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Peroxisome-Proliferator-activated Receptor = Peroxisom-
Proliferator-aktivierter Rezeptor
Phospholipid-Phosphatidylserin

proximale Tubulusepithelzellen

Phosphatase und Tensinhomolog deletiert auf
Chromosom 10

Retinoblastom

Regulator des G-Protein Signalwegs

RNA integrity number, gibt Auskunft iber die RNA Qualitat
Robert-Koch-Institut

Ribonukleinséure (bzw. —acid)

rounds per minute = Umdrehungen pro Minute
Raumtemperatur

Real Time quantitative Polymerase Chain Reaction = Echt-
zeit quantitative Polymerasekettenreaktion
Suberoyl-Anilid-Bishydoxamid

Sekunden

Serin

Standard



IV __Abklrzungsverzeichnis Seite Xl

SDS Natriumdodecylsulfat

SIRT1 Sirtuin 1, Homolog von Sir2

SOM Self-Organized Map Clustering

S-Phase Synthese-Phase, Zellzyklusphase, in der DNA-Replikation
bzw. -Synthese stattfindet

SPON Spondin

STAT Signal Transducer and Activator of Transcription

Std Stunden

T Tage

Tab. Tabelle

TEMED Tetra-N-Methyl-Ethylendiamin

TGF-a Transforming Growth Factor a = transformierender Wachs-

tumsfaktor-a

Thr Threonin

TLR Toll-like Rezeptor

TNF Tumor-Nekrose Faktor

TNN Troponin

Tris Tris-(Hydroxymethyl)-Methylamin
TSA Trichostatin A

UE Untereinheit

\Y, [Volt]

var Splicevariante

Verd. Verdinnung

VCAM Vascular Cell Adhesion Molecule = vaskulares Zell-

adhasionsmolekil

VEGF Vascular Epidermal Growth Factor = vaskularer epidermaler
Wachstumsfaktor

VHL von Hippel-Lindau

VPA Valproat bzw. Valproinsaure

wnt3 Wingless-type integration site family, member 3

XIAF XIAP-assoziierter Faktor

XIAP X-linked Inhibitor of Apoptosis Protein = X-gekoppelter

Inhibitor des Apoptoseproteins
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1 Einleitung

1.1 Das Nierenzellkarzinom

Das Nierenzellkarzinom (NZK) ist der haufigste maligne Tumor der Niere,
ausgehend vom Epithel verschiedener Nephronabschnitte. Nach dem Ausgangs-
gewebe, den zytogenetischen Befunden und dem histologischen Bild wird zwischen
dem Klarzelligen (hypernephroiden, ca. 70-85 %), papillaren (chromophilen,
10-15 %), chromophoben (ca. 5-10 %) und dem Ductus-Bellini-Karzinom (ca. 1 %)
unterschieden (Oberneder et al. 2003, Pisani et al. 1993). Dem malignen NZK
stehen etwa 5 % benigne Onkozytome gegenuber. Die Inzidenz des NZK steigt
stetig an. Sie lag 2004 laut Robert-Koch-Institut bei 10-21/100.000 Menschen und
erhdht sich um 2-6 % pro Jahr (www.rki.de 2008). Die Mortalitat lag bei ungefahr
5-8/100.000 Menschen. In Deutschland wird 2009 durchschnittlich mit 14.000
(www.rki.de 2008), in den USA mit etwa 54.000 Neuerkrankungen (www.cancer.gov
2008) gerechnet. Der Erkrankungsgipfel liegt zwischen dem 60. und 70. Lebensjahr.
Manner sind etwa doppelt so haufig betroffen wie Frauen. Nur wenige Patienten
zeigen die klassischen Symptome wie Blut im Urin, Flankenschmerzen, eine
tastbare Geschwulst im Oberbauch oder Veranderungen der Blutwerte, die dann zur
Diagnose des NZK fuhren. Tatsachlich werden die meisten NZK zufallig bei
Ultraschalluntersuchungen (Sonographie) oder in der Computertomographie (CT)
entdeckt, die oft aus ganz anderen Grinden durchgefihrt werden
(www.urologenportal.de). Obwohl das NZK nur 3 % aller Tumorerkrankungen stellt,
ist die Situation dramatisch. Da das NZK meist zuféllig entdeckt wird, weisen 1/3 der
betroffenen Patienten bereits bei der Erstdiagnose Fernmetastasen auf. Weitere
20-30 % der Patienten entwickeln im Verlauf der kurativen Therapie Metastasen.
Eine Heilung ist in diesem Stadium meist nicht mehr méglich, da diese Tumoren in
der Regel resistent gegen die vorhandenen Therapien (Chemo-, Radio- und
Immuntherapie) sind. Es ist davon auszugehen, dass insgesamt 2/3 der Tumor-
patienten an ihren Leiden versterben. Die 5 Jahres-Uberlebensrate der Patienten
mit metastasiertem NZK liegt dabei < 10 % (Motzer et al. 2000).


http://www.rki.de
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1.2 Molekulare Grundlagen des Nierenzellkarzinoms

Unter den malignen NZK ist das klarzellige NZK mit 70-85 % am stérksten vertreten.
Es hat seinen Ursprung im proximalen Tubulus. Tumorzytogenetisch werden
chromosomale Aberrationen wie der Fragmentverlust am Chromosom 3
beschrieben. Diese fuhren in etwa 50-75 % der klarzelligen NZK zu somatischen
Mutationen im von Hippel-Lindau-Gen (VHL; Longo et al. 2007, Oberneder et al.
2003). Die biallele Inaktivierung des VHL, wie sie im NZK auftritt, verhindert die
Degradierung des Hypoxie-induzierten Faktors-1a (HIF-1a, Kamura et al. 2000).
Das aktive HIF-1a translokiert in den Zellkern. Dort induziert HIF-1a die
Transkription von Wachstumsfaktoren, insbhesondere des epidermalen Wachstums-
faktor-Rezeptors (EGFR) und des vaskularen epidermalen Wachstumsfaktors
(VEGF, Bardos et al. 2004). EGFR und VEGF resultieren in einer Aktivierung des
Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3K)/Akt/mammalian target of rapamycin (MTOR)-
und des Ras/Raf/Mitogen-aktivierte Proteinkinase (MAPK)-Signalwegs. Diese
Signalwege sind malRgeblich in die Proliferation, Invasion und Angiogenese
involviert (Longo et al. 2007, Paradis et al. 2000). Das NZK wird daher haufig auch
als Angiogenese-abhangige Erkrankung bezeichnet. Im NzZK ist die VEGF-
Expression nachweislich erhoht (Tochizawa et al. 2008). Eine biallele VHL-Mutation
kann somit fatale Folgen nach sich ziehen. HIF-1a wird neben VHL jedoch ferner
Uber Wachstumsfaktoren- und Zelladhasions-Signalwege reguliert (Kim et al. 2004,
Kamura et al. 2000, Herman et al. 1994, Latif et al. 1993). Eine entscheidende Rolle
spielen dabei wie zuvor der PI3K/Akt/mTOR- und der Ras/Raf/MAPK-Signalweg.
Tatsachlich ist der PI3BK/Akt/mTOR-Signalweg im NZK konstitutiv aktiviert (Robb et
al. 2007, Sourbier et al. 2006). Dieser Signalweg ist dabei offensichtlich auch fir die
in NZK auftretenden Resistenzen gegeniber konventionellen Chemotherapien mit
verantwortlich (LoPiccolo et al. 2008) und assoziiert mit einer verschlechterten

Uberlebensrate (Merseburger et al. 2008).
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1.3 Derzeitige Therapien

Die Wahl der chirurgischen MalRnahmen und Therapien richtet sich nach dem

Tumorstadium und der Funktion der Restniere.

Rechtzeitig erkannte, lokal begrenzte Tumore werden durch die komplette
Entfernung der tumortragenden Niere (radikale Tumornephrektomie) oder durch

eine organerhaltende Entfernung (Resektion) behandelt.

Problematisch ist das metastasierte NZK (fortgeschrittenes NZK). Beim Vorliegen
von Fernmetastasen wird in der Regel eine Entfernung des Primartumors vor-
genommen. Additiv erfolgt die Entfernung der Metastasen oder die Bekampfung
dieser mittels adjuvanter und neoadjuvanter systemischer Therapien. Zu diesen
zahlt die postoperative Immuntherapie mit den Zytokinen Interleukin-2 und/oder
Interferon-alpha (IFN-alpha). Die Zytokine aktivieren T-Zellen und natirliche Killer-
zellen. Dadurch soll das Immunsystem angeregt werden, seine Abwehr gegen das
im Kdorper vorhandene Tumorgewebe zu richten. Interferon (IFN) kann ferner den
major histocompatibility complex class | (MHCI-Komplex) induzieren, die
Proliferation und Angiogenese inhibieren sowie die Genexpression modulieren. Die
Immuntherapie ist jedoch nur bei einer Minderheit der Patienten effizient (~15 %;
Negrier et al. 2007, Fossa 2000) und ihre Wirksamkeit durch auftretende
Resistenzen begrenzt (Oberneder et al. 2003, Fossa 2000). Generell ist diese
Therapie mit starken Nebenwirkungen verbunden (Mancuso et al. 2005, Coppin et
al. 2005, Oberneder et al. 2003).

Auch die Chemo- und Radiotherapie sind durch die Ausbildung von Resistenzen in
ihrer Wirksamkeit limitiert und haben sich insgesamt beim NZK als wenig viel
versprechend herausgestellt. Lediglich die Chemotherapie mit Vinblastin und
5-Fluorouracil konnte gewisse Therapieerfolge (max. 10 %ige Ansprechrate)
erzielen (Longo et al. 2007, Oberneder et al. 2003). Die Hormontherapie muss
ebenfalls als weitgehend unwirksam beim NZK angesehen werden, ihre
Ansprechrate betragt lediglich 2 % (Oberneder et al. 2003).
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1.4 Molekulare Therapieansatze beim NZK

Die bisherigen Behandlungsoptionen beim NZK sind recht eingegrenzt. Neue
Erkenntnisse der molekularen Grundlagen von Tumorgenese und -progression
bilden die Vorraussetzung fur ein innovatives therapeutisches L&sungskonzept.
GroR3e Hoffnungstrager zur Behandlung fortgeschrittener NZK sind dabei molekular
gezielte Therapieformen (Targeted-Therapien). Im Gegensatz zur unspezifisch
wirkenden Chemotherapie sollen gezielte Therapeutika spezifisch die in der Tumor-
zelle auBer Kontrolle geratenen molekularen Mechanismen korrigieren (molecular
Targeting) und somit eine effektive und dabei wenig toxische Therapie erméglichen.
Ausléser fur den Wandel in der Tumortherapie war der Einsatz des ersten ziel-
gerichteten Therapeutikums Imatinib, das den platelet-derived Wachstumsfaktor-
Rezeptor (PDGFR, Bran et al. 2009), PDGF (Bran et al. 2009, Santini et al. 2007)
und VEGF (Bran et al. 2009, Li et al. 2009) inhibiert. In praklinischen und Klinischen
Studien werden derzeitig niedermolekulare Inhibitoren, insbesondere Tyrosinkinase-
und mTOR-Inhibitoren sowie monoklonale Antikorper naher evaluiert. Sie wirken
gezielt primaren Zielstrukturen der Signalwege von Tumorzellen entgegen, die in
Zellwachstum, Proliferation, Angiogenese und die Aktivierung von HIF involviert sind
(Longo et al. 2007, Hudson et al. 2002). Wichtige Zielstrukturen sind dabei
Rezeptortyrosinkinasen, insbesondere Komponenten des VEGF-, EGF-Rezeptor-
und PI3K/Akt/mTOR-Signalwegs.

1.4.1 Tyrosinkinase-Inhibitoren

1.4.1.1 Sorafenib (Nexavar®)

Sorafenib ist ein Tyrosinkinase-Inhibitor, der den VEGF-Rezeptor, ein Schlissel-
protein des Angiogenese-Signalwegs inhibiert. Weitere Proteine, wie z. B. der
PDGF-Rezeptor und die Raf-1 bzw. Raf-Kinase werden blockiert (Merseburger et al.
2008a, Longo et al. 2007). Sorafenib wird daher haufig auch als Multikinase-Inhibitor
bezeichnet. Sorafenib kann oral verabreicht werden. Eine Phase-I-Studie zeigte bei
34-36 % der Patienten mit soliden Tumoren Uber 6 Monate einen stabilen Krank-
heitsverlauf (Awada et al. 2005). Studien am metastasierten NZK nach voran-
gegangener Zytokinbehandlung wiesen eine Ansprechrate von 40 % auf, bei 30 %
blieb der Krankheitsverlauf bis maximal 1 Jahr stabil (Ahmad et al. 2004). Im NZK
mit zuvoriger IFN-alpha-Behandlung reduzierte Sorafenib die Tumorprogression um
56 % (Escudier et al. 2007a). Das progressionsfreie Uberleben betrug 5,5 Monate
nach Sorafenib-Behandlung gegeniuber der Placebogruppe mit 2,8 Monaten. Das

Langzeitiberleben war dabei von 14,3 auf 17,8 Monate erhoht (Bukowski et al.
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2007). In einer Erstlinien-Vergleichsstudie mit Sorafenib und IFN-alpha konnte
jedoch trotz verbesserter Reduktion des Tumorvolumens und der Lebensqualitat
nach Sorafenib-Gabe kein signifikanter Unterschied im progressionsfreien
Uberleben gegeniiber IFN-alpha detektiert werden (Escudier et al. 2009). Sorafenib
ist in Deutschland bisher als Zweitlinienbehandlung oder bei Patienten, die fir eine

Zytokinbehandlung nicht in Frage kommen, zugelassen (Merseburger et al. 2008a).

1.4.1.2 Sunitinib (Sutent®)

Sunitinib ist ein Tyrosinkinase-Inhibitor, der seine anti-tumorale Wirkung u. a. durch
die Inhibition von PDGFR und VEGFR entfaltet. In einer Zweitlinientherapie im
Rahmen einer Phase-lI-Studie an Patienten mit metastasiertem NZK zeigte
Sunitinib bei 34-40 % der Falle ein partielles Ansprechen. Bei 27-29 % dieser
Patienten blieb der Krankheitsverlauf dabei Uber 3 Monate stabil (Motzer et al.
2006a, 2006b). In einer weiteren Studie konnte nach anti-angiogener Therapie die
Applikation mit Sunitinib oder Sorafenib eine signifikante anti-tumorale Aktivitat
induzieren (Tamaskar et al. 2008). Eine Phase-IlI-Studie verglich Sunitinib und IFN-
alpha an 750 unbehandelten Patienten mit metastasiertem NZK (gute und inter-
medidre Prognose, Motzer et al. 2007). Diese zeigte eine hthere Ansprechrate im
Sunitinib-Arm (31 % versus 6 % im Interferon-Arm). Des Weiteren war das
progressionsfreie Uberleben fir die mit Sunitinib-behandelten Patienten langer
(11 Monate versus 5 Monate mit IFN-alpha). Sunitinib ist in Deutschland als Erst-
und Zweitlinientherapie fur das metastasierte NZK zugelassen (Merseburger et al.
2008a).

1.4.2 mTOR-Inhibitoren

1.4.2.1 Temsirolimus (Torisel®)

Temsirolimus, ein Derivat des Immunsuppressivums Rapamycin, inhibiert die
MTOR-Kinase. In einer Phase-IlI-Studie an high risk NZK-Patienten konnte ein
signifikanter Vorteil von Temsirolimus (11 Monate) versus IFN-alpha (7 Monate)
beziglich des Langzeitiiberlebens nachgewiesen werden (Hudes et al. 2007). Die
Kombination der beiden Substanzen zeigte jedoch keinen weiteren Effekt gegen-
Uber der Temsirolimus Monotherapie. Temsirolimus ist in Deutschland fur alle

metastasierten NZK zugelassen.
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1.4.2.2 RADO001 (Everolimus, Afinitor®)

RADOO1 ist ein weiterer mTOR-Inhibitor. RAD0O01 kann oral appliziert werden. In
einer Phase-II-Studie an 41 Patienten mit metastasiertem NZK konnte fir ca. 70 %
der Patienten ein medianes progressionsfreies Uberleben von tiber 6 Monaten nach
RADO001-Behandlung nachgewiesen werden (Amato et al. 2009). RADOO1 wird
voraussichtlich im Sommer 2009 zur Therapie beim NZK zugelassen.

1.4.3 Antikorpertherapie

1.4.3.1 Bevacizumab (Avastin™)

Das NZK ist haufig durch einen erhohten Gehalt an zirkulierendem VEGF gekenn-
zeichnet. Bevacizumab ist ein monoklonaler Antikérper mit hoher Bindungsaffinintat
zu VEGF. Durch die Bindung an VEGF wird dieses fiur die Interaktion mit dem
korrespondierenden VEGF-Rezeptor blockiert. Die Kombination einer Chemo-
therapie mit Bevacizumab resultierte beim Kolonkarzinom in einem signifikant
verlangerten Gesamtuberleben (Hicklin et al. 2005). Eine Studie am fort-
geschrittenem NZK mit Bevacizumab wurde in der Interimsphase gestoppt,
nachdem sich die progressionsfreie Zeit gegentber der Placebogruppe auf das
2,6-fache erhoht hatte (Yang et al. 2003). In einer Phase-IlI-Studie mit kombinierter
Applikation von Bevacizumab und IFN-alpha zeigte sich ein progressionsfreies
Uberleben von 10 Monaten versus 5 Monaten im IFN-Placebo-Arm (Escudier et al.
2007b). Die Applikation mit Bevacizumab wies dabei jedoch eine deutlich héhere
Toxizitat und starkere Nebenwirkungen gegeniber IFN-alpha auf. In Deutschland ist

Bevacizumab fir die Therapie beim metastasierten NZK zugelassen.

1.4.4 Histondeacetylase-Inhibitoren

Insgesamt sind die neuen zielgerichteten Therapien zum jetzigen Zeitpunkt trotz der
z. T. ermutigenden klinischen Daten noch als rudimentdr einzuschéatzen
(Merseburger et al. 2008a). So resultieren die genannten Therapien lediglich in
einer partiellen Ansprechrate und ihre Wirkung ist aufgrund der sich im Verlauf der
Therapien bildenden Resistenzen stark limitiert (Coppin et al. 2008, Longo et al.
2007). Durch den Einsatz von Kombinationen der zielgerichteten Agenzien erhoffte
man sich eine Verbesserung der Wirksamkeit (Kerbel et al. 2002). Die mehrfache
Blockade von Signalwegen sollte dabei die Entstehung von kompensatorischen
Ruckkopplungsschleifen vermeiden (horizontale und vertikale Blockade, Longo et al.
2007). Erste Kombinationstherapien erwiesen sich jedoch bisher als nicht erfolg-
reich (Baselga et al. 2007, Bukowski et al. 2007, Longo et al. 2007).
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Mittlerweile wird postuliert, dass die epigenetische Modulation des NZK, einen
innovativen, effizienten und viel versprechenden Ansatz darstellen kénnte. So sind
maligne Transformationen generell durch Aberrationen der epigenetischen
Kontrollmechanismen gekennzeichnet, d. h. Veranderungen die nicht auf den
Genen selbst beruhen, wie z. B. bei Genmutationen, sondern vielmehr auf Faktoren,
die die Zuganglichkeit der Gene beeinflussen (Duenas-Gonzalez et al. 2008, Lui et
al. 2006, Bolden et al. 2006, Hanahan et al. 2000). Epigenetische wirkende
Substanzen sind somit maf3geblich in die Regulation der Genexpression involviert.
Sie induzieren eine Konformationsdnderung der DNA, die in einem transkriptional
aktiven oder inaktiven Status des Chromatins resultieren kann (Robertson et al.
2001, Marks et al. 2000). Die Histonacetylierung und DNA-Methylierung sind
charakteristische epigenetische Modifikationen (Santini et al. 2007, Das et al. 2004,
Santini et al. 2001). Tatsachlich konnte in den unterschiedlichsten Tumoren eine
Uberexpression von Histondeacetylasen (HDACs), eine damit einhergehende
Hypoacetylierung der Histone und Deaktivierung der Genexpression nachgewiesen
werden (Wilson et al. 2006, Bolden et al. 2006, Zhang et al. 2005, 2004, Zhu et al.
2004, Halkidou et al. 2004). Da epigenetische Modifikationen potentiell reversibel
sind, reprasentieren HDACs viel versprechende Ziele fur innovative Therapie-

ansatze.

1.4.4.1 Funktion der Histonacetyltransferasen und Histondeacetylasen

Die DNA eukaryotischer Zellen liegt in Form des verdichteten Chromatins im
Zellkern vor. Histone spielen eine entscheidende Rolle bei der lokalen Konforma-
tionsdnderung und damit der sterischen Anordnung des Chromatins, die die
Zuganglichkeit der DNA und somit die transkriptionale Aktivitat der Gene malf3-
geblich beeinflusst. Die N-terminalen Regionen der Histone sind dabei Angriffs-
punkte flr verschiedenste posttranslationale Modifikationen (Wu et al. 2000).
Insbesondere das dynamische Gleichgewicht zwischen Acetylierung und Deacety-
lierung ist dabei von Bedeutung. Es wird von zwei kompetitiven Enzymfamilien, den
Histonacetyltransferasen (HATs) und Histondeacetylasen (HDACS), reguliert
(Robertson et al. 2001, Marks et al. 2000). Die Acetylierung der Histone wird durch
HATSs katalysiert. Durch die negativ geladenen Acetylgruppen erhalten die Histone
eine negative elektrische Ladung. Diese fihrt zur ,Absto3ung” der ebenfalls negativ
geladenen Phosphatgruppen der DNA und korreliert mit verringerter DNA-
Packungsdichte (Euchromatin, Abb. 1A) und erhdhter transkriptionaler Aktivitét.
HDACSs hingegen induzieren die Abspaltung der negativ geladenen Acetylgruppen.

Die Histonenden sind dadurch positiv geladen und gehen eine enge Bindung mit
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den negativ geladenen Phosphatgruppen der DNA ein. Dies resultiert in einer
kondensierten Chromatinstruktur (Heterochromatin, Abb. 1B) und Repression der

Transkription.

Abbildung 1: Konformationen des Chromatins in Abhéangigkeit der Histonmodifikationen,
wie Phosphorylierung (P), Methylierung (Me) und Acetylierung (Ac). @ Die Acetylierung der
Histone fuhrt zu einer dekondensierten Chromatinstruktur, verbunden mit transkriptionaler
Aktivitat. Die Deacetylierung der Histone I6st die Kondensation des Chromatins aus,
einhergehend mit der Repression der Gentranskription.

Wird dieses Gleichgewicht zwischen HATs und HDACs gestort, ist ihre

transkriptionale Kontrollfunktion auf’er Kraft gesetzt und es kommt zu
pathologischen Veranderungen, wie der Entstehung maligner Tumorerkrankungen.

1.4.4.2 HDAC-Aktivitat in malignen Tumorentitaten

In einer Vielzahl der Tumoren konnte eine dramatische Uberexpression von HDACs,
und die damit einhergehende Hypoacetylierung und Genblockade beobachtet
werden (Wilson et al. 2006, Bolden et al. 2006, Zhang et al. 2005, 2004, Zhu et al.
2004, Halkidou et al. 2004). Die Transkription regulatorischer Proteine, die wichtige
Funktionen in der Zellzykluskontrolle oder Apoptose einnehmen, wird durch HDACs
unterdriickt. Da die Repression der Gene auf der Rekrutierung der HDACs beruht,
ist dieser Prozess reversibel und kann durch HDAC-Inhibitoren invertiert werden.
HDAC-Inhibitoren reprasentieren damit eine viel versprechende Gruppe epi-

genetischer Modulatoren fur den pharmakologischen Angriff auf HDACs.
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1.4.4.3 HDAC-Klassen

HDACs zahlen zu einer hoch konservierten Enzymfamilie, die in Eu- und Pro-
karyoten vorkommen. Sie werden entsprechend ihrer Sequenz- und Domaéanen-
verwandtschaft in 4 Klassen unterteilt. Klasse I, Il und IV sind miteinander nah
verwandte, Zink-abhéngige Deacetylasen. HDAC-Klasse Ill ist im Gegensatz zu den
ubrigen HDACs NAD"-abhangig.

Klasse I: HDAC1, 2, 3 und HDACS8
Klasse lla: HDAC4, 5, 7 und HDAC9
Klasse llb: HDAC6 und HDAC10

Klasse lll: SIRT1-7 (Homologe des SIR2 Proteins der Hefe Saccharomyces

cerevisiea)
Klasse IV: HDAC11

Klasse | HDACs sind im Zellkern angesiedelt. Sie modulieren die Proliferation und
Apoptose von Zellen. Klasse Il HDACs besitzen die Fahigkeit der Translokation
zwischen Kern und Zytoplasma. Sie sind offensichtlich relevant fir Zellreifung und
-differenzierung. Klasse Ill HDACs deacetylieren hauptsachlich zytoplasmatische
Proteine. Das Klasse IV HDAC wird im Gegensatz zu den anderen HDAC-Klassen
lediglich in eukaryotischen Organismen Gewebe-spezifisch exprimiert (Santini et al.
2007).

1.4.4.4 HDAC-Inhibitoren

HDAC-Inhibitoren rufen durch die Interaktion mit der katalytischen Doméane der
HDACs eine Hemmung der enzymatischen Aktivitat hervor. Die daraus
resultierende Histon-Hypoacetylierung und Reaktivierung der Transkription
blockierter Gene korreliert mit der Induktion von Zelldifferenzierung, Apoptose,
Zellzyklusregulation und Expression von Tumorsuppressoren sowie Proliferations-
und Angiogenese-Inhibition. Die HDAC-Inhibitoren weisen dabei allgemein eine
geringe Toxizitdt gegenuber normalen, nicht malignen Zellen auf (Carew et al. 2008,
Liu et al. 2006, Kelly et al. 2005, Johnstone 2002, Marks et al. 2001). Frihe
Klinische Studien mit HDAC-Inhibitoren fiihrten zur Remission der Tumore und
verbesserter Symptomatik in stark vorbehandelten und mehrfach rickféllig

gewordenen Patienten, bei Uberraschend geringen Nebenwirkungen (Kelly et al.
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2005, Johnstone 2002). Eine Vielzahl heterogener Substanzen ist in der Lage,
Histondeacetylasen zu binden und durch die Blockade ihrer enzymatischen Aktivitat
eine Hyperacetylierung der Histone zu bewirken. Aufgrund ihrer biochemischen
Struktur werden HDAC-Inhibitoren wie folgt klassifiziert (Tab. 1):

Klasse Substanzen IC*°-Bereich

Butyrat, Valproat (VPA), Pivaloyloxymethyl-
kurzkettige Fettsauren Butyrat (Pivanex, AN9), 4-Phenylbutyrat UM - mM

Trichostatin A (TSA), Suberoyl-Anilid-Bishy-
doxamid (SAHA), NVP-LAQ-824, Scriptaid,

Hydroxamsauren Oxamflatin, Pyroxamid nM - uM
Epoxide Trapoxin A, Depudecin nM - uM
andere Tetrapeptide Apicidin, Depsipeptide (FK228) nM - uM
Benzamide MS-275, N-Acetyldinaline (C1-994) uM
Hybridmolekile CHAP31, CHAP50 nM

Tabelle 1: Klassen der HDAC-Inhibitoren: Angaben der zugehdrigen Substanzen dieser
Klassen und des in vitro IC**-Bereichs.

Viele HDAC-Inhibitoren weisen die Fahigkeit auf, die Effizienz von konventionellen
Chemotherapeutika synergistisch zu verstarken (Carew et al. 2008, Glaser et al.
2007, Arnold et al. 2007, Rikiishi et al. 2007, Bolden et al. 2006, Dowdy et al. 2006,
Fuino et al. 2003, Kim et al. 2003). Des Weiteren konnten HDAC-Inhibitoren
Resistenzen des NZK aufheben (Wang et al. 2005). Die glnstige Toxizitat der
HDAC-Inhibitoren und ihre synergistische Wirkung auf die anti-tumorale Aktivitat
vieler Therapeutika in vitro und in vivo verdeutlichen ihr viel versprechendes

Potential bei malignen Tumorerkrankungen.

1.4.4.5 Valproat

Die kurzkettigen Fettsduren, zu denen Butyrat und Valproat (VPA, Abb. 2) gehoéren,
zeigen trotz vergleichsweise hoherer notwendiger Konzentration (im millimolaren
Bereich) ein Aullerst glnstiges Toxizitatsprofil in vivo. In der stetig wachsenden
Gruppe von HDAC-Inhibitoren zeigt die kurzkettige Fettsdaure VPA deutliche Vorteile
im Vergleich zu anderen Inhibitoren. VPA ist ein allgemein gut vertragliches
Medikament, das fiir die Epilepsietherapie in der Klinik bereits etabliert ist. Sein

gunstiges Sicherheitsprofil wurde durch die U.S. Food and Drug Administration
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bestétigt. VPA kann oral appliziert werden, mit einer adaquate Pharmakokinetik in
vivo (Halbwertszeit: 7-16 Stunden, Blaheta et al. 2002).

OH

Abbildung 2: Strukturformel von Valproat.

1997 konnten erstmals VPA Eigenschaften als Anti-Tumoragens an nheuro-
ektodermalen Tumorzellen am Tiermodell in vivo aufgezeigt werden. Dabei wurde
das Tumorzellwachstum signifikant gehemmt (Cinatl et al. 1997). Des Weiteren
konnte ein drastischer Verlust der Adhasions- und transendothelialen Migrations-
kapazitat bei VPA-behandelten neuroektodermalen Tumorzellen beobachtet werden
(Cinatl et al. 2002). VPA fuhrte dabei zu einer Stabilisierung der Tumorzellaggregate
und verminderten Abldsung von Einzelzellen. Der Effekt wurde primar tber eine
Modulation von Adh&sionsrezeptoren verursacht, deren Expressionsdichte invers
mit dem metastatischen Potential der Tumorzellen korrelierte (Beecken et al. 2005,
Blaheta et al. 2004a, Blaheta et al. 2002, Cinatl et al. 2002). Auch die GefaR-
endothelien erfahren durch VPA eine charakteristische Veradnderung. So wird ihr
Wachstum und ihre Migration inhibiert, was in der Folge zur Angiogenese-
Hemmung fuhrt (Michaelis et al. 2004). Mittlerweile konnte gezeigt werden, dass
VPA anti-tumorale Effekte in einer Vielzahl von in vitro und in vivo Systemen
induziert. Dabei moduliert es multiple Signalwege, involviert in Zellzyklusarrest,
Apoptose, Angiogenese, Metastasierung, Differenzierung, Seneszenz und Tumor-
immunitat (Duenas-Gonzalez et al. 2008, Blaheta et al. 2005, 2002, Phiel et al.
2001, Gottlicher et al. 2001). 2001 wurde die Kausalitdt zwischen den anti-
kanzerogenen Eigenschaften der Substanz und der Inhibition von HDACs her-
gestellt (Gottlicher et al. 2001, Phiel et al. 2001). Dabei inhibiert VPA HDACs der
Klasse | und lla (siehe Punkt 1.4.4.4), wie Gurvich mittels eines speziellen
Screening-Verfahrens fur HDAC-Inhibitoren nachweisen konnte (Gurvich et al.
2004). Im Hinblick auf die Resistenzentwicklung spielt VPA ebenfalls eine ent-
scheidende Rolle. So konnte gezeigt werden, dass VPA Resistenzen zu umgehen

und das maligne Potential chemoresistenter Tumorzellen deutlich zu reduzieren
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vermag (Lin et al. 2008, Blaheta et al. 2007, Tang et al. 2004). VPA selbst hingegen
zeigt nur geringe Tendenzen, Resistenzen auszulésen (Fedier et al. 2007). Derzeit
befindet sich die Substanz in der Klinik in Phase-I-Studien solider Tumorentitaten
(Munster et al. 2007, Atmaca et al. 2007).

