Paclitaxel. Bei der Auswertung der E2F 1-Knockdownzelllinie KiLk-D zeigte
sich ein durchschnittlicher Vitalititsverlust von ca. 10-20% im Verhiltnis zur
Kontrollgruppe mit den parenteralen Zellen. Wie auch bei der vorausgegangenen
Charakterisierung der Zelllinien beobachtet wurde, bewirkte Paclitaxel einen deutlich
starkeren Vitalitdtsverlust als Cisplatin. Die Unterschiede zwischen der Vitalitdt der E2F1-
Knockdownzellen und der jeweiligen Kontrollgruppe waren dabei statistisch signifikant (p
<0,05). Bei der Auswertung der Vitalitdt der Lymphknotenmetastasenzelllinie KiLk-K lie3
sich ebenfalls ein deutlicher Vitalititsverlust der E2F1-Knockdownzellen im Vergleich zu
der Kontrollgruppe nachweisen. Im Durchschnitt betrug dieser Verlust ca. 20-30 %. Wie
auch bei den Versuchen mit KiLk-D bewirkte Paclitaxel bei KiLk-K einen deutlich
starkeren Vitalitdtsverlust als Cisplatin. Statistisch gesehen sind auch bei KiLk-K die
Unterschiede zwischen den E2F1-Knockdownzelllinien und der Kontrollgruppe signifikant

(p <0,05).

3.3.3 Charakterisierung der Invasivitiit mittels Boyden-Chamber-Assay

Um die Eigenschaften der Tumorzelllinien weiter zu charakterisieren, wurde die Boyden-
Chamber-Methode zur Untersuchung der Invasivitét der Zelllinien durchgefiihrt. Bei dieser
Methode wird die Fahigkeit einer Zellpopulation, innerhalb von 48 h durch Matrigel® zu

migrieren, gemessen (siche Abb. 17).
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B) .
I | Abb. 17: Charakterisierung der
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12 oo
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©
I 08 O Zellen, die durch das Matrigel migriert
1
2086 T ® sind. B) Relative Invasivitit der Zelllinien.
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& 04 o o Die Invasivitét der Zelllinien wurde in das
0,2 - Verhiltnis zur Invasivitit von KiLk-D
0 — gesetzt. * signifikant nach T-Test.
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Bei den Boyden-Chamber-Assays zeigten sich signifikante Unterschiede bei der
Invasivitdt der Tumorzelllinien. Die Primirtumorzellen (PeCa und PeCa-D) verhielten
signifikant weniger invasiv (p < 0,05) als die Lymphknotenmetastasenzellen (KiLk-D und
KiLk-K). Die Invasivitdit der Primértumorzelllinien PeCa und PeCa-D und der
Lymphknotenmetastasenzelllinien KilLk-D und KilLk-K untereinander zeigten keine

Unterschiede.

3.3.4 E2F1-Knockdown fiihrt zur Abnahme der Invasivitit von

Peniskarzinomzellkulturen

Da E2F1 in diesem Modellsystem zur Zytostatikaresistenz und zur verstirkten Expression
mesenchymaler Marker beitrdgt, lag die Vermutung nahe, dass auch andere
aggressivititssteigernde Eigenschaften der Tumorzellen wie deren migratorisches/invasives
Verhalten durch E2F1 moduliert werden. Sollte E2F1 die Invasivitdt steigern, miisste ein
gezielter Knockdown eine Abnahme der Invasivitit nach sich ziehen. Aus diesem Grund
wurden Invasivititsmessungen mit stabilem E2F1-Knockdown in beiden Zelllinien aus
Lymphknotenmetastasen durchgefiihrt. Es wurden die stabil gehaltenen E2F1-
Knockdownzelllinien aus dem Experiment zur Zytostatikaresistenzmessung sowie die
unbehandelten Metastasenzelllinien verwendet (siehe 3.3.2.2.). Wie bei der vorherigen
Charakterisierung der Tumorzelllinien, wurde die Anzahl der nach 48 h durch das

Matrigel® migrierten Zellen gemessen und ausgewertet (siche Abb. 18).

A) KiLk-D unbehandelt KiLk-D Lv. sh_conirol KiLk-K unbehandelt KiLk-K Lv. sh_contral

KILk-D Lv. sh.E2F1 # 1 KiLk-D Lv. sh.E2F1# 2 Kilk-K Lv. sh.E2F1 #1 KiLk-K Lv. sh.E2F1# 2
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Abb. 18: Invasivititsmessung der E2F1-Knockdownzelllinien mit Boyden-Chamber. A) Beispielhafte Darstellung
der mit DAPI geférbten, migrierten Zellen, B) Relative Invasivitdt der Zelllinien. Die Invasivitét der Zelllinien wurde in
das Verhiltnis zur Invasivitit der Kontrollzelllinie, LV.sh.control gesetzt. * signifikant nach T-Test (p < 0,05), ns. nicht

signifikant.

Die Ergebnisse im Boyden-Chamber-Experiment zeigten deutliche Unterschiede nach
E2F1-Knockdown. Nach Inhibition von E2F1 in KiLk-D Zellen reduzierte sich die
Invasivitit auf ca. 12 bzw. 14 % der Kontrollgruppe. Dieser Unterschied war statistisch
signifikant (p < 0,05). Die KiLk-D sh.control-Zellen exprimierten eine sh.RNA die, gegen
kein bekanntes Gen gerichtet ist. Die Invasivitit der Kontrollzelllinie zeigte keinen
Unterschiede gegeniiber der parenteralen Zelllinie KiLk-D (p > 0,05). Die E2F1-
Knockdownzelllinien von KiLk-K zeigten ebenfalls einen signifikanten Invasivitatsverlust.
Im Vergleich zur Kontrollgruppe reduzierte sich ihre Invasivitét auf ca. 7 bzw. 11% (p <
0,05). Die Kontrollzelllinie KiLk-K sh.control zeigte das gleiche Invasivititsverhalten wie

die parentale Zelllinien KiLk-K (p > 0,05).

Zusammenfassend konnte so gezeigt werden, dass ein gezielter E2F1-Knockdown in den

Lymphknotenmetastasenzelllinien zu einer verminderten Invasivitdt im Boyden-Chamber

fihrt.

3.3.5 Zunahme des invasiven Potentials von Peniskarzinomzellkulturen durch

ektope E2F1-Expression

Im vorherigen Experiment konnte die Abhdngigkeit der Invasivitdt durch E2F1 in den
Lymphknotenmetastasenzelllinien bereits gezeigt werden. Im Gegensatz dazu miisste nun
eine Erhohung der E2F1-Expression in den Primédrtumorzelllinien zu einer Steigerung der

Invasivitat fihren. Dazu wurden die Primartumorzelllinien PeCa und PeCa-D mit einem
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E2F1 Expressionsplasmid transfiziert (siche 2.2.3.3). Als Negativkontrolle wurde eine
Transfektion mit einem Leervektor durchgefiihrt. Am Vortag wurden 1 x 10° Zellen auf 10
cm Zellkulturplatten ausgesit. Pro Transfektion wurden 6 pl TurboFect™ und 3 pg
Plasmid (pc.DNA 3.1 Leerkontrolle oder pcDNA3.1 E2F1) verwendet. Das Plasmid
pcDNA3.1 E2F1 ist ein laboreigener Expressionsvektor und stand bereits zur Verfligung.
Die Transfektionsansidtze wurden jeweils mehrfach durchgefiihrt, um zusétzlich Zellen fiir
Western Blots und XTT-Assays zu gewinnen. Die Zellen wurden 24 h nach der
Transfektion trypsiniert und fiir die Boyden-Chamber-Assays, XTT-Assays und Western
Blots verwendet. Bei den Boyden-Chamber-Assays wurden 1 x 10° Zellen in Triplets auf
6-Well-Zellkulturplatten in KGM ausgesét. Der chemotaktische Gradient wurde durch ein
Konzentrationsgefélle mit SupplementMix des KGM Mediums aufgebaut.
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Abb. 19: Boyden-Chamber bei E2F1-Uberexpression. A) Western Blot der E2F1-Expression, B) Beispielhafte
Darstellung der mit DAPI gefarbten, migrierten Zellen, C) Relative Invasivitit der Zelllinien. * signifikant nach T-Test (p
< 0,05), ns. nicht signifikant nach T-Test (p > 0,05).