1.4.5 Kombinationstherapie: VPA + Interferon-alpha

Die Steigerung der Sensitivitdt gegentiber HDAC-Inhibitoren durch die Kombination
mit anderen anti-neoplastischen Agenzien wurde mehrfach als &uRerst viel
versprechend angesehen (Carew et al. 2008, Kuljaca et al. 2007, Glaser et al. 2007,
Arnold et al. 2007, Rikiishi et al. 2007, Bolden et al. 2006, Dowdy et al. 2006, Fuino
et al. 2003, Kim et al. 2003). Frihe Studien geben erste Hinweise, dass die Zugabe
des Zytokins IFN-alpha (Abb. 3) eine Wirkungssteigerung der VPA-Effekte
induzieren konnte. Tatsachlich ist bekannt, dass IFN-alpha anti-tumorale Eigen-
schaften verschiedener Agenzien zu steigern vermag. Untersuchungen belegen die
Wirkungsverstarkung einer IFN-alpha/Vinblastin-Kombinationstherapie beim NZK im
Vergleich zur Vinblastin-Monotherapie (Pyrhonen et al. 1999). Die Kombination von
IFN-alpha mit Sorafenib induzierte in NZK-Zellen eine deutlichere Proliferations-
Hemmung als die Sorafenib-Monotherapie (Tochizawa et al. 2008). Interessant sind
Daten, die zeigen, dass IFN-alpha die Wirkung von HDAC-Inhibitoren erhéhen kann.
Bereits 1996 konnte durch die additive Gabe von IFN-alpha zu Butyrat die anti-
proliferativen Effekte in vitro und in vivo in Lungen-Adenokarzinomzellen verstarkt
werden (Goto et al. 1996). Studien an Melanomzellen resultierten nach Applikation
der HDAC-Inhibitoren TSA und VPA mit IFN-alpha in einer signifikanten Steigerung
pro-apoptotischer Effekte im Vergleich zur Monotherapie mit den entsprechenden
HDAC-Inhibitoren (Kramer et al. 2005). In ahnlichen Untersuchungen an Neuro-
blastomzellen bewirkten die HDAC-Inhibitoren TSA und VPA, jeweils kombiniert mit
IFN-alpha, eine starkere Induktion des Zellzyklusarrestes sowie Hemmungen der
Invasion und Angiogenese als die Einzelanwendungen der Substanzen (Kuljaca et
al. 2007, Michaelis et al. 2004a). Weitere Studien belegen synergistische anti-
tumorale Effekte der Kombinationstherapie mit HDAC-Inhibitoren und IFN-alpha
auch im Tiermodell. Kuljaca et al. zeigte, dass IFN-alpha sowohl in vitro als auch in
vivo ein potenter Kombinationspartner von HDAC-Inhibitoren ist (Kuljaca et al.
2007). Erstaunlicherweise verstarkt IFN-alpha vor allem dann das anti-tumorale
Potential von Therapeutika, wenn es in sub-therapeutischer Dosis verabreicht wird,
die fur sich genommen keine Wirkung erzielt (Lee et al. 2006, Cinatl et al. 2002,
Lucero et al. 2001, Okamoto et al. 1996).
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Aminosiure-Sequenz

@ Phenylalanin G Threonin
@Tr}ptaphan @ Histidin
O Asparaginsiure 0 Tyrosin
© Methionin @ Prolin
0 Glutamin o Lysin
o Izoleucin o Arginin

Roferon-A (Interferon alfa-2a)

O Glycin
@ Alanin
.:’ Valin
o Leucin

) Serin
() Cystein

Abbildung 3: Aminosauresequenz des IFN-alpha-2a: IFN-alpha besteht aus 165 Amino-
séuren. Durch 2 Disulfidbriicken an je zwei Cysteinen erhélt es seine charakteristische
3-dimensionale Struktur. Die Struktur ist entscheidend fur seine biologischen Eigenschaften
und Wirkungsweise. IFN-alpha wird natirlicherweise von Leukozyten produziert. Fur die
Gewinnung als Medikament wird es heute hauptséchlich gentechnisch hergestellt

(www.roche.com).
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1.5 Aufgabenstellung

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wird postuliert, dass der HDAC-Inhibitor VPA
anti-tumorale Effekte im NZK induzieren kann. Dariiber hinaus wird postuliert, dass
die additive Gabe niedrig dosierten IFN-alphas zu einer Wirkungsverstarkung von
VPA flhrt.

Im Fokus der vorliegenden Dissertation standen daher praklinische Studien zur
Etablierung einer VPA Mono- und Kombinationstherapie von VPA mit IFN-alpha

beim NZK. Folgende Fragestellungen sollten in diesem Vorhaben evaluiert werden:

- Welchen Einfluss zeigt die VPA-Applikation auf Wachstum und Adhasion
des NZK?

- Resultiert die additive Gabe von IFN-alpha in einer Verstarkung der anti-
tumoralen Effekte von VPA?

- Welche molekularen Mechanismen liegen den biologischen Effekten

zugrunde?

Der Einfluss von VPA auf die Tumorzellmalignitdt wurde dabei anhand ver-
schiedener NZK-Zelllinien mittels funktioneller Untersuchungen der Proliferations-
und Adhasionsdynamik tberpruft. Fluorimetrische und molekularbiologische Studien
dienten der Aufklarung relevanter molekularer Mechanismen der durch VPA- und
IFN-alpha-induzierten Veranderungen. Um die Untersuchungen translational zu

gestalten, wurden zudem Studien am Tiermodell vorgenommen.
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2 Material

2.1 Apparaturen

Agarosegeldokumentation
Agarosegelkammer

Bioanalyser

Brutschrank fur Zellkulturen
Durchflusszytometer
Entwicklermaschine

GeneChip Array Station

GeneChip HT Array Plate Scanner
Heizblock

Homogenisierer
Hybridisierungsofen

Lichtmikroskop
Magnetrihrer

Nanodrop
Netzgerat

Pipettierhilfe
Protein-Minigel-Apparaturen
Protein-Transfer-Apparaturen

Wasserbad
SDS-Polyacrylamid-

Gelelektrophorese

Spektrophotometer

Sterilbank

Gel Doc 1000, BioRad (Minchen)
HORIZON 11.14, Gibco (Karlsruhe)
Agilent 2100 Bioanalyser, Agilent Techno-
logies (Waldbronn)

Heraeus Holding GmbH (Hanau)
FACScan, Becton Dickinson (Heidelberg)
Typ Unix 60, AGFA (KdIn)

Affymetrix, Inc. (USA)

Affymetrix, Inc. (USA)

Thermoblock TB1, Biometra (Gottingen)
GLH-220, OMNI International/BioLab
Products GmbH (Godenstorf)

CheChip  Hybridization Oven 640,
Affymetrix (USA)

Photomikroskoplll, Zeiss (Jena)

Kika Labortechnik (Staufen)

ND1000, PegLab  Bio-
technologie GmbH (Erlangen)

nanodrop

PowerPac 300 Power Supply, Biorad
(Munchen)

Biohit (Helsinki, Finnland)

Biorad (Munchen)

Biorad (Munchen)

GRW 720-04, Fritz Gossner GmbH & Co.
(Hamburg)

BIORAD Mini Protein 1l Apparatur,
Biorad (Minchen)

UVIKON 933, Bio-Tek

Instruments (Neufahrn)

Kontron

Spectra Max 190, Molecular Devices
(USA)
antairgs, W.H. Mahl (Kaarst)
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Thermocycler TRIO-Thermoblock™, Biometra
(Géttingen)
fir Real Time ¢gPCR: Mx3005p,

Tischschuttler
Transilluminator

Waagen

Zentrifugen

2.2 Verbrauchsmaterial

AffinityScript QPCR cDNA
Synthesis Kit
Annexin V-FITC Apoptosis
Detection Kit |

Blotting-Papiere

Cell Proliferation Kit | (MTT)

CycleTEST™ PLUS DNA Reagent Kit

DC-Protein-Assay

Deckglaser

Einmalpipetten, steril

(1,5, 10 und 25 ml)
FACS-RoOhrchen

Filterpapier

GeneChip HT Human Genom U133
Array Plate Set

GeneChip Hybridization, Wash and
Stain Kit

HDAC Colorimetric Assay/Drug

Discovery Kit

Stratagene (Amsterdam, Niederlande)
Polymax 1040, Heidolph (Schwalbach)
FluorChem™ 8900, Alpha Innotech (USA)
Typ S-234, Denver Instrument GmbH
(Géttingen)

Typ SI-8001, Denver Instrument GmbH
(Géttingen)

Typ 5402, Eppendorf (Hamburg)
Rotanta/RP, Hettich (Tuttlingen)
Suprafuge 22, Heraeus (Osterode)

Stratagene (Amsterdam, Niederlande)

Becton Dickinson Biosciences
(Pharmingen)

Typ GBO002, Schleicher & Schuell
(Dassel)

Colorimetrisches Assay (MTT basierend),
Roche Diagnostics GmbH (Penzberg)
Becton Dickinson (Heidelberg)

Biorad (Munchen)

Menzel-Glaser (Braunschweig)

Costar Corning (USA)

Falcon (Heidelberg)

VWR International (Darmstadt)
Affymetrix, Inc. (USA)

Affymetrix, Inc. (USA)

Color de Lys Assay System, Biomol
GmbH (Hamburg)
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Human active Caspase-3 Quantikine, R&D Systems (Wiesbaden-

Immunoassay Nordenstadt)

Kryoréhrchen (2 ml) nunc™ CryoTube™ Vials, Apogent,
Nunc A/S (Roskilde, Danemark)

Nitrozellulosemembran Hybond-C Extra, Amersham Bioscience
UK Ltd. (Bucks, UK)

Neubauer-Z&ahlkammer W. Schreck (Hofheim/TS)

Pipetten MicroOne, Starlab (Ahrensberg)

Pipettenspitzen(10, 200, 1.000 pl) Starlab (Ahrensburg)

Poly-D-Lysin 24-Well-Platten Becton Dickinson (Heidelberg)

Polystyrolzellkulturflaschen, steril Sarstedt (Nurmbrecht)

(12,5 cmz2, 25 cmz2, 75 cm? Wuchsflache)

QlAshredder™ (250) Qiagen (Hilden)

Reaktionsgefalie (1,5 ml) Eppendorf (Hamburg)

RNA 6000 Nano Kit Agilent Technologies Deutschland GmbH
(Waldbronn)

RNaesy Mini Kit (250) Qiagen (Hilden)

RNase-Free DNase Set Qiagen (Hilden)

Roéntgenfilm Typ  Hyperfim™ECL™,  Amersham-
Buchler (Braunscheig)

RT? qPCR Primer Assays SuperArray  Bioscience  Corporation
(USA), Vertrieb: Biomol

Schwammticher Biorad (Munchen)

Sterilfilter (250ml & 500 ml, 0,22 mm) Millipore (Schwalbach)

Western Blot Recycling Kit Stripping, Alpha Diagnostic (USA)

Zellkulturplatten (6, 24, 96 Wells) Sarstedt (Nurmbrecht)

Zentrifugenréhrchen (15, 50 ml) PP-Test tubes, Falcon (Heidelberg)

2.3 Chemikalien und Agenzien

Accutase PAA Laboratories GmbH (Pasching,
Osterreich)

Agarose Gel Loading Dye 6 x, Boston Bio Products (USA)

Albumin aus Rinderserum (BSA), Sigma-Aldrich
GmbH (Steinheim)

Ammoniumperoxodisulfat (APDS) Merck KGaA (Darmstadt)

Aprotinin Sigma-Aldrich GmbH (Steinheim)

Acrylamidlésung (30 %) Carl Roth GmbH & Co. (Karlsruhe)
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Bisacrylamidlésung (2 %)
Chemolumineszenz-Lésung (ECL)

Chlormethylbenzamid

Destilliertes Wasser (Aqua dest.)
Dimethylsulfoxid (DMSO)
Dispase

DNase

DTT

Ethanol (99 % EtOH)

Ethylendiamintetraacetat (EDTA)
Fibronektin

First Strand Buffer (5 x)
Formaldehydlésung (10 %)
Glutaraldehyd

Glycerin (= Glycerol)

Glycin

Harnstoff (Urea)

HBSS

Interferon alpha-2a (Roferon-A)
Isobutanol

Kaliumchlorid (KCI)
Kollagen-G (4 mg/ml)
Laemmli Sample Puffer
Laminin

Leupeptin
Magermilchpulver
Magnesiumchlorid (MgCl,)
Methanol

Mercaptoethanol
Natriumchlorid (NaCl)
Natriumdeoxycholat (Na-)
Natriumdodecylsulfat (SDS)
Natriumfluorid (NaF)

Natriumorthovanadat (NasVOy)

Carl Roth GmbH & Co. (Karlsruhe)
Amersham-Buchler (Braunscheig)
CellTracker CM-Dil (C-7000), Molecular
Biologische Technologie (Géttingen)
B. Braun Melsung AG (Melsungen)
Merck KGaA (Darmstadt)
Sigma-Aldrich GmbH (Taufkirchen)
Qiagen (Hilden)

Becton Dickinson (Heidelberg)
Apotheke des Klinikums der Goethe-
Universitat (Frankfurt/Main)
Sigma-Aldrich GmbH (Steinheim)
Becton Dickinson (Heidelberg)

Becton Dickinson (Heidelberg)

Carl Roth GmbH & Co. (Karlsruhe)
Merck KGaA (Darmstadt)

Carl Roth GmbH & Co. (Karlsruhe)
AppliChem GmbH (Darmstadt)

Carl Roth GmbH & Co. (Karlsruhe)
Hanks Balanced Salt W/O Phenol Rad,
Gibco/Invitrogen (Karlsruhe)

Roche Diagnostics GmbH (Mannheim)
Fluka Chemie AG (Buchs, Schweiz)
Merck KGaA (Darmstadt)

aus Kalberhaut, Biochrom AG (Berlin)
Biorad (Minchen)

Becton Dickinson (Heidelberg)
Sigma-Aldrich GmbH (Steinheim)
Topfer GmbH (Dietmannsried)

Merck KGaA (Darmstadt)

J.T. Backer (Deventer, Holland)

Merck KGaA (Darmstadt)
Sigma-Aldrich GmbH (Seelze)
Sigma-Aldrich GmbH (Steinheim)
AppliChem GmbH (Darmstadt)
Sigma-Aldrich GmbH (Steinheim)
Sigma-Aldrich GmbH (Steinheim)
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Natriumpyrophosphat
PBS " (mit CaCl, und MgCl,)

PBS “(ohne CaCl, und MgCly,)

Pepstatin

peqGOLD Protein-Marker 1V

Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)

Proleukin

Tergitol NP40
Tetramethylethylendiamin (TEMED)
Trypsin-EDTA (1 x)

Tween 20

Tris (ultrapure)
Triton X-100

Trypanblau
Valproinsaure (VPA)

Waschpuffer A und B

2.4 Nahrmedien

2.4.1 Nahrlésungen und Zusatze

Medium 199 (M199)
RPMI 1640 Medium

Endothelialer Zellwachstumsfaktor
(ECGS)

Fotales Rinderserum

Gentamycin (50 mg/ml)

Merck KGaA (Darmstadt)

Dulbeccos Phosphate Buffered Saline,
Gibco/Invitrogen (Karlsruhe)

Dulbeccos Phosphate Buffered Saline,
PAA Laboratories GmbH (Pasching,
Osterreich)

Sigma-Aldrich GmbH (Steinheim)
prestained, PegLab
GmbH (Erlangen)
Sigma-Aldrich GmbH (Steinheim)
Interleukin-2  &hnlich, Chiron GmbH
(Minchen)

Sigma-Aldrich GmbH (Steinheim)

Carl Roth GmbH & Co. (Karlsruhe)

PAA Laboratories GmbH (Pasching,

Osterreich)

Biotechnologie

Polyoxyethylensorbitanmonolaurat, Appli-
Chem GmbH (Darmstadt)

AppliChem GmbH (Darmstadt)
Schwarz/Mann Biotech, ICN Biomedicals
(USA)

Gibco/Invitrogen (Karlsruhe)
Natriumvalproat, G.L. Pharma GmbH
(Lannach, Osterreich)

fur Microarrays, Affymetrix, Inc. (USA)

Gibco/Invitrogen (Karlsruhe)

+ L-Glutamin, Sigma-Aldrich GmbH
(Steinheim)

PromoCell GmbH (Heidelberg)

Foetal Bovine Serum (FBS), Hitze-
inaktiviert, Gibco/Invitrogen (Karlsruhe)
Gentamycin  Sulfate,  BioWhittaker™

(Verviers, Belgien)
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Glutamin GlutaMAX™, Gibco/Invitrogen (Karlsruhe)
Hepes Puffer (1 M) Carl Roth GmbH & Co. (Karlsruhe)
Humanes Serum Blutspendedienst des Deutschen Roten

Kreuzes (Frankfurt/Main)
Heparin (5.000 I.E./0,2 ml) Heparin-Natrium-5.000-ratiopharm,
Ratiopharm (Ulm)
Penicillin/Streptomycin (5.000 U/ml) Gibcol/Invitrogen (Karlsruhe)

2.4.2 Zusammensetzung

24.2.1 M199
Fur die Kultivierung humaner Endothelzellen (HUVEC):
Grundmedium: 500,0 ml Medium 199
10,0 mi Hepes Puffer (1 M)
0,2 ml Heparin (5.000 L.E.)
1,0 mi Gentamycin (50 mg)
N&ahrmedium (500ml): 396,0 ml Grundmedium
50,0 ml FBS
50,0 ml Humanserum

Steril filtriert im Sterilcup/Steriltop, danach erst Zugabe von:

4,0 ml ECGF
2.4.2.2 RPMI 1640
Far die Kultivierung von Tumorzellen:
Nahrmedium: 430,0 ml RPMI 1640
50,0 ml FBS
10,0 mi Hepes Puffer (1 M)
5,0ml Glutamin
5,0 ml Penicillin/Streptomycin
(5.000 U/ml)

Steril filtriert im Sterilcup/Steriltop.
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2.5 Zellkulturen

2.5.1 HUVEC = Human Umbilical Vein Endothelial Cells

Humane Endothelzellen wurden aus Umbilikalvenen von Nabelschniiren prapariert
und kultiviert. Die Nabelschnire wurden freundlicherweise vom Zentrum der
Frauenheilkunde und Geburtshilfe der Universitatsklinik Frankfurt am Main zur
Verfligung gestellt.

2.5.2 PTC =proximale Tubulusepithelzellen

Humane proximale Tubulusepithelzellen aus definierten Segmenten des humanen
Tubulussystems (proximal) wurden mittels immunomagnetischer Separations-
methode isoliert. Zur Verfigung gestellt durch das nephrologische Forschungslabor

der Universitatsklinik Frankfurt am Main.

2.5.3 Caki-1

Humanes klarzelliges Nierenzellkarzinom. Einschichtig wachsende Zelllinie aus dem
Patientenisolat der Niere eines 49-jahrigen Mannes. Von Hippel-Lindau positiv

(VHL +/+). Erhalten vom Deutschen Krebsforschungszentrum (DKFZ, Heidelberg).

2.5.4 Caki-2

Humanes Nierenzellkarzinom. Einschichtig wachsende Zelllinie aus dem Patienten-
isolat eines 69-jahrigen Mannes. Von Hippel-Lindau negativ (VHL -/-). Aus der
Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (DSMZ,

Braunschweig).

2.5.5 A498

Humanes Nierenzellkarzinom. Einschichtig wachsende Zelllinie aus dem
Patientenisolat der Niere eines 52-jahrigen Mannes. Von Hippel-Lindau negativ
(VHL -/-). Aus dem Deutschen Krebsforschungszentrum (DKFZ, Heidelberg).

2.5.6 KTCTL-26

Humanes klarzelliges Nierenzellkarzinom. Einschichtig wachsende Zelllinie aus dem
Patientenisolat der Niere eines 77-jahrigen Mannes. Von Hippel-Lindau negativ
(VHL -/-). Erhalten von dem Deutschen Krebsforschungszentrum (DKFZ, Heidel-
berg).
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2.6 Tiermodell

Immundefiziente Nacktmause NMRI, nu/nu Mause. Gezlchtet in der Experimental
Pharmacology & Oncology GmbH (EPO, Berlin). Verwendet fir xenogene Trans-
plantation mit Caki-1 Zellen.
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3 Methoden

3.1 Zellkulturarbeiten

3.1.1 Umsetzen (= Splitten) konfluenter Zellen

Das Néahrmedium wurde aus der Kulturflasche entfernt und die Zellen (HUVEC und
NZK-Zellen) einmal mit 10 ml PBS (ohne Ca*" und Mg**) gewaschen. Auf die Zellen
wurden 1-3 ml (je nach Grof3e der Kulturflasche) Accutase pipettiert und diese 3 min
bei 37° C inkubiert. Die abgeltsten Zellen wurden in Nahrmedium aufgenommen,
gut homogenisiert und mit einer Ratio von 1:2 bis 1:10 auf neue Kulturflaschen
verteilt. Die Kulturflaschen wurden bei 37° C, 5 % CO, und 90 % Luftfeuchtigkeit im
Brutschrank inkubiert. HUVEC wurden dabei nicht ofter als 5 x, NZK-Zellen nicht

ofter als 20 x passagiert.

3.1.2 Einfrieren von Zellen

Das Einfriermedium (siehe unten) wurde auf Eis hergestellt und die benétigte
Anzahl an Kryoréhrchen beschriftet. Die Zellen wurden wie beim Umsetzen (siehe
3.1.1) abgel6st. Das Nahrmedium wurde dabei nicht verworfen, sondern fur den
Abspllvorgang beim Losen der Zellen verwahrt. Die geldsten Zellen wurden in
Zentrifugenréhrchen tberfihrt und 5 min bei 1.050 rpm zentrifugiert. Der Uberstand
wurde verworfen, das Pellet in das Einfriermedium aufgenommen, resuspendiert
und je 1 ml in die vorbereiteten Kryordhrchen (auf Eis) aliquotiert. Die Kryordhrchen
wurden zum Einfrieren bei -80° C in eine Kryobox Uberfuhrt, dadurch erfolgte ein
schonendes Einfrieren in 1° C Schritten. Fiur die langere Lagerung wurden die
Aliquots in Fliissigstickstoff (-196° C) gegeben. Eine konfluent gewachsene 75 cm?-

Kulturflasche diente der Herstellung von vier Aliquots.

Einfriermedium: 70 % Medium (ohne Zusatze)
20 % FBS
10 % DMSO

3.1.3 Auftauen von Zellen

Die 1 ml Aliquots (Kryoréhrchen) mit den eingefrorenen Zellen aus dem Flissig-
stickstoff (-196° C) wurden schonend im Wasserbad angetaut. Wenn nur noch ein
kleiner Eisklumpen vorhanden war, wurde der Inhalt in ein 15 ml Zentrifugen-
réhrchen mit 10 ml Nahrmedium Uberfihrt und 5 min bei 1.050 rpm und 4°C

zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, das Pellet (Zellen) in Nahrmedium
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aufgenommen, homogenisiert und in 25 cm®Kulturflaschen ausgesét. Die Kultur-
flaschen wurden bei 37° C, 5 % CO, und 90 % Luftfeuchtigkeit im Brutschrank

inkubiert.

3.1.4 Behandlung mit VPA und IFN-alpha

Zur Evaluierung des Einflusses von VPA und IFN-alpha auf die Tumorprogression
wurden die NZK-Zellen, wenn nicht anders angegeben, fur 3 und 5 Tage wie folgt
behandelt:

A) unbehandeltes Nahrmedium (Kontrolle)
B) + IFN-alpha (200 U/ml)

C) + VPA (0,25 mM)

D) + VPA (0,25 mM) + IFN-alpha (200 U/ml)
E) + VPA (1 mM)

F) + VPA (1 mM) + IFN-alpha ( 200 U/ml)

3.2 Analyse des Tumorwachstums in vitro

Das entartete Wachstum ist ein entscheidendes Kennzeichen fir die Malignitat von
Tumoren. Das veranderte Proliferationsverhalten beruht dabei u. a. auf Stérungen
der Zellzyklusregulation. In der vorliegenden Studie wurde der Einfluss von VPA und
IFN-alpha auf die Proliferation, die Zellzyklusphasen und auf die Expression von
Zellzyklusproteinen naher evaluiert. Um eine mogliche Beteiligung apoptotischer
Effekte an der anti-proliferativen Wirkung von VPA und IFN-alpha zu determinieren,

wurden auch diese gemessen.

3.2.1 Proliferation der NZK-Zellen - MTT-Test
Mittels MTT-Test (3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyl tetrazolium bromid, Cell

Proliferation Kit I) sollten Unterschiede im Proliferationsverhalten der NZK-Zellen
nach VPA- und/oder IFN-alpha-Behandlung im Vergleich zu den Kontrollen auf-
gezeigt werden. Hierzu wurden die Tumorzellen nach obigem Schema (siehe 3.1.4)
in 25 cm*Kulturflaschen kultiviert und behandelt. Die Kontrollzellen blieben
unbehandelt. Nach 3 und 5 Tagen wurden die Zellen abgelést (siehe 3.1.1), 5 min
bei 1.050 rpm zentrifugiert und in 1 ml Kulturmedium aufgenommen. Zur Zellzahl-
bestimmung und Uberpriifung der Zellvitalitat wurden 10 pl der Zellsuspension zu
90 ul 0,4 %iger Trypanblau-Ldsung in ein Reaktionsréhrchen pipettiert und 2 min bei

Raumtemperatur (RT) inkubiert. Wahrend der Inkubation konnte Trypanblau in
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defekte Zellen eindringen und diese anfarben. Die vitalen Zellen hingegen blieben
farblos. Nach grindlicher Homogenisation des Zell-Trypanblau-Gemisches (1:10)
wurden aus diesem 10 ul auf einer Neubauer-Zahlkammer aufgetragen und mittels
Mikroskop 4 x 16 Quadrate der Zahlkammer ausgezahlt. Neben den vitalen Zellen
wurden dabei ferner die nicht vitalen (= blauen) Zellen notiert, um die allgemeine

Vitalitat der Zellen bestimmen zu kdnnen.

Aus den gezéhlten vitalen Zellen wurde die Gesamtzellzahl pro ml errechnet.

G=nx10*xF

G = Gesamtzellzahl/ml
n = durchschnittliche Zellzahl der 4 grol3en Quadrate der Neubauer-Zahlkammer

F = Verdiinnungsfaktor (in Trypanblau) = 10

Fur die Eichkurvenbestimmung wurde die Zellzahl der Kontrollzellen im Nahr-
medium auf 5 x 10° Zellen/ml eingestellt. Aus dieser Zellsuspension wurden die
gewiinschten Konzentrationen der Eichkurve (5 x 10%, 3 x 10% 2 x 10* 1 x 10%
5.000 und 2.500 Zellen/Loch) hergestellt und 100 pl davon in 96-Loch-Platten
pipettiert (doppelter Ansatz). Ferner dienten 2 Ldcher mit Nahrmedium als Null-
kontrolle. Die 96-Loch-Platten wurden direkt mit 10 pyl MTT labeling reagent/Loch

versehen.

Die Zellzahl der zu untersuchenden Proben wurde hingegen auf 1 x 10° Zellen/ml
eingestellt. Jeweils 50 yl dieser Zellsuspensionen wurden als doppelter Ansatz in
96-Loch-Platten pipettiert (5.000 Zellen/Loch). Zu diesen 50 ul Zellsuspension
wurden weitere 50 pl des Mediums bzw. Medium mit doppelt konzentriertem VPA
und/oder IFN-alpha pipettiert. Die so bestuckten 96-Loch-Platten wurden fur 24, 48
und 72 Stunden bei 37° C im Brutschrank inkubiert. Nach der jeweiligen Inkuba-

tionszeit wurden 10 pyl MTT labeling reagent/Loch hinzugeftigt.

Die weiteren Schritte verliefen fur Eichkurve und Proben gleich. Die 96-Loch-Platten
inkubierten nach Zugabe der MTT labeling reagent 4 Stunden bei 37° C im Brut-
schrank. Dann wurden pro Loch 100 ul Solubilisierungspuffer (1 x, gebrauchsfertig)
hinzu pipettiert und erneut fur 12 Stunden bei 37° C im Brutschrank inkubiert. Die
darauf folgende Messung erfolgte bei einer Wellenlange von 630 nm am Enzyme-

linked Immunosorbent Assay (ELISA)-Gerat. Die Messungen der Proben wurden
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jeweils mit der Messungen der Eichkurve verrechnet, wodurch sich die absoluten
Zellzahlen der einzelnen Proben ermitteln lieBen. Anhand dieser konnten Prolifera-

tionsunterschiede bestimmt werden.

3.2.2 Analyse des Zellzyklus

Zur Analyse des Zellzyklus wurden synchronisierte Tumorzellen verwendet. Fur die
Synchronisation wurden die Tumorzellen fir 24 Stunden mit Aphidicolin (1 pg/ml)
behandelt. Aphidicolin induziert einen Zellzyklusarrest beim Ubergang von der G1-
in die S-Phase (Shen et al. 2001, Igawa et al. 1994). Eine Kontrolle verblieb ohne
Aphidicolinzugabe. Danach wurde 2 x mit Nahrmedium gewaschen und die
Tumorzellen nach weiterer 4-stiindiger Inkubation in Medium mit VPA und IFN-alpha
verarbeitet. Die zuvorige Applikation von Aphidicolin bewirkte dabei einen syn-

chronen Eintritt in die S-Phase.

Die Analyse des Zellzyklus erfolgte mittels CycleTEST™ PLUS DNA Reagent Kit.
Die Zellen wurden mittels Accutase abgeltst und 5 min bei 1.050 rpm zentrifugiert.
Das Zellpellet wurde 2 x mit PBS gewaschen und in 1 ml Pufferlésung auf Eis auf-
genommen. Die Zellzahl wurde mittels Neubauer-Zahlkammer bestimmt, parallel
wurde durch Trypanblau die Vitalitat der Zellen Gberprift (siehe 3.2.1). Die Zellzahl
wurde in 1,5 ml Reaktionsréhrchen in Pufferlésung auf 500.000 Zellen/ml eingestellt
und 5 min bei 1.050 rpm und 4° C zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, das
Pellet moglichst gut getrocknet. Dieses wurde dann in 250 ul Lésung A (Trypsin-
puffer) vorsichtig resuspendiert und 10 min bei RT inkubiert. Zu diesem Gemisch
wurden 200 ul Losung B (Trypsininhibitor & RNase-Puffer) gegeben, erneut vor-
sichtig resuspendiert und 10 min bei RT inkubiert. Daraufhin erfolgte auf Eis im
Dunkeln die Zugabe von 200 pl Lésung C (Propidiumiodid Farbeldsung), vorsichtige
Resuspension und 10 min Inkubation. Die Zellsuspension wurde daraufhin in 5 ml
FACS-R0Ohrchen filtriert und am Durchflusszytometer gemessen. Die Proben waren
3 Stunden stabil. Fur die Einstellung der Zellzyklusphasen am Durchflusszytometer

dienten Leukozyten.

3.2.3 Intrazellulare Expression von Zellzyklusproteinen — Western Blot

Analyse

3.2.3.1 Proteinextraktion aus NZK-Zellen

Fiir die Proteinextraktion wurden 75 cm®Kulturflaschen mit konfluent gewachsenen

Tumorzellen verwendet. Die Zellen wurden mit PBS (ohne Ca* und Mg®")
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gewaschen und in 10 ml kaltem PBS (ohne Ca?* und Mg?") mittels Zell-Scraper
abgeldst. Dieses PBS-Zellgemisch wurden in 15 ml Zentrifugenréhrchen tberflhrt
und fir 5 min bei 4° C bei 1.040 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen.
Auf das Zellpellet wurden 500 ul Lysispuffer (1,5 ml + 7,5 yl PMSF, siehe unten)
pipettiert und auf Eis 5-10 min inkubiert. Das Zelllysat wurde ebenfalls in auf Eis
stehende 1,5 ml Reaktionsréhrchen tberfiihrt, mit einer 1 ml Insulinspritze 10 x
resuspendiert und bei 4° C 10 min bei 10.000 rpm zentrifugiert. Die Proteine
befanden sich im Uberstand. Dieser wurde auf Eis in Kryoréhrchen pipettiert und

entweder sofort weiter verarbeitet oder bei -80° C gelagert.

Lysispuffer (100 ml)

zu 75 ml destilliertem Wasser wurden hinzugefugt:
790 mg Tris

900 mg NacCl

10 ml 10 %ige Tergitolldsung

2,5 mi 10 %ige Na-deoxycholateldsung

1 ml EDTA [0,1 M]

mit destilliertem Wasser auf 92,2 ml aufgefullt und

100 Aprotinin [1 mg/ml] (in H,O geldst)

100 Leupeptin [1 mg/ml] (in H,O gel6st)

100 Pepstatin [1 mg/ml] (in Methanol geldst)
500 i NaF [0,2 M] (in H,O gel6st)

500 i NaszVO, [0,2 M] (in H,O geldst)

500 i PMSF [0,2 M] (in Isopropanol gel6st)

dazu gegeben.

3.2.3.2 Proteinbestimmung

Die Proteinbestimmung erfolgte mittels des DC Protein Assays, welches auf der
Grundlage der Proteinbestimmung von Lowry aufgebaut ist. Jeweils 10 pl der Zell-
lysate wurden in einem 1,5 ml Reaktionsréhrchen mit 90 ul destilliertem Wasser
versetzt. Ferner wurden 500 pl Reagenz A (= alkalische Kupfer-Tartrat-Lésung) und
4 ml Reagenz B (= Folin Reagenz) beigefiigt. Die Proben wurden gut durchmischt
und 15-30 min bei RT inkubiert. Danach wurden die optischen Dichten der
Extinktionen am ELISA-Gerat bei 750 nm in einer Doppelmessung direkt gegen die
Referenz gemessen. Als Referenz zur Einstellung des Nullwertes wurde destilliertes

Wasser verwendet. Mittels einer Eichkurve aus Proben unterschiedlicher
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Konzentration Albumins aus Rinderserum (BSA) wurde per Computer die jeweilige

Proteinkonzentration errechnet.

3.2.3.3 Proteinauftrennung

Die Proteinauftrennung erfolgte mittels SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese in der
,BIORAD Mini Protein II“-Apparatur. Fur die Auftrennung der Proteine wurden je
nach Molekulargewicht Glycingele mit 4 %igem Sammelgel und 7-15 %igem Trenn-
gel (nach Laemmli) gegossen. Die Sammel- und Trenngele waren wie folgt

zusammengesetzt (Tab. 2 & 3):

Trenngel
Lésungen 7% 8 % 10 % 12 % 15 %
Aqua dest. 3,9 ml 3,5ml 2,6 ml 1,75 mi 150 pl
10 % SDS 100 pl 100 pl 100 pl 100 pl 100 pl
Trenngelpuffer 2,5ml 2.5 mi 2,5ml 2,5 mi 2,5ml
Acrylamid A 2,3 ml 2,6 ml 3,2 ml 3,9 ml 4,85 ml
Bisacryl B 1,1 ml 1,2 ml 1,6 ml 1,8 ml 2,25 ml
10 % APDS 100 pl 100 pl 100 pl 100 pl 100 pl
TEMED 10 pl 10 pl 10 pl 10 pl 10 pl
kDa 30-100 20-80 15-60 10-50 5-30

Tabelle 2: Western Blot: Zusammensetzung der Trenngele.

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

Tabelle 3: Western Blot: Zusammensetzung des 4 %igen Sammelgels.

Die vorbereiteten Gelkammern wurden zunachst mit 7 ml Trenngel gefllt. Zum

Versiegeln und fur eine bessere Polymerisation wurden 100-200 ul Isobutanol auf
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das Trenngel pipettiert. Nach 15-20 min war das Trenngel polymerisiert, das
Isobutanol wurde mit destilliertem Wasser aus der Gelkammer gespllt und diese mit
Filterpapier getrocknet. Auf das Trenngel wurde dann das Sammelgel gegossen,
dem im noch flissigen Zustand die Gelkdmme fur die Formung der Auftragetaschen
aufgesetzt wurden. Nach der Polymerisation des Sammelgels wurden die Kdmme
herausgenommen und die Taschen mit destilliertem Wasser gewaschen. Danach
wurde die Elektrophoreseapparatur aufgebaut und mit 1 x Elphopuffer (Tab. 4) auf-
gefullt. Als GroRRenstandard wurde der peqGOLD Protein-Marker 1V verwendet. Je
Probe wurden 50 pg Protein in die Taschen aufgetragen. Die Proteinproben wurden
dabei zuvor 1:1 mit Laemmli-Probenpuffer versetzt und 5 min bei 95° C im Thermo-
block denaturiert. Die Elektrophorese wurde bei einer Spannung von 80 V (Power-
Pac 300 Power Supply) begonnen und nachdem die Proben das Sammelgel durch-
laufen hatten auf 120 V erhéht. Die Proteine wurden im Trenngel entsprechend ihrer
GroRRe aufgetrennt. Das Gel wurde nach der Auftrennung fir die Western-

Hybridisierung verwendet.

3.2.3.4 Western-Hybridisierung

Bei der Western-Hybridisierung wurden die aufgetrennten Proteine der SDS-Poly-
acrylamid-Gelelektrophorese auf eine Nitrozellulosemembran Ubertragen. Fr
diesen Vorgang wurden sowohl die Nitrozellulosemembran, wie auch das Blotting-
Papier und die Schwammtiicher fir 10-15 min in 1 x Transferpuffer (Tab. 4)
eingeweicht. Auf ein Schwammtuch und vier Lagen Blotting-Papier wurde das Gel
mit den aufgetrennten Proteinen gegeben. Darauf wurde die Nitrozellulosemembran
gelegt und festgedrickt. Auf die Membran folgten erneut vier Lagen Blotting-Papier
und ein Schwammtuch. Das eingebettete Proteingel wurde in die Transfer-
einrichtung der Proteintransfer-Apparatur eingespannt. Diese wurde mit einem
Kihlakku versehen und mit 1 x Transferpuffer aufgefillt. Die Western-Hybridisierung
erfolgte eine Stunde bei einer Spannung von 100 V (PowerPac 300 Power Supply).
Danach befanden sich die aufgetrennten Proteine auf der Nitrozellulosemembran
und konnten durch Immunfarbung mit spezifischen Antikérpern detektiert und durch

Chemolumineszenzen sichtbar gemacht werden.

3.2.3.5 Immunfarbung und Chemolumineszenz

Die Nitrozellulosemembran wurde einmal mit 1 x Towbinpuffer (Tab. 4) gewaschen.
Um ein unspezifisches Binden der Antikdrper zu vermeiden, wurde die Membran fir
eine Stunde in Blockierlosung (Tab. 4) auf den Schwenktisch gestellt. Die Blockier-

[6sung wurde dann abgegossen und der jeweilige Primarantikorper (Tab. 5) auf die
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Membran gegeben. Dieser wurde Uber Nacht im Kuhlschrank oder flr eine Stunde
bei RT auf der Membran belassen. Die Membran wurde dreimal 15 min mit Blot-
puffer (Tab. 4) gewaschen und eine halbe Stunde mit dem Sekundarantikdrper
(Tab. 5) inkubiert. Erneut wurde die Membran dreimal fr 15 min mit Blotpuffer und
einmal fir 5 min mit destilliertem Wasser gewaschen. Eine Chemolumineszenz-
l6sung (ECL-LOsung) aus gleichen Teilen Detection Reagent 1 und 2 wurde an-
gesetzt, jeweils 1 ml davon gleichmaRig auf der Nitrozellulosemembran verteilt und
1 min inkubiert. Mit Hilfe einer Pinzette wurde die Membran abgetropft und in eine
vorbereitete Plastikhille in der Doppelscreen- bzw. Fotokassette gelegt. In der
Dunkelkammer wurde ein Rontgenfilm auf die Plastikhille mit der Membran gelegt
und nach einer gewissen Inkubationszeit (1-45 min) in den Entwickler gegeben.
Durch die Chemolumineszenz wurden die Proteinbanden mit gebundenen Anti-
korpern auf dem Rontgenfilm abgelichtet und nach der Entwicklung sichtbar. Nach
dem Eintragen der Banden des Protein-Markers IV konnte die jeweilige Auswertung
durch Vergleich der Bandenintensitaten erfolgen. Als Kontrollen fiir eine gleich-

mafige Proteinbeladung diente 3-Aktin.

Antikérperpuffer
90 ml Blotpuffer
10 ml 5g BSA in 100 ml Blot-Puffer

Blotpuffer Blockierlésung
100 ml  10x Towbinpuffer 100 ml 1 x Towbinpuffer

5 ml  Tween 20 10 g
895 ml destilliertes Wasser

Magermilchpulver

10 x Elphopuffer (pH 8,3)

10 x Towbinpuffer

30,39 Tris 100 ml 10 x Elphopuffer
14409 Glycin 900 ml destilliertes Wasser
10,09 SDS
1 | destilliertes Wasser
10 x Transferpuffer 1 x Transferpuffer
30,39 Tris 100 ml 10 x Transfer-Puffer
14409 Glycin 200 ml Methanol
1 | destilliertes Wasser 700 ml destilliertes Wasser

121 ¢ Tris 100 mi 10 x Towbinpuffer
90,0 ¢ NaCl 900 ml destilliertes Wasser
1 [ destilliertes Wasser

1 x Elphopuffer (Laufpuffer)

1 x Towbinpuffer

Tabelle 4: Western Blot: Pufferldsungen fir die Zelllyse, SDS-Polyacrylamid-Gelelektro-
phorese, Western-Hybridisierung, Immunfarbung und Stripping.
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Priméarantikdrper Klon kDa Herkunft Verd.
[3-Aktin (Maus IgG1) AC-15 42 Sigma-Aldrich 1:1.000
(Taufkirchen)
Cdk1/Cdc2 (Maus IgG1) 1/Cdk1/ 34 Becton Dickinson 1:2.500
Cdc2 (Heidelberg)
Cdk2 (Maus IgG2a) 55/Cdk2 33 Becton Dickinson 1:2.500
(Heidelberg)
Cdk4 (Maus IgG1) 97 33 Becton Dickinson 1:250
(Heidelberg)
Cyclin A (Maus IgG1) 25/ 60 Becton Dickinson 1:250
Cyclin A (Heidelberg)
Cyclin B (Maus IgG1) 18/ 62 Becton Dickinson 1:1.000
Cyclin B (Heidelberg)
Cyclin D3 (Maus 1gG2b) 1 33 Becton Dickinson 1:1.000
(Heidelberg)
Rb (Maus 1gG2a) 2 110 Becton Dickinson 1:250
(Heidelberg)
Rb2 (Maus IgG2a) 10/Rb2 130 Becton Dickinson 1:1.000
(Heidelberg)
pl9 (Maus IgG1) 52/p19 19 Becton Dickinson 1:5.000
(Heidelberg)
p21 (Maus IgG1, K) 2G12 21 Becton Dickinson 1:250
(Heidelberg)
Kip1/p27 (Maus IgG1) 57 27 Becton Dickinson 1:500
(Heidelberg)
PCNA (Maus IgG1) 24 36 Becton Dickinson 1:5.000
(Heidelberg)
Sekundarantikorper Herkunft Verd.
Ziege-Anti-Maus HRP Upstate Bio- 1:5.000
technology (USA)

Tabelle 5: Western Blot: Zellzyklusproteine. Primar- und Sekundéarantikdrper mit Klon-,
Herkunfts- und Verdiinnungsangaben. Die Verdiinnungen erfolgten im Antikdrperpuffer.

3.2.3.6 Stripping

Die Nitrozellulosemembranen wurden in der Regel mindestens zweimal verwendet.
Jeweils einmal fiir die Detektion gewtinschter Proteine und ein zweites Mal fir den
R-Aktin Nachweis, um die Ubereinstimmung der eingesetzten Proteinmengen uber-
prifen zu kénnen. Zu diesem Zweck mussten die Membranen von den gebundenen

Antikorpern befreit werden. Die Membran wurde dazu dreimal fur 10 min mit 1 X
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Towbinpuffer (Tab. 4) gewaschen und fir eine halbe Stunde auf 10 ml 1 x Antibody
Stripping Solution (1 ml 10 x Stripping Solution + 9 ml destilliertem Wasser)
inkubiert. Die Membran wurde erneut dreimal fir 10 min mit 1 x Towbinpuffer
gewaschen. Danach wurde die Membran erneut blockiert und weiterhin verfahren
wie in Punkt 3.2.3.5.

3.2.4 Apoptose

Apoptose, der programmierte Zelltod, kann bei Tumorzellen induziert werden und
stellt damit eine Angriffsoption anti-tumoraler Substanzen bei der Tumorbekampfung
dar. Zur Evaluierung einer mdoglichen Beteiligung der Apoptose an den anti-
proliferativen Effekten von VPA und IFN-alpha wurden entsprechende Messungen

durchgefihrt.

3.2.4.1 Annexin V-FITC Apoptosis Detection Kit |

Anhand dieses Kits konnte die Apoptose detektiert werden. Annexin V ist ein
35-36 kDa Ca**-abhangiges Phospholipid-Bindeprotein, mit einer hohen Affinitat fir
Phospholipid-Phosphatidylserine (PS) der Membran. Wéahrend der friihen Phase der
Apoptose werden die PS externalisiert. Durch die Bindung von Annexin V-FITC
konnten die PS sichtbar gemacht werden. Durch Zugabe von Propidiumiodid (PI)
wurden zusatzlich die bereits toten Zellen identifiziert. Sie sind Annexin V-FITC und

Pl positiv, da die Membran der toten Zellen PI eindringen I&sst.

Zur Durchfiihrung dieses Experiments wurden die Tumorzellen aus der 25 cm?
Kulturflasche mit Accutase abgelést, in 15 ml Zentrifugenréhrchen tberfihrt und bei
4° C und 1.050 rpm fir 5 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, das
Zellpellet auf Eis zweimal mit PBS (ohne Ca** und Mg®") gewaschen und in 1 ml 1 x
Bindepuffer (1:10 Verdiunnung: 10 x Bindepuffer + destilliertes Wasser) auf-
genommen. Mittels der Neubauer-Zahlkammern wurde die Zellzahl bestimmt und in
Bindepuffer auf 2 x 10° Zellen/ml eingestellt. 100 pl dieser Zellsuspensionen (2 x 10°
Zellen) wurden auf Eis in FACS-R6hrchen tberfiihrt. Je Ansatz wurden die Zellen

wie folgt behandelt:
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Annexin V-FITC Propidiumiodid
K1 / /
K2 5ul /
K3 / 5 pl
P 5ul 5ul

Tabelle 6: Annexin V-FITC Apoptose Detektions Kit I: Behandlung jedes Ansatzes:
K1 = Kontrolle ohne Zugaben, K2 = Kontrolle friihe Apoptose, K3 = Kontrolle tote Zellen,
P = Messprobe.

Die Zugabe von Annexin V-FITC und Propidiumiodid erfolgte im Dunkeln. Die
FACS-RoOhrchen wurden vorsichtig gevortext und 15 min bei RT inkubiert. Danach
wurden 400 pl 1 x Bindepuffer hinzu pipettiert. Die Fluoreszenz war fir eine Stunde

stabil. Die Messung erfolgte am Durchflusszytometer.

3.2.4.2 Quantikine Human active Caspase-3 Immunoassay

Mittels dieses Immunassays konnte quantitativ die Konzentration humaner aktiver

Caspase-3 (ng/ml) im Zellextrakt ermittelt werden.

Die Durchfuhrung erfolgte nach dem Herstellerprotokoll. Die NZK-Zellen wurden fir
diesen Versuch in 25 cm*-Kulturflaschen kultiviert. Im ersten Schritt inkubierten die
NZK-Zellen 2 Stunden auf 300 pl 1 x Extraktionspuffer bei RT. Der 1 x Extraktions-
puffer wurde jeweils frisch hergestellt. Der Ansatz erfolgte jeweils 2-fach. Nach dem
Uberfuihren in 96-Loch-Platten und Biotinmarkierung (siehe Herstellerprotokoll), war
die Markierung fur 3 %2 Stunden stabil. Die 96-Loch-Platte wurde bei einer Wellen-

lange von 450 nm am ELISA-Geréat gemessen.

3.3 Untersuchung von Adhdasions- und Migrations-
ph&nomenen

Die Analyse des Migrationsverhaltens nahm einen dominanten Raum ein, da die
Problematik beim fortgeschrittenen NZK invasiv gewachsene Tumore betrifft. Mittels
Adhéasionsstudien an Endothel oder extrazellulare Matrixproteine wurden Unter-
schiede im invasiven Verhalten der Tumorzellen nach VPA- und IFN-alpha-
Behandlung gegeniber den Kontrollen evaluiert. Des Weiteren wurde die
Expression relevanter Adhdasionsproteine (Integrine und CD44-Splicevarianten)
ermittelt. Da die Polymerisation des F-Aktins u. a. invers mit der Zellmotilitat

korreliert, wurde eine entsprechende Messung des F-Aktin-Gehalts vorgenommen.
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3.3.1 Adhéasion an Endothelzellen (HUVEC)

Praparation der Endothelzellen (HUVEC) aus Umbilikalvenen

Die Praparation der HUVEC aus der Nabelschnur erfolgte Uber einer sterilen Petri-
schale. Die ggf. noch vorhandenen Nabelschnurklemmen wurden mit einer Schere
abgeschnitten, eine Knopfkanile in die Umbilikalvene eingefiihrt und mittels einer
chirurgischen Klemme (= Klemmschere) fixiert. Auf die Knopfkanile wurde eine mit
PBS (ohne Ca* und Mg?) gefilllte 50 ml Perfusionsspritze aufgeschraubt. Die
Durchspilung der Vene mit dem enthaltenden PBS diente dem Entfernen des Blut-
koagels. Danach wurde eine Spritze (10 ml) mit 6 ml eines Dispase/PBS-Gemisches
(1:10) gefullt und diese anstelle der Perfusionsspritze an die Knopfkanile an-
gebracht. Mit einem Teil des Gemisches wurde das restliche PBS aus der Vene
gespult. Die Nabelschnur wurde dann am unteren Ende mit einer weiteren Klemm-
schere abgeklemmt, mit dem Dispase/PBS-Gemisch gefiillt und 10 min inkubiert.
Die Dispase lost dabei die Endothelzellen aus ihrem natlrlichen Zellverband. Eine
Perfusionsspritze mit Grundmedium wurde nach der Inkubation auf die Knopfkantile
aufgeschraubt, die untere Klemmschere gelést und das Grundmedium stol3weise
durch die Vene gepumpt. Das mit Endothelzellen angereicherte Grundmedium
wurde in 50 ml Zentrifugenréhrchen aufgefangen und 5 min bei 1.050 rpm und RT
zentrifugiert. Der Uberstand des Zentrifugats wurde verworfen, das Pellet in 5 ml
Nahrmedium resuspendiert und in 25 cm?-Kulturflaschen uberfiihrt. Die Kultur-
flaschen wurden bei 37° C, 5 % CO, und 90 % Luftfeuchtigkeit im Brutschrank

inkubiert.

Adhésion der NZK-Zellen an Endothel

Am Vortag der Adhasionsstudie wurden HUVEC auf 6-Loch-Platten so ausgesét,

dass sie am Versuchstag subkonfluent waren. Die mit VPA und/oder IFN vor-
behandelten Tumorzellen und deren unbehandelte Kontrollen wurden am
Versuchstag abgel6st, zentrifugiert, in 1 ml Nahrmedium aufgenommen und die
Zellzahl bestimmt (siehe 3.2.1). Die Zellzahl wurde durch Zugabe entsprechender
Mengen Nahrmedium auf 5 x 10° Zellen/ml eingestellt. Jeweils 1 ml bzw. 5 x 10°
Tumorzellen wurden auf eine Vertiefung der 6-Loch-Platten mit ausplattierten
HUVEC gegeben. Die 6-Loch-Platten wurden dann 1, 2 oder 4 Stunden bei 37° C
im Brutschrank inkubiert. Die Kulturplatten wurden dreimal mit PBS (mit Ca** und
Mg*") gewaschen und 10 min mit bei 4° C gekilhltem 1 %igem Glutaraldehyd fixiert.
Die Zellen wurden noch einmal mit PBS (mit Ca®* und Mg?") gewaschen. Erneut
wurde PBS (mit Ca®* und Mg®") auf die Zellen gegeben. Die 6-Loch-Platten konnten

so mehrere Wochen bei 4° C aufbewahrt werden. Unter dem Mikroskop konnten die
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am Endothel adhéarierten Tumorzellen ausgezahlt werden (200-fache Ver-
gréRerung). Es wurden drei bis funf Sichtfelder (je 0,25 mm?) gezahlt und der sich

daraus ergebende Mittelwert bestimmit.

3.3.2 Adhasion an immobilisierte extrazellulare Matrixproteine (EZM-

Proteine)

Fur die Adhasionsstudie wurden 24-Loch-Platten mit Kollagen-G (400 pg/ml),
Fibronektin (100 pg/ml) oder Laminin (50 pg/ml) behandelt. Die Einstellung der
Matrixprotein-Konzentrationen erfolgte mittels PBS (ohne Ca* und Mg®). Als
Kontrolle wurden vorbeschichtete Poly-D-Lysin-Platten und unbeschichtete 24-Loch-
Platten verwendet. Die vorbehandelten Kulturplatten wurden tUber Nacht bei 4° C
inkubiert. Am néchsten Tag wurden die 24-Loch-Platten dreimal mit PBS (ohne Ca?*
und Mg*") gewaschen und anschlieRend bei RT eine Stunde mit 1 ml Blockierpuffer
(1 % BSA in PBS ohne Ca* und Mg?) blockiert. Wahrenddessen wurden die
Tumorzellen abgeldst, zentrifugiert, in 1 ml Bindepuffer (450 ul 1 M CaCl, + 250 pl
1 M MgCl, in 500 ml PBS ohne Ca** und Mg?") aufgenommen und die Zellzahl/ml
ermittelt (siehe 3.2.1). Die Zellzahl/ml wurde durch Zugabe entsprechender Mengen
Bindepuffer auf 2 x 10° Zellen/ml eingestellt. Die blockierten Kulturplatten wurden
erneut dreimal mit PBS (ohne Ca*" und Mg*") gewaschen. 500 ul eingestellter Zell-
suspension, 1 x 10° Zellen, wurden jeweils in eine Vertiefung der vorbehandelten
Platten pipettiert und 30-60 min bei 37° C inkubiert. Dreimal wurden die Kultur-
platten mit Bindepuffer gewaschen und 10 min mit bei 4° C gekihltem 2 %igem
Glutaraldehyd bei RT fixiert. Die Kulturplatten wurden erneut mit PBS (mit Ca** und
Mg?*) gewaschen und 500 pl PBS (mit Ca®* und Mg?*) auf jede Vertiefung gegeben.
Die Kulturplatten waren so bei 4° C einige Wochen haltbar. Die Auszahlung der
adhérierten Tumorzellen erfolgte unter dem Mikroskop (200-fache VergréRerung).
Es wurden drei bis fiinf Sichtfelder (je 0,25 mm? gezahlt und der sich daraus

ergebende Mittelwert bestimmit.

3.3.3 Intrazellulare Expression relevanter Adhasionsproteine - Western

Blot Analyse

Zur Evaluierung der der Adhéasions-Inhibition zugrunde liegenden Mechanismen
wurde mittels Western Blot Analyse (siehe 3.2.3) die intrazellulare Expression von
Integrinen und Proteinen des Integrin-Signalwegs (Integrin-linked Kinase (ILK) und
die fokale Adhésions-Kinase (FAK)) untersucht. Integrine gelten als Schlissel-

proteine der Adhasion, Migration, Metastasierung, Differenzierung und Proliferation.
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Priméarantikorper Klon | kDa Herkunft Verd.

3-Aktin (Maus 1gG1) AC-15 | 42 Sigma-Aldrich (Taufkirchen) 1:1.000

ILK (Maus 1gG1) 3 50 Becton Dickinson (Heidelberg) 1:1.000

FAK (Maus IgG1) 77 125 Becton Dickinson (Heidelberg) 1:1.000

Phospho-FAK 18 125 Becton Dickinson (Heidelberg) 1:1.000

(Maus 1gG1)

Integrin 31 18 130 Becton Dickinson (Heidelberg) 1:2.500

(Maus 1gG1)

Integrin 33 1 104 Becton Dickinson (Heidelberg) 1:2.500

(Maus 1gG1)

Integrin 34 7 200 Becton Dickinson (Heidelberg) 1:250

(Maus 1gG1)

Integrin alphal 200 Chemicon/Millipore GmbH 1:1.000

(VLA-1, Kaninchen) (Schwalbach)

Integrin alpha2 2 150 Becton Dickinson (Heidelberg) 1:250

(VLA-2, Maus IgG2a)

Integrin alpha3 (VLA- 150 Chemicon/Millipore GmbH 1:1.000

3alpha, Kaninchen) (Schwalbach)

Integrin alpha4 (Ziege) | C-20 150 Santa Cruz Biotechnology (USA) | 1:200

Integrin alpha5 1 150 Becton Dickinson (Heidelberg) 1:5.000

(Maus lgG2a)

Integrin alpha6 H-87 150 Santa Cruz Biotechnology (USA) | 1:200

(Kaninchen)

Sekundarantikorper Herkunft Verd.

Ziege-Anti-Maus HRP Upstate Biotechnology (USA) 1:5.000

Ziege-Anti-Kaninchen Upstate Biotechnology (USA) 1:5.000

HRP

Rind-Anti-Ziege HRP Santa Cruz Biotechnology (USA) | 1:5.000

Tabelle 7: Western Blot: Integrinsubtypen und Proteine des Integrin-Signalwegs. Primar-
und Sekundarantikdrper mit Klon-, Herkunfts- und Verdinnungsangaben. Die Verdiinnungen
erfolgten im Antikérperpuffer.

3.3.4 Oberflachenexpression der Integrinsubtypen und CD44-Splice-

varianten - Durchflusszytometrie/FACScan-Analyse

Mittels Durchflusszytometrie wurde die Oberflachenexpression definierter Integrin-
subtypen und CD44-Splicevarianten detektiert. Wie die Integrine sind CD44-
Proteine in die Adhasion, Migration, Proliferation sowie das Uberleben von Zellen

involviert.
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Fur die Versuche wurden NZK-Zellen verwendet, die in 75 cm?Kulturflaschen sub-
konfluent gewachsen waren. Die Zellen wurden einmal mit 10 ml PBS (ohne Ca?®*
und Mg?) gewaschen und mittels 3 ml Accutase abgeldst. Das Accutase-Zell-
Gemisch wurde in 7 ml PBS (ohne Ca?" und Mg?) aufgenommen und in 15 ml
Zentrifugenréhrchen Uberfiihrt. Die Zellsuspension wurde 5 min bei 1.050 rpm
zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, das Zellpellet auf Eis in 2 ml FACS-
Puffer (PBS ohne Ca* und Mg®* + 0,5 % BSA) aufgenommen, resuspendiert und
5 min bei 4° C und 1.050 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde erneut verworfen,
das Zellpellet in FACS-Puffer aufgenommen. Je 1 ml Zellsuspension wurde in auf
Eis stehende FACS-RoOhrchen verteilt und zentrifugiert. Der Uberstand wurde ver-
worfen, der Primarantikorper (Tab. 8) zum Zellpellet pipettiert und mit diesem
resuspendiert. Nach einer Stunde Inkubation auf Eis wurden die Zellen 2 x mit
1-2 ml FACS-Puffer gewaschen. Aufgrund der Kopplung der Integrin-Antikdrper mit
Phycoerythrin (PE) konnten diese direkt nach der Behandlung mit dem Priméar-
antikorper in 250-500 ul FACS-Puffer (je Zellmenge) aufgenommen und am Durch-
flusszytometer gemessen werden. Zellen, die nicht mit bereits gekoppelten Anti-
korpern inkubiert worden waren, wurde danach im Dunkeln der Sekundarantikérper
(Tab. 8) hinzu gegeben und 1 Stunde auf Eis inkubiert. Die Zellen wurden dann 2 x
mit 1-2 ml FACS-Puffer gewaschen, in 250-500 yl FACS-Puffer aufgenommen,
resuspendiert und am Durchflusszytometer gemessen. Zur Bestimmung der Hinter-
grundfluoreszenz wurden als Kontrollen Proben nur mit den entsprechenden Iso-

typen (Tab. 8) bzw. nur mit dem Sekundarantikdrper inkubiert.