Bei den Zelllinien, bei denen eine Uberexpression von E2F1 erfolgte, zeigte sich eine
signifikante Steigerung der Invasivitit. Im Einzelnen erhdhte sich die relative Invasivitét
der Primértumorzelllinie PeCa durch E2F1-Expression um das 9,4-fache und bei PeCa-D
um das 7,7-fache der Kontrollen. Diese Unterschiede waren statistisch signifikant (p <
0,05). Der Unterschied der Invasivitit zwischen den jeweiligen Kontrollzelllinien und den
unbehandelten Zelllinien war hingegen statistisch nicht signifikant (p > 0,05).
Zusammenfassend konnte eine deutliche Steigerung der Invasivitit durch E2FI

Uberexpression in den Primédrtumoren gezeigt werden.

3.3.6 Charakterisierung der Proliferation mittels XTT-Assay

Um einen Einfluss der Proliferation auf die relative Invasivitidt im Boyden-Chamber-Assay
oder der Messung der Zytostatikaresistenz auszuschliefen, wurden Proliferationsassays
durchgefiihrt. Bei dem XTT-Assay wurde die Menge an verstoffwechseltem XTT-
Formazan gemessen und als Mal} fiir den Anteil vitaler, stoffwechselaktiver Zellen
genommen. Bei der Proliferationsmessung wurden 5 x 10° Tumorzellen auf 48-Well-
Zellkulturplatten ausgesit. Es wurden pro Zelllinie jeweils drei Ansdtze fiir die Messung

nach 24, 48 und 72 h vorbereitet (siche Abb. 20).
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Die Proliferation wurde nach 24, 48 und 72 h gemessen. Zu den Zeitpunkten der

Zytostatikaresistenzmessung (24 und 48 h) sowie zum Zeitpunkt der Invasivititsmessung
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(48 h) war das Proliferationsverhalten der Tumorzelllinien gleich. Nach 24 h zeigte sich
kein signifikanter Unterschied bei der Vitalitit der verschiedenen Tumorzelllinien. Der
Vitalititszuwachs lag bei KiLk-D bei 59 %, bei KiLk-K bei 65 %, bei PeCa bei 51 % und
bei PeCa-D bei 65%. Nach 48 h zeigte sich ein Vitalitdtszuwachs von 63 % bei KilK-K,
von 46 % bei KilK-D, von 46 % bei PeCa-D und von 45 % bei PeCa. Erst nach 72 h
zeigten sich deutliche Unterschiede in der Proliferationsgeschwindigkeit der Zelllinien. Bei
der Messung nach 72 h zeigte sich eine Vitalitidtszunahme von 49 % bei KiLk-D, von 86 %
bei KiLk-K, von 47 % bei PeCa und von 12 % bei PeCa-D.

3.3.7 Proliferations-Assays bei E2F1 Knockdown und Uberexpression

Da in vorherigen Experimenten ein deutlicher Invasivititsunterschied durch E2F1
Expression gezeigt werden konnte, wurde nun der eventuelle Einfluss auf die
Zellproliferation tiberpriift. Die Zellproliferationsgeschwindigkeit nimmt in hohem Malfle
Einfluss auf die Funktionsuntersuchung der Zellkulturen. Durch eine stark unterschiedliche
Proliferationsrate werden die Ergebnisse der Invasivititsmessungen mit dem Boyden-
Chamber-Assay und die Zytostatresistenzmessungen durch FACS oder XTT-Assay
verfdlscht. Zudem wird der Transkriptionsfaktor E2F1 in gesunden Zellen vielfach in
Zusammenhang mit dem Zellzyklus genannt. Eine Uberpriifung der Proliferationsrate nach
E2F1-Knockdown und ektoper E2F1 Uberexpression war deshalb notwendig. Verwendet
wurden die Lymphknotenmetastasenzelllinien KiLk-D und KiLk-K mit stabil gehaltenen
E2F1-Knockdown (siehe 3.3.2.2 und 3.3.4) aus den vorausgegangenen Experimenten und
die Primdrtumorzelllininen PeCa und PeCa-D mit ektoper E2F1-Expression durch
Transfektion (siehe 3.3.5). Zusitzlich wurden die parentalen
Lymphknotenmetastasenzellen und Primirtumorzellen als Negativkontrolle verwendet.
Wie auch im vorherigen Versuch wurden jeweils 5 x 10° Tumorzellen auf 48-Well-
Zellkulturplatten ausgesdt. Es wurden jeweils drei Ansétze fiir die Messung nach 24 und 48

h vorbereitet (siche Abb. 21).
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Abb. 21: XTT-Proliferations-Assays bei E2F1-Knockdown und Uberexpression. A) XTT-Assay der E2FI-
Knockdownzelllininen mit Kontrollzelllinien (KiLk-D und KiLk-K). B) XTT-Assay der Zelllinien PeCa und PeCa-D bei

E2F1-Uberexpression mit Kontrollen.

Die Zellen, bei welchen mittels lentiviraler Transduktion E2F1 depletiert worden war,
proliferierten ebenso schnell wie die Kontrollzelllinien. Unterschiede zwischen den
Kontrollzelllinien und den parentalen Zelllinien waren nicht signifikant (p > 0,05). Auch
die Metastasenzelllinien mit stabilem E2F1-Knockdown zeigten keine signifikanten
Unterschiede bei der Proliferationsrate (p > 0,05). Die unterschiedlichen sh.RNAs die zur
stabilen Transduktion der Lymphknotenmetastasenzellen verwendet wurden und sich
gegen unterschiedliche Zielsequenzen in der E2F1 mRNA richteten, fithrten nicht zu einer
Beeinflussung der Proliferationsgeschwindigkeit. AuBerdem zeigten sich keine
signifikanten =~ Unterschiede 1in der Proliferationsgeschwindigkeit von E2FI-
iiberexprimierdenden Primdrtumorzellen, den parenteralen Zelllinien sowie den
Kontrollzelllinien (p > 0,05). Auch die Kontrollzelllinien, welche mittels Leervektor
transfiziert worden waren, zeigten keine signifikanten Unterschiede gegeniiber den

parentalen Primdrtumorzellen (p > 0,05).

Zusammenfassend ergaben sich keine Proliferationsunterschiede durch E2FI-

Uberexpression oder Knockdown in den untersuchten Tumorzelllinien. Eine Beeinflussung
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der  zellkulturellen  Funktionsuntersuchungen  durch  eine  unterschiedliche

Proliferationsgeschwindigkeit ist demnach unwahrscheinlich.
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4 Diskussion

Maligne Tumoren sind durch verschiedene parallel oder nacheinander verlaufende
Prozesse charakterisiert [1]. Diese grundlegenden Prozesse beinhalten den Erhalt von
proliferationsfordernden Signalen, die Unterdriickung proliferationshemmender Signale,
den Widerstand gegeniiber Apoptose induzierender Signale mit nachfolgender replikativer
Unsterblichkeit, die Induzierung der Angiogenese und die Aktivierung der Invasion und
Metastasierung [1]. Wahrend des Fortschreitens maligner Lasionen summieren sich diese
Prozesse, wodurch die Aggressivitit der Tumorzellen zunimmt [1]. Einer der
bedeutendsten Prozesse wihrend dieser malignen Progression ist die Fahigkeit der
Tumorzellen zur aktiven, invasiven Fortbewegung im Rahmen der Metastasierungskaskade
[1]. Eine Schliisselrolle kommt dabei der Epithelial-Mesenchymalen Transition (EMT) zu,
da die Tumorzellen durch dieses =zelluldire Programm die Fahigkeit zu aktiver
Fortbewegung und Gefdfinvasion erhalten [10]. Dieses Programm wird nach
abgeschlossener Extravasation in umgekehrter Weise rekapituliert und als Mesenchymal-
Epitheliale Transition (MET) bezeichnet [10]. Aggressivitdtssteigernde Eigenschaften
wihrend der Pathogenese des Peniskarzinoms sind durch therapieresistentes Verhalten
nach erfolgter lymphogener Metastasierung gekennzeichnet [63]. Gleichzeitig ist das
aktuelle Wissen iiber die molekularen Verdnderungen wiahrend der malignen Progression
und der Metastasierung dieses hochmalignen Tumors sehr begrenzt [122]. Ziel dieser
Arbeit war es die aggressivititssteigernden Faktoren zu untersuchen, und die molekularen
Verdnderungen des Peniskarzinoms wéhrend der malignen Progression zu beleuchten. Der
Transkriptionsfaktor E2F1 steht dabei im Zentrum unseres Interesses, da seine
metastasierungsfordernde  Wirkung  bereits in  anderen  Zellkulturen  und
Mausmetastasierungsmodellen ~ nachgewiesen  wurde [32], [96]-[98]. Der
Transkriptionsfaktor E2F1 bewirkt beispielsweise eine Verstirkung der Angiogenese in
Melanomzellen durch die direkte Regulation der Gene von VEGFR-3 und dessen Liganden
VEGF-C [98]. Zudem wurde bereits gezeigt, dass E2F1 in dereguliertem Zustand,
zellkontextabhéngig eine Zytostatikaresistenz aufbauen kann [96]. Weiterhin reguliert
E2F1 in Melanomzellen direkt EGFR wodurch die Invasivitit der Tumorzellen erhoht
wird. Eine Beeinflussung der Proliferation findet dabei nicht statt [97]. Auch die