Priméarantikdrper Klon Herkunft Verd. Menge
CD49%a-PE SR84 Becton Dickinson gebrauchsfertig | 20 pl
(Integrin alphal, (Heidelberg)

Maus 1gG1)

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

Maus 1gG2a)

CD49c-PE C3lIl.1 Becton Dickinson gebrauchsfertig | 20 pl
(Integrin alpha3, (Heidelberg)

Maus 1gG1)

CD49d-PE 9F10 Becton Dickinson gebrauchsfertig | 20 pl
(Integrin alpha4, (Heidelberg)

Maus 1gG1)

CD49f-PE GoH3 Becton Dickinson gebrauchsfertig | 20 pl
(Integrin alpha, (Heidelberg)

Ratte 1gG2a)
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CD29 R-PE MAR4 Becton Dickinson gebrauchsfertig | 20 pl
(Integrin betal, Maus (Heidelberg)
lgG1)

CD61 R-PE VI-PL2 Becton Dickinson gebrauchsfertig | 20 pl

(Integrin beta3, Maus (Heidelberg)

lgG1)

CD104 R-PE 439-9B Becton Dickinson gebrauchsfertig | 20 pl

(Integrin beta4, Ratte (Heidelberg)

IgG2b)

Anti-human CD44 std | SFF-304 | Bender MedSystems gebrauchsfertig | 40 pl =

(Maus 1gG1) GmbH (Wien, Osterreich) 5 ug

Anti-human CD44var | VFF- Bender MedSystems 1:20 50 pl =

(v3, Maus IgG1) 327v3 GmbH (Wien, Osterreich) 5 ug

Anti-human CD44var | VFF-11 Bender MedSystems 1:10 50 pl =

(v4, Maus IgG1) GmbH (Wien, Osterreich) 5 ug

Anti-human CD44var | VFF-8 Bender MedSystems gebrauchsfertig | 50 pl =

(v5, Maus IgG1) GmbH (Wien, Osterreich) 5 ug

Anti-human CD44var | VFF-7 Bender MedSystems 1:20 50 pl =

(v6, Maus IgG1) GmbH (Wien, Osterreich) 5 ug

Anti-human CD44var | VFF-9 Bender MedSystems 1:20 50 pl =

(v7, Maus IgG1) GmbH (Wien, Osterreich) 5 ug

Anti-human CD44var | VFF-17 Bender MedSystems 1:20 50 pl =

(v7-v8, Maus lgG2b) GmbH (Wien, Osterreich) 5 ug

Anti-human CD44var | VFF-14 Bender MedSystems 1:20 50 pl =

(v10, Maus IgG1) GmbH (Wien, Osterreich) 5 ug

Sekundar- Klon Herkunft Verd. Menge
antikorper
FITC Zieg-Anti-Maus Becton Dickinson 1:50 50 pl
(multiple Adsorption) (Heidelberg)
Isotypen Klon Herkunft Verd. Menge

Maus IgG1 R-PE MOPC- Becton Dickinson gebrauchsfertig | 20 pl
21 (Heidelberg)

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

Ratte 1gG2b R-PE R35-38 Becton Dickinson gebrauchsfertig | 20 pl

(Heidelberg)

Tabelle 8: Durchflusszytometrie: Integrinsubtypen und CD44-Splicevarianten. Primér- und
Sekundarantikérper sowie Isotypenantikérper mit Herkunfts-, Verdiinnungs- und Mengen-

angabe.
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3.3.5 Analyse des intrazellularen F-Aktin-Gehalts

Fir die Bestimmung des intrazellularen F-Aktins fanden in 75 cm?-Kulturflaschen
konfluent gewachsene, mit VPA und IFN-alpha behandelte NzZK-Zellen Ver-
wendung. Sie wurden mit Accutase und PBS (ohne Ca** und Mg**) abgelést und 2 x
mit PBS (ohne Ca* und Mg?) gewaschen, dann in 5 ml bei -20° C gekiihltem
Methanol:Aceton (1:1) resuspendiert und 10-15 min bei RT inkubiert. Die Zellen
waren somit permeabilisiert. Danach wurden 10 ml PBS (ohne Ca* und Mg®")
hinzugefiigt und 5 min bei 1.050 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen,
das Pellet erneut mit 20 ml PBS (ohne Ca** und Mg®") gewaschen. Das Zellpellet
wurde in FACS-Puffer (PBS ohne Ca* und Mg* + 0,5 % BSA) aufgenommen und
resuspendiert. Je 1 ml Zellsuspension wurde auf ein FACS-R6hrchen verteilt und
zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Zellpellet in 55 ul Phalloidin-
FITC (50 pg/ml) aufgenommen, resuspendiert und 1 Stunde bei RT inkubiert. Als
Kontrollen dienten Proben, die nur mit dem FITC-Antikérper (multiple Adsorption)
oder FACS-Puffer inkubierten. Die Zellen wurden dann 2 x mit FACS-Puffer
gewaschen und je nach Dicke des Zellpellets in 250-500 pl FACS-Puffer auf-

genommen, resuspendiert und am Durchflusszytometer gemessen.

Antikorper Herkunft Verd. Menge
Phalloidin-FITC Sigma-Aldrich GmbH (Steinheim) 1:10 55 pl
FITC Zieg-Anti- Becton Dickinson (Heidelberg) 1:50 55 pl

Maus (multiple

Adsorption)

Tabelle 9: Durchflusszytometrie: F-Aktin-Nachweis. Antikdrper mit Herkunfts-, Verdiinnungs-
und Mengenangaben.

3.4 Evaluierung der HDAC-AKktivitat

VPA gilt als potenter HDAC-Inhibitor. Um den Einfluss von VPA und der
Kombination mit IFN-alpha auf die HDAC-Aktivitat in NZK-Zellen zu verifizieren,
wurde diese in verschiedenen Versuchsansatzen uberprift. Zur Messung der
HDAC-AKktivitat fand das HDAC Colorimetric Assay/Drug Discovery Kit Verwendung.
Die Deacetylierung von HDAC1, HDAC2, SIRT1, HDAC3 und HDACS8 wurde mittels
dieses Assays nachgewiesen. Des Weiteren wurde mit der Western Blot Analyse
die intrazellulare Expression der Histon Deacetylasen H3 und H4 sowie der Anteil
acetylierter und nicht acetylierter Histone H3 und H4 nach Behandlung gegentber

den Kontrollen evaluiert.




3 Methoden Seite 40

3.4.1 HDAC Colorimetric Assay

3.4.1.1 Gewinnung des Kernextrakts

Modifizierte Form der Dignam-Methode. Zur Gewinnung des Kernextrakts wurden
die Caki-1 in 75 cm®Kulturflaschen kultiviert und 12 bzw. 24 Stunden mit VPA
(1 und 5 mM) und/oder IFN-alpha (200 U/ml) behandelt. Die Zellen sollten fiir die
Extraktion subkonfluent gewachsen sein. Das Medium wurde entfernt, die Zellen mit
PBS (ohne Ca?* und Mg?*) gewaschen und 5 ml hypotonischer Puffer (Tab. 10) hin-
zugeflugt. Die Zellen wurden dann mittels Zell-Scraper vom Untergrund gelést und
auf Eis in 50 ml Zentrifugenrdéhrchen Uberfuhrt. Alle weiteren Schritte erfolgten auf
Eis. In den Zentrifugenréhrchen wurden die geldsten Zellen mit Hilfe des Homo-
genisierers zerkleinert und 5 min bei 3.000 rpm und 4° C zentrifugiert. Der Uber-
stand enthielt die zytoplasmatische Fraktion und konnte verworfen oder bei —80° C
gelagert werden. Das Pellet wurde in 500 pl kaltem Extraktionspuffer (Tab. 10)
resuspendiert und 20 min auf dem Schiittler inkubiert. Danach wurden die Proben
10 min bei 15.000 rpm und 4° C zentrifugiert. Das Pellet enthielt die nukleédre Matrix,
im Uberstand befand sich das gewiinschte Kernextrakt. Dieses wurde in Kryo-

réhrchen Uberfuhrt und direkt weiter verarbeitet oder bei -80° C gelagert.

Reagenz Molekular- End- Hypotonischer | Extraktions-
gewicht konz. Puffer puffer
1 M HEPES 238,3 g/l 20mM | 200 pl 200 pl
1 M KCL 74,55 g/l 10mM | 100 pl 100 pl
1 M MgCl, 95,21 g/l 1 mM 10 i 10 pl
0,1 MDTT 2 M 2,5 ul 2,5 ul
10 % Triton X-100 0,1 % 100 pl 100 pl
100 % Glycerol 20 % 2ml 2ml
200 mM PMSF 2 mM 100 pl 100
1,5 mg/ml Aprotinin 5ug/ml | 33 ul 33 ul
1 mg/ml Leupeptin 5 ug/ml | 50 pl 50 ul
5 M NacCl 58,44 g/l 420 mM 840 ul
Agua dest. 7,4 ml 6,5 ml

Tabelle 10: Kernextraktion: Zusammensetzung des hypotonischen und Extraktionspuffers.
Angegebene Mengen des hypotonischen Puffers reichen fir einen Ansatz, des Extraktions-
puffers fur 10 Anséatze.
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3.4.1.2 Proteinbestimmung

Die Proteinbestimmung erfolgte mittels des DC Protein Assay (siehe 3.2.3.2).

3.4.1.3 HDAC Colorimetric Assay

Die Durchfuihrung erfolgte nach dem Herstellerprotokoll. Das Assay ermdglichte die
Messung der Aktivitat durch zwei Schritte auf derselben 96-Loch-Platte. Beim ersten
Schritt wurde ein Substrat zu den Proben gegeben, welches durch die HDACs
deacetylierte. Im zweiten Schritt wurde dies durch Zugabe eines Entwicklers
sichtbar gemacht. Es erfolgte ein Farbumschlag (Gelbfarbung) in Abhangigkeit zur
Menge des deacetylierten Substrates. Diese konnte bei einer Wellenlange von
405 nm am ELISA-Gerat gemessen werden. Standardkurven wurden bei jedem
Versuch erneut durchgefihrt. Nach Zugabe des Substrates wurde 10-15 min
inkubiert. Nach Zugabe des Entwicklers wurde zu verschiedenen Zeitpunkten im
Zeitraum von 10-50 min gemessen, um den optimalen Farbumschlag ermitteln zu

konnen. Als Positivkontrollen dienten Kernextrakte TSA-behandelter HeLa-Zellen.

3.4.2 Intrazellulare Expression der HDACs und Histone — Western Blot

Analyse

Um Unterschiede in der Expression von HDACs und Histonen bzw. der Acetylierung
von Histonen zwischen behandelten und unbehandelten Tumorzellen zu
detektieren, wurden Western Blot Analysen (siehe 3.2.3) durchgefihrt. Dazu wurden
Caki-1 Zellen 12 und 24 Stunden mit VPA 0,25 mM bzw. 1 mM und/oder IFN-alpha
200 U/ml inkubiert.

Priméarantikdrper Klon kDa Herkunft Verd.
3-Aktin (Maus 1gG1) AC-15 | 42 Sigma-Aldrich (Taufkirchen) 1:1.000
Histondeacetylase 3 48 Biomol GmbH (Hamburg) 1:2.000
(Kaninchen)

Histondeacetylase 4 140/ Biomol GmbH (Hamburg) 1:500
(Kaninchen) 110

Histon H3 (Kaninchen IgG) | Y173 17 Epitomics (USA) 1:5.000
Acetyl-Histon H3 Y28 17 Epitomics (USA) 1:500
(Kaninchen IgG)

Histon H4 (Kaninchen 1gG) | N/A 14 Imgenex (USA) 1:250
Acetyl-Histon H4 (Lys8, ~10 Upstate Biotechnology (USA) | 1:500
Kaninchen 1gG)
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Sekundarantikorper Herkunft Verd.
Ziege-Anti-Maus HRP Upstate Biotechnology (USA) | 1:5.000
Ziege-Anti-Kaninchen HRP Upstate Biotechnology (USA) | 1:5.000

Tabelle 11: Western Blot: HDACs, Histone und acetylierte Histone. Primar- und Sekundar-
antikorper mit Klon-, Herkunfts- und Verdinnungsangaben. Die Verdiunnungen erfolgten im
Antikorperpuffer.
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3.5 Analyse relevanter Onkoproteine und  Tumor-
suppressoren

3.5.1 Intrazellulare Expression von Onkoproteinen und Tumor-

suppressoren — Western Blot Analyse

Um die molekularen Wirkmechanismen von VPA und IFN-alpha ndher zu unter-
suchen, wurde ihr Einfluss auf die intrazellulare Expression weiterer entscheidender
Onkoproteine und Tumorsuppressoren mittels Western Blot Analysen (siehe 3.2.3)

an Caki-1 Zellen evaluiert.

Priméarantikorper Klon | kDa Herkunft Verd.
3-Aktin (Maus 1gG1) AC-15 | 42 Sigma-Aldrich (Taufkirchen) 1:1.000
Phospho-ERK1/2 20A 44/42 | Becton Dickinson (Heidelberg) 1:1.000
(Maus 1gG1)

ERK1 (Maus IgG1) MK12 44/42 | Becton Dickinson (Heidelberg) 1:5.000

ERK2 (Maus IgG2h) 33 42 Becton Dickinson (Heidelberg) 1:5.000

Phospho-p38 MAPK 36 42 Becton Dickinson (Heidelberg) 1:2.500

(Maus 1gG1)

p38a/SAPK2a (Maus 27 42 Becton Dickinson (Heidelberg) 1:5.000

lgG1)

Phospho-JNK (Maus 41 43/56 | Becton Dickinson (Heidelberg) 1:250

lgG1)

pan-JNK/SAPK1 (Maus 37 49 Becton Dickinson (Heidelberg) 1:250

IgG1)

Phospho-PTEN 44A7 54 Cell Signaling Technology (USA) | 1:1.000

(Kaninchen, KLH)

PTEN (Kaninchen, KLH) 54 Cell Signaling Technology (USA) | 1:1.000

p53 (Maus IgG2b) DO-7 53 Becton Dickinson (Heidelberg) 1:500

p73 (Maus IgG1) ER-15 | 73 Becton Dickinson (Heidelberg) 1:500

c-myc (Maus 1gG;) 9E10 62 Becton Dickinson (Heidelberg) 1:250

PKBa/Akt (Maus 1gG1) 55 59 Becton Dickinson (Heidelberg) 1:500

Phospo-Akt (Maus IgG1) | 104A2 | 60 Becton Dickinson (Heidelberg) 1:500
82

Sekundarantikorper Herkunft Verd.

Ziege-Anti-Maus HRP Upstate Biotechnology (USA) 1:5.000

Ziege-Anti-Kaninchen Upstate Biotechnology (USA) 1:5.000

HRP

Tabelle 12: Western Blot: Onkoproteine und Tumorsuppressoren. Primar- und Sekundar-
antikdrper mit Klon-, Herkunfts- und Verdinnungsangaben. Die Verdiinnungen erfolgten im
Antikdrperpuffer.
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3.5.2 Expression von Onkoproteinen und Tumorsuppressoren nach
EGF-Stimulation

Da NZK insbesondere durch die EGF- und VEGF-abhéngigen Signalwege beein-
flusst werden, wurde die intrazellulare Expression verschiedener Proteine dieser
Signalkaskaden sowie die Oberflachenexpression des EGF-Rezeptors nach EGF-
Stimulation gemessen. VPA- und IFN-alpha-behandelte Tumorzellen wurden dazu
2 Stunden unter Serumentzug (Nahrmedium ohne FBS) inkubiert und dann fur
10 min mit EGF (10-20 ng/ml) stimuliert. Die Stimulation erfolgte in Kulturflaschen
oder als Zellsuspension in 15 ml Falcon-Réhrchen. Danach wurden die Proteine fur
die Western Blot Analyse isoliert bzw. die Zellen fur die Durchflusszytometrie

geerntet.

3.5.2.1 Intrazellulare Expression nach EGF-Stimulation

Der Nachweis der intrazellularen Expression von Proteinen der EGF- und VEGF-
Signhalkaskaden nach EGF-Stimulation erfolgte mittels Western Blot Analyse (siehe
3.2.3).

Priméarantikorper Klon kDa Herkunft Verd.
3-Aktin (Maus 1gG1) AC-15 42 Sigma-Aldrich (Taufkirchen) 1:1.000
Phospho-ERK1/2 20A 44/42 | Becton Dickinson (Heidelberg) 1:1.000
(Maus 1gG1)

Phospho-p38 MAPK 36 42 Becton Dickinson (Heidelberg) 1:2.500
(Maus 1gG1)

Phospho-JNK (Maus 41 43/56 | Becton Dickinson (Heidelberg) 1:250
lgG1)

PKBa/Akt (Maus 1gG1) 55 59 Becton Dickinson (Heidelberg) 1:500
Phospo-Akt (Maus 1gG1) | 104A282 | 60 Becton Dickinson (Heidelberg) 1:500
Phopho-EGF R (Maus 338324 190 R&D Systems (Wiesbaden- 1:1.000
1gG2a) Nordenstadt)

Sekundarantikorper Herkunft Verd.
Ziege-Anti-Maus HRP Upstate Biotechnology (USA) 1:5.000

Tabelle 13: Western Blot: Proteine der EGF- und VEGF-Signalkaskaden. Primér- und
Sekundarantikdrper mit Klon-, Herkunfts- und Verdinnungsangaben. Die Verdinnungen
erfolgten im Antikorperpuffer.

3.5.2.2 Oberflachenexpression des EGF-Rezeptors nach EGF-Stimulation

Die Oberflachenexpression des EGF-Rezeptors nach EGF-Stimulation wurde mit

Hilfe der Durchflusszytometrie gemessen (siehe 3.3.5).
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Primé&rantikdrper Klon Herkunft Verd. Menge
Phospho-EGF R 338324 R&D Systems 1:1.000 50 pl =
(Maus lIgG2a) (Wiesbaden-Nordenstadt) 5 ug

Sekundar- Klon Herkunft Verd. Menge
antikorper
FITC Zieg-Anti-Maus Becton Dickinson 1:50 50 pl
(multiple Adsorption) (Heidelberg)
Isotyp Klon Herkunft Verd. Menge
Maus IgG2a R-PE G155- Becton Dickinson gebrauchsfertig | 20 pl
178 (Heidelberg)

Tabelle 14: Durchflusszytometrie: Oberflachenexpression des EGF-Rezeptors. Priméar- und
Sekundarantikorper sowie Isotypenantikérper mit Herkunfts-, Verdiinnungs- und Mengen-
angabe.

3.6 Evaluierung der Genaktivitat

Um den Einfluss von VPA und IFN-alpha auf die Genaktivitdt der Tumorzellen zu
Uberprifen, wurde die mRNA isoliert und mittels Microarray-Analyse untersucht.
Evaluierte Veranderungen interessanter Gene wurden durch RT gPCR (Real Time

quantitative Polymerase Chain Reaction) verifiziert.

3.6.1 RNA-Extraktion

Die RNA-Extraktion wurde mit dem ,QIAshredder™ (250)“ und dem ,RNeasy Mini
Kit (250)" von der Firma Qiagen durchgefihrt.

Fir die RNA-Extraktion wurden 75 cm?-Kulturflaschen mit konfluent gewachsenen
Tumorzellen verwendet. Die Caki-1 Zellen wurden fir 12 Stunden, 3 und 5 Tage mit
VPA 0,25 mM bzw. 1 mM und/oder IFN-alpha 200 U/ml appliziert. Die Ablésung der
Zellen erfolgte mit 3 ml Accutase und 7 ml PBS (ohne Ca* und Mg?"). Die Zell-
suspension wurde in 15 ml Zentrifugenréhrchen dberfiihrt und 5 min bei 1.050 rpm
und 4° C zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, das Zellpellet in 1 ml RLT-
Puffer (RNA Lysis Tissue-Puffer + 1 % Mercaptoethanol) resuspendiert. Das dabei
entstandene Zelllysat wurde in QlAshredder pipettiert, die sich in 2 ml Sammel-
réhrchen befanden, und 2 min bei 14.000 rpm zentrifugiert. Dem homogenisierten
Lysat wurden zur Préazipitation der RNA ein Volumen 70 %igen Ethanols zugefihrt
und kurz geschiuttelt (Vortex). Das Lysat wurde in ein RNeasy Mini Spin Uberfuhrt
(maximal 700 ul), welches ebenfalls auf einem 2 ml Sammelréhrchen sal3, und

15 sec bei 10.000 rpm zentrifugiert. Das Zentrifugat wurde verworfen, die RNA war
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nun an der Membran des RNeasy Mini Spin gebunden. Dieser Schritt wurde
wiederholt, bis das gesamte Volumen aus dem QlAshredder aufgenommen war.
AnschlieBend wurden 700 pl RW1-Puffer in die RNeasy Mini Spin mit der
gebundenen RNA pipettiert. Erneut wurde 15 sec bei 10.000 rpm zentrifugiert und
das Zentrifugat verworfen. Um eventuell noch vorhandene DNA zu entfernen, wurde
ein DNA-Verdau mittels RNase-Free DNase Set durchgefiihrt. Zu diesem Zweck
wurden fir jede Probe 10 uyl DNase mit 70 yl RDD-Puffer versetzt, auf die Membran
mit der darin gebundenen RNA pipettiert und 15 min bei 30° C inkubiert. Danach
wurde die Membran erneut mit 350 pyl RW1-Puffer gewaschen bzw. 15 sec bei
10.000 rpm zentrifugiert. Das Zentrifugat wurde dieses Mal samt Sammelréhrchen
verworfen. Das RNeasy Mini Spin wurde in ein frisches 2 ml Sammelréhrchen
gestellt. Dann wurden 500 ul RPE-Puffer (+ Ethanol) hinzugegeben und 15 sec bei
10.000 rpm zentrifugiert. Das Zentrifugat wurde verworfen. Nochmals wurden 500 pl
RPE-Puffer hinzupipettiert und die Proben 2 min bei 10.000 rpm zentrifugiert. Das
Zentrifugat samt Sammelrdhrchen wurde verworfen, die RNeasy Mini Spins in
1,5 ml Sammelréhrchen gestellt. Fur die Elution der RNA wurden 2 x 25-30 ul
RNase-freies Wasser auf die Membran pipettiert, 2 min bei RT inkubiert und 1 min
bei 10.000 rpm zentrifugiert. Die mRNA befand sich in geléster Form in dem

Sammelréhrchen und konnte direkt verarbeitet oder bei -80° C gelagert werden.

3.6.2 Quantitative Bestimmung des RNA-Gehalts

Der genaue RNA-Gehalt war entscheidend fur die Durchfihrung von Microarray-
Analysen und RT gPCR. Er konnte mittels Nanodrop ermittelt werden. Der
Nanodrop mal3 den RNA-Gehalt in 1 pl isolierter RNA bei 260 nm Wellenlange. Er
berechnete den ng/pl Wert der jeweiligen RNA und gab Auskunft tGber die Reinheit
der RNA (RNA:DNA Ratio, Wellenlange 260 nm:280 nm). Verwendung fanden
ausschlief3lich Proben mit einer RNA:DNA Ratio ~2.

3.6.3 Qualitatskontrolle der RNA

Die RNA-Qualitat wurde in einem 1 %igen Agarosegel und mittels Messung am Bio-

analyser Uberprdft.

Fur den Gellauf wurde ein 1 %iges Agarosegel gegossen. Die zu verwendenden
Gelkammern und Kamme wurden vor dem Gebrauch von moglichen RNasen
gereinigt. Jeweils 1 ul Probe wurde mit 2 yl Agarosegel Loading Dye und 7 pl
destilliertem Wasser versetzt. Die 10 yl wurden auf dem Gel aufgetragen. Die
Auftrennung erfolgte bei 125 V fur 30 min in 1 x TAE-Puffer (50 x verdinnt in
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destilliertem Wasser). Die Quantifizierung der Expression der fir die RNA-Qualitat
aussagekraftigen 18S- und 28S-Banden konnten mittels Transilluminator unter dem
UV-Licht sichtbar gemacht werden. Die FragmentgréRe konnte aufgrund der auf
dem Agarosegel mit aufgetragenen 100 bp DNA-Ladder kontrolliert werden. Die
Qualitat der RNA lies sich aufgrund des Vorhandenseins beider Banden und deren

Intensitat ermitteln.

Eine sehr genaue quantitative und qualitative Bestimmung der RNA war mit dem
Bioanalyser moglich. Hier fanden der Bioanalyser von Agilent und das RNA 6000
Nano Kit Verwendung. Die Durchfihrung und Messung erfolgte nach dem
Herstellerprotokoll (RNA 6000 Nano Kit Guide, Agilent). Mittels des Bioanalysers
wurde zum einen der Anteil an 18S- und 28S-RNA auf einem Gel dargestellt und die
Ratio (28S/18S) ermittelt, zum anderen der RNA-Gehalt in ng/pl und die RNA
integrity number (RIN) bestimmt. Die RIN verandert sich mit dem 18S- und 28S-
RNA-Gehalt. Hochste RIN ist 10 und steht fir eine optimale RNA Qualitat, d. h.
keine Degradation der RNA oder DNA-Kontamination. Die RIN der verwendeten

Proben betrug ~9.

3.6.4 Microarray-Analyse

Microarray-Analysen dienen dem Nachweis der Genexpression. Mittels des von uns
verwendeten Affymetrix GeneChip HT Human Genome U133 Array Plate Set
konnte die Expression von ~39.000 Transkripten des humanen Genoms, inklusive
33.000 gut charakterisierter Gene sowie UniGene und deren Veranderungen

evaluiert werden.

3.6.4.1 Tarqget Preparation

Fur die Target Preparation wurden 2 ug der Ausgangs-RNA eingesetzt. Die Durch-
fuhrung erfolgte mit Hilfe der GeneChip Array Station nach dem Herstellerprotokoll
(Expression Analysis Technical Manual for HT Array Plates using the GeneChip
Array Station). Wahrend des Prozesses wurde die RNA in cDNA translatiert, mittels
Spektrophotometer quantifiziert, dann normalisiert und fragmentiert. Endprodukt
waren die Hybridisierungs-fertigen Proben. Diese konnten sofort weiter verarbeitet

oder bei -80° C eingefroren und gelagert werden.
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3.6.4.2 Hybridisierung

Bei diesem Schritt hybridisierten die fragmentierten cRNAs an Oligonukleotide auf
den Chips der HT Arrayplatten. Nach der Vorbereitung der HT Arrayplatten und
Proben sowie der Zusammenfuhrung dieser durch die Arraystation nach dem
Herstellerprotokoll, erfolgte fur 16 Stunden die eigentliche Hybridisierung im
Hybridisierungsofen bei 48° C.

3.6.4.3 Féarbung

Im n&chsten Schritt wurde die nicht hybridisierte cRNA von den Chips der HT Array-
platte gewaschen und die verbleibende hybridisierte cRNA mittels eines
biotiniliertem Antikorpers sichtbar gemacht. Entgegen der Angabe im Hersteller-
protokoll wurde fur die Farbung das Stain Module aus dem GeneChip Hybridization,
Wash and Stain Kit verwendet. Ferner wurden anstelle der vorgegebenen Low und
High Stringency Puffer Waschpuffer A und B von Affymetrix eingesetzt. Die Durch-
fuhrung des Wasch- und Farbevorganges sowie die Uberfilhrung der Chips in eine

Scan-Platte erfolgten durch die Arraystation.

3.6.4.4 Scan und Qualitatskontrolle der Chips

Die Chips wurden im GeneChip HT Array Plate Scanner eingescannt und die
gewonnenen Daten mit der GeneChip Operating Software (GCOS) auf ihre Qualitat
Uberpraft.

3.6.4.5 Normalisierung der Daten

Um die gewonnenen Daten der jeweiligen Probenexpression miteinander ver-
gleichen zu kdnnen, mussten diese normalisiert werden. Die Normalisierung wurde

mit dem Microarray Analysis Suite (MAS5) durchgefuhrt.

3.6.4.6 Unsupervised Analyse

Aus den Daten der Expressionsprofile wurden in der unsupervised Analyse Uberein-
stimmungen der Expression von Transkripten innerhalb der unterschiedlichen
Proben detektiert (=> Cluster). Diese zeigten die Korrelation und Verknipfung
zwischen den verschiedenen Proben auf. Die Darstellung erfolgte in Form eines

Dendrogramms.
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3.6.4.7 Supervised Analyse

Die supervised Analyse der Genexpression ermdglichte die Evaluierung signifikant
unterschiedlich exprimierter Gene (p < 0,05). Stringent wurden nur Expressions-
unterschiede mit LCB (lower confidence bound) des fold change > 1,2 beriick-
sichtigt. Der LCB gilt als ein zuverlassiges Bewertungskriterium des fold change und
ist von hohem statistischem Stellenwert (Li et al. 2001). Untersuchungen haben
gezeigt, dass der LCB > 1,2 in der Regel mit einem tatsachlichen fold change von
minimum 3 korrespondiert (Ramalho-Santos et al. 2002). Die funktionelle Analyse
der Gene und die Bildung von Gengruppen erfolgten mittels DAVID (database for
annotation, visualization and integrated discovery). Des Weiteren konnten mittels
Venn Diagram Generator die Expressionsprofile verschiedener Proben miteinander
verglichen und auf Schnittmengen Uberprift sowie durch IPA (ingenuity pathway
analysis upgrade advisor) die von den Veranderungen betroffenen Signalwege
ermittelt werden. Die SOM (self-organized map clustering) Analyse gab Aufschluss
darliber, wie sich das Expressionsverhalten bestimmter Gene nach unter-
schiedlicher Behandlung verhielt, graphisch dargestellt in sogenannten Heatmaps
bzw. Farbdiagrammen. Mittels Literaturrecherche wurden zudem die funktionellen
Bedeutungen sowie Beziehungen und somit der Einfluss der veranderten Gene auf

die biologischen Mechanismen evaluiert

3.6.5 Quantitative Echtzeit Polymerase Kettenreaktion = Real Time

guantitative Polymerase Chain Reaktion (RT qPCR)

Mittels RT gPCR konnte die Expression einzelner Gene evaluiert und somit

Ergebnisse aus den Microarray-Analysen verifiziert werden.

3.6.5.1 cDNA-Synthese

Fur die Durchfihrung der RT gPCR war die Umschreibung der Ausgangs-RNA in
cDNA Vorraussetzung. Die cDNA Synthese erfolgte mittels AffinityScript QPCR
cDNA Synthesis Kit von der Firma Stratagene nach dem Herstellerprotokoll. Dabei

wurden 3 pg Ausgangs-RNA je Probe eingesetzt.

3.6.5.2 quantitative Genexpressionsanalyse

Die RT gPCR war die derzeit sensitivste Methode zur Analyse von Gen-
expressionen. Verwendung fand das SYBR-Green SuperArray nach dem RT? gPCR

Primer Assays Protokoll. Folgende Primer kamen zum Einsatz:
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Primer bp UniGen Nr. Referenz Referenz
Sequenz Position
Zugangs-Nr.
GAPDH 175 Hs. 544577 NM_002046.3 1287-1310
ITGA2 143 Hs. 482077 NM_002203.3 6362-6385
ITGA4 96 Hs. 694732 NM_000885.4 4385-4405
ITGAS 106 Hs. 505654 NM_002205.2 3957-3978
ITGAG 184 Hs. 133397 NM_000210.2 5261-5283
ITGA7 209 Hs. 524484 NM_002206.1 40-60
ITGB6 164 Hs. 470399 NM_000888.3 1827-1845
CD44 106 Hs. 502328 NM_000610.3 602-622
NCAM1 151 Hs. 503878 NM_000615.5 5175-5195
VCAM1 141 Hs. 109225 NM_001078.2 2855-2879
ICAM1 122 Hs. 707983 NM_000201.2 1888-1906
CCL2 96 Hs. 303649 NM_002982.3 384-402
CCL5 110 Hs. 514821 NM_002985.2 391-411
CXCL1 83 Hs. 789 NM_001511.1 505-527
CXCL2 179 Hs. 590921 NM_002089.3 878-897
CXCL10 111 Hs. 632586 NM_001565.2 745-765
CXCL11 161 Hs. 632592 NM_005409.3 724-745
CXCL16 177 Hs. 708201 NM_022059.2 1078-1096
CXCR4 150 Hs. 593413 NM_003467.2 172-192

Tabelle 15: RT qPCR: Primer fur das RT? gPCR Primer Assay mit Basenpaar (bp)-, Gen-,
Referenzsequenz und Referenzpositions-Angaben. GAPDH = Haushaltsgen (Kontrolle),
ITGA = Integrin alpha-Subtypen, ITGB = Integrin beta-Subtyp, CD44, NCAM1, VCAM1,
ICAM1 = Zelladhasionsmolekile, CCL & CXCL = Chemokine, CXCR = Chemokin-Rezeptor.
Die aufgefuihrten Primer stammten alle von der Firma SABioscience Corporation.

Die RT gPCR erfolgte am Mx3005p von Stratagene. Die eigentliche Analyse der

jeweiligen Genexpressionen wurde mittels AA C; Methode im Analyseprogramm der

SABioscience Corporation durchgeftihrt.
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3.7 Tierexperimentelle Studien

3.7.1 Analyse des Tumorwachstums in vivo

Die Tierexperimentellen Studien dienten der Erganzung der in vitro Modelle und der
Vertiefung des Bezugs zur Klinik. Die Studien wurden in enger Kooperation mit der
Experimental Pharmacology & Oncology GmbH (EPO, Berlin) durchgefuhrt. Immun-
defiziente Nacktmé&use wurden dazu xenogen mit 10" Caki-1 Tumorzellen trans-
plantiert. Die VPA- und IFN-alpha-Behandlung begann, wenn die Tumoren palpabel

geworden waren. Folgende Therapiegruppen wurden untersucht:

Kontrollgruppe (n = 10): A) Behandlung mit PBS (mit Ca®* und Mg*")
Therapiegruppen (n = 8): B) VPA (200 mg/kg/Tag, i.p.)