Tumorzellextravasation wird durch E2F1 beeinflusst. So wird direkt durch E2F1 der
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Rezeptor RHAMM (hyaluronan-mediated motility receptor) aktiviert, der als Koaktivator
von E2F1 zu einer Gefdllextravasation von zirkulierenden Tumorzellen fiihrt [32]. Die hier
verwendeten Peniskarzinomzelllinien wurden erst 2013 etabliert und von der Kieler
Forschungsgruppe von Naumann et al. fiir eine weitergehende Charakterisierung zur
Verfiigung gestellt [117]. In fritheren Experimenten war der héufige Verlust des
Tumorsuppressorgens pl6 bei metastasierten Peniskarzinomen beobachtet worden, der
auch klinisch zu einer Prognoseverschlechterung fiihrte [80]. Daten zu weiteren Faktoren
dieses Signalweges im Peniskarzinom existierten bis jetzt nicht. Daher erfolgte im Rahmen
der vorliegenden Arbeit die Untersuchung der nachfolgenden Signalkaskade mit
Expressionsanalysen der Zielgene wie Zyklin-abhidngige Kinasen (Cyclin dependent
kinasen, CdKs), des Tumorsuppressorproteins Rb (Retinoblastoma Proteins) und des
Transkriptionsfaktors E2F1. Die Eigenschaften von E2F1 wihrend der Tumorpathogenese
sind vielfdltig und zellkontextabhéngig. Frithere Studien zu E2F1 beschreiben diesen
Transkriptionsfaktor als Tumorsuppressor, der maligeblich an der Regulation der
Zellproliferation und der Apoptoseinduktion nach DNA-Schéddigung beteiligt ist [123],
[124]. Durch neuere Untersuchungen des Instituts fiir Experimentelle Gentherapie und
Tumorforschung in Rostock gefolgt von anderen Forschungsgruppen konnte jedoch
gezeigt werden, dass E2F1 in malignen Tumorzellen hauptsidchlich aggressivitdtssteigernde
und metastasierungsfordernde Funktion ausiiben kann. Diese Funktion beinhaltet
beispielsweise eine Steigerung der EMT [125], Zellmigration, Invasivitdt [97], der
Angiogenese [98] und Extravasation [32] sowie der Zytostatikaresistenz [96]. Das
Peniskarzinom ist eine sehr aggressive Tumorentitét, die sich nach Metastasierung durch
eine sehr schlechte Prognose auszeichnet [122]. Zudem wurde in vorausgegangen
Untersuchungen der Verlust des Tumorsuppressorgens pl6 beim Peniskarzinom mit einer
erhohten Tumoraggressivitéit assoziiert [80]. Die Deregulation des RB/E2F-Signalweges
durch einen funktionellen Verlust der Tumorsuppressorgene wie pl6 wire eine mogliche

Erkliarung fiir eine deratige Aggressivitdtssteigerung der Tumorzellen nach Metastasierung.

Zusammenfassend folgen die grundlegenden Fragen dieser Arbeit. Ist E2F1 an der
malignen Progression und der schlechten Therapierbarkeit des metastasierten
Peniskarzinoms beteiligt? Welche funktionellen Eigenschaften der Tumorzellen werden

durch E2F1 reguliert und durch welche Mechanismen geschieht dies?
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4.1 Der Rb/E2F-Signalweg

Der RB/E2F Signalweg wird bei gesunden Zellen hdufig im Rahmen der Regulation des
Zellzyklus und der Proliferation beschrieben [87]. Im Gegensatz dazu kann dieser
Signalweg in Tumorzellen eine tumorprogressive Wirkung entfalten [97]. Eine
Uberpriifung dieser stark zellkontext abhéingigen Wirkung stellte somit einen ersten Schritt
bei der Charakterisierung der aus Kiel erhaltenen Peniskarzinomzelllinien dar. Zunéchst
wurde die Proteinexpression von CdK2 und CdK4, deren Liganden Cyclin D und Cyclin E
sowie von inaktivem phosphorylierten RB und E2F1 untersucht. Dabei zeigte sich im
Gegensatz zu den Primirtumoren und gesundem Vorhautgewebe eine deutliche Zunahme
dieser Proteine in den Lymphknotenmetastasen. Auffallend war auBlerdem eine
signifikante Korrelation zwischen den CdKs, Cyclinen, pRB und E2F1. Diese Ergebnisse
legen nahe, dass die Deregulation der CdK/Rb Signalkaskade durch Inhibition von RB zur
Aktivierung des Transkriptionsfaktors E2F1 fiihrt. Diese Deregulation wird bei einer
Vielzahl anderer Tumorentitdten beobachtet, jedoch hdufig nur in Zusammenhang mit einer
Beeinflussung der Proliferation [89]. Der Grund fiir die Deregulation des Rb/E2F-
Signalweges beim Peniskarzinom konnte die Inaktivierung des Tumorsuppressorgens pl6
durch LOH-Mutation oder Promoter Hypermethylierung sein [122], die hdufig beim
fortgeschrittenen Peniskarzinom beobachtet wurde [80], [126], [127]. Der Verlust anderer
Tumorsuppressorgene konnte auch auf den Chromosomen 2q, 6p, 8q, 9p, 12q und 17p13
nachgewiesen werden [82]. Mutationen in diesen Bereichen korrelierten dabei auffillig
hiufig mit dem Auftreten von Lymphknotenmetastasen [82]. Diese Mutationen kdnnten
also das Resultat einer genetischen Instabilitdt im Verlauf der Tumorprogression darstellen
[128]. Die Deregulation des Rb/E2F-Signalweges kann jedoch auch durch Mutation des
iibergeordneten Epidermal growth factor receptors (EGFR) entstehen [129]. Dabei fiihrt
dessen Aktivierung zu einer verstirkten Expression der CdKs und Cycline mit
nachfolgender Aktivierung von E2F1 [130]. Zudem wurde eine hohe EGFR-Expression in
Peniskarzinomen beobachtet [131]. In Melanomzellen ist das EGFR-Gen ein direktes
Zielgen von E2F1, wodurch die EGFR-Expression zunimmt [97]. AuBlerdem ist EGFR
Coaktivator von E2F1 wodurch es zur Expression von metastasierungsrelevanten
Protoonkogenen wie B-Myb (MYBL2) kommt [97]. B-Myb kann beispielsweise in
Brustkrebszellen die EMT durch Snail-Expression einleiten [132]. Ein anderer

Mechanismus zur Deregulation des Rb/E2F Signalweges kann jedoch auch die Infektion
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mit HPV 16 sein. Das HPV-E7 Protein bewirkt dabei die direkte Inaktivierung des Rb-
Proteins und Freisetzung / Aktivierung von E2F1 [122]. HPV-assoziierte Verdnderungen an
RB oder pl16 konnten bei immunhistochemischen Untersuchungen jedoch nur bei einer
sehr geringen Anzahl von Patientenproben beobachtet werden [80], [128]. Zudem zeigten
sich diese HPV-assoziierten Verdnderungen vorzugsweise an seltenen Subtypen, wie dem
basaloiden oder dem warzigem Peniskarzinom [80], [128]. Daher werden die durch HPV
hervorgerufenen Verdnderungen an Tumorsuppressorgenen wohl eher als zusétzlicher
Faktor die Deregulation des Rb/E2F Signalweges beeinflussen. Ein weiterer Mechanismus,
der zu einer Deregulation des E2F1-Signalwegses fiihrt, ist der Einfluss von microRNAs
(miRs) auf post-trankriptioneller Ebene [133]. Beispielsweise wurde erst kiirzlich die miR-
493 identifiziert, die E2F1 in NSCLC-Zellen direkt inhibiert [134]. Als weiteres Beispiel
reguliert die miR-205 E2F1 in Metastasenzellen des malignen Melanoms [135].
Funktionelle Verluste solcher inhibitorischer microRNAs wiren auch beim Peniskarzinom
denkbar, was eine Deregulation der E2F1 Expression begiinstigen wiirde. Alle
beschriebenen Mechanismen der Deregulation des RB/E2F-Signalweges haben mit der
Aktivierung von E2F1 dieselbe Konsequenz und sind hdufig mit einer

Prognoseverschlechterung des Patienten assoziiert [136], [137].