C) VPA (400 mg/kg/Tag, i.p.)

D) IFN-alpha (500.000 U/kg/Tag)

E) VPA (wie B) + IFN-alpha (wie D)

F) VPA (wie C) + IFN-alpha (wie D).

Die Tiere wurden getttet, wenn ein Therapieeffekt erfassbar war, sie moribund
wurden bzw. das Tumorgewicht 10 % des Kdérpergewichts Uberstieg. Die Tumor-
grofRe wurde in regelmafligen Abstanden Uberprift und abschlieend die durch-
schnittlichen, medianen und relativen Tumorvolumina bestimmt. Die Tumorproben
wurden schockgefroren und zur Proteinisolation fir Western Blot Analysen auf-
bereitet. Mittels dieser konnten durch VPA und IFN-alpha ausgeldste Unterschiede

in der Expression von Proteinen nachgewiesen werden.

3.7.2 Intrazellulare Proteinexpression in vivo

Zur Evaluierung der molekularbiologischen Wirkmechanismen, die mit der
Reduktion des Tumorvolumens einherging, wurde die intrazellulare Expression von
HDACSs, Histonen, acetylierten Histonen, Zellzyklus- und Apoptoseproteinen mittels
Western Blot Analyse untersucht. Die Proteine wurden wie im Folgenden be-

schrieben aus dem Gewebe extrahiert.

Protein-Extraktion aus Gewebe

Das bei -80° C gekihlte Gewebe wurde zunachst in Flussigstickstoff Gberfuhrt, dann
in einen dounce homogenisator gegeben und in diesem zerkleinert. In einer vor-
gekuhlten Schale mit Flussigstickstoff erfolgte die Pulverisierung mittels eines

Mdrsers. Das Pulver wurde in vorgekihlte Falcon-Réhrchen mit je 1 ml Lysispuffer



3 Methoden

Seite 52

(1 ml + 5 uyl PMSF, Tab. 4) tberfuhrt, gevortext und 30 min auf Eis ruhen gelassen.

Das im Lysispuffer geldéste Homogenisat wurde in vorgekihlte Ultrazentrifugen-

réhrchen pipettiert und in der Ultrazentrifuge bei 14.770 rpm bei 4° C fur 30 min

zentrifugiert. Der Uberstand wurde in Kryordhrchen pipettiert und direkt weiter

verarbeitet oder bei -80° C gelagert.

Die eigentliche Western Blot Analyse wurde wie zuvor beschrieben (siehe 3.2.3)

durchgefuhrt.

Primarantikorper Klon kDa Herkunft Verd.
3-Aktin (Maus 1gG1) AC-15 42 Sigma-Aldrich (Taufkirchen) 1:1.000
Histondeacetylase 3 48 Biomol GmbH (Hamburg) 1:2.000
(Kaninchen)

Histondeacetylase 4 140/ | Biomol GmbH (Hamburg) 1:500

(Kaninchen) 110

Histon H3 (Kaninchen Y173 17 Epitomics (USA) 1:5.000

IgG)

Acetyl-Histon H3 Y28 17 Epitomics (USA) 1:500

(Kaninchen IgG)

Histon H4 (Kaninchen N/A 14 Imgenex (USA) 1:250

IgG)

Acetyl-Histon H4 (Lys8, ~10 Upstate Biotechnology (USA) 1:500

Kaninchen 1gG)

Cdk1/Cdc2 (Maus 1gG1) 1/Cdk1/ 34 Becton Dickinson (Heidelberg) 1:2.500
Cdc2

Cdk4 (Maus IgG1) 97 33 Becton Dickinson (Heidelberg) 1:250

Cyclin B (Maus IgG1) 18/ 62 Becton Dickinson (Heidelberg) 1:1.000
Cyclin B

Cyclin D1 (Maus IgG1) G124- 36 Becton Dickinson (Heidelberg) 1:250
326

Cyclin D3 (Maus IgG2b) 1 33 Becton Dickinson (Heidelberg) 1:1.000

Rb (Maus 1gG2a) 2 110 Becton Dickinson (Heidelberg) | 1:250

p21 (Maus IgG1, K) 2G12 21 Becton Dickinson (Heidelberg) | 1:250

Bcl2 (Kaninchen 1gG) N-19 28 Santa Cruz Biotechnology 1:200

(USA)
Bax (Kaninchen IgG) N-20 23 Santa Cruz Biotechnology 1:200

(USA)
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Sekundarantikorper Herkunft Verd.
Ziege-Anti-Maus HRP Upstate Biotechnology (USA) 1:5.000
Ziege-Anti-Kaninchen Upstate Biotechnology (USA) 1:5.000
HRP

Tabelle 16: Western Blot: Tierexperimentelle Studien. HDACs, Histone und acetylierte
Histone sowie Zellzyklus- und Apoptoseproteine. Primar- und Sekundarantikérper mit Klon-,
Herkunfts- und Verdiinnungsangaben. Die Verdiinnungen erfolgten im Antikdrperpuffer.

3.8 Statistik

Fur die Daten der funktionellen Untersuchungen und der FACS-Analyse wurden die
Mittelwerte +/- Standardabweichung berechnet. Samtliche Ergebnisse wurden
5-7 Mal wiederholt. Die Priufung auf statistische Signifikanz erfolgte durch den
"Wilcoxon-Mann-Whitney-U-Test". Dieser Test erlaubt es zwei unabhangige Daten-
gruppen bei einer nicht normalverteilten Grundgesamtheit miteinander zu ver-
gleichen. Da biologische Phanomene selten der GauR'schen Normalverteilung
folgen, empfiehlt sich dieser nicht parametrische Test. Differenzen wurden dabei als

signifikant gewertet, wenn p < 0,05 war.
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4  Ergebnisse

4.1 Vorstudien — Dosisfindung

Die Dosis-Wirkungs-Beziehungen von VPA und IFN-alpha wurden mittels
Proliferations- und Adhasionsstudien evaluiert. Die NZK-Zelllinien Caki-1, A498 und
KTCTL-26 wurden dazu unterschiedlich lange mit verschiedenen Konzentrationen
von VPA oder IFN-alpha vorbehandelt.

4.1.1 VPA: Dosis-Wirkungs-Analyse

VPA wurde in den Konzentrationen 0,25 mM, 0,5 mM und 1 mM appliziert. Die
Quantifizierung der Proliferation erfolgte 24 und 48 Stunden nach Ausplattierung der
Zellen in 96-Loch-Platten. Zur Vergleichbarkeit des Proliferationsverhaltens wurden
die 24 Stundenwerte auf 100 % gesetzt und die Daten der 48 Stunden ent-

sprechend in Prozentwerte umgerechnet (Abb. 4).

Direkt nach VPA-Zugabe waren keine Effekte auf das Wachstumsverhalten
detektierbar (Daten nicht gezeigt). Eine langere Vorinkubation von 3 und 5 Tagen
resultierte hingegen in deutlichen Veranderungen gegeniber den unbehandelten
Kontrollen (Abb. 4). Bereits die 3-tagige Vorinkubation mit VPA resultierte
Konzentrations-abhéngig in einer signifikanten Hemmung der Tumorzellproliferation.
Diese anti-proliferativen Effekte waren nach 5 Tagen Vorbehandlung mit VPA

deutlich verstarkt. VPA 1 mM induzierte dabei die maximale Wachstums-Blockade.

Ebenso initiierte die Vorbehandlung der NZK-Zellen mit VPA Konzentrations-
abhangig eine signifikante Verringerung der Adhasion der Tumorzellen an Endothel
(Abb. 5). Dieser Effekt zeigte sich nach 3 Tagen jedoch erst bei einer VPA-
Konzentration von 0,5 mM und 1 mM. VPA 0,25 mM bewirkte keine Verdnderung
zur Kontrolle. Nach 5-tagiger VPA-Applikation induzierte auch die Gabe von VPA
0,25 mM bei allen Zelllinien eine signifikante Hemmung der Tumoranheftung an
Endothel.
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Abbildung 4: VPA-Dosisfindung: Proliferation mittels MTT-
Assay. Verschiedene NzK-Zelllinien. 3- und 5-tgige
Applikation mit VPA 0,25 mM, 0,5 mM und 1 mM. Nach
24 und 48 Stunden Inkubation in 96-Loch-Platten. Anzahl der
Zellen in Prozent. 24 Stunden Werte auf 100 % gesetzt.
Konzentrations-abhangige signifikante Abnahme der Zellzahl
gegeniber den unbehandelten Kontrollzellen. Effekte waren
nach 5 Tagen Vorbehandlung starker ausgepragt. Durch-
schnittswerte aus n = 6 Versuchen mit Standardabweichung
und Signifikanz *.
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Abbildung 5: VPA-Dosisfindung: Adhasion an Endothel. Ver-
schiedene NZK-Zelllinien. 3- und 5-tégigige Applikation mit
VPA 0,25 mM, 0,5 mM und 1 mM. Anzahl der adhérierten
Zellen nach 1, 2 und 4 Stunden Inkubation auf Endothel. Mit
zunehmender VPA-Konzentration nahm die Anzahl der
adharenten Tumorzellen im Vergleich zu unbehandelten
Kontrollzellen signifikant ab. Nach 5 Tagen Behandlung waren
deutlichere Effekte zu verzeichnen. Gezahlt wurden jeweils
3-5 Sichtfelder von 0,25 mm’ bei 200-facher VergroRerung
des Mikroskops. Durchschnittswerte aus n = 6 Versuchen mit
Standardabweichung und Signifikanz *.
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Die Vitalitat der Zellen, nachgewiesen mittels Trypanblau-Farbung, verblieb mit

durchschnittlich 95 % bei allen VPA-Konzentrationen gegeniiber den Kontrollen

unverandert.
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Fur samtliche nachfolgenden Kombinationsversuche wurde die VPA-Konzentration
von 0,25 mM gewahlt, die minimale Effekte erzielte. Ferner wurde die Konzentration

von VPA 1 mM verwendet, die maximale Wirkung bei den Tumorzellen hervorrief.

4.1.2 IFN-alpha: Dosis-Wirkungs-Analyse

Zur Evaluierung der Dosis-Wirkungs-Beziehung von IFN-alpha wurden die Tumor-
zellen 3 und 5 Tage mit < 200 U/ml vorbehandelt.

Die Behandlung der NZK-Zellen mit IFN-alpha allein zeigte bei 200 U/ml keinen
Effekt auf die Proliferation und Adh&sion der Tumorzellen. 2.000 U/ml IFN-alpha
induzierte hingegen eine signifikante Inhibition der Proliferation und Adhéasion an
Endothel (Daten nicht gezeigt). Studien belegen, dass IFN-alpha vor allem in einem
Konzentrationsbereich, in dem es selbst keine biologischen Effekte induziert, die
Wirkung anti-tumoraler Substanzen steigern kann (Lee et al. 2006, Cinatl et al.
2002, Lucero et al. 2001, Okamoto et al. 1996). Aufgrund dessen wurde IFN-alpha

fur die nachfolgenden Versuche in einer Konzentration von 200 U/ml verabreicht.

Da alle verwendeten NZK-Zelllinien ein vergleichbares Proliferations- und
Adhasionsverhalten aufwiesen, konzentrierten sich alle Folgeversuchen auf Caki-1

als reprasentative Zelllinie.

4.2 Anti-proliferative Wirkung von VPA und IFN-alpha

Die unkontrollierte Proliferation ist ein Hauptmerkmal von malignen Tumoren. Daher
sollte in Proliferationsstudien das Wachstumsverhalten der Caki-1 Zellen nach VPA
und IFN-alpha Behandlung evaluiert werden. Um funktionelle Effekte von VPA und
IFN-alpha auch von ,normalen“ Nierenzellen zu Gberprifen, wurden zum Vergleich
PTC-Zellen behandelt und ihr Proliferationsverhalten analysiert. Die Quantifizierung
erfolgte 24, 48 und 72 Stunden nach Ausplattierung der Zellen. Die 3- und 5-tagige
Applikation mit VPA 0,25 mM rief eine signifikante Inhibition gegentber den
Kontrollen hervor, die durch VPA 1 mM deutlich erhéht wurde (Abb. 6). Die korres-
pondierenden Kombinationen mit IFN-alpha resultierten in einem weiteren anti-
proliferativen Effekt. IFN-alpha 200 U/ml allein bewirkte dabei keine Wachstums-
Hemmung. Nach 5-tdgiger Behandlung war die Proliferations-Inhibition insgesamt
starker ausgepragt als nach 3 Tagen. Die Unterschiede nahmen dabei in
Abhangigkeit von der Inkubationszeit in der 96-Loch-Platte zu. So waren

72 Stunden nach Ausplattierung die jeweils deutlichsten Effekte zu verzeichnen.
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Abbildung 6: Proliferation ermittelt durch MTT- . lartralle
Assay. Caki-1, 3 bzw. 5 Tage Behandlung mit i IFM
VPA und/oder IFN-alpha. Anzahl der Zellen nach e m——  WPADDS M
24, 48 und 72 Stunden Wachstum in 96-Loch- - ‘fo'AIIIIEE rrll + IFP
Platten. Konzentrations- und Behandlungszeit- e —— ‘fo'A1lmhr1
abhangige signifikante Inhibition der Proliferation YEA T i + IFM
durch VPA. Synergistische Hemmung durch die

Kombinationsbehandlung. IFN-alpha allein rief
dabei keine signifikante Verénderung hervor.
Durchschnittswerte aus n = 5 Versuchen mit
Standardabweichung und Signifikanz *.

PTC-Zellen zeigten keine Veranderung in der Proliferation durch VPA und/oder IFN-

alpha (Daten nicht gezeigt).

4.3 Apoptoseinduktion durch VPA und IFN-alpha im Nieren-
zellkarzinom

Apoptotische Ereignisse kdnnen fiur die Verringerung der Zellzahl verantwortlich
sein. Konsequenterweise wurden daher die Caki-1 Zellen auf Apoptose untersucht.
Der Nachweis erfolgte mittels Bestimmung von Annexin V und Caspase 3. In der
Messung nach Annexin V-FITC- und Propidiumiodid-Zugabe konnten keine Verén-
derung des prozentualen Anteils an apoptotischen Zellen nach Behandlung gegen-
Uber den Kontrollen detektiert werden (Abb. 7). Die vitalen Zellen stellten im Durch-
schnitt 90 %, nekrotische und spat apoptotische Zellen jeweils 4 % und friih apop-

totische Zellen 2 %.
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Abbildung 7: Apoptose: Annexin V-FITC- und Propidiumiodid-Farbung, Bestimmung mittels
Durchflusszytometrie. Reprasentativ Caki-1 Zellen nach 3 Tagen Vorbehandlung. Scatter
Plot: links: Kontrolle; rechts: + VPA 1 mM + IFN 200 U/ml. Jeweilige Verteilung frih
apoptotischer (2 %, unten rechts), spat apoptotischer (4 %, oben rechts), vitaler (90 %, unten
links) und nekrotischer (4 %, oben links) Caki-1 Zellen. Reprasentativ aus n = 3 Versuchen.

Auch der quantitative Nachweis aktiver Caspase-3 zeigte nach der Behandlung mit
VPA und IFN-alpha keine Erh6hung des Caspasegehalts in Caki-1 Zellen an (Daten
nicht gezeigt).

4.4 Inhibition der Adhasion - biologische Analysen

4.4.1 Adhésion an Endothelzellen (HUVEC)

Im Kokultursystem wurde die Anheftung der NZK-Zellen an HUVEC-Zellen evaluiert.
Um Effekte der Substanzen auf die Adhasion ,normaler® Nierenzellen auszu-
schlieen, wurden PTC-Zellen analog mitbehandelt und untersucht. Die Einzel-
applikation von VPA 0,25 mM bewirkte erst nach 5-tagiger Behandlung eine
signifikante Abnahme des Adhéasionsverhaltens gegentber der Kontrolle (Abb. 8,
rechts). Die korrespondierende Kombination mit IFN-alpha rief dabei eine weitere
Inhibition der Tumoranheftung hervor. VPA 1 mM hingegen induzierte bereits nach
3 Tagen eine signifikante Reduktion der Anzahl adharenter Caki-1 am Endothel
(Abb. 8, links). Auch hier resultierte die Kombination mit IFN-alpha eine Reduktion
der Tumoranheftung. Die Einzelgabe von IFN-alpha fuhrte hingegen zu keinem Zeit-
punkt zu einer Verringerung der adharenten Tumorzellen an Endothel. Die Graphen
der 3-tdgigen Applikation mit VPA 0,25 mM und der respektiven Kombination
wurden der Ubersichtlichkeit wegen nicht in dem Liniendiagramm aufgenommen, da

sie den Kontrollen entsprachen (Abb. 8, links).
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Abbildung 8: Adhasion an Endothel: Caki-1,
3und 5 Tage nach Vorbehandlung mit VPA — 4« Kantrolle
und/oder IFN-alpha. Anzahl der adhérierten S ) ]
Zellen nach 1, 2 und 4 Stunden Inkubation auf —— —m——  YPADDS mi
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Kombination mit IFN-alpha. Gezahlt wurden

jeweils 3-5 Sichtfelder von 0,25 mm?  bei
200-facher VergréRerung des Mikroskops. Durch-
schnittswerte aus n = 5 Versuchen mit Standard-
abweichung und Signifikanz *.

Abbildung 9 zeigt reprasentativ die inhibitorischen Effekte auf die Adhasion von
Caki-1 5 Tage nach Applikation und einer Stunde Inkubation auf Endothel (Abb. 9).

Kontrolle IFN VPA 0,25 mM

Abbildung 9: Adhéasion an Endothel: Fotografien der Assays. Caki-1, 5 Tage nach Vorbe-
handlung mit VPA 0,25 mM bzw. 1 mM und/oder IFN-alpha 200 U/ml. 1 Stunde nach
Inkubation auf Endothel. Signifikante Inhibition der Adhasion nach den jeweiligen VPA- und
den korrespondierenden Kombinationsbehandlungen mit IFN. Aufnahme bei 200-facher Ver-
gréRerung des Mikroskops und F3,3 der Kamera.
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Fur PTC-Zellen konnte im Gegensatz zu Caki-1 Zellen keine Veranderungen im
Adhasionsverhalten an Endothel unter VPA und/oder IFN-alpha detektiert werden

(Daten nicht gezeigt).

4.4.2 Adhasion an extrazellulare Matrixproteine (EZM)

Die Interaktion mit EZM ist ein weiterer wichtiger Indikator fiir das Invasionspotential
der Tumorzellen. Daher wurde zuséatzlich zu den Adhésionsstudien an Endothel das
Adhéasionsverhalten an die extrazellularen Matrixproteine (EZM) Kollagen-G,
Fibronektin und Laminin evaluiert. Poly-D-Lysin beschichtete und unbeschichtete
Platten dienten als Negativkontrollen, um unspezifische Bindungen ausschlie3en
oder verrechnen zu kénnen. Zeit- und Konzentrations-abhéngig resultierte die VPA-
Applikation in deutlichen inhibitorischen Effekten auf das Adhasionsverhalten der
Caki-1 Zellen an Kollagen-G und Fibronektin verglichen mit den Kontrollen
(Abb. 10). Die korrespondierenden Kombinationen mit IFN-alpha resultierten eben-
falls in einer signifikanten Reduktion der Anzahl adharenter Caki-1 Zellen. In
Gegenwart von Kollagen-G zeigte sich dabei eine weitere Hemmung der Tumor-
anheftung. Die Einzelgabe von IFN-alpha induzierte keinen nennenswerten
inhibitorischen Effekt. Bei der Adhé&sion an Fibronektin bewirkte die Kombination
keine Verstarkung der Reduktion adharenter Caki-1 gegeniber der VPA-
Monobehandlung. Interessanterweise loste IFN-alpha allein nach 5 Tagen eine
deutliche Blockade der Tumoranheftung aus. Die Adhasion an Laminin war insge-
samt deutlich schwéacher ausgepragt als an Kollagen-G und Fibronektin. Weder
VPA noch IFN-alpha induzierten hier eine Modulation der Adhasionseigenschaften

von Caki-1 Zellen.

Die Tumorzellanheftung an Poly-D-Lysin war gering und von der Behandlung unbe-
einflusst (Abb. 10). An die unbeschichtete Platte adhérierten nur vereinzelte Zellen,
auch hier resultierte die Behandlung in keiner Verdnderung (Daten nicht gezeigt).
Damit konnte eine unspezifische Beeinflussung des Adhasionsverhaltens der Caki-1

Zellen ausgeschlossen werden.
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Abbildung 10: Adhé&sion an EZM: Caki-1 nach 3- und 5-tdgiger Vorbehandlung mit VPA
0,25 mM bzw. 1 mM und/oder IFN-alpha 200 U/ml. Adhésion auf Kollagen-G (400 pg/ml),
Fibronektin (100 pg/ml) und Laminin (50 pg/ml). Kontrollen: Poly-D-Lysin. Nach 30 min
Inkubation. Gezé&hlt wurden jeweils 3-5 Sichtfelder von 0,25 mm? bei 200-facher Ver-
groRerung des Mikroskops. Durchschnittswerte aus n = 4 Versuchen mit Standard-
abweichung und Signifikanz *.
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45 Modulation des intrazellularen F-Aktin-Gehalts

Intrazellulares F-Aktin ist u. a. essentiell fir die Zellmotilitdit und Reorganisation des
Zytoskeletts (Lin et al. 2009, Yuan et al. 2008). Die Einzelapplikationen mit VPA
resultierte nach 3 Tagen und deutlicher nach 5 Tagen Konzentrations-abhéangig in
einer signifikanten Erhdhung des F-Aktin-Gehalts in Caki-1 Zellen (Abb. 11). Die
Kombinationen riefen Uberraschenderweise keine nennenswerte Verdnderung
gegenuber den Kontrollen hervor. Die Inkubation mit IFN-alpha allein hingegen

induzierte eine signifikante Zunahme des F-Aktins.
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Abbildung 11: Intrazellularer F-Aktin-Gehalt: Bestimmung mittels Durchflusszytometrie.
Caki-1 nach 3- und 5-tégiger Vorbehandlung mit VPA und IFN-alpha. Phalloidin-FITC:
Angaben in Mean-Werten. Signifikante Zunahme des F-Aktin-Anteils in den Zellen nach
Einzelapplikation mit VPA und IFN-alpha. Die Effekte waren nach 5-tagiger Applikation ver-
starkt. Die Kombinationen zeigten keine signifikante Veranderung gegentuber den Kontrollen.
Durchschnittswerte aus n = 3 Versuchen mit Standardabweichung und Signifikanz *.

4.6 Regulation des Zellzyklus mittels VPA und IFN-alpha

Die Proliferation der Tumorzellen wird Uber den Zellzyklus reguliert. Zur Aufklarung
der Wirkmechanismen von VPA und IFN-alpha wurden daher die Zellzyklusphasen
und die Expression von Zellzyklusproteinen in behandelten versus unbehandelten

Tumorzellen untersucht.

4.6.1 Einfluss von VPA und IFN-alpha auf die Zellzyklusphasen

Unsynchronisierte Caki-1 Zellen befanden sich zu 84 % in der GO/G1-, zu 11 % in
der S- und zu 5 % in der G2/M-Phase (Mittelwerte aus n=3 Versuchen, SD +/-
11-23 %, Daten nicht gezeigt). Die fluorimetrische Analyse der Zellzyklusphasen
erfolgte daher an synchronisierten Caki-1 Zellen, um VPA- und IFN-alpha-bedingte
Alterationen insbesondere auf die S- und G2/M-Phase eindeutiger detektieren zu

kénnen. Pilotstudien evaluierten einen maximalen Eintritt in die fortgeschrittene
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S-Phase 4 Stunden nach dem Entfernen von Aphidicolin (Daten nicht gezeigt).
Dieser Zeitpunkt entspricht Daten anderer Arbeitsgruppen (Plastaras et al. 2007,
Sokolov et al. 2005). Konsequenterweise erfolgte die Zellzyklusanalyse 4 Stunden

nach Beendigung der Inkubation mit Aphidicolin.

Zeit- und Konzentrations-abhangig induzierte VPA eine deutliche Zunahme des
Anteils von Caki-1 Zellen in der GO/G1-Phase, die mit einer Reduktion von Tumor-
zellen in der S-Phase korrelierte (Abb. 12). Die 3-tagige Applikation erforderte dafir
eine VPA-Konzentration von 1 mM (Abb. 12, links). Nach 5-tdgiger Behandlung
fihrte hingegen bereits die Einzelapplikation mit VPA 0,25 mM zu modulatorischen
Effekten (Abb. 12, rechts). Die korrespondierenden Kombinationen mit IFN-alpha
resultierten ebenfalls in einer deutlichen Zunahme des Anteils an Zellen in der
GO0/G1-Phase, wiederum begleitet von einer Abnahme des Anteils der Zellen in der
S-Phase. Die Behandlung mit IFN-alpha allein zeigte hingegen keine Veran-

derungen der Zellzyklusphasen gegeniber den Kontrollen.
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Abbildung 12: Zellzyklusphasen: Bestimmung mittels Durchflusszytometrie. Prozentualer
Caki-1 Anteil nach 3 und 5 Tagen VPA- und/oder IFN-alpha-Applikation und 4 Stunden
Inkubation nach Synchronisation an der GO/G1-, S- und G2/M-Phase. Nach 3-tagiger
Applikation mit beiden Kombinationen und VPA 1 mM allein: Zunahme des Anteils der Zellen
in der GO/G1-Phase und Verringerung der S-Phase. Nach 5-tagiger Behandlung: noch
deutlichere Zunahme des Anteils an Zellen in der GO/G1-Phase und Abnahme der S-Phase
nach Applikation mit VPA 0,25 mM und 1 mM sowie den korrespondierenden Kombinations-
behandlungen. Représentativ aus n = 4 Versuchen.
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4.6.2 Einfluss von VPA und IFN-alpha auf die Expression von
Zellzyklusproteinen

Zur detaillierten Analyse wurden mittels Western-Hybridisierung die Expression von
Zellzyklusproteinen in synchronisierten Caki-1 Zellen untersucht. Die Expression der
regulatorischen Proteine p27, Cyclin D3, Rb und Rb2 wurden durch VPA erhoht,
unabhéngig von der Behandlungsdauer (Abb. 13). Die Zellzyklusproteine Cyclin B
und Cdkl zeigten nach 5-tdgiger VPA-Gabe ein verstarktes Expressionsverhalten.
Nach 3-tagiger VPA-Applikation wurde hingegen der p21-Gehalt erhdht, nach
5-tdgiger Anwendung jedoch nicht. Die Zellzyklusproteine Cdk2, Cdk4 und Cyclin A
zeigten nach 3-tagiger VPA-Einzelgabe eine deutliche Reduktion. Diese war fur
Cdk2 und Cdk4 nach 5 Tagen etwas schwacher ausgepragt. Cyclin A konnte nach

5-Tagen insgesamt nicht mehr detektiert werden.

Die korrespondierenden Kombinationen mit IFN-alpha, verabreicht Uber 5 Tage,
resultierten in einer weiteren Expressionserhéhung von Rb, Rb2, Cdkl und
Cyclin B. Cyclin D3 wurde durch die Kombinationstherapie ebenfalls vermehrt
exprimiert (Abb. 13, rechts). Gegeniber den entsprechenden VPA-Behandlungen
war dieser Effekt jedoch nicht verstarkt. Die Kombination mit VPA 0,25 mM und IFN-
alpha induzierte nach 3-tagiger Applikation ferner eine weitere Erhéhung der p21-
Expression (Abb. 13, links). Die Kombination mit VPA 1 mM ldste hingegen einen
inversen Effekt aus. Die 5-tdgige Behandlung mit der Kombination fiihrte zu einer
p21-Inhibition. Cdk2 und Cdk4 wurden nach VPA-Gabe und zusatzlicher Applikation

von IFN-alpha weiter reduziert.

Die Einzelgabe von IFN-alpha konnte in der Regel keine Verdnderungen des
Proteingehalts gegeniber den Kontrollen bewirken. Eine Ausnahme bildeten
lediglich Cdkl1 und Cyclin A. lhre Zunahme, insbesondere nach 3-tagiger
Applikation, war ausschlie3lich auf IFN-alpha zurtickzufiihren (Abb. 13, links). Cdk1
zeigte zudem eine markante Erhdhung des Proteingehalts nach 5-tagiger IFN-
alpha-Gabe (Abb. 13, rechts).
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Abbildung 13: Zellzyklusproteine: Western Blot Analyse. Proteine aus synchronisierten
Caki-1 Zellen nach 3 und 5 Tagen VPA- und/oder IFN-alpha-Applikation. Deutliche
Modulation der regulatorischen Zellzyklusproteine Cdkl / Cdc2, Cdk2, Cdk4, Cyclin A,
Cyclin B, Cyclin D3, Rb, Rb2, p21 und p27 gegeniber den unbehandelten Kontrollen. Das
Haushaltsprotein [3-Aktin diente als Beladungskontrolle. Pro Probe wurden 50 pyg Protein
eingesetzt.

Die beobachteten, durch VPA-bedingten Alterationen der Zellzyklusproteine waren
Konzentrations-abhéngig (VPA 1 mM > 0,25 mM).

Die Zellzyklusproteine p19 und PCNA blieben durch die Behandlungen unbeein-
flusst (Abb. 13).
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4.7 Modulation der Expression Adhé&sions-regulierender
Proteine

4.7.1 Integrin-Oberflachenexpression

Integrine tragen entscheidend zur Steuerung von Adhéasionsprozessen bei. Der
Einfluss von VPA und IFN-alpha auf Integrinprofil und -aktivitéat der Caki-1 Zellen
wurde daher naher untersucht. Zunéchst wurde die Rezeptor-Oberflachen-
expression mittels Durchflusszytometrie evaluiert. Die Darstellung der Ergebnisse
erfolgte in Form von Histogrammen (Abb. 14 & 15) mit dazugehotriger Datentabelle
(Tab. 17). Der Ubersichtlichkeit wegen wurden die Graphen der Behandlung mit
IFN-alpha und VPA 0,25 mM nicht abgebildet.
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Abbildung 14: Oberflachenexpression der alpha-Integrine: Durchflusszytometrie. Caki-1
Zellen nach 5 Tagen Vorbehandlung mit VPA und/oder IFN-alpha. Abszisse: relative loga-
rithmische Verteilung der Fluoreszenzintensitat. Ordinate: relative Zellzahl. Konzentrations-
abhangige Zunahme der relativen Fluoreszenzintensitat von a1, a2, a3 und a5 nach VPA-
Applikation. Verstéarkung bei a1, a2 und a5 durch Kombination mit IFN-alpha. Hintergrund-
kontrolle: IgG1-PE und 1gG2a-PE. Reprasentativ aus n = 3 Versuchen. Gezahlt wurden
jeweils 10.000 Zellen.
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Die Integrinsubtypen a3, B1 und B3 zeigten in den unbehandelten Caki-1 Zellen
eine starke Oberflachenprasenz. Integrin a4 und a6 waren gegenlber der
Hintergrundfluoreszenz  hingegen kaum erhéht (Daten nicht gezeigt).
Konzentrations-abhéngig war eine Zunahme der relativen Fluoreszenzintensitét
nach VPA-Gabe bei Integrin a1, a2, a3, a5, R1, B3 und R4 gegenlber den
Kontrollen zu beobachten. Die gesteigerte Oberflachenexpression war nach
Applikation mit VPA 1 mM bei den Subtypen a1, a2, a3, a5, R1 und R3 signifikant
erhoht (Abb. 14 & 15). Gleiche Effekte konnten auch nach 3-tagiger Behandlung

nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt).