4.2 Die EMT in Peniskarzinomzelllinien

Die Epithelial-Mesenchymale Transition ist ein Schliisselprozess im Rahmen der
Metastasierungskaskade [4]. Durch die EMT erhalten die Tumorzellen die Fihigkeit sich
aktiv aus einem Zellverbund zu l6sen und natiirliche Barrieren wie die subepitheliale
Basalmembran zu iiberwinden [4]. Dadurch kénnen Tumorzellen in das Gefal3system des
Menschen eindringen und Metastasen bilden. Im Zuge der weiteren Charakterisierung der
Peniskarzinomzelllinien auf Proteinebene zeigte sich in den vorliegenden Untersuchungen
eine Korrelation der E2F1-Expression mit bekannten EMT-Markern wie N-Cadherin und
Vimentin. Diese waren wie E2F1 in den Lymphknotenmetastasenzellen stark exprimiert
wéhrend sie in den Primartumorzellen nicht nachweisbar waren. Die Expression von E-
Cadherin verhielt sich entgegengesetzt dazu. E-Cadherin ist ein Adhdsionsmolekiil, das
spezifisch nur in epithelialen Zellen vorkommt [10]. In den Primdrtumorzellen war es
hochreguliert und in den Lymphknotenmetastasenzellen war es nicht nachweisbar. Dies

zeigte eine stattgefundene Verdnderung des Phénotyps der Tumorzellen von
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Primartumorzellen mit epithelialem Charakter hin zu Tumorzellen mit mesenchymalen
Eigenschaften. AuBBerdem korrelierten die Level der EMT regulierenden Proteine Slug und
RHAMM mit der Expression von E2F1 [26], [32]. Der Transkriptionsfaktor Slug ist ein
bekannter Regulator der EMT, der auch fiir seine apoptoseinhibierende Eigenschaft
bekannt ist [26], [27], [138]. Dabei kann Slug die E-Cadherin-Expression hemmen [139].
Dieser Vorgang wird als Schliisselereignis der EMT betrachtet, da sich dadurch die
Tumorzellen aus ihrem epithelialen Zellverbund 16sen konnen [9], [10], [139] und ist eine
Voraussetzung fiir deren Migration/Invasion im Extrazellularraum [9], [10]. Unsere
Forschungsgruppe konnte zeigen, dass E2F1 durch die direkte Expression von miR-
224/452 die EMT auslosen kann [125]. Als weiteres direktes Zielgen von E2F1 wurde
kiirzlich der Hyaluronsdurerezeptor RHAMM identifiziert [32]. E2F1 kooperiert in der
Expression und Sekretion von Fibronektin in den Extrazellularraum mit RHAMM [32].
Die Fibronektinsekretion ist Ausdruck einer Verdnderung der Zusammensetzung der
extrazelluliren Matrix durch die sogenannte ,,lokale Nischen* entstehen [32]. In diesen
»lokalen Nischen“ ist die Struktur natiirlicher Barrieren der Metastasierung wie
beispielsweise der Basalmembran beeintrachtigt, wodurch die EMT gefordert wird [140].
Fibronektin wird daher auch haufig als Marker der EMT beschrieben [141]. RHAMM kann
als Mediator und Coregulator von E2F1 durch die Fibronektinsektretion die Zellmigration
und Extravasation zirkulierender Tumorzellen fordern. [32]. Als Mechanismus dafiir wurde
die Fibronektin vermittelte Aktivierung von Integrin-B1 angegeben, welche den FAK-
Signalweg (focal adhesion kinase) aktiviert. Dieser FAK-Signalweg ist fiir seine
migrationssteigernde Wirkung bekannt [142]. Eine weitere Moglichkeit zur Auslosung der
EMT ist die Entstehung einer hypoxischen Stoffwechselsituation in den Tumorzellen
[143]. Die EMT wird in diesem Fall durch HIF1-a induziert [143]. Das HIF1-a Molekiil ist
eines der wichtigsten Sensoren der zelluldren Sauerstoffversorgung, die bei aggressiv
wachsenden Tumoren durch mangelnde Gefdversorgung entsteht [144]. Die bekanntesten
Zielgene von HIF1-a sind dabei die Angiogenese auslosende Wachstumsfaktoren der
VEGF-Familie (vascular endothelial growth factor), der Glukosetransporter Glutl und der
Transkriptionsfaktor ZEB1 [143], [145]. Die Expression von HIF1- a war in den
Lymphknotenmetastasen deutlich erhoht und korrelierte mit der Expression von E2F1. In
den Primértumorzellen lieB sich kein HIF 1o nachweisen. Ein funktioneller Zusammenhang

zwischen einer starken E2F1 Expression und HIFI-o ist folglich moglich. Die
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Unterschiede der Expression der EMT assoziierten Proteine bestitigten die generelle
Charakterisierung der Tumorzellen von Naumann ef al. als Primértumor- und
Metastasenzellen [117]. In weiteren Versuchen durch E2F1-Knockdown in den
Lymphknotenmetastasen und mittels E2F1-Uberexpression in den Primirtumorzellen
wurde die Regulierbarkeit von N-Cadherin, Vimentin und Slug durch E2F1 gezeigt. Als
Positiv-Kontrolle wurde das Cyclin E Protein mitbestimmt. Cyclin E wurde bereits als
direktes Zielgen von E2F1 identifiziert [119]. Cyclin E aktiviert E2F1 durch den CdK2/Rb
Signalweg [119]. Durch einen positiven Riickkopplungsmechanismus wird Cylin E
wiederum durch E2F1 induziert [119]. Der Nachweis dieses funktionellen
Zusammenhangs beim Peniskarzinom ist jedoch neu. Die E2F1-Uberexpression in den
Primdrtumorzellen fiihrte zu einer Expressionssteigerung der Proteine N-Cadherin,
Vimentin und Slug. Der E2F1-Knockdown in den Lymphknotenmetastasenzellen fiihrte
wiederum zu einer Expressionsminderung dieser EMT assoziierten Proteine. Somit zeigte
sich in diesem Zellsystem ein Zusammenhang zwischen E2F1 und den Markern der
Epithelial-Mesenchymalen Transition. Es ist daher wahrscheinlich, dass die E2F1-
induzierte Regulation dieser EMT-Marker auch einen Einfluss auf das Verhalten der

Zellkulturen in Funktionsuntersuchungen hat.

4.3 Funktionelle Eigenschaften der Zellkulturen

Der Erhalt proliferativer Signale und die Unterdriickung proliferationssupprimierender
Signale gelten als kennzeichnende Féhigkeit der Tumorentwicklung [1]. Durch die
unkontrollierte Proliferation wird die Architektur und Homoostase des Gewebes gestort
und aufgeldst [1]. Die E2F-Transkriptionsfaktoren wurden urspriinglich im Rahmen der
Zellproliferation beschrieben [123]. Dieser Zusammenhang wird jedoch seit Jahren
kontrovers diskutiert, da Untersuchungen die Notwendigkeit der E2Fs fiir eine anhaltende
Zellteilung in Frage stellten [89]. Bei Untersuchung der Proliferation der
Peniskarzinomzellen mit der XTT-Methode zeigte sich, dass die
Lymphknotenmetastasenzellen und die Primirtumorzellen nahezu gleichméBig schnell
proliferierten. Minimale Unterschiede ergaben sich erst nach einer Beobachtungszeit von
48 bis 72 Stunden. Die Funktionsuntersuchungen zur Messung der Invasivitit und
Zytostatikaresistenz wurden jedoch nach 24 oder 48 Stunden durchgefiihrt, sodass ein

Einfluss der Proliferation zu diesem Zeitpunkt ausgeschlossen werden kann.
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Interessanterweise hatte der E2F1 Knockdown in den Lymphknotenmetastasenzellen und
die E2F1 Uberexpression in den Primirtumorzellen keinen messbaren Einfluss auf die
Proliferation. Diese Ergebnisse bekriftigen die These, dass E2F1 in diesen Tumorzellen
nicht fliir eine anhaltende Zellteilung notwendig ist und deren Teilungsrate nicht
beeinflusst. Ahnliche Beobachtungen wurden bereits an retinalen Progenitorzellen der
Maus durchgefiihrt [146]. Dabei zeigte sich, dass diese Zellen auch bei Verlust des
aktivierenden E2F1 noch in der Lage waren sich zu teilen [146]. Als Ursache dafiir wurde
die Ubernahme der proliferationsregulierenden Eigenschaften durch das N-Myc proto-
oncogene Protein (N-Myc) beschrieben [146]. Auch in malignen Melanomzellen konnte
diese Beobachtung gemacht werden. Dabei zeigte sich, dass der gezielte Knockdown von
E2F1 keinen Einfluss auf die Proliferation hat [97]. Eine mogliche Erklarung wére, dass
die urspriinglich beschriebene Funktion von E2F1 durch andere aktivierende E2Fs
kompensiert wird, da mehrere Untersuchungen komplexe Interaktionen zwischen den
einzelnen E2Fs wihrend der Proliferation nahe legen [89]. So konnte bei Versuchen mit
Knock-in Méiusen gezeigt werden, dass die aktivierenden E2Fs teilweise die selbe
proliferationsregulierende Funktion haben [147]. Andererseits konnen E2F7 und E2F8
jeweils die Funktion von E2F1 wéhrend des Zellzyklus hemmen [148]. Als maligeblicher
Transkriptionsfaktor fiir den Ubergang der Tumorzellen von der G1 in die S Phase wird
hingegen der Transkriptionsfaktor E2F3a beschrieben [147], [149]. Dieses Netzwerk aus
verschiedenen E2Fs, die auch noch durch andere Einfliisse wie microRNAs [133] reguliert

werden ist bis jetzt nur unzureichend verstanden und bedarf weiterer Untersuchungen.

Ebenso wie die Proliferation gilt auch die Fiahigkeit zu invasivem Wachstum als
kennzeichnende Eigenschaft wihrend der Tumorentwicklung [1]. Das invasive Wachstum
ist auflerdem Teil der Metastasierungskaskade, die bei fortschreitender Tumorprogression
beobachtet werden kann [1]. Zur Untersuchung der Invasivitdt wurden die Tumorzellen mit
der  Boyden-Chamber-Methode  charakterisiert. ~ Dabei  zeigten  beide  aus
Lymphknotenmetastasen etablierten Zelllinien ein signifikant stirkeres invasives
Wachstum als die Zellen aus Primértumoren. Diese Zunahme der Invasivitét ldsst sich
durch den mesenchymalen Phénotyp erkldren, durch den die Zellen die Fahigkeit zur
Losung aus dem epithelialen Zellverbund und zur aktiven Migration gewonnen haben [4].
Es bestand eine Korrelation zwischen der Invasivitit und der Hohe der E2F1-Expression.

Bei nachfolgenden in vitro- Funktionsuntersuchungen zeigte sich die Beeinflussung des
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invasiven Wachstums dieses Zellsystems durch E2F1 Knockdown oder Uberexpression. So
fithrte der E2F1-Knockdown in den Lymphknotenmetastasenzellen zu einem signifikanten
Invasivititsverlust, und umgekehrt die E2F1-Uberexpression in den Primértumorzellen zu
einer signifikanten Steigerung der Zellmigration. Der Transkriptionsfaktor E2F1 hat
folglich einen Einfluss auf die Invasivitdt der Peniskarzinomzellen, was durch direkte oder
indirekte Regulation EMT-relevanter Faktoren bewirkt werden konnte. Hinweisend auf
eine direkte Regulation von Vimentin durch E2F1 besteht aufgrund der nachgewiesenen
Bindung von E2F1 an die Promotorregion des Vimentingens mit nachfolgender
Expressionssteigerung im Nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinom (NSCLC, non-small cell
lung cancer) [150], [151]. Eine indirekte Regulation mehrerer EMT-Marker konnte auch
durch Expression des Transkriptionsfaktors Slug erfolgen, da dieser fiir die Regulation der
EMT bekannt ist [26]. Fiir eine Slug vermittelte Regulation der EMT durch E2F1
existieren bis jetzt nur Hinweise. In Mammakarzinomzellen wurde beispielsweise
beobachtet, dass der Verlust des RB-Proteins zur EMT Induktion mit Herunterregulation
von E-Cadherin und einer Expressionssteigerung der EMT induzierenden
Transkriptionsfaktoren wie Slug und ZEB-1 fiihrt [152]. Ein gezielter Rb-Knockdown
erhohte auerdem signifikant die Invasivitit der Mammakarzinomzellen mit der Boyden-
Chamber-Methode [152]. Als Ursache dafiir wurde eine Induktion von Filopodien
(Untergruppe von Pseudopodien) und Stressfasern (Kontraktile Elemente der Zellteilung
und Fortbewegung) beschrieben [152]. Diese Beobachtungen konnten durch eine
nachfolgende Expressionssteigerung von E2F1 durch Rb-Verlust oder Inaktivierung erklért
werden. Ebenfalls zeigten Versuche mit Melanomzellen, dass ein gezielter E2F1-

Knockdown eine Expressionssteigerung von E-Cadherin bewirken kann [97].

Eine weitere Erklarung fir die E2F1 vermittelte Regulation der Invasivitdt ist die
Beeinflussung von Matrix-Metalloproteinasen (MMP) [153], [154]. So konnte in friiheren
Arbeiten mit NSCLC-Zellen eine direkte Regulierbarkeit der MMP-Expression durch
E2F1-Knockdown oder Uberexpression gezeigt werden [153]. Ein E2F1-Knockdown in
diesen NSCLC-Zellen fiihrte dabei ebenfalls zu einer Abnahme der Invasivitét in in vitro
Experimenten [153]. Ebenso zeigte eine andere Arbeitsgruppe die Regulation mehrerer
MMPs durch E2F1 in SCLC-Zellen [154]. Solche MMPs bewirken den Abbau von
extrazelluldrer Substanz, was den Durchbruch maligner Zellen durch die Basalmembran im

Rahmen der EMT ermdglicht [155]. Dieser Vorgang schafft somit auch die

71



Diskussion

Voraussetzungen fiir die Losung einzelner Zellen aus dem Tumorzellverbund im Rahmen
der beginnenden EMT. Die generelle Regulierbarkeit der Invasivitdt durch E2F1 konnte
auch bei malignen Melanomzellen gezeigt werden [97]. So bewirkte ein gezielter E2F1-
Knockdown eine Abnahme der Migrationsfahigkeit und der EGFR-Expression [97]. EGFR
wiederum aktiviert unter anderem die Phosphoinositid-3-Kinase/Proteinkinase B
(PI3K/AKT) und MAP-Kinase (MAPK/ERK) Signalwege sowie diverse
Kernsignalkaskaden, die mit Invasivitit und Metastasierung assoziiert werden [85]. Zudem
ist EGFR héufig im Peniskarzinom tiberexprimiert [156]. Der zugehorige Ligand EGF
kann auBerdem im Mammakarzinom, dem Plattenepithelkarzinom der Zunge und im
Cervixkarzinom die EMT auslosen [157]-[159]. Hieraus ergibt sich wiederum ein
moglicher Zusammenhang zwischen E2F1 und der EMT. Eine allgemeine Regulierbarkeit
der Invasivitit durch E2F1 konnte auch in NSCLC-Zellen beobachtet werden [134].
Ebenso zeigte sich beim Vergleich der Genexpression von Patientenproben des
superfiziellen und invasiven Blasenkarzinoms eine signifikante Expression von E2F1 und

mehreren Zielgenen, welche mit invasivem Tumorphénotyp assoziiert sind [103].