Die Kombination mit IFN-alpha bewirkte bei den Integrinen a1, a2 und a5 eine
weitere Zunahme der relativen Fluoreszenz (Abb. 14). Bei a3 und den R-Ketten
fuhrte die Kombination gegeniiber der VPA-Einzelapplikation zu keiner weiteren
Verstarkung der relativen Fluoreszenzintensitat (Abb. 14 & 15). Die IFN-alpha-Gabe
induzierte z. T. moderate, jedoch keine signifikante Veranderung der Oberflachen-
expression gegeniber den Kontrollen. Integrin a4 und a6 zeigten nach den Be-
handlungen keine Alteration in ihrer Oberflachenexpression gegeniber den

Kontrollen (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 15: Oberflachenexpression
pd der  Dbeta-Integrine:  Durchflusszyto-
metrie. Caki-1 Zellen nach 5 Tagen
Vorbehandlung mit VPA und/oder IFN-
alpha. Abszisse: relative logarithmische
Verteilung der Fluoreszenzintensitat.
Ordinate: relative Zellzahl. Konzentra-
tions-abhangige Zunahme der relativen
Fluoreszenzintensitat von 31, 33 und 34
nach VPA-Applikation. Keine weitere
Verstarkung durch Kombination mit IFN-
alpha. Hintergrundkontrolle: 1gG1-PE
und IgG2b-PE. Reprasentativ aus n = 3

TR Versuchen. Gezahlt wurden jeweils
P12 Height 10.000 Zellen.
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IE| Integrinsubtypen nach 5-tagiger Behandlung, Angaben in Mean-Werten

al a2 a3 a5 1 33 34
Kontrolle 49,92 80,40 642,79 138,99 | 1.520,13 375,47 22,41
IFN 200 U / ml 64,35 99,03 740,82 175,85| 1.660,42 406,92 22,68
VPA 1 mM 156,06 159,69 921,72 200,54 | 2.022,42 594,73 29,11
VPA 1 mM + IFN 204,94 199,05| 1.091,72 288,17 | 1.930,38 550,91 29,73

Isotypenkontrollen, Angaben in Mean-Werten

IgG1 IlgG2a IgG2b
7,98 10,09 9,56

Tabelle 17: Durchflusszytometrie: IE[ Datentabelle der Oberflachenexpression der alpha- und
beta-Integrine von Caki-1 Zellen. Die Zellen wurden 5 Tage mit VPA und/oder IFN-alpha
vorbehandelt. Alle Angaben sind Mean-Werte. Konzentrations-abhangige Zunahme der
relativen Fluoreszenzintensitat von a1, a2, a3, a5, B1, R3 und R4 nach VPA (1 mM)-
Applikation. Bei a1, a2 und a5 weitere Verstarkung des Effekts durch Kombination mit IFN-
alpha. IFN-alpha induzierte keine oder lediglich moderate Alterationen. B| Isotypenkontrolle:
IgG1-PE, lgG2a-PE und IgG2b-PE. Reprasentativ aus n = 3 Versuchen. Gezahlt wurden
jeweils 10.000 Zellen.

4.7.2 Intrazellulare Integrinexpression

Mittels Western Blot Analyse wurde die intrazellulare Proteinexpression der
Integrinsubtypen evaluiert. Der Proteingehalt des Integrin a1 nahm nach VPA-
Behandlung unabhangig von der Konzentration deutlich zu (Abb. 16). Die Subtypen
a2 und a5 wurden erst nach 5-tagiger Applikation mit VPA Konzentrations-abhéngig
erhoht. Die Integrine a3, 31, R3 und 34 hingegen wurden in Gegenwart von VPA im
Proteingehalt vermindert. Integrin R3 wurde Uberraschenderweise starker durch
VPA 0,25 mM als durch VPA 1 mM reduziert. Konzentrations-unabhngig induzierte
die 5-tdgige VPA-Behandlung des Weiteren eine deutliche Reduktion des [34-

Proteingehalts.

In der Kombination mit IFN-alpha wurde die intrazellulare Expression der Subtypen
a1, a2 und a5 gegenlber den Kontrollen erhdht. Fir a1 und a5 war diese Zunahme
nach 5 Tagen verglichen mit den Monotherapien weiter erhéht. Die Integrine 33 und
R4 wurden nach 5-tdgiger Behandlung mit der Kombination deutlich reduziert,
jedoch waren diese Effekte gegeniuber der VPA-Einzelapplikation nicht weiter
verstarkt. Die Expression von a3 ist kontrovers zu bewerten. So induzierte die
3-tagige additive Applikation mit IFN-alpha eine Verminderung, ahnlich der VPA-
Gabe. Die 5-tagige Kombinationsbehandlung hingegen resultierte in keiner Veran-
derung gegentber der Kontrolle. Auch der 31-Gehalt zeigte nach Gabe von VPA

und IFN-alpha keine Alterationen.
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Die Einzelapplikation mit IFN-alpha konnte keine Veranderung hervorrufen, ausge-
nommen Integrin a5. Der Subtyp a5 wurde durch IFN-alpha allein bereits stark
erhoht.

Die Integrine a4 und a6 waren kaum detektierbar und wurden durch die Behandlung

mit den genannten Substanzen quantitativ nicht modifiziert (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 16: Proteinexpression der alpha- und beta-Integrine: Western Blot Analyse. In
Caki-1 Zellen nach 3 und 5 Tagen VPA- und/oder IFN-alpha-Applikation gegeniber den
unbehandelten Kontrollzellen. Modulation der Integrinexpression durch VPA- und/oder IFN-
alpha-Gabe. 3-Aktin diente als Beladungskontrolle. Pro Probe wurden 50 ug Protein einge-
setzt.

4.7.3 Expression relevanter Signalproteine

Quantitative Veranderungen der Integrine missen nicht notwendigerweise mit einer
veranderten Integrinaktivitdt gekoppelt sein. Um Rickschlisse auf den Aktivitats-
zustand ziehen zu kdnnen, wurden relevante Signalproteine, implizit ILK (Integrin-
linked kinase), FAK (Focal adhesion kinase) und phosphoryliertes bzw. aktiviertes
pFAK untersucht. Die FAK-Aktivitat (pFAK) nahm nach 5-tagiger Einzelapplikation
von VPA deutlich ab (Abb. 17). Die korrespondierenden Kombinationen mit IFN-
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alpha resultierten bereits nach 3 Tagen in einer starken Reduktion von pFAK, die
nach 5-tagiger Behandlung weiter zunahm. Die Expression von ILK und FAK wurde
ausschlieBlich durch die Kombination von VPA und IFN-alpha inhibiert (FAK > ILK,
Abb. 17). Die Einzelapplikation mit IFN-alpha induzierte keine Veranderungen.
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Abbildung 17: Integrinaktivitdt: Western Blot Analyse. Proteine aus Caki-1 Zellen nach
3und 5 Tagen VPA- und/oder IFN-alpha-Applikation. ILK = Integrin-linked Kinase, FAK =
Focal Adhesion Kinase, pFAK = phosphoryliertes FAK. Expressionshemmung vor allem
nach den Kombinations-Behandlungen. Verstarkung der Effekte nach 5-tagiger Applikation
bei pFAK. Nachlassen der Effekte nach 3 Tagen Behandlung bei ILK und FAK. R-Aktin
diente als Kontrolle. Pro Probe wurden 50 ug Protein eingesetzt.

4.7.4 CDA44-Oberflachenexpression

CD44-Rezeptoren sind neben der Proliferation auch in die Adhasion involviert. Die
CD44-Splicevarianten V3 bis V7, V7/8, V10 und der CD44-Standard wurden mittels
Durchflusszytometrie an der Zelloberflache der Caki-1 Zellen untersucht. Die Dar-
stellung der Ergebnisse erfolgte in Form von Datentabellen (Tab. 18), reprasentativ
fur die 5-tagige Behandlungsdauer zuséatzlich in Histogrammen (Abb. 18). Der Uber-
sichtlichkeit wegen wurden in den Histogrammen lediglich die Graphen der
Isotypenkontrolle, der unbehandelten und der mit der VPA 1 mM/IFN-alpha-

Kombination behandelten Zellen dargestellt.

Die Einzelapplikation mit VPA 1 mM induzierte eine signifikante Zunahme der
relativen Fluoreszenz der CD44-Varianten und des CD44-Standard. Nach 5-tégiger
Behandlung war dieser Effekt starker ausgepragt als nach 3 Tagen. VPA 0,25 mM
allein resultierte hingegen zu keinem Zeitpunkt in einer Alteration der CD44-

Oberflachenexpression gegenuber den Kontrollen. Die additive Applikation von IFN-



4 Ergebnisse Seite 72

alpha induzierte eine weitere Intensivierung der relativen Fluoreszenz gegeniber
der Monobehandlung mit VPA 1 mM. Auch VPA 0,25 mM rief in der Kombination mit
IFN-alpha eine deutliche Verstarkung der relativen Fluoreszenz der CD44-Varianten
hervor, ausgenommen des CD44-Standards nach 5 Tagen. Gegenilber der Einzel-
applikation mit IFN-alpha war diese jedoch nur in den Kombinationen mit VPA 1 mM
weiter erhéht. So nach 3-tdgiger Behandlung bei den CD44-Varianten V3, V4, V7/8
und den CD44-Standard, nach 5 Tagen bei allen CD44-Varianten. IFN-alpha allein
induzierte dabei bereits eine signifikante Stimulation der CD44-Varianten, nicht
jedoch des CD44-Standards.

IE| 3 Tage Inkubation, Angaben in Mean-Werten

CD44 CD44 CD44 CD44 CD44 CD44 CD44 CD44
V3 V4 V5 V6 V7 V7/8 V10 SD
Kontrolle 20,80 11,03 13,80 27,24 12,30 20,06 11,24 86,56
IFN 200 U/ ml 34,12 17,46 19,80 47,10 28,08 28,69 23,79 85,66
VPA 0,25 mM 21,02 9,08 10,38 23,48 11,45 14,73 10,63 82,08
VPA 0,25 mM + IFN 33,58 18,41 19,01 42,98 24,54 27,29 19,21 | 108,08
VPA1mM 34,03 15,69 16,68 38,11 16,16 23,26 16,66 | 115,90
VPA 1 mM + IFN 38,56 20,96 18,53 45,93 22,62 30,86 19,74 130,59

5 Tage Inkubation, Angaben in Mean-Werten

CD44 CD44 CD44 CD44 CD44 CD44 CD44 CD44

5 Tage Inkubation V3 V4 V5 V6 V7 V7/8 V10 SD

Kontrolle 18,48 11,75 21,27 8,15 23,52 11,84 7,58 90,10
IFN 200 U/ ml 26,51 18,29 34,30 15,18 30,68 21,61 13,77 97,63
VPA 0,25 mM 19,94 11,16 21,70 8,71 18,00 12,25 8,74 97,80
VPA 0,25 mM + IFN 25,99 13,30 27,69 11,83 22,62 17,22 12,07 92,63
VPA1mM 30,75 24,21 39,23 17,58 33,34 22,86 16,72 | 113,52
VPA 1 mM + IFN 48,08 34,64 53,82 26,20 37,70 32,63 23,89 | 129,97

Ig-FITC Kontrollen fir 3 bzw. 5 Tage Inkubation, Angaben in Mean-Werten

3 Tage

5 Tage

Ig-FITC

4,98

4,15

Tabelle 18: Durchflusszytometrie: Datentabellen der Oberflaichenexpression der CDA44-
Rezeptoren. Mean-Werten der CD44-Splicevarianten V3, V4, V5, V6, V7, V7/8 und V10
sowie dem CD44 Standard (SD) von Caki-1 Zellen. Die Zellen wurden zuvor 3 Tage @ und
5 Tage |B| mit VPA und/oder IFN-alpha behandelt. |C| Mean-Werte der Ig-FITC Kontrollen von
3 und 5 Tagen Inkubation. Intensivierung der relativen Fluoreszenz nach Applikation von
VPA 1 mM und IFN-alpha allein. Verstarkung der Effekte durch die korrespondierende
Kombinationsbehandlung. Reprasentativ aus n = 6 Versuchen. Gezahlt wurden jeweils
10.000 Zellen.
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Abbildung 18: Oberflachenexpression der CD44-Rezeptoren: Durchflusszytometrie.
Histogramme der CD44-Splicevarianten V3, V4, V5, V6, V7, V7/8 und V10 sowie dem
CD44-Standard von Caki-1 Zellen. Nach 5-tagiger Applikation mit VPA und/oder IFN-alpha.
Abszisse: relative logarithmische Verteilung der Fluoreszenzintensitat. Ordinate: relative
Zellzahl. Gestrichelter Graph = Isotypenkontrolle Ig-FITC, griner Graph = unbehandelte
Kontrollzellen, roter Graph = VPA 1 mM + IFN-alpha 200 U/ml. Intensivierung der relativen
Fluoreszenz nach kombinierter Gabe von VPA 1 mM und IFN-alpha. Reprasentativ aus
n = 6 Versuchen. Gezahlt wurden jeweils 10.000 Zellen.

4.8 Modulation intrazellularer Signalwege

Mittels Western Blot Analysen wurden Modulationen intrazellularer Signalwege nach
VPA- und/oder IFN-alpha-Behandlung evaluiert. [3-Aktin diente als Kontrolle fur die
gleichméafige Beladung der SDS-Gele mit Protein. Die Expression des Tumor-

suppressors p73 wurde durch die 3-tdgige Applikation mit VPA erhéht (Abb. 19,
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links). Nach 5-tagiger Applikation waren die Effekte lediglich moderat. Die
Expression des c-myc, JNK, aktivierten Erk1/2 (pErk1/2), Akt (quantitativ & aktiviert)
und PPARy wurden Konzentrations-abhangig nach VPA-Behandlung inhibiert. In
der Regel resultierte die 5-tdgige Behandlung in starkeren Effekten (Abb. 19,
rechts). Insbesondere die 5-tagige Behandlung mit VPA 1 mM und IFN-alpha
verstarkte die p73-Expression weiter und induzierte eine Reduktion von c-myc, JNK,
pErk1/2, Akt, pAkt und PPARy. Die Einzelapplikation mit IFN-alpha zeigte dabei
bereits moderate Wirkung auf p73 (3 Tage), JNK (3 Tage) und pErk1/2 (5 Tage).
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Abbildung 19: Tumorsuppressoren und Protoonkogene: Western Blot Analyse. Protein-
gehalt in Caki-1 Zellen nach 3 und 5 Tagen VPA- und/oder IFN-alpha-Applikation. p73 =
p53-Homolog, c-myc, JNK = Jun Kinase (untere Bande), pErk1/2 = phosphorylierte extra-
zellulare Signal-regulierende Kinase 1 und 2, Akt (quantitativ und aktiviert) und PPARy =
Peroxisomen proliferativ aktiver Rezeptor gamma. Erhéhung des Tumorsuppressors p73
sowie Inhibition der Protoonkogene und deren Aktivitdt hauptséchlich nach 5-tagiger VPA-
und/oder IFN-alpha-Behandlung. R-Aktin diente als Kontrolle. Pro Probe wurden 50 pg
Protein eingesetzt.

Die genannten Effekte wurden sowohl in EGF-stimulierten als auch unstimulierten
Caki-1 Zellen gemessen.
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Die Expression weiterer regulatorischer Proteine, wie der MAPK p38 und ihrer
phosphorylierten Form pp38, Erkl, Erk2 und des phosphorylierten JNK wurden
evaluiert. Sie zeigten jedoch keine Veranderungen nach der Behandlung gegentber
den Kontrollen (Daten nicht gezeigt). Gleiches galt fir die Tumorsuppressoren p53,
PTEN sowie das phosphorylierte PTEN (pPTEN).

4.9 Inhibition der HDAC-Aktivitat - Histonhyperacetylierung

VPA zahlt zur Gruppe der HDAC-Inhibitoren. Nachfolgend wurde daher seine
Wirkung auf die HDAC-Aktivitat in Caki-1 Zellen analysiert. Die Evaluierung erfolgte

mittels HDAC-Aktivitatsnachweis und Western Blot Analyse.

Die Einzelgabe von VPA resultierte Konzentrations-abhangig in einer signifikanten
Inhibition der HDAC-AKktivitat, reprasentiert durch die verringerte Menge gebildeten
deacetylierten Substrats (Abb. 20). Die Kombination mit IFN-alpha fuhrte zu einer
weiteren, synergistischen Reduktion. Die Behandlung mit IFN-alpha allein induzierte
dabei keine Modifizierung der HDAC-Aktivitat.
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Abbildung 20: HDAC-Aktivitat: Konzentration des deacetylierten Substrats in uM nach
10-minutiger Inkubation (y-Achse). Durchflusszytometrie. Caki-1 nach 12 Stunden Vorbe-
handlung mit VPA 1mM bzw. VPA 5 mM und/oder IFN-alpha 200 U/ml. Signifikante Inhibition
der HDAC-AKktivitat nach VPA 5 mM Applikation und den Kombinationsbehandlungen.
Durchschnittswerte aus n = 5 Versuchen mit Standardabweichung und Signifikanz *.
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Western Blot Analysen zeigten nach 12-stindiger VPA-Applikation eine deutliche
Konzentrations-abhéngig Verringerung der HDAC3-Expression (Abb. 21, links)
sowie eine moderate Hemmung der HDAC4-Expression. Diese korrelierte mit einer
Hyperacetylierung der Histone H3 und H4. Die Effekte wurden durch die jeweilige
Kombination mit IFN-alpha verstarkt. Nach 24 Stunden nahm die Wirkung auf
HDAC3 und HDAC4 ab (Abb. 21, rechts). Der Anteil an acetyliertem Histon H3 und
H4 war hingegen in Gegenwart von VPA und IFN-alpha noch deutlich detektierbar.
Die Kombination mit IFN-alpha fiihrte zu einer weiteren Verstarkung der beobach-
teten Effekte. IFN-alpha allein rief zu allen Zeitpunkten keine oder nur sehr

moderate Wirkung hervor.
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Abbildung 21: Proteinexpression der HDACs und Histone (quantitativ und acetyliert).
Western Blot Analyse. Aus Caki-1, 12 und 24 Stunden nach VPA- und/oder IFN-alpha-
Applikation. Nach 12 Stunden deutlich verringerte Expression von HDAD3 und Zunahme des
acetylierten Histon H3 und H4 sowie moderate Hemmung der HDAC4 Expression. Nach
24-stindiger Behandlung kein sichtbarer Einfluss auf HDAC3 und HDAC4 mehr. Der Anteil
an acetyliertem Histon H3 und H4 nahm jedoch noch nach VPA-Mono- und Kombinations-
therapie deutlich zu. R-Aktin diente als Kontrolle. Pro Probe wurden 50 ug Protein einge-
setzt.
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4.10 Modulation der Genexpression durch VPA und IFN-
alpha
4.10.1 Microarray-Analysen

Mittels Microarray-Analysen wurden Genexpressionsprofile der behandelten und
unbehandelten Caki-1 Zellen erstellt und miteinander verglichen. Je Probe wurden

drei unabhéangige Anséatze durchgefthrt (A, B und C).

4.10.1.1 unsupervised Analyse

Aus den Daten der Expressionsprofile wurden in der unsupervised Analyse Uberein-
stimmungen der Expression von Transkripten innerhalb der unterschiedlichen
Proben detektiert. Zwischen den Proben der drei unabhéangigen Sets (A, B und C)

bestand eine gute Korrelation. (siehe Anhang, Abb. 28).

4.10.1.2 supervised Analyse

Um ein Behandlungs-spezifisches Genprofil erstellen zu kénnen, wurden die
Expressionsprofile der 12 Stunden, 3 sowie 5 Tage behandelten Caki-1 Zellen mit
den unbehandelten Kontrollen abgeglichen. Mittels Venn Diagram Generator konnte
die Anzahl der Gene aus behandelten Caki-1 Zellen, deren Expression gegeniber
den unbehandelten Kontrollen zu den unterschiedlichen Behandlungszeitpunkten

(12 Stunden, 3 und 5 Tage) modifiziert wurden, evaluiert werden.

In Abbildung 22 ist die Anzahl der gemittelten Gentranskripte, die nach den
einzelnen Behandlungen Verdnderungen gegeniber den Kontrollen aufwiesen,
graphisch dargestellt (Abb. 22). Die Diagramme zeigen sowohl Zeit-abhangig
Alterationen der Genexpression als auch Uberschneidungen von veranderten

Genen zu unterschiedlichen Zeitpunkten.
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Abbildung 22: Zeit-abhangige Veranderungen des Genprofils: Microarray-Analyse. Venn
Diagramme der Genexpressionsmodulation von Caki-1 Zellen bei Applikation von: [A] IFN-
alpha 200 U/ml, [B] VPA 0,25 mM, [g VPA 0,25 mM + IFN-alpha, [B] VPA 1 mM und [E VPA
1 mM + IFN-alpha nach 12 Stunden (12 Std), 3 Tagen (3 T) und 5 Tagen (5 T) Behandlung.
Korrelationen zwischen den modifizierten Genen zu den unterschiedlichen Zeitpunkten nach
gleicher Behandlung (Schnittmengen). Aus n = 3 Versuchsansatzen.

In Abbildung 23 wurden hingegen Alterationen der Genexpression innerhalb des
gleichen Zeitpunktes aber unterschiedlicher Behandlung miteinander verglichen
(Abb. 23). Die Venn Diagramme evaluierten, dass nur ein Teil der durch Einzel-
behandlung induzierten alterierten Genexpressionen das veranderte Expressions-
profil der Kombinationen ausmacht. Neben Genen, die sowohl nach Mono- als auch
Kombinationsbehandlung verandert exprimiert wurden, gab es somit Gene, die

allein durch die Einzelapplikationen oder die Kombination modifiziert wurden.
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[A| 12 Stunden 3 Tage 5 Tage
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Abbildung 23: Therapie-abhangige Modulationen des Genprofils: Microarray-Analyse. Venn
Diagramme der modifizierten Gene aus Caki-1 Zellen nach [A] 12 Stunden, [B] 3 Tagen und
5 Tagen Behandlung mit IFN-alpha (IFN), VPA 0,25 mM (0,25) und VPA 1 mM (1). Die
Kombinationsbehandlung resultiert nicht ausschlie3lich in additiven Alterationen von Gene
der Monotherapien (Schnittmengen), sondern induziert ferner die Modulation neuer Gene.
Aus n = 3 Versuchsansétzen.

Zusammengefasst rief VPA 1 mM eine starkere Modulation der Genexpression
hervor als VPA 0,25 mM, was sich auch in den Kombinationen mit IFN-alpha
niederschlug. IFN-alpha allein verlor mit zunehmender Inkubationszeit deutlich an
Wirkung auf die Expression. Jedoch in der Kombination mit VPA 1 mM steigerten
sich die Veradnderungen in der Genexpression und erreichten den hdchsten nach-

gewiesenen Wert bei 5 Tagen (Abb. 23, untere Reihe).

In dem nachfolgenden Farbdiagramm (Abb. 24) wurde exemplarisch die Regulation
einiger Transkripte eines Genclusters in unbehandelten und behandelten Caki-1
Zellen zu den unterschiedlichen Zeitpunkten dargestellt. Die Expression von Genen,
wie Wnt3 (wingless-type integration site family, member 3), DDX59 (DEAD Box
Polypeptid 59), Cdk3 (cyclin-dependent kinase 3) und die Chemokine CXCL3 bzw.
CXCL2, waren nach der Applikation mit VPA 0,25 mM (Behandlungszeit-abhangig),
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VPA 1 mM und den korrespondierenden Kombinationen signifikant reduziert. Die
Expression dieser Gene nach der Behandlung mit IFN-alpha allein zeigte gegenuber
den Kontrollen dabei keine Veranderung. Sowohl zwischen den 3 Sets (A, B und C)
des gleichen Behandlungszeitpunktes als auch zwischen Proben unterschiedlicher

Applikationszeiten bei gleicher Behandlung bestand dabei eine gute Korrelation.
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Abbildung 24: Genexpression unbehandelter versus behandelter Caki-1 Zellen: Microarray-
Analyse. Farbdiagramm (= Heatmap): Ausschnitt der Daten. Rot = hochregulierte Gene,

= runterregulierte Gene. Gute Korrelation zwischen den Proben gleicher Behandlung
der drei Sets (A, B und C). Konzentrations-abhangige Reduktion der Genexpressionen durch
VPA und die korrespondierenden Kombinationen. n = 3.

Aus der vorhandenen Datenmenge wurden annotierte, signifikant verénderte
Gentranskripte (LCB > 1,2) herausgesucht, bei denen die Behandlung mindestens
eine 5-fache Veranderung der Genexpression, verglichen mit der Kontrolle, induziert
hatte (fold change > 5, siehe Anhang: Tab. 28-30). Hier wurden insbesondere

deutlich veranderte Expressionen wichtiger funktioneller Gene néaher betrachtet.
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Verstarkende Effekte:

Nach 12-stiindiger Behandlung Uberwog der Einfluss von IFN-alpha (Tab. 28).
Dieser nahm mit zunehmender Behandlungszeit jedoch ab. VPA entfaltete seine
Wirkung hingegen erst zu spateren Zeitpunkten. So resultierte die 12-stlindige
Behandlung mit IFN-alpha in einer signifikant gesteigerten Genexpression der CCL-
und CXCL-Chemokine. Diese zeigte sich besonders bei CXCL10 und CXCL11 mit
einer 79-fachen bzw. 89-fachen Erhdéhung der Expression (Tab. 28). Nach 3-tagiger
Anwendung setzte sich hingegen zunehmend ein inhibierender Einfluss des VPA
durch (Tab. 29). Die Chemokine CCL2 und CCL5 wurden nach 3 Tagen und CCL2
ferner nach 5 Tagen durch VPA signifikant gehemmt, andere Chemokine waren

nicht mehr detektierbar.

Des Weiteren konnte nach 12-stiindiger Applikation eine signifikante Anregung der
Genexpression Interferon-induzierter (IFI) und —stimulierter (z. B. 1ISG15) Proteine,
Interleukine (IL), Interferon-regulierter (IRF7) und Tumor Nekrose Faktoren (TNF)
sowie IFN-induzierten Guanylat Bindeprotein-1 (GBP1) und Angiopoetin-like 1
(ANGPTL1) durch IFN-alpha beobachtet werden (Tab. 28). Die Genexpression ver-
starkte sich dabei gegentber den Kontrollen z. T. auf das 20-fache oder mehr. Zu
allen Behandlungszeiten induzierte IFN-alpha ferner eine signifikante Expressions-
Zunahme des DEAD Box Polypeptid 58 (DDX58), 2’,5'-Oligoadenylat-Synthetasen
(OAS1, 2, 3) und 2',5'-Oligoadenylat-Synthetase-like (OASL) sowie des XIAP-
assoziierten Faktor-1 (XAF1). Dieser stimulierende Effekt fand sich auch in den
Kombinationen mit VPA wieder. VPA allein zeigte dabei keine bzw. VPA 1 mM eine

teilweise hemmende Wirkung.

Durch VPA allein wurde nach 12-stiindiger Behandlung Konzentrations-abhéngig
eine signifikant gesteigerte Genexpression des Whnt-Signalweg-Inhibitors Dapper
(DACT3) und Zytoskelett-assoziierter Genprodukte (CORO2A = Koronin-2A,
KIF5C = Kinesin-Familienmitglied-5C) induziert (Tab. 28). Mit zunehmender
Behandlungszeit nahm die Stimulation deutlich zu. Insbesondere die 5-tagige Gabe
von VPA 1 mM resultierte in einer ausgepragten Wirkung auf DACT3 (30-fach),
COROZ2A (16-fach) und KIF5C (20-fach, Tab. 30). In der Kombination mit IFN-alpha
wurde die Expression in der Regel weiter verstarkt. Die Einzelapplikation mit IFN-

alpha rief dabei keine Wirkung hervor.

Weiterhin zeigten die alpha-Integrine (ITGA) nach der Behandlung mit VPA eine

signifikante Verstarkung der Genaktivitdt. Mit zunehmender Applikationszeit nahm
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die Anzahl der Integrin-kodierenden Transkripte zu. Nach 3- und 5-tagiger Behand-
lung resultierten insbesondere VPA 1 mM und die entsprechende Kombination in
einer signifikanten Stimulation der Expression von Integrin a7 (10- bzw. 13-fach,
Tab 29 & 30). Die Expression der Integrine a2, a4, a5 und a6 wurden ebenfalls
signifikant erhdht, jedoch moderater als Integrin a7 (Tab. 20 & 21). Die Kombination
mit IFN-alpha verstarkte jeweils die Wirkung von VPA 1 mM. IFN-alpha allein zeigte
dabei keinen Effekt.

Im spateren Verlauf der Behandlung (3 und 5 Tage, Tab. 29 & 30) induzierte VPA
1 mM dartber hinaus eine Expressionssteigerung des Kalzium/Kalmodulin-
abhangigen Proteinkinase Il Inhibitors (CAMK2N2, 6-fach), Kringle-enthaltenden
Transmembranproteins 2 (KREMENZ2, 28-fach), integralen Membranproteins 2A
(ITM2A, 15-fach), WD repeat Doméane 69 (WDR69, 10-fach) und des Regulators
des G-Protein Signalweges 4 (RGS4, 7-fach). Die korrespondierende Kombination
mit IFN-alpha verstarkte die Effekte weiter, wobei IFN-alpha allein keine Wirkung

zeigte.

Die Expression des Dopamin Rezeptor D1 interagierenden Proteins (DRD1IP,
50-fach, Tab. 29) und des major histocompatibility complex class Il (HLA-DPAl &
-DPB1, 6- bzw. 16-fach, Tab. 29) wurde ausschlieR3lich durch die Kombinations-
behandlung mit VPA 1 mM und IFN-alpha signifikant angeregt.

Die Applikation mit VPA und IFN-alpha induzierte des Weiteren eine gesteigerte
Expression des Wachstum-assozierten Proteins 43 (GAP43, 14-fach), Kollagen 28
(COL28A1, 12-fach), Kontaktin 1 (CNTN1, 24-fach) und Troponin | (TNNI3,
18-fach).
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Hemmende Effekte:

Insbesondere nach langerer Inkubationszeit zeigten sich neben den stimulato-
rischen einige signifikant inhibitorische Effekte von VPA und IFN-alpha. VPA 1 mM
und starker die korrespondierende Kombination induzierten nach 3- und 5-tagiger
Behandlung eine signifikante Reduktion der Alpha-1-Microglobulin/Bikunin Vorlaufer
(AMBP)-, der Claudin-2 (CLDNZ2)-, Ceruloplasmin (CP, Ferroxidase)- und Kern-
protein-1 (NUPR21)-Expression. AMBP wurde dabei im Maximum 17-fach, CLDN2
9—fach, CP 38-fach und NUPR1 6-fach reduziert (Tab 29 & 30). IFN-alpha allein

zeigte dabei keine Wirkung.

Die VPA-Behandlung resultierte Konzentrations-abhangig ferner in einer
signifikanten Expressions-Hemmung von Spondin-2 (SPON2, Tab. 29) und der
Discoidin Domé&ne Rezeptorfamilie 2 (DDR2, Tab. 30). Die Kombination mit IFN-
alpha induzierte eine weitere Inhibition (SPON2 7-fach; DDR2 47-fach). Die Einzel-

applikation mit IFN-alpha konnte auch hier keinen Effekt hervorrufen.