Uber die Invasivitiits- und EMT-regulierenden Faktoren beim Peniskarzinom existieren bis
heute extrem wenig Daten [128]. Aus immunhistochemischen Untersuchungen ist jedoch
der hiufige Verlust von E-Cadherin und die Uberexpression von MMP-9 mit einem
signifikant hoheren Auftreten von Lymphknotenmetastasen assoziiert worden [15].
AulBlerdem wurde immunhistochemisch das gehdufte Auftreten von Annexin-4 in der Nédhe
der Invasionsfront nachgewiesen, welches signifikant mit den Lymphknotenmetastasen
korrelierte [160]. Annexine sind Phospholipid-bindende Proteine, die Invasivitdt und
Migration im metastasierenden Plattenepithelkarzinom regulieren [161]. Funktionelle
Zusammenhédnge konnten jedoch ohne geeignetes in-vitro-Zellsystem bisher nicht direkt
untersucht werden. Daher war die Etablierung der Peniskarzinomzelllinien von Naumann
et al. [117] fir die Untersuchung dieser Tumorentitit iiberaus wichtig. Weitere
Untersuchungen zur Kliarung des molekularen Kontext zwischen Primirttumorzellen und

metastasierten Zellen des Peniskarzinoms miissen sich anschlief3en.
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4.4 E2F1 und die Zytostatikaresistenz

Abgesehen von der Steigerung der Invasionsfdhigkeit bewirkt die EMT auch eine
Zunahme der Resistenz gegeniiber Apoptoseauslosenden Faktoren [4]. In den
durchgefithrten Versuchen mit stabilem oder transientem E2FI1-Knockdown in den
Lymphknotenmetastasenzellen zeigte sich eine deutliche Sensibilisierung gegeniiber
zytostatischen Medikamenten wie Cisplatin oder Paclitaxel. Der Wirkstoff Cisplatin wirkt
dabei iiber eine direkte Schidigung der Zell-DNA, worauthin Apoptose eingeleitet wird
[162]. Paclitaxel hingegen bewirkt eine Hinderung der Reorganisation der Mikrotubuli
wihrend der Zellteilung [163]. In dem untersuchten Zellsystem bewirkt die E2F1-
Expression also wahrscheinlich eine Resistenz gegeniiber zwei Zytostatika mit
vollkommen unterschiedlicher Wirkungsweise. Als Erkldrung dafiir konnte abermals der
aggressive, mesenchymale Phdnotyp der Lymphknotenmetastasenzellen herangezogen
werden, der durch E2F1 hervorgerufen wird. Beispielsweise bewirkt der
Transkriptionsfaktor Slug in Mammakarzinomzellen, mit Hilfe der Regulation des
Phosphoinositid-3-Kinase/Proteinkinase B (PI3K/AKT) Signalweges durch den Tyrosin
Proteinkinase Rezeptor UFO (auch AXL), eine Steigerung der Zytostatikaresistenz [138].
Eine weitere Wirkungsweise von Slug in Mammakarzinomzellen ist die direkte
Unterdriickung des apoptotisch wirkenden Gens PUMA (p53 upregulated modulator of
apoptosis, auch Bbc3 genannt) [164]. AuBerdem induziert N-Cadherin eine Steigerung der
Zytostatikaresistenz in Melanomzellen [17]. Durch die zuvor gezeigte E2F1-vermittelte
Regulation von Slug und N-Cadherin wiren derartige Mechanismen auch im

Peniskarzinom denkbar.

AuBler der EMT-induzierten Zytostatikaresistenz wurden aber auch mehrere andere
Mechanismen der Resistenzentwicklung beschrieben, die durch E2F1 reguliert werden.
E2F1 kann Dbeispielsweise DNp73 induzieren, welches die pro-apoptotischen
Tumorsuppressorproteine p53 [115] und p73 sowie dessen Target miR-205 inhibiert [116].
Die Proteine p53 und p73 inhibieren in gesunden Zellen die Expression von ATP-binding
cassette Transporters A2 / A5 (ABCA2/5) und Bcl-2, welche fiir die Ausbildung einer
Zytostatikaresistenz bekannt sind [116]. Die Eigenschaften von E2F1 hinsichtlich der
Zytostatikaresistenz sind prinzipiell zellkontextabhdngig und nicht vollstdndig verstanden.
Beispielsweise wurde beschrieben, dass E2F1 durch p53 in einigen Zellen Apoptose

auslosen kann [95]. Andererseits zeigte sich in neueren Versuchen, dass durch
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genotoxische Substanzen Komplexe aus p53 und E2F1 entstehen, die einen hemmenden
Einfluss auf die Einleitung der p53-abhingigen Apoptose haben [165]. Die Situation
verandert sich nochmals bei Mutation des p53 Gens. Es wurde kiirzlich gezeigt, dass unter
Zytostatikabehandlung, E2F1 zusammen mit p73 das mutierte p5S3 Gen aktivieren kann
[166]. Als Resultat daraus ergab sich eine erhohte Resistenz gegeniiber DNA-schidigenden
Substanzen [166]. Bei der Untersuchung des p53-Proteins in den Peniskarzinomzellen
zeigte sich in den Primdrtumorzellen eine starke pS53-Expression durch den Pab 1620
Antikorper. Die p53-Expression in den Lymphknotenmetastasenzellen war hingegen
deutlich schwécher. Der Pab 1620 anti-p53-Antilorper weillt selektiv Wilttyp p53 nach.
Die geringe p53-Expression in den Lymphknotenmetastasenzellen konnte ein Hinweis auf
eine loss-of-heterozygoty Mutation im Rahmen der Metastasierung sein. Bei
Prostatakarzinomzellen kann beispielsweise nach p53 Verlust eine Zunahme der Invasivitét
beobachtet werden [167]. AuBerdem kann der Verlust von p53 zu einer erhohten Resistenz
gegeniiber apoptotischer Signale fithren [168]. In Bezug auf das Peniskarzinom zeigten
immunhistochemische Untersuchungen an Patientenproben weiterhin, dass die Expression
von mutiertem p53 das Ansprechen auf zytostatische Behandlung vermindert [169], [170].
Fiir eine sichere Beurteilung der Rolle von E2F1 in Hinblick auf p53-Mutationen mit
konsekutiver ~ Zytostatikaresistenz ~ sollten also  weitere = Untersuchungen  mit

umfangreicherem Patientenkollektiv erfolgen.

An dieser Stelle muss aber auch darauf hingewiesen werden, dass die starken Unterschiede
in der Zytostatikaresistenz der Lymphknotenmetastasenzellen, verglichen mit den
Primdrtumorzellen  nicht  allein  durch E2F1 zu  erkliren sind. Die
Lymphknotenmetastasenzellen benétigten etwa die 3-4 fache Dosis derjenigen, die bei
Primartumorzellen einen anndhernd hundertprozentigen Vitalititsverlust bewirkte. Es kann
also davon ausgegangen werden, dass noch weitere Mechanismen der Zytostatikaresistenz

in den Lymphknotenmetastasenzellen aktiviert werden, die von E2F1 unabhéngig sind.

4.5 Vergleich der verschiedenen Zytostatika

Beim Vergleich der verschiedenen Zytostatika, die zur Charakterisierung der Resistenz
gegeniiber DNA-schadigenden Substanzen eingesetzt wurden, zeigten sich weitere
interessante Unterschiede. Paclitaxel, bewirkte im XTT-Assay und im FACS einen viel