Die Expression des RAS-like (RASL11A, 8-fach, Tab. 29) und der Inositol 1,4,5-
Trisphosphat 3-Kinase A (ITPKA, 11-fach, Tab. 30) wurde hingegen ausschlief3lich

durch die Kombinationsbehandlung inhibiert.

Zusatzlich wurden veréanderte Gentranskripte naher betrachtet, die fir die biolo-
gische Funktion der Zelle von Bedeutung sind und bei der Karzinogenese eine Rolle
spielen (Tab. 19-21). So induzierte VPA 1 mM die Reduktion der Expression
weiterer entscheidender Gene, z. B. des Survivins (BIRC5, Tab. 19), des
Adhéasionsmolekils VCAM1 und des Wnt3 (Tab. 20 & 21). Die korrespondierende
Kombination mit IFN-alpha verstéarkte die inhibitorischen Effekte in der Regel weiter.

IFN-alpha allein zeigte dabei keine Wirkung.

Die Expression des Chemokin-Rezeptors CXCR4, der Adh&sionsmolekiile NCAM1
und ICAM1 (Tab. 19) sowie des Mikrotubuli-assoziiertem Proteins tau (MAPT,
Tab. 28) nahm interessanterweise nach 12-stindiger Applikation mit VPA und IFN-
alpha zunachst zu, war nach langerer Behandlung jedoch nicht mehr detektierbar.
Kurzzeitig konnte nach der Kombinationsbehandlung zudem eine signifikante
Expressionssteigerung des FGF Bindeprotein-1 (FGFBP1, 82-fach, Tab. 30)

beobachtet werden.
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12 Stunden IFN VPA 0,25 0,25 + IFN VPA 1 1+ IFN
ITGA2 2,4 1,6 2,0 1,8
ITGA2 1,9 1,8
ITGB6 -2,1
CD44 -1,6
CD44 -1,8
CD44 -2,3 -1,9
NCAM1 2,1 2,1
NCAM1 1,9 1,9
ICAM1 3,2 2,5 1,9
ICAM1 3,1 2,5 2,0
ICAM1 2,8 2,1 1,6
CCL2 9,5 6,0
CCL5 4.0 2,3
CCL5 4.0 2,3
CXCL1 2,2
CXCL2 2,7 1,9
CXCL10 79,0 39,7 10,6
CXCL11 89,2 56,1 17,9
CXCL11 73,6 46,4 16,5
CXCL16 51 4.3 2,8
CXCR4 2,2 2,3 2,9 3,2
CXCR4 2,0 2,1 2,5 2,9
CXCR4 1,9 2,1 2,4 2,5
BIRC5 -2,0 -2,0

Tabelle 19: Microarray-Daten: Verénderte Gentranskripte nach 12-stiindiger Applikation.
Fold change > 1,5. Caki-1 Zellen nach VPA (0,25 bzw. 1 mM)- und/oder IFN-alpha
(200 U/ml = IFN)-Behandlung. LCB > 1,2. ITGA = alpha-Integrin, ITGB = beta-Integrin,
CD44, NCAM1, ICAM1 = Zelladhasionsmolekile, CCL, CXCL = Chemokine, CXCR4 =
Chemokin-Rezeptor 4, BIRC5 = Survivin. Durchschnittswerte aus n = 3 Versuchen.

3 Tage IFN VPA 0,25 | 0,25+ IEN VPA 1 1+IFN

WNT3 -2,8

ITGA2 1,8

ITGA4 1,8 1,7 2,6 2,4
ITGA4 1,8 2,8 2,4
ITGA4 1,9 1,9
ITGAG 1,9 2,0
ITGAG 1,7 1,6
ITGA7 10,4 12,6
VCAM1 -2,2 -2,2
CCL2 -2,2 -2,6 -2,4 -3,3
CCL5 -2,6 -5,4 -2,6
CCL5 -3,7 -4,6 -2,7
CXCL1 1,7 2,1
CDK3 -3,9 -3,3

Tabelle 20: Microarray-Daten: Verénderte Gentranskripte nach 3-tagiger Applikation. Fold
change > 1,5. Caki-1 Zellen nach VPA (0,25 bzw. 1 mM)- und/oder IFN-alpha (200 U/ml =
IFN)-Behandlung. LCB > 1,2. WNT3 = Wingless Int-1, ITGA = alpha-Integrin, VCAM1 =
vaskulares Zelladhasionsmolekil 1, CCL, CXCL = Chemokine, CDK3 = Zyklin-abhangige
Kinase 3. Durchschnittswerte aus n = 3 Versuchen.
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5 Tage IFN VPA 0,25 | 0,25+ IFN VPA 1 1+IEN
PDGFA -2,0 -2,4
WNT3 -3,7 -4,0
ITGA2 1,7 2,4 2,3
ITGA4 2,1 4,6 5,3
ITGA4 3,7 4,4
ITGA4 3,6 4,1
ITGAS 1,9 2,3
ITGAG 2,1
ITGA7 8,1 10,4
CD44 2,1 2,6
VCAM1 -2,9
CCL2 -3,1
CCL5 5,4
CCL5 3,7
CDK3 -4,3 -3,8

Tabelle 21: Microarray-Daten: Veranderte Gentranskripte nach 5-tagiger Applikation. Fold
change > 1,5. Caki-1 Zellen nach VPA (0,25 bzw. 1 mM)- und/oder IFN-alpha (200 U/ml =
IFN)-Behandlung. LCB > 1,2. PDGFA = Wachstumsfaktor (platelet derived growth factor A),
WNT3 = Wingless Int-1, ITGA = alpha-Integrin, CD44, VCAM1 = Zelladhdsionsmolekiile,
CCL = Chemokine, CDK3 = Zyklin-abhangige Kinase 3. Durchschnittswerte aus n = 3
Versuchen.

Zusammengefasst wurde durch die Applikation mit VPA und IFN-alpha die
Expression entscheidender Regulatoren der Proliferation, Migration, Adhasion,
Invasion etc. induziert. Nach langerer Behandlung konnte des Weiteren eine
Expressions-Inhibition von Genen detektiert werden, deren Produkte mit
Tumorgenese und -progression assoziiert sind. Die Kombinationsbehandlung zeigte

dabei gegeniber der VPA-Monotherapie haufig eine deutliche Wirkungsverstarkung.

4.10.2 Verifizierung der Microarray-Daten mittels Real Time qPCR

Zur Verifizierung der gewonnenen Microarray-Daten (p < 0,05, LCB > 1,2) wurden
aufgrund ihrer Bedeutung fiir Tumorgenese und —progression Gene der Chemokine
und Integrine sowie Zelladhasionsmolekille der CAM-Familie mittels Real Time
gPCRs (RT gPCR) untersucht. Die Angaben in den nachfolgenden Tabellen sind

wie zuvor in fold change (Tab. 22-27). Als Verénderung galten fold changes > 1,5.

Auffallend starke Expressionsalterationen traten bei der RT gPCR, wie bei den
Microarray-Analysen, insbesondere bei den Chemokinen CCL2, CXCL10 und
CXCL11 sowie Integrinsubtyp a7 auf.

Der Anteil an CCL2- (19-fach), CXCL10- (116-fach) und CXCL11-Transkripten

(124-fach) wurden, in guter Ubereinstimmung mit den entsprechenden Microarray-



4 Ergebnisse Seite 86

Daten, vor allem durch die 12-stiindige Behandlung mit IFN-alpha allein signifikant

erhoht (Tab. 22). VPA wirkte diesem Effekt in der Kombination entgegen.

CXCL1 und CXCL16 zeigten Verschiebungen in der Wirkungsweise von IFN-alpha
und VPA, die in der RT gPCR sensitiver detektiert wurden als in den Microrarrays
(Tab. 22-27). Auch die anfangliche Erhéhung der CXCR4-Transkription nach
12-stundiger und in der RT gPCR ferner nach 3-tagiger Behandlung (Tab. 22 & 24)

konnte nachgewiesen werden.

Des Weiteren wurde die in den Mircorarrays beobachtete Expressionssteigerung
der Integrine a2, a4, a6 und a7 verifiziert. So war bereits nach 12-stindiger, starker
nach 3- und 5-tdgiger Applikation mit VPA u. a. eine signifikante Zunahme der
Transkripte von Integrin a7 zu beobachten (Tab. 22, 24 & 26). In der 3- und
5-tdgigen Kombinationsbehandlung wurde diese Effekte weiter signifikant bis auf
das 33-fache (VPA 1 mM, Tab. 24) erhoht.

Auch das Expressionsverhalten der Adhasionsmolekile NCAM1, ICAM1 und
VCAML1 fand sich in der RT gPCR bestatigt. So wurden NCAM1 und ICAM1 nach
12 Stunden zunachst moderat erhéht (Tab. 22), spater verlor sich dieser Effekt.
VCAM1 wurde nach einer IFN-alpha-bedingten Stimulation bei 12 Stunden, nach
langerer Applikation VPA-abhéngig in seiner Expression inhibiert (Tab. 22).
Insbesondere nach 5 Tagen zeichnete sich eine deutliche Hemmung des VCAM1
bei VPA-Gabe ab (Tab. 26). In den Kombinationen wirkte IFN-alpha VPA entgegen,

so dass diese insgesamt geringere inhibierende Effekte erzielten.

Die Ergebnisse der RT gqPCR verifizierten die vorhandenen Microarray-Daten, in der

Regel mit erhdhter Sensitivitat.
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12 Stunden VPA 0,25 0,25 + IFN
CCL2
CCL5
CXCL1
CXCL2
CXCL10
CXCL11
CXCL16
CXCR4
ITGA2
ITGAS
ITGA7
ITGB6
CD44
NCAM1
VCAM1
ICAM1

Tabelle 22: RT gPCR: Fold change (> 1,5) der Transkription von Genen in Caki-1 Zellen
nach 12-stiindiger Applikation von VPA (0,25 bzw. 1 mM) und/oder IFN-alpha (200 U/ml =
IFN) gegentiber den unbehandelten Caki-1 Zellen. Als Kontrolle diente das Haushaltsgen
GAPDH. ITGA = alpha-Integrin, ITGB6 = beta-6 Integrin, CD44, NCAM1, ICAM1, VCAM1 =
Zelladhasionsmolekile, CCL, CXCL = Chemokine, CXCR4 = Chemokin-Rezeptor 4. Rot-
markierte Felder kennzeichnen Ubereinstimmung mit den Microarray-Daten. Durchschnitts-
werte aus n = 3 Versuchen.

12 Stunden
CCL2
CCL5
CXCL1
CXCL2
CXCL10
CXCL11
CXCL16
CXCR4
ITGA2
ITGB6
CD44
NCAM1
ICAM1

Tabelle 23: Microarray-Daten — Verifizierung durch RT qPCR: Fold change (> 1,5) der
Transkription von Genen in Caki-1 Zellen nach 12-stiindiger Applikation von VPA (0,25 bzw.
1 mM) und/oder IFN-alpha (200 U/ml = IFN) gegeniiber den unbehandelten Caki-1 Zellen.
LCB > 1,2. Komprimierte Darstellung. ITGA2 = alpha-2 Integrin, NCAM1, ICAM1 = Zell-
adhasionsmolekile, CCL, CXCL = Chemokine, CXCR4 = Chemokin-Rezeptor 4. Rot-
markierte Felder kennzeichnen Ubereinstimmung mit den RT gPCR-Daten. Durchschnitts-
werte aus n = 3 Versuchen.
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3 Tage IEN VPA 0,25 | 0,25+ IEN
CCL2
CCL5 15
CXCL1 15
CXCL2 15 3,5
CXCL10 6,2 57 9,4 3,7
CXCL11 7,9 7,3 18,5 3,6
CXCL16 2,3 2,9 4,6 3,6 3,7
CXCR4
ITGA2
ITGA4
ITGAS 1,6
ITGAG 1,6 2,1 4,6
ITGA7 3,4 10,6 21,7
ITGB6 2,1 2,6 2,2 2,0
CD44 -1,5
NCAM1 3,8 2,5 3,6 2,0
VCAM1 -1,8 -1,6

Tabelle 24: RT gPCR: Fold change (> 1,5) der Transkription von Genen in Caki-1 Zellen
nach 3-tagiger Applikation von VPA (0,25 bzw. 1 mM) und/oder IFN-alpha (200 U/ml = IFN)
gegeniber den unbehandelten Caki-1 Zellen. Als Kontrolle diente das Haushaltsgen
GAPDH. ITGA = alpha-Integrin, ITGB6 = beta-6 Integrin, CD44, NCAM1, ICAM1, VCAM1 =
Zelladhasionsmolekile, CCL, CXCL = Chemokine, CXCR4 = Chemokin-Rezeptor 4. Rot-
markierte Felder kennzeichnen Ubereinstimmung mit den Microarray-Daten. Durchschnitts-
werte aus n = 3 Versuchen.

3 Tage IEN VPA 0,25
CCL2 -2,2
CCL5
CXCL1
ITGA2
ITGA4
ITGAG
ITGA7
VCAM1

Tabelle 25: Microarray-Daten — Verifizierung durch RT qPCR: Fold change (> 1,5) der
Transkription von Genen in Caki-1 Zellen nach 3-tédgiger Applikation von VPA (0,25 bzw.
1 mM) und/oder IFN-alpha (200 U/ml = IFN) gegeniber den unbehandelten Caki-1 Zellen.
LCB > 1,2. Komprimierte Darstellung. ITGA = alpha-Integrin, VCAM1 = vaskulares Zell-
adhasionsmolekiil 1, CCL, CXCL = Chemokine. Rot-markierte Felder kennzeichnen Uber-
einstimmung mit den RT gPCR-Daten. Durchschnittswerte aus n = 3 Versuchen.
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5 Tage IFN VPA 0,25 | 0,25+ IEN VPA 1 1+IFN
CCL2
CCL5 1,6 -4,8 -5,9 -3,3
CXCL2 -6,1 -2,3 -24,9 -3,5
CXCL10 1,6 -1,8 2,1 -1,8
CXCL11 1,7 2,0 -4,1 -1,8
CXCL16 1,6 -1,7 15 -1,6 1,7
CXCR4 -2,4 -2,0 -15
ITGA2
ITGA4 -1,9 2,2
ITGAS 1,6
ITGAG 1,7
ITGA7 2,8 4,5
ITGB6
NCAM1 -3,2 -1,7 -2,6
VCAM1 1,6 -5,5 -1,9

Tabelle 26: RT gPCR: Fold change (> 1,5) der Transkription von Genen in Caki-1 Zellen
nach 5-tagiger Applikation von VPA (0,25 bzw. 1 mM) und/oder IFN-alpha (200 U/ml = IFN)
gegenuber den unbehandelten Caki-1 Zellen. Als Kontrolle diente das Haushaltsgen
GAPDH. ITGA = alpha-Integrin, ITGB6 = beta-6 Integrin, CD44, NCAM1, ICAM1, VCAM1 =
Zelladhasionsmolekile, CCL, CXCL = Chemokine, CXCR4 = Chemokin-Rezeptor 4. Rot-
markierte Felder kennzeichnen Ubereinstimmung mit den Microarray-Daten. Durchschnitts-
werte aus n = 3 Versuchen.

5 Tage IEN VPA 0,25 | 0,25+ IEN
CCL2
CCL5 54
ITGA2 1,7
ITGA4 2,1
ITGAS
ITGAG
ITGA7
CD44 2,1
VCAM1

Tabelle 27: Microarray-Daten — Verifizierung durch RT qPCR: Fold change (> 1,5) der
Transkription von Genen in Caki-1 Zellen nach 5-tédgiger Applikation von VPA (0,25 bzw.
1 mM) und/oder IFN-alpha (200 U/ml = IFN) gegeniber den unbehandelten Caki-1 Zellen.
Komprimierte Darstellung. ITGA = alpha-Integrin, CD44, VCAM1 = Zelladh&sionsmolekiile,
CCL = Chemokine. Rot-markierte Felder kennzeichnen Ubereinstimmung mit den RT gPCR-
Daten. Durchschnittswerte aus n = 3 Versuchen.
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4.11 In vivo Studien am xenogenen Mausmodell

Zur Vertiefung der in vitro Studien wurden tierexperimentelle Studien an xenogen
transplantierten Nacktmausen durchgefuhrt. Den Versuchstieren wurden dazu
humane Caki-1 Zellen transplantiert und nachdem diese palpabel geworden waren,
mit VPA und IFN-alpha behandelt. Die Effekte auf das Tumorwachstum und die
Expression regulatorischer Proteine wurden darauf folgend evaluiert. Die Einzel-
applikation mit VPA 200 mg/kg Korpergewicht induzierte eine signifikante Reduktion
des Tumorvolumens. Dieses zeigte an Tag 46 der Behandlung eine 70 %ige

Verminderung gegentiber den Tumoren der unbehandelten Kontrolltiere (Abb. 25).
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Abbildung 25: Tumorwachstum xenogen transplantierter Caki-1 Zellen in Nacktmausen: Am
Tag 46 konnte eine signifikante 70 %ige Reduktion des Wachstums nach VPA 200 mg/kg
Kdrpergewicht Einzelapplikation und nach Kombination mit IFN-alpha 5 x 10° U/kg Korper-
gewicht beobachtet werden. IFN-alpha 5 x 10° U/kg Kdrpergewicht allein induzierte ebenfalls
eine Hemmung. Die Wachstumsreduktionen wurde zwischen Tag 10 und 20 messbar und
am Tag 26 signifikant. Durchschnittswerte von n = 8-10 Versuchstieren mit Standard-
abweichung und Signifikanz *.

Auf der Proteinebene assoziierte diese mit einer auffallend starken Zunahme von
p21 und Bax (Abb. 26). Des Weiteren konnte eine erhohte Expression von
Cyclin D3 und Rb sowie eine Reduktion von Cdkl detektiert werden. Die
Kombination von VPA mit IFN-alpha bewirkte ebenfalls eine signifikante Inhibition
des Tumorvolumens, die gegeniber der VPA-Einzelapplikation jedoch nicht starker
ausgepragt war (Abb. 25). Die Kombinationsbehandlung ging mit einer weiteren
Hemmung der Cdkl- und Erhéhung der Bax-Expression einher (Abb. 26). Die
zuséatzliche Gabe von IFN-alpha induzierte ferner die Inhibition von Cdk4, Bcl-2 und

HDACS3. Die durch VPA induzierte Expression von p21 wurde in der Kombination
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mit IFN-alpha revertiert. Die Einzelapplikation mit IFN-alpha 5 x 10°> U/kg Kérper-

gewicht resultierte in einer dezenten Inhibition des Tumorvolumens gegentiber den

unbehandelten Kontrollen (Abb. 25). Diese korrelierte mit einer Hemmung des

Proteingehalts von Cdk1l und Bcl-2 sowie einer Stimulation von Cyclin D3, Bax und

Rb (Abb. 26). Die Versuchstiere wiesen im Verlauf der Studie keine Neben-

wirkungen wie etwa Gewichtsverlust oder Diarrhd auf.
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Abbildung 26: Expression regulatorischer
Proteine aus Tumoren xenogen mit Caki-1
Zellen transplantierter Nacktmause. Western
Blot Analyse. Nach 46-tdgiger Behandlung
mit VPA 200 mg/kg Korpergewicht und IFN-
alpha 5 x 10° U/kg Korpergewicht. Verifiziert
wurde die deutliche Expressionsmodulation
der Zellzyklusproteine CDK1/Cdc2, Cdk4,
Cyclin D3, p21 und Rb, der in die Apoptose
involvierten Proteine Bax, Bcl-2 sowie Histon
H3 und HDACS. 3-Aktin diente als Kontrolle.
Pro Probe wurden 50 yg Protein eingesetzt.
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5 Diskussion

Ein verbessertes Verstandnis der dem NZK zugrunde liegenden Ursachen hat zur
Entwicklung innovativer Therapieansétze gefuhrt. Neue potentiell viel ver-
sprechende Therapeutika, die in relevante biologische Mechanismen eingreifen,
werden derzeit entwickelt und untersucht. Zu ihnen zahlen insbesondere epi-
genetische Agenzien. In der Tat sind epigenetische Alterationen, wie die verstarkte
Expression von HDAC, kennzeichnend fir die verschiedensten Tumorentitaten
(Bolden et al. 2006). Diese gehen mit einer pathologisch veranderten Gentrans-
kription einher und stellen eine typische Ursache fiir Tumorgenese und -progression
dar (Lui et al. 2006, Bolden et al. 2006, Hanahan et al. 2000). Da epigenetische
Modifikationen potentiell reversibel sind, reprasentieren HDAC-Inhibitoren eine viel
versprechende Gruppe neuer Therapeutika. Der HDAC-Inhibitor VPA zeichnet sich
dabei gegeniber den anderen in der Entwicklung befindlichen HDAC-Inhibitoren
durch eine Reihe von Vorteilen aus. So durch sein glnstiges Sicherheitsprofil und
die Tatsache, dass er bereits als Anti-Epileptikum in der Klinik etabliert ist.
Forderungen insbesondere nach Kombinationstherapien mit HDAC-Inhibitoren
werden laut (z. B. Santini et al. 2007, Atmaca et al. 2007). Neuste Untersuchungen
deuten daraufhin, dass die Kombination von VPA mit anderen Therapeutika
synergistische anti-tumorale Effekte induzieren kann (z. B. Mologni et al. 2008,
Kuendgen et al. 2007, Miunster et al. 2007). Erste Daten geben Grund zu der
Annahme, dass die Kombinationstherapie von VPA mit niedrig konzentriertem IFN-
alpha effizient sein kdnnte. In Neuroblastomzellen konnte gezeigt werden, das IFN-
alpha die anti-tumorale Aktivitat von VPA signifikant verstarkt, wobei es allein keine
Effekte hervorrief (Cinatl et al. 2002). VPA und IFN-alpha induzierten ferner eine
synergistische Wachstums-Hemmung von xenogen transplantierten Neuroblastom-
zellen in vivo (Michaelis et al. 2004). In zwei von sechs Tieren resultierte die
Behandlung dabei in einer vollstandigen Tumorremission, wohingegen die VPA-
Monotherapie das Tumorwachstum lediglich inhibierte. IFN-alpha konnte zudem die
anti-angiogene Wirkung von HDAC-Inhibitoren in transgenen Mausen mit
Neuroblastom (Kuljaca et al. 2007) sowie die Wachstums- und Invasions-Hemmung
in Lungen- bzw. Lebertumorzellen verstarken (Kaneko et al. 2004, Yamamoto-
Yamaguchi et al. 2003). Durch die bereits vorhandene klinische Etablierung von
VPA und IFN-alpha wére die therapeutische Anwendung beider Agenzien schnell

umsetzbar.
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5.1 Proliferations-Inhibition nach VPA-Behandlung -
Synergie durch Kombination mit IFN-alpha

In der vorliegenden Studie induzierte VPA Zeit-abhéngig bei allen NZK-Zelllinien
gleichermalf3en signifikante anti-proliferative Effekte. VPA fihrte dabei jedoch nicht
unmittelbar zu biologischen Verédnderungen. Vielmehr scheint eine langere VPA-
Applikation notwendig, um das Tumorwachstum zu hemmen. In guter Uberein-
stimmung mit unserer Beobachtung haben frilhere Untersuchungen gezeigt, dass
VPA erst nach langerer Gabe seine biologische Wirkung entfaltet (Blaheta et al.
2007, Xia et al. 2006, Beecken et al. 2005).

Da alle NZK-Zelllinien gleichermaf3en auf die VPA-Behandlung reagierten, unab-
hangig davon ob sie VHL-positiv oder —negativ waren, lasst dies darauf schliel3en,
dass VPA seinen anti-proliferativen Einfluss VHL-unabhéangig induziert. Tatséachlich
konnten auch weitere Arbeitsgruppen nachweisen, dass anti-proliferative Effekte im
NZK VHL-unabhangig waren (Costa et al. 2007, Rini et al. 2006). VPA konnte dabei
wie andere HDAC-Inhibitoren die Fahigkeit haben, die Expression von HIF-1a auf

andere Weise als durch VHL zu hemmen (Mayo et al. 2003).

Das Proliferationsverhalten der PTC-Zellen, die als Kontrolle fir normale Nieren-
zellen fungierten, wurde durch VPA nicht verandert. Die Applikation mit VPA und
IFN-alpha kénnte somit spezifisch das Wachstum von NZK-Zellen inhibieren und
normale Nierenzellen unbeeinflusst lassen. Inwieweit dies auch auf andere normale
Zellen zutrifft ist jedoch noch nicht abgesichert. So haben Studien mit VPA an
HUVEC gezeigt, dass VPA einen anti-angiogenen Effekt induziert, d. h. auf

Endothelzellen einzuwirken vermag (Michaelis et al. 2004).

Analysen der Zellzyklusphasen erfolgten an synchronisierten Tumorzellen. Zur
Synchronisation wurde Aphidicolin verwendet, welches Zellen Uber eine reversible
Hemmung der DNA-Polymerase in der frihen S-Phase blockt. Die présentierten
Ergebnisse mdgen unter diesem Aspekt widersprichlich erscheinen, demonstrieren
sie doch unter Kontrollbedingungen 4 Stunden nach Absetzen des Aphidicolins
einen hohen Anteil an S-Phase Zellen (3 Tage Ansatz). Bei der Interpretation der
Daten ist jedoch zu beriicksichtigen, dass die Zellzyklusanalyse anhand der Kern-
groRe erfolgte. Diese unterscheidet sich in der frihen S-Phase (G1-S-Ubergang)
nicht wesentlich von der frihen G1-Phase. Erst in der vorangeschrittenen S-Phase
kommt es zu einer signifikanten Zunahme der Kerngr63e, die sich in der Durch-

flusszytometrie erfassen lasst. Entsprechend sind die vorliegenden Daten zur
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S-Phase auf die vorangeschrittene S-Phase zu beziehen. Unter Beriicksichtigung
dieser Gesichtspunkte korrelierten die anti-proliferativen Effekte von VPA auf die
Tumorzellen mit einer Verringerung des Anteils an Zellen in der S-Phase und einer
Zunahme an GO/G1-Phase-Zellen. Der Anteil an Kontrollzellen in der S-Phase war
nach 5-tagiger Inkubation geringer als nach 3-tdgiger Behandlung. Ursache flr
diese Beobachtung mag sein, dass Caki-1 Zellen nach 5 Tagen aufgrund hdherer
Konfluenz und/oder verringerter Nahrstoffzufuhr bereits eine gewisse Wachstums-
Hemmung aufwiesen. Trotzdem ist die prozentuale Reduktion von S-Phase-Zellen

nach 5 Tagen durch VPA ausgepragter, als nach 3 Tagen.

Parallel zu der Proliferations-Hemmung und der Verschiebung der Zellzyklusphasen
wurden regulatorische Zellzyklusproteine maodifiziert. Caki-1 Zellen zeigten
Behandlungszeit-unabhangig eine verstarkte Expression von p27, Cyclin D3, Rb
und Rb2. Der Verlust von p27 gilt als unabhangiger Risiko- bzw. Prognosefaktor fiir
das Uberleben bei Tumorerkrankungen der Niere (Pertia et al. 2007, Langner et al.
2004, Hedberg et al. 2002, Migita et al. 2002). Dabei besteht eine inverse Korrela-
tion zwischen TumorgréfRe und p27-Expression (Migita et al. 2002). Auch konnte
eine Kausalitat zwischen p27-Expression und verringerter Tumorgrof3e in NZK und
gastrointestinalen Tumoren beobachtet werden (Draper et al. 2008, Hedberg et al.
2002). Neue Daten belegen dabei einen direkten Zusammenhang zwischen p27 und
Cyclin D3 in gastrointestinalen und ovarialen Tumoren (Draper et al. 2008, Levidou
et al. 2007). Eine erhéhte Cyclin D3-Expression assoziierte beim ovarialen Adeno-
karzinom mit weniger malignen Tumoren und verbesserter Uberlebensprognose der
Patienten (Levidou et al. 2007). In Karzinomen der Prostata (Olshavsky et al. 2007),
der Haut (Rojas et al. 2007) und des Pankreas (Tsutsumida et al. 2006) ging eine
gesteigerte Cyclin D3-Expression mit einer Proliferations-Inhibition und verringertem
Metastase-Potential einher. Imnmunhistochemische Studien des NZK zeigten zwar in
16 % der Tumoren mit verstarkter Proliferation eine signifikante Erhéhungen des
Cyclin D3-Gehalts (Hedberg et al. 2002, 2002a), ein Zusammenhang zwischen
Cyclin D3-Stimulation und verringertem Uberleben konnte jedoch nicht nachge-
wiesen werden (Hedberg et al. 2002a). In guter Ubereinstimmung mit unseren
Daten induzierte die Applikation mit VPA in C6 Gliomen eine deutliche Zunahme an
Cyclin D3. Diese korrelierte mit einer Reduktion des proliferativen Zellkern-Antigens
(PCNA), notwendig fur die aktive G1-Phase des Zellzyklus (Bacon et al. 2002).
Neben dem genannten Zusammenspiel von Cyclin D3 und p27 besteht ein weiterer
positiver Zusammenhang zwischen Cyclin D3 und dem Rb-Protein (Levidou et al.

2007). Rb, das Retinoblastom Protein, ist ein Tumorsuppressor, der transkriptional
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inhibierend auf die Proliferation wirkt. Die Rb-Expression wurde in NZK-Zellen
bisher noch nicht evaluiert, in Gewebe von NZK-Patienten konnte jedoch ein ver-
ringerter Rb-Gehalt nachgewiesen werden (Hedberg et al. 2002a). Die Applikation
von Melanomzellen mit dem HDAC-Inhibitor VPA (Valentini et al. 2007) sowie von
Prostatatumoren mit Natrium-Butyrat und Tributyrin (Kuefer et al. 2004), resultierte
in einer verstarkten Rb-Expression, die mit einem Zellzyklusarrest in der G1-Phase
sowie einer Inhibition der Proliferation assoziiert war (Takaki et al. 2004, Wang et al.
2001). Das dem Rb strukturell &hnliche Rb2, welches vermutlich vergleichbare
Funktion hat, zeigte ebenfalls eine deutliche Expressionssteigerung unter VPA. Auf-
grund der eigenen sowie anderer Daten lasst sich postulieren, dass VPA (ber eine
vermehrte Prasentation der Zellzyklusproteine p27, Cyclin D3 und Rb inhibierend
auf den Zellzyklus einwirkt. Dabei induziert VPA insbesondere eine Verschiebung
der Zellen in die GO/G1l-Phase, die in einer Proliferations-Hemmung im NzZK

resultiert.

Die Expression des Tumorsuppressors p21 konnte in diversen Tumorentitaten durch
VPA induziert werden (Hrzenjak et al. 2006, Trus et al. 2005, Drescher et al. 2005).
Die Anregung der p21-Expression und des durch p21 eingeleitete Zellzyklusarrest
werden als allgemeine Wirkmechanismen von HDAC-Inhibitoren angesehen
(Richon et al. 2000). In der vorliegenden Studie wurde die p21l-Expression nach
3-tagiger VPA-Applikation in vitro deutlich verstarkt. Nach 5 Tagen hingegen war
kein Effekt bzw. eine dezente Inhibition zu beobachten. Interessanterweise nahm
die p2l-Expression der unbehandelten Kontrolizellen nach 5 Tagen zu. Eine
mdgliche Erklarung fur das inverse Verhalten von VPA ware, dass VPA nur
stimulierend auf p21 wirkt, wenn es in den Zielzellen nicht oder nur sehr moderat
exprimiert wird. Kuljaca postulierte, dass die basale Expression von p2l in der
Tumorzelle Einfluss auf die Sensitivitdt gegentiber HDAC-Inhibitoren hat (Kuljaca et
al. 2007). Sie hatten ein &ahnliches Phadnomen in einer Studie mit dem HDAC-
Inhibitor TSA und IFN-alpha an Brust-, Lungen, Prostata- und Kolonkarzinomzellen
beobachtet (Kuljaca et al. 2007).