starkeren Vitalitdtsverlust als Cisplatin. Generell konnte bei den Versuchen nur mit
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Paclitaxel ein anndhernd hundertprozentiger Vitalitdtsverlust nachgewiesen werden. Bei
Cisplatin gelang dies nur bei den Primértumorzellen, mit einer ca. 40-50 fachen Dosis von
Paclitaxel. Da Cisplatin und Paclitaxel in der klinischen Therapie (modifiziertes
Therapieschema nach Pizzocaro) anndhernd gleich dosiert werden [63], ist ein direkter
Vergleich moglich. Diese Beobachtung bei in vitro Experimenten bestitigt statistische
Erhebungen bei denen Paclitaxel eine iliberlegene Wirkung gegeniiber Cisplatin hat [68].
Die Wirkung von 5-Fluoruracil stellte sich hingegen als unzureichend heraus. Die
experimentelle Dosis wurde entsprechend der klinischen Dosierung um den Faktor 10
angepasst. Trotzdem konnte bei keiner Dosis eine Vitalititsminderung von mehr als ca. 30
% erreicht werden. Der direkte Vergleich zu Cisplatin und Paclitaxel ist allerdings
schwierig, da 5-Fluoruracil {iber 3 Wochen mit jeweils 4 Tagen verabreicht wird. Generell
lasst jedoch der minimale Effekt von 5-Fluoruracil Zweifel an der Wirksamkeit dieses
Prédparats entstehen, da Therapieschemata nur mit Cisplatin und Paclitaxel dhnlich gute
statistische Resultate erzielten [171]. Aktuell existiert in Deutschland eine grof3e
Bandbreite an verwendeten Zytostatikatherapie-Schemata [70]. Dies zeigt die extreme
Unsicherheit bei der Behandlung des fortgeschrittenen Peniskarzinoms, die durch geringe
Fallzahlen, einem Mangel an klinischer Erfahrung und einem Mangel an Daten aus grof3en
randomisierten  Studien  entstanden ist [70]. Zudem sind viele alte
Zytostatikatherapieschemata erheblich toxisch, sodass bei alten, multimorbiden Patienten
hiufig Kompromisse eingegangen werden miissen, die nicht erfolgversprechend sind [68].
Das erste weit verbreitete Zytostatikaschema stellte seit 1991 das Dexeus-Schema
(bestehend aus Cisplatin, Methotrexat und Bleomycin) dar [172]. Diese Therapieschema
bildete durch mangelnde Alternativen lange Zeit das Standardschema [173]. Ein neueres
Therapieschema von Pizzocaro (1998) ersetzte Cisplatin durch Vinchristin [174]. Der
Einsatz von taxanhaltigen Zytostatika stellte 2008 eine tatsédchlichen Fortschritt bei der
Behandlung des fortgeschrittenen Peniskarzinoms dar [120]. Die aktuellen Empfehlungen
der Arbeitsgemeinschaft Urologische Onkologie der deutschen Krebsgesellschaft sprechen
sich daher fiir eine Vereinheitlichung der Zytostatikatherapieschemata bei
fortgeschrittenem Peniskarzinom aus [68]. Dafiir wird das modifizierte Therapieschema
nach Pizzocaro, bestehend aus einer Dreifachkombination aus Paclitaxel, Cisplatin und 5-
Fluoruracil empfohlen [74]. Paclitaxel sollte mit 120 mg/m? Kdrperoberfldche an Tag eins,

Cisplatin mit 20 mg/m? Korperoberfliche an Tag eins bis fiinf und 5-Fluoruracil mit 1000
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mg/m? Korperoberfliche an Tag zwei bis fiinf fiir 3 Wochen verabreicht werden [68]. Diese
Empfehlung basiert jedoch nur auf statistischen Erhebungen. Die vorliegende in-vitro
Testung der Zytostatika an Peniskarzinomzellen ist bislang einzigartig. Durch die
Etablierung des Peniskarzinomzelllininen von Naumann et al erdffnen sich nun
vollkommen neue Mdoglichkeiten zum Vergleich der Zytostatika. Das in dieser Arbeit
vorgestellte Zellsystem zur Zytostatikatestung konnte Wegbereiter fiir in-vivo Experimente

neuer Zytostatika werden.

4.6 Zusammenfassung

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass der Transkriptionsfaktor E2F1 starken
Einfluss auf die maligne Progression in Peniskarzinomzellen hat. Die vorliegenden Daten
lassen die Schlussfolgerung zu, dass die Deregulation des CdK/RB Signalweges ursidchlich
fiir die Aktivierung von E2F1 in Lymphknotenmetastasen ist. Diese Deregulation konnte
durch den hiufigen Verlust des Tumorsuppressorgens pl6 auf Chromosom 6 mitbedingt
sein. Durch E2F1-Knockdown in den Lymphknotenmetastasenzellen mit urspriinglich
hoher E2F1-Expression konnte eine Minderung der Invasivitit und eine
Zytostatikasensibilisierung gegeniiber Paclitaxel und Cisplatin nachgewiesen werden.
Umgekehrt bewirkte eine E2F1 Uberexpression in den Primirtumorzellen mit urspriinglich
geringer E2F1-Expression eine Steigerung des invasiven Wachstums. Als Ursache fiir diese
funktionellen Verdnderungen wurde die Regulierbarkeit der EMT durch E2F1 identifiziert.
Die EMT nimmt bei der Einleitung der Metastasierung der Primértumorzellen eine
Schliisselrolle ein, da der grundlegende Phinotyp dieser Zellen veridndert wird. Diese
Zellen mit mesenchymalen Eigenschaften entwickeln eine  Vielzahl von
aggressivititsrelevanten Eigenschaften wie beispielsweise der Féhigkeit zur aktiven
Fortbewegung/Invasion oder einem erhdhten Widerstand gegeniiber Apoptoseauslosender
Faktoren. E2F1 ist also an der Regulation der Tumormetastasierung in diesem Zellsystem
beteiligt. Durch die Hochregulation von E2F1 in den Primirtumorzellen wurde keine
Apoptose ausgelost und es erfolgte auch keine Steigerung der Proliferation in den
durchgefiihrten Vitalititsassays. Auch bewirkte der stabile E2F1-Knockdown keine
Anderung der Proliferationsgeschwindigkeit im XTT-Assay. Die aggressivititssteigernden
Effekte von E2F1 sind folglich nicht durch die Anderung der Proliferation zu erkliren.

Dies bestitigt in den untersuchten Peniskarzinomzelllinien die Befunde aus anderen
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Tumormodellen, wonach E2F1 in malignen Léasionen agressivitdtspotenzierende
Eigenschaften besitzt, die vollkommen unabhingig von seiner urspriinglich beschrieben

Wirkungsweise sind [89].

Diese Beobachtungen konnten eine klinische Anwendung finden, da die Identifizierung der
Patienten mit bereits erfolgter inguinaler Lymphknotenmetastasierung ein wichtiges
Problem bei der Therapieplanung des Peniskarzinoms darstellt. Experimente an
Tumorpréparaten aus einem groferen Patientenkollektiv konnten relevante Aussagen tiber
den Nutzen der E2F1-Bestimmung in Primértumorgewebe zur Identifizierung bereits
erfolgter Lymphknotenmetastasierung liefern. Aber auch andere molekulare Marker
konnten sich dafiir eignen. Beispielsweise konnten auch die EMT-Marker wie E-Cadherin,
Vimentin und N-Cadherin und die Proteine SLUG, RHAMM und HIF1-a eine bereits
erfolgte Metastasierung anzeigen. Moglicherweise konnte auch die Kombination dieser

Marker zu einem wertvollen diagnostischen Instrument werden.

AuBlerdem zeigten die Experimente zur Untersuchung der Zytostatikaresistenz eine
extreme Resistenzentwicklung bei den Lymphknotenmetastasenzellen verglichen mit den
Primartumorzellen. Das etablierte in-vitro-Peniskarzinom-Modellsystem eignet sich somit
also auch hervorragend fiir zukiinftige Untersuchungen der Zytostatikaresistenz. Die
einzelnen Zytostatika bewirkten im direkten Vergleich sehr unterschiedliche
Vitalititsverluste. Der Einsatz von Paclitaxel stellte sich gegeniiber Cisplatin und 5-
Fluoruracil als deutlich wirkungsvoller heraus. Obwohl diese Untersuchungen mit nur
insgesamt 4 Zelllinien durchgefiihrt wurde, ist der Wert dieser Experimente grof3, da das
Wissen tiiber die zytostatische Behandlung des Peniskarzinoms tiberaus mangelhaft ist.
Festzuhalten ist deshalb die Tatsache, dass alle Peniskarzinomzelllinien in-vitro auf eine
Behandlung mit Paclitaxel gut ansprachen. Eine weitere therapeutische Fokussierung auf

Paclitaxel ist demzufolge sinnvoll.
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5 Ausblick

Die EMT ist als Meilenstein der Entwicklung von metastatischen Absiedlungen im Korper
beschrieben [1]. Nachdem die Tumorzellen durch dieses zellulire Programm einen
mesenchymalen Phinotyp mit Motilitdtssteigerung erhalten haben, ist der nichste Schritt
in der Metastasierungskaskade die Invasion des Gefdllsystems des Korpers [175]. Diese
LymphgefaBinvasion ist wiederum mit einer Vielzahl von molekularen Verdnderungen
verbunden. Beispielsweise ist fiir die Krebszellen das Uberwinden der Perizyten und
Endothelzellen, aus denen Kapillaren aufgebaut sind, notwendig, um in das Gefafllumen
vordringen zu konnen [175]. In Mammakarzinomzellen wurde in diesem Zusammenhang
der Cytokine-Transforming Growth Factor-f3 (TGFB) identifiziert, der eine direkte Invasion
der Tumorzellen durch die GefdBkapillaren ermoglicht [176]. Ein funktioneller
Gegenspieler dieses Vorgangs ist wiederum der Amino-terminal enhancer of split (Aes),
der in Kolonkarzinomzellen diese Intravasation verhindert [177]. Ein anderer
Mechanismus durch den die Tumorzellen in das GefdBBlumen vordringen konnen, ist die
Neubildung von Lymphgefaflen mit strukturellen Méangeln [175]. Diese durch Tumorzellen
neugebildeten Gefdlle zeichnen sich durch einen Zustand der stdndigen Rekonfiguration
aus, der zu gewundenen und hidufig undichten Kapillaren fiihrt [178]. Ein zentrales
Molekiil bei der Neubildung von Gefden durch Tumorzellen sind Proteine aus der
Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) Familie [179]. Diese Familie umfasst fiinf
Wachstumsfaktoren (VEGF-A/B/C/D/E), die durch Bindung an die drei verschiedenen
Tyrosinkinaserezeptoren (VEGF-Rezeptoren, VEGFR 1-3) Angiogenese auslosen kénnen
[180]. Diese VEGF-Rezeptoren werden hauptsichlich von Endothelzellen exprimiert
[180]. In neueren Untersuchungen konnte jedoch auch eine erhéhte VEGFR-Expression
bei verschiedene Tumorzellen beobachtet werden [98], [181]. Diese konnen dabei sogar
autokrin durch die ebenfalls exprimierten VEGFR Liganden aktiviert werden [98], [181].
Die Stimulation der VEGF-Rezeptoren fiihrte dabei je nach Tumorentitit zu
unterschiedlichen agressivititssteigernden Eigenschaften [109]. In Zelllinien aus akuten-
myeloischen-Leukdmiezellen bewirkte eine VEGF-C vermittelte, autokrine Stimulation
des VEGF Rezeptors beispielsweise eine Proliferationssteigerung und Zytostatikaresistenz
[182]. In Zelllinien des malignen Melanoms fiihrte eine Aktivierung des VEGFR-2

Rezeptors sogar zu einer Steigerung der Migration durch Aktivierung des Integrins avp3
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[183]. In nun aktuell erschienenen Untersuchungen konnte der direkte Einfluss von E2F1
auf die Neovaskularisation durch VEGF-Proteine gezeigt werden [98]. Dabei wurde
VEGFR-3 und dessen Ligand VEGF-C als direktes Zielgen von E2F1 identifiziert [98]. Im
Zuge der Charakterisierung der Peniskarzinomzelllinien wurden die Expression der VEGF-
Proteine VEGFR-1/3 und VEGF-C untersucht. Aulerdem wurde deren Regulierbarkeit
durch E2F1-Knockdown und E2F1-Uberexpression mit den Zellen aus den vorherigen
Versuchen (siehe 3.3.2.1 und 3.3.2.2) iiberpriift. Die Ergebnisse dieser Experimente sind in
folgender Abbildung dargestellt (siche Abb. 22 und Abb. 23).
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Abb. 23: Regulation von VEGFR-3 und VEGF-C durch E2F1. Links: E2F1-Uberexpression in den

Primértumorzelllinien; rechts: E2F1-Knockdown in den Lymphknotenmetastasen. 3-Aktin diente als Ladekontrolle.
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Bei transienter E2F1-Depletion in den Lymphknotenmetastasenzellen zeigte sich eine
deutliche Abschwichung des Expressionssignals von VEGFR-3 und VEGF-C, wihrend
Ligand und Rezeptor in Primirtumorzellen nach E2F1 Uberexpression klar ansteigen.
Diese Daten stiitzen die Annahme, dass VEGFR-3 und VEGFC im

Peniskarzinomzellsystem durch E2F1 reguliert werden.

Da die Ergebnisse dieser Arbeit die zentrale Rolle von E2F1 bei der EMT peniler
Tumorzellen offengelegt haben, wire eine weitere Beteiligung dieses Transkriptionsfaktors
wihrend der Metastasierungskaskade dieser Tumorentitdt denkbar. Dies ist sogar
wahrscheinlich, da in aktuellen Arbeiten immer wieder die zentrale Rolle von E2F1 beim
Ablauf der Metastasierung beobachtet wurde, beispielsweise bei der Extravasation im
GefaBsystem zirkulierender Tumorzellen [32]. Abgesehen davon wurde die E2F1
vermittelte Neovaskularisation durch VEGF-C und VEGFR-3 bereits bei mehreren
Zelllinien beobachtet [98]. Eine Untersuchung der Neovaskularisation durch den
E2F/VEGF-Signalweg in Peniskarzinomzellen wére beispielsweise mit in-vivo
Modellsystemen wie der transparenten-Riickenhautkammer bei Nacktmiusen moglich.
Dieses Modell ermoglicht die intravitale Mikroskopie zur Bestimmung der
Mikrovaskularisation nach Einbringen eines Gewebeimplantates auf den Riicken einer
Nacktmaus [184]. Dadurch wiirde das Verstdndnis der molekularbiologischen Vorgédnge im
Peniskarzinom zunehmen wodurch auf lange Sicht neue Therapieansitze geschaffen

werden konnten.

Da die Ergebnisse dieser Arbeit die generelle Wirkung von E2F1 als wichtigen
Tumorprogressor wihrend der malignen Progression bestétigt hat, sollten weitere
umfangreichere Untersuchungen an histologischen Tumorproben erfolgen. Als
abschlieendes Ziel steht dabei die klinische Nutzung von E2F1 und seiner
metastasierungsrelevanten  Zielgene als  diagnostischer Marker der erfolgten
Lymphknotenmetastasierung und mdglicherweise einer praventiven und antimetastatischen

Therapie im Mittelpunkt.
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7 Anhang

7.1 Thesen fiir die Disputation

1. Die vier untersuchten Peniskarzinomzelllinien lassen sich beziiglich ihrer malignen
Eigenschaften als auch ihrer Proteinexpression in zwei Primértumorzelllinien und
zwei erheblich aggressivere Metastasenzelllinien unterteilen.

2. Der RB-E2F1 Signalweg, der in gesunden Zellen mit der Regulation des Zellzyklus

assozziert wird, ist in den Metastasenzellen dereguliert.

3. Die als Marker der Epithelial-Mesenchymalen Transition bekannten Proteine N-
Catherin, Vimentin und Slug werden durch E2F1 hochreguliert und kdnnten somit

zu einem aggressiverem Verhalten der Metastasenzellen beitragen.

4. Der zytostatische Wirkstoff Paclitaxel ist den Wirkstoften Cisplatin und 5-
Fluoruracil bei den in-vitro Versuchen deutlich iiberlegen und ist somit relevant fiir

die klinische Therapie.

5. Die Metastasenzellen des Untersuchungsgutes sind erheblich resistenter gegeniiber

zytostatischer Behandlung als die Priméartumorzellen.

6. Die Metastasenzelllinien des Untersuchungsgutes zeigten ein erheblich invasiveres

Wachstum als die Primértumorzellen.

7. Nach E2F1-Knockdown durch virale Transduktion wurden die untersuchten
Metastasenzellen signifikant sensitiver gegeniiber einer zytostatischen Behandlung.
E2F1 scheint somit eine Rolle bei der Zytostatikaresistenz der Metastasenzellen zu

spielen.

8. Bei E2F1 Knockdown durch viraleTransduktion verringerte sich das invasive
Wachstum der Metastasenzellen deutlich, ohne die Proliferation zu beeinflussen.
E2F1 scheint somit einen Einfluss auf die Invasivitit auszuiiben, der im

Zusammenhang mit der EMT stehen konnte.
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9. Bei E2F1- Uberexpression in den Primirtumorzellen durch Transfektion erhoht
sich deren invasives Wachstum, ohne die Proliferation zu beeinflussen. E2F1

konnte somit als Priadiktor oder Ziel einer Targettherapie klinisch geeignet sein.

10. Die angiogeneseregulierenden Faktoren VEGF-C und VEGFR-3 werden in diesem
Zellsystem durch E2F1 reguliert. E2F1 konnte also auch in dem Bereich der
Intravasation und im weiteren Verlauf der Metastasierungskaskade eine Rolle

spielen.
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