VPA bewirkte ferner Modulationen der Cyclin A-, Cyclin B-, Cdk1-, Cdk2- und Cdk4-
Expression, weiteren Mediatoren des Zellzyklus. Cyclin A und Cdk2, die zusammen
einen Komplex bilden, sowie Cdk4 sind in den Ubergang von der G1- in die
S-Phase involviert (z. B. Merrick et al. 2008). Sie wurden durch VPA deutlich
reduziert. Cyclin A war nach 5 Tagen Uberhaupt nicht mehr detektierbar. Die Daten

stehen in guter Ubereinstimmung mit der gemessenen Reduktion an Caki-1 in der
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S-Phase nach VPA-Behandlung. Die Kombination mit IFN-alpha induzierte eine
weitere Verminderung der genannten Proteine, mit Ausnahme von Cyclin A. IFN-
alpha allein zeigte dabei keine Wirkung. In Lungentumorzellen war nach
Kombinationsbehandlung mit COX-2-Inhibitoren und IFN-alpha ebenfalls eine
Inhibition der Proliferation beobachtet worden, die mit einer Verringerung von Cdk2
und Cdk4 einherging (Lee et al. 2005). Cdk4 wurde dabei u. a. durch p27 inhibiert
(Takaki et al. 2009). Die Verstarkung der anti-proliferativen Effekte durch IFN-alpha
wird daher, neben weiteren Mechanismen, womdglich Uber eine Hemmung der
Cdk2- und Cdk4-Expression induziert.

Cyclin A geht neben Cdk2 einen Komplex mit Cdk1 in der frihen S-Phase ein. Cdk1l
wurde jedoch durch VPA nach 3 Tagen nicht verandert und nach 5 Tagen erhoht.
Cyclin A wurde zu diesem Zeitpunkt nicht mehr exprimiert, was dafir spricht, dass
sich Cdk1 bereits im Komplex mit Cyclin B befand. Cyclin B bildet mit Cdk1 in der
spaten S-Phase einen Komplex (z. B. Katsuno et al. 2009) und spielt eine ent-
scheidende Rolle in der G2/M-Phase (z. B. Choi et al. 2009). Tatsachlich war nach 5
Tagen VPA-Applikation eine verstarkte Cyclin B-Expression, analog zu Cdk1,
detektierbar. Auf die Proliferation wirkte sich diese jedoch nicht aus, unter Um-
standen durch die insgesamt verringerte basale Expression von Cyclin B und Cdk1.
So kénnen Unterschiede der basalen Expression Ursache in einem veranderten
Ansprechen auf HDAC-Inhibitoren resultieren (Kuljaca et al. 2007). Denkbar ware
zudem, dass Rickkopplungsschleifen zur Gegenregulation der genannten Effekte

fuhrten.

Die Kombination von VPA und IFN-alpha war ebenfalls mit einer erhdhten
Expression von Cyclin D3, Rb und Rb2 und einer Hemmung von Cdk2, Cdk4
assoziiert. Wie oben erwahnt konnen diese Alterationen der Proteinexpression zum
Zellzyklusarrest in der G1-Phase fuhren. Tatsachlich gingen auch hier die Ver-
anderungen der regulatorischen Zellzyklusproteine mit einer Akkumulation der
Caki-1 Zellen in der GO/G1-Phase bzw. einer Reduktion der Zellen in der S-Phase
einher. Diese wiederum resultierte in einer weiteren Inhibition der Proliferation, die
signifikant starker ausgepragt war als nach VPA-Einzelapplikationen. IFN-alpha
allein resultierte dabei in keiner Wachstums-Hemmung. Die durch die Kombination
detektierten anti-proliferativen Effekte waren somit deutlich effizienter, wenn auch

bereits die VPA-Monobehandlung eine signifikante Wirkung erzielte.
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Da VPA und IFN-alpha keine Apoptose-Induktion in den NZK-Zellen bewirkten,
resultierte die gemessene Reduktion der behandelten NZK-Zellen allein aus der

Inhibition der Proliferation.

5.2 Adhasion und Invasion nach VPA- und IFN-alpha-Gabe,
Modulation der korrespondierenden Signaltransduktion

Die Adhasion zirkulierender NZK-Zellen an vaskulares Endothel und die Invasion
durch die basale Membran sind entscheidende Schritte der h&matologischen
Metastasierung (Jin et al. 2006). In der vorliegenden Arbeit induzierte VPA eine
signifikante Blockade der Adh&sion an Endothelzellen und die extrazellularen
Matrixproteine (EZM) Kollagen und Fibronektin. Die Effekte waren Konzentrations-
und Behandlungszeit-abhéngig, analog zu den Proliferationsstudien, in denen VPA

nach langerer Applikation ebenfalls deutlichere Wirkung erzielte.

Die anti-adhasiven Eigenschaften waren, wie zuvor bei der Proliferation, bei allen
NZK-Zelllinien gleichermal3en detektierbar. Das Adhésionsverhalten der PTC-Zellen
zeigte hingegen keine Alterationen nach VPA-Gabe. Daher liegt die Vermutung

nahe, dass VPA in erster Linie die Anheftung maligner Zellen hemmt.

Die Adhasions-hemmenden Phadnomene gingen mit einer signifikanten Zunahme
intrazellularen F-Aktins einher. In der Literatur wird die Polymerisation des F-Aktins
kontrovers diskutiert, grundsétzlich jedoch mit der Ausbildung von Stressfasern (Jia
et al. 2009, Machesky et al. 1997) und damit einhergehender verminderter Motilitat
der Zellen assoziiert (Lin et al. 2009, Yuan et al. 2008). Aktuelle Studien konnten
zeigen, dass die Formierung von Aktin-Stressfasern mit einer Hemmung der
Invasion und Moatilitat unterschiedlichster Tumorzellen (Brew et al. 2009, Klein et al.
2009, Wong et al. 2009, Windhorst et al. 2008) korreliert. Basierend auf diesen
Beobachtungen ist die Ausbildung von Stressfasern und eine Motilitats-
Verminderung aufgrund der Polymerisation des F-Aktins in den NZK-Zellen durch
VPA denkbar. Inwieweit sich diese Hypothese im NZK bestéatigen lasst und welche
Aktin-Bindeproteine und Rho-Kinasen in diesen Vorgang involviert sind, bedarf

weiterer Klarung.

Durch die additive Gabe von IFN-alpha wurde die Adhasion an Endothel und an
EZM-Proteine weiter inhibiert, der F-Aktin-Gehalt jedoch nicht weiter erhéht. IFN-
alpha scheint also nicht Gber eine verstarkte F-Aktin-Modulation auf das adhasive

Verhalten der Tumorzellen einzuwirken. Dabei induzierte IFN-alpha allein eine
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Alteration des F-Aktins. Hier scheinen sich Beobachtungen anderer Studien zu
bestétigen. Sie berichten, dass die additive Gabe von IFN-alpha insbesondere eine
Wirkungsverstarkung von Effekten erzielt, die bei alleiniger IFN-alpha-Applikation
nicht hervorgerufen werden konnten (Lee et al. 2006, Cinatl et al. 2002, Lucero et al.
2001, Okamoto et al. 1996).

Adhésionsrezeptoren

Integrine spielen eine Schlisselrolle bei der Adhasion, Migration, Metastasierung,
Differenzierung, Proliferation und dem Uberleben von Zellen (Moschos et al. 2007,
Guo et al. 2004). Sie sind dabei u. a. in die Reorganisation der Aktinfilamente, bzw.
die Ausbildung von Stressfasern involviert (Machesky et al. 1997). Tumorzellen
modifizieren Integrine in Abhangigkeit von ihrem Malignitatsgrad (Guo et al. 2004).
VPA resultierte in einer signifikant erhohten Oberflachenexpression der Integrin-
subtypen a1, a2, a3, a5, und R3. Frihere Studien haben gezeigt, dass VPA uber
eine Veranderung der Integrinexpression die Interaktion von NZK-Zellen mit
vaskularem Endothel blockiert (Oertl et al. 2006). Welche Subtypen wie im NZK in
die Migration und das maligne Verhalten involviert sind, ist noch nicht vollstandig
geklart. Jedoch konnte eine verminderte a3-, a5- und a6-Expression in hochgradig
malignen NZK detektiert werden (Markovic-Lipkovski et al. 2001). Des Weiteren
wurde die Kausalitdt zwischen verringerter Oberflachenexpression von a2, a3 und
a5 und transendothelialer Migration der NZK-Zellen hergestellt (Jones et al. 2007).
Eine verstarkte Prasenz der Integrine an der Oberflache durch VPA kdnnte daher
der migratorischen Aktivitat der NZK-Zellen entgegen wirken. Verschiedene Unter-
suchungen lassen darauf schlieBen, dass eine Integrininternalisation die
Metastasierung begnstigt, wohingegen die Translokation an die Zellmembran
Tumorzellen an der Invasion durch das Endothel hindert (Winterwood et al. 2006,
Skalski et al. 2005, Powelka et al. 2004). Tatsachlich korrelierte in der vorliegenden
Studie die gesteigerte Oberflachenexpression mit einer verminderten intrazellularen
Expression der Integrinsubtypen a3, 33 und 34. Daraus lasst sich schlussfolgern,
dass VPA womdbglich Uber eine verdnderte Integrinexpression Einfluss auf die

Adhdasionsdynamik nimmt.

Die Kombination mit IFN-alpha bewirkte eine weitere Verstarkung der beschrie-
benen Effekte auf die Expression der Integrine a1, a2, a5, R3 und 4. Es sollte
dabei Erwdhnung finden, dass bereits die geringere VPA-Konzentration von
0,25 mM eine deutliche Wirkung zeigte. Offensichtlich reicht in der Kombination eine

niedrigere VPA-Dosis aus, um eindeutige anti-tumorale Effekte zu induzieren.
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Die Integrin-abhéngige Adhasion erfolgt im engen Zusammenhang mit den regulie-
renden Proteinen ILK und FAK. In den verschiedensten Tumorentitaten konnte der
Einfluss dieser Proteine auf die Tumorprogression nachgewiesen werden (Brenner
et al. 2008, Okamura et al. 2007, Shi et al. 2007, Thamilselvan et al. 2007, Jones et
al. 2007a, Kato et al. 2006, Zeng et al. 2006, Graff et al. 2001). Frihere Studien
haben gezeigt, dass die Expression von ILK und FAK im NZK (Agouni et al. 2007,
Satoh et al. 2000) sowie ILK in Lungentumoren (Okamura et al. 2007) mit ver-
starkten malignen Eigenschaften und schlechter Prognose assoziiert sind. FAK und
ILK sind dabei auch in die Proliferation und das Uberleben der Zellen involviert
(Jones et al. 2007a, Agouni et al. 2007, Desban et al. 2006, Manohar et al. 2004).
Untersuchungen an Kolonkarzinomzellen wiesen nach Behandlung mit dem HDAC-
Inhibitor Butyrat eine Reduktion von FAK und der aktivierten Form pFAK auf (Lee et
al. 2005). In der vorliegenden Studie konnte neben den quantitativen Expressions-
verdnderungen der Integrinsubtypen, insbesondere nach gekoppelter VPA- und
IFN-alpha-Applikation, eine starke Reduktion von FAK und pFAK sowie eine
moderate Inhibition der ILK-Expression beobachtet werden. Offensichtlich nimmt
VPA somit Einfluss auf den Integrin-Signalweg. IFN-alpha verstarkte dabei die VPA-
Effekte, ohne allein Veranderungen zu induzieren. Eine Kausalitat zwischen der
Inhibition von ILK, FAK und pFAK durch VPA und IFN-alpha und dem beobachteten
verminderten Adhasions- und Proliferationspotential der NZK-Zellen liegt daher

nahe.

CD44-Proteine sind an einer ganzen Reihe von zellularen Aktivitaten beteiligt und
nehmen ebenfalls Einfluss auf die Invasionsdynamik, Proliferation und das Uber-
leben von Zellen. CD44-Dysfunktionen gelten als malRgeblich fur die Tumor-
progression (Marhaba et al. 2004). In der vorliegenden Studie induzierte VPA und
die korrespondierende Kombination mit IFN-alpha eine signifikant verstarkte Ober-
flachenprasenz der CD44-Proteine. Interessanterweise zeigte die Einzelapplikation
mit IFN-alpha dabei ebenfalls eine signifikante Stimulation, die in den
Kombinationen intensiviert wurde. Somit beeinflusst bereits IFN-alpha allein

Prozesse, die fur die Adhasion von Relevanz sein kdnnen.

In guter Ubereinstimmung mit unseren Daten wurde im NZK-Gewebe der
Zusammenhang zwischen erhéhter CD44 V5-Expression und verminderter
Mortalitdt und Invasion sowie einer signifikant verbesserten 5- bzw. 10-Jahres-
Uberlebensrate nachgewiesen (Wu et al. 2003). In Prostata-Tumoren resultierte

entsprechend die Inhibition der CD44-Varianten V7-V10 in einer Stimulation der
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Invasion und Migration (Yang et al. 2009). Sowohl CD44 V5 wie auch V7-V10
wurden in der vorliegenden Studie durch VPA und IFN-alpha erhdht. Parallel
konnten anti-adhasive Effekte detektiert werden. Eine Beteiligung der CD44-
Varianten ist aufgrund der vorliegenden Daten wahrscheinlich. Welche CD44-
Varianten genau Einfluss auf die invasiven Eigenschaften der NZK-Zellen austiben

bedarf weiterer Klarung.

Als klinisch relevant muss weiterhin der Einfluss der CD44-Varianten auf Wachs-
tumsprozesse angesehen werden. In einer Studie am priméaren und metastasierten
NZK wurde eine Korrelation zwischen CD44-Zunahme und Progressions-freiem
Uberleben nachgewiesen (Lim et al. 2008). Weitere Untersuchungen konnten
belegen, dass CD44 die Proliferation hemmt und diese Inhibition mit einem Zell-
zyklusarrest in der G1/GO-Phase und einer gesteigerten p27-Expression einhergeht
(Kathapalli et al. 2007). Tatséchlich wurden in Caki-1 Zellen derartige Effekte
beobachtet. Eine Beteiligung der CD44-Varianten an der Proliferations-Hemmung
der NZK-Zellen ware daher ebenfalls denkbar. Die anti-proliferativen Effekte
koénnten dabei auch Uber die Bindung an das Aktin-Zytoskelett induziert worden sein
(Morrison et al. 2001). Wichtiges Bindeglied zwischen CD44 und dem Aktin-
Zytoskelett ist das Linker-Protein Merlin (Okada et al. 2009). Merlin, ein Tumor-
suppressor, bindet in dephosphorylierter Form CD44. Die Bildung des CD44-Merlin-
Komplexes resultiert dabei in einer Proliferations-Hemmung (Morrison et al. 2001).
Merlin inhibiert ferner den PI3K/Akt-Signalweg und wird selbst wiederum durch Akt
phosphoryliert (Okada et al. 2009). Durch Akt phosphoryliertes und nicht an CD44
gebundenes Merlin kann in der Plasmamembran aggregieren und die Zellmigration
induzieren. Es ware demnach denkbar, dass CD44 Uber Merlin und das Aktin-
Zytoskelett eine duale Wirkung ausiibt und sowohl die Adhésion, als auch die
Proliferation der Tumorzellen beeinflusst. Inwieweit CD44 im NZK tatsachlich mit
Merlin und dem Aktin-Zytoskelett interagiert, ist bisher rein spekulativ, kdnnte jedoch
neue Ansatze fir die Aufklarung der therapeutischen Bedeutung von VPA und IFN-

alpha bieten.
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5.3 HDAC-Inhibition mittels VPA - Wirkungsverstarkung
durch IFN-alpha

VPA wird zu den HDAC-Inhibitoren gezéahlt. Die HDAC-Aktivitat wurde in der
vorliegenden Arbeit durch VPA wie erwartet signifikant gehemmt. Zusatzlich konnte
die Expression insbesondere von HDAC3 und moderater von HDAC4 in Caki-1
Zellen reduziert werden. Die HDAC-Inhibition korrelierte dabei mit einer deutlichen
Erhéhung an acetyliertem Histon H3 und Histon H4. Die Acetylierung der Histone
hielt im Vergleich zu der HDAC-Inhibition l&nger an. Eine Hyperacetylierung dieser
Histone konnte nach Gabe von VPA und anderen HDAC-Inhibitoren auch in
weiteren Untersuchungen beobachtet werden (z. B. Zubia et al. 2009, Wedel et al.
2008, Atmaca et al. 2007, Kuljaca et al. 2007). Die Histone H3 und H4 sind
relevante Bestandteile der Kernkomplexe von Nukleosomen. lhre Modifikation hat
entschiedenen Einfluss auf die DNA-Konformation und Transkription wéhrend der
Tumorgenese (Popova et al. 2009, Lennartsson et al. 2009). Der inhibitorische
Effekt von VPA auf die HDACs und die damit einhergehende Acetylierung der
Histone H3 und H4 wurden durch IFN-alpha weiter verstarkt. Die Einzelapplikation
mit IFN-alpha resultierte hingegen in keiner HDAC- oder Histon-Modifikation. VPA
und die korrespondierende Kombination mit IFN-alpha dirften somit entscheidend

auf die Gentranskription einwirken.

Mittlerweile ist bekannt, dass HDAC-Inhibitoren die Hyperacetylierung weiterer
Proteine, meist Transkriptionsfaktoren wie p53, in Tumoren induzieren kénnen (z. B.
de la Cruz-Hernandez et al. 2007). Nach Untersuchungen an Kolonkarzinomzellen
mit Butyrat wurde hypothetisiert, dass die beobachtete Reduktion von FAK und
pFAK nicht Uber die Acetylierung der Histone erfolgt, sondern tber eine HDAC-
unabhangige Aktivitat (Lee et al. 2005). Inwieweit auler den Histonen andere
Proteine im NZK durch VPA HDAC-unabhéngig verandert wurden, bleibt spekulativ.
Die oben genannten Daten lassen jedoch auf eine deutliche Beeinflussung des
HDAC-Systems und eine damit verbundene Veradnderungen des malignen Ver-

haltens der NZK-Zellen schlief3en.
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5.4 Veranderung der Expression weiterer Onkoproteine
durch VPA und IFN-alpha

Die Expression der Protoonkogene c-myc, JNK, pErkl/2, Akt, pAkt und PPARy
wurde durch VPA gehemmt, die des Tumorsuppressors p73 erhoht. Die
Kombination mit IFN-alpha induzierte in der Regel eine weitere Verstarkung der
Effekte. Die Einzelapplikation mit IFN-alpha rief dabei, mit Ausnahme bei JNK nach
3 Tagen und pErk1/2, keine Wirkung hervor.

c-myc ist in die Proliferation, den Zellzyklusarrest und die Apoptose involviert. Es
spielt eine entscheidende Rolle bei der Regulation der p21-Expression. Dabei bindet
c-myc an den p21-Promoter und blockiert so dessen Transkription. In ver-
schiedenen Tumorentitdten konnten HDAC-Inhibitoren durch die Reduktion von
c-myc eine p53-unabhangige Expression von p2l1 induzieren (Tang et al. 2009,
Wang et al. 2008, Li et al. 2004). Diese korrelierte mit einem Zellzyklusarrest in der
G1-Phase (Rohan et al. 2009, Tang et al. 2009, Wang et al. 2008). Dieser p53-
unabhangige Mechanismus wirde die anti-proliferativen Effekte trotz unveranderten
p53 erklaren, die wir in den NZK-Zellen nach VPA- und IFN-alpha-Behandlung

hatten beobachten kdnnen.

Die MAP-Kinasen Erk1/2, JNK und p38 werden durch Phosphorylierung aktiviert. Im
klarzelligen NZK-Gewebe wurde gegenlber normalem Nierengewebe eine signifi-
kant erhohte pErkl1l/2-Expression detektiert (Lee et al. 2009). Erk ist im NZK Uber
den Raf/MEK/Erk-Signalweg maf3geblich in die Proliferation und Apoptose-Inhibition
involviert (Staehler et al. 2005, Stadler et al. 2005). Neuste Untersuchungen
konnten belegen, dass aktive Kaliumkanale Uber eine Aktivierung von Erk die
Proliferation in Gliomzellen in vitro und in vivo induzieren (Huang et al. 2009). Des
Weiteren bedingt, neben der FAK-Phosphorylierung, die Signaltransduktion durch
Erk die Integrin-abhéngige Adhasion an EZM-Proteine von ovarialen (Hapke et al.
2003), Kolon- (Sawhney et al. 2006) und Pankreastumorzellen (Sawai et al. 2005).
Im Zusammenspiel mit JNK wirkt Erk1/2 auf die Adhasion von NZK-Zellen ein
(Jones et al. 2007a).

JNK ist zudem in die Regulation der Apoptose, Proliferation und Migration involviert.
In Tumorzellen der Brust korrelierte die Proliferation und Migration mit erhdhter
Phosphorylierung von JNK, Erk1/2 und Akt (Fu et al. 2009, McMurtry et al. 2008).
JNK wurde dabei als Schlisselprotein der Invasion dieser Tumorzellen identifiziert
(McMurtry et al. 2008). Im NZK wurde JNK mit der Apoptose und Adhéasion in Ver-
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bindung gebracht. Dabei ging ein Phosphorylierung des JNK mit pro-adhasiven
(Jones et al. 2007a) aber pro-apoptotischen (z.B. Ou et al. 2007, Mizuno et al. 2004)
Effekten einher. In der vorliegenden Studie war keine Apoptose in den NZK-Zellen

detektierbar, was mit der fehlenden Phosphorylierung der JNK im Einklang steht.

Aufgrund ihrer Bedeutung fir die Tumorzellen lasst sich daher schliel3en, dass die
Beeinflussung der MAP-Kinasen einen Weg darstellt, Gber den VPA seine anti-

tumorale Wirkung entfaltet.

Die Aktivierung des PI3K/Akt-Signalwegs ist eng mit der Tumorgenese und
-progression assoziiert (Merseburger et al. 2008). So reguliert der PI3SK/Akt/mTOR-
Signalweg neben dem Ras/Raf/MAPK-Signalweg die Aktivitat des HIF-1a, welches
mafgeblich die Transkription verschiedener Wachstumsfaktoren und Rezeptoren
induziert (Kim et al. 2004, Kamura et al. 2000, Herman et al. 1994, Latif et al. 1993).
pAkt gilt als potentieller Prognosefaktor. Eine erhdhte pAkt-Expression konnte in
hochgradigen NZK mit geringer Uberlebensrate (Hager et al. 2008, Merseburger et
al. 2008) sowie in weiteren immun- und chemoresistenten Tumoren detektiert
werden (Noh et al. 2008, Nicholson et al. 2002). Eine Hemmung der Akt-Aktivitat
fuhrte hingegen zu einer Immunerkennung durch T-Zellen (Noh et al. 2008). Der
PI3K/Akt-Signalweg ist somit maf3geblich in die Umgehung der Immunerkennung
von Tumorzellen involviert. Die durch VPA bedingte Verminderung des Akt-Gehalts
bzw. -Aktivitdit konnte somit womdglich die Detektion der Tumorzellen durch

Immunzellen wiederherstellen.

Auch die Uberexpression von PPARYy korreliert mit Tumorgenese und -progression.
In ovarialen Karzinomen war eine erhéhte PPARy-Expression mit Chemoresistenz
und einem schlechten Gesamtiberleben assoziiert (Davidson et al. 2009). In
Karzinomen des Pankreas resultierte die PPARy-Hemmung in verringerter Zell-
motilitdt in vitro und reduzierter Metastasierung in vivo (Nakajima et al. 2008).
Weitere Untersuchungen zeigten eine Korrelation zwischen HDAC- und PPARYy-
Aktivitat, in der offensichtlich die Acetylierung des Histon H3 eine Rolle spielt (Fu et
al. 2005). HDAC-Inhibitoren konnten in Prostatatumoren PPARy hemmen und in
Kombination mit einem PPARy-Antagonisten die Proliferation und Invasion in vivo
inhibieren (Annicotte et al. 2007). Die bisherigen Beobachtungen legen nahe, dass
die durch VPA und IFN-alpha verringerte PPARy-Expression an der Reduktion der

Proliferation und Adhé&sion von NZK-Zellen beteiligt sein konnte.
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Die p73-Expression wurde durch VPA erhoht. Die zusatzliche Applikation mit IFN-
alpha induzierte nach 3 Tagen eine weitere Expressions-Stimulation. p73 ist ein
strukturelles Homolog des Tumorsuppressors p53. p73 kann Uber p53-Promotoren
einen Zellzyklusarrest oder die Apoptose einleiten und wird negativ durch Akt beein-
flusst (Lapi et al. 2008, Lu et al. 2008). Seine exakte Bedeutung wird noch diskutiert.
Talos et al. postulierte, das p73 nur in Abwesenheit von p53 aktiv wird (Talos et al.
2007). Hingegen gehen neuere Uberlegungen davon aus, dass p73 und p53
gleichermal3en eine Tumorsuppression induzieren, aber unterschiedlich und
wahrend verschiedener Stadien der Tumorgenese aktiviert werden (Beitzinger et al.
2008, Rosenbluth et al. 2008). Dies konnte erklaren, warum VPA den p73-Gehalt in
Caki-1 Zellen erhohte, die vorhandene Expression von p53 jedoch nicht beein-
flusste. Auch in resistenten ovarialen Tumoren korrelierten durch den HDAC-
Inhibitor TSA ausgeldste anti-neoplastischen Effekte mit einer erhdhten p73-, nicht

aber p53-Expression (Muscolini et al. 2008).

Die Signalproteine PTEN und p38 MAPK wurden durch VPA und IFN-alpha nicht
moduliert. Beide Proteine sind mit Apoptose und Hemmung des Zellwachtums
assoziiert (Hager et al. 2008, Merseburger et al. 2008, Shin Lee 2003, Xia et al.
1995). Tatséchlich konnte in der vorliegenden Arbeit zu den untersuchten Zeit-
punkten keine Apoptose-Induktion beobachtet werden. Somit ware eine Kausalitat
zwischen der unveranderten Expression von PTEN und p38 MAPK sowie dem
Mangel an apoptotischen Zellen denkbar. Des Weiteren lasst sich daraus schlief3en,

dass die Proliferation Uber andere Proteine als PTEN und p38 MAPK inhibiert wird.
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5.5 Durch VPA und IFN-alpha alterierte Genexpressions-
profile

Da VPA als HDAC-Inhibitor initial epigenetische Modulationen induziert, ist die
Detektion von Veranderungen im Genexpressionsprofii nach entsprechender
Behandlung von besonderem Interesse. Mittels Microarray-Analyse und RT gPCR
konnten somit tiefere Einblicke in die Wirkungsweise von VPA als auch der
Kombination mit IFN-alpha gewonnen und die den funktionellen Alterationen

zugrunde liegenden molekularen Mechanismen evaluiert werden.

VPA und IFN-alpha resultierten in einer signifikanten Modulation des Gen-
expressionsprofils von NZK-Zellen. Bemerkenswerterweise unterstitzt IFN-alpha
nicht nur VPA-spezifische Mechanismen, sondern induziert trotz geringer Dosis
eigene Effekte. Die Modifikation der Expression war von der Behandlungsart
(Mono-/Kombinationstherapie) und Behandlungszeit abhédngig. VPA 1 mM
induzierte deutlichere Effekte als VPA 0,25 mM. IFN-alphas modulatorische Wirkung
auf die Expression nhahm mit zunehmender Inkubationszeit stark ab. Hingegen
resultierte die Kombination von VPA und IFN-alpha in Abh&ngigkeit von der VPA-
Dosis in einer weiteren Modulation der Genexpression, die nach 5 Tagen am
ausgepragtesten war. Dabei handelte es sich nicht ausschlie3lich um eine additive
Wirkung der Einzelkomponenten auf die Genexpression. Vielmehr induzierte die
Kombination zusatzlich eine Modulation neuer Gene, die unter Monotherapie nicht
beeinflusst worden waren. Die Effekte von IFN-alpha konnten dabei durchaus denen
von VPA entgegenlaufen, wie auch umgekehrt VPA z. T. IFN-alpha entgegenwirkte.
IFN-alpha entfaltet seine Wirkung vor allem nach 12-stindiger, VPA nach 3- und
5-tdgiger Behandlung. Daraus lasst sich schlieBen, dass IFN-alpha schnelle und
VPA langsamere Effekte Uber das HDAC-System induziert. Denkbar ware ferner,
dass IFN-alpha eine kirzere Halbwertszeit aufweist als VPA, wogegen jedoch der

anhaltende anti-tumorale Einfluss des Kombinationsregimes spricht.

Die nachfolgende Diskussion konzentriert sich auf prinzipielle Wirkmechanismen
und Veranderungen relevanter Proliferations- und Adhasionsgene. Die detaillierte

Analyse ist dem Anhang (Punkt 8) zu entnehmen.

Der dominante Einfluss von IFN-alpha nach 12-stiindiger Applikation war besonders
auffallig in der Modulation des Chemokin-Signalwegs, die in der 89-fachen bzw.
79-fachen Expressionssteigerung von CXCL11 und CXCL10 ihr Maximum

erreichten. Mit zunehmender Inkubationszeit nahm die Wirkung von IFN-alpha stark
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ab. Hinzu kam, dass VPA diesen stimulierenden Effekt entgegenwirkte, so dass die
Erhéhung der Chemokinexpression bereits nach 3 Tagen aufgehoben bzw. invertiert
wurde. Diese Ergebnisse wurden mittels RT qPCR verifiziert. Chemokine sind
chemotaktisch wirkende Zytokine, die in die Immunabwehr und Angiogenese
involviert sind. Relevante Chemokine, die durch IFN induziert werden sind CXCL11,
CXCL10 und CXCL9. Sie sind wichtige Faktoren der biologischen Effekte des IFN
(Kaur et al. 2008), verantwortlich flr die Chemotaxis von T- und nattrlichen Killer-
zellen sowie fur die Anregung der Proliferation von Lymphozyten (Whiting et al.
2004, Johnston et al. 2003). Chemokine induzieren die Integrin-abhangige Adh&sion
an Endothel, die Motilitat und transendotheliale Migration immunologischer Zellen
(Miles et al. 2008). Die Immuntherapie mit Interleukin-2 resultierte im NZK in
erhohten Plasmalevel von CXCL11, CXCL10 und CXCL9, welches mit einer
Reduktion angiogener Effekte einherging (Reckamp et al. 2007). In kolorektalen
Karzinomen wurden CXCL11l und CXCL10 mit dem Guanylat Bindeprotein-1
(GBP1) koexprimiert (Naschberger et al. 2008). GBP1 wurde in diesem Zusammen-
hang als Biomarker der Immunantwort angesehen. Eine verminderte GBP1-
Expression ist bei Lungentumoren ferner mit Angiogenese assoziiert (Xu et al.
2008). Auch in den hier untersuchten NZK-Zellen Kkorrelierte die gesteigerte
CXCL11- und CXCL10-Expression mit der Koexpression von GBP1. Aufgrund der
Ergebnisse schlieRen wir, dass IFN-alpha zunachst eine Angiogenese-Inhibition
induziert und die korpereigene Abwehr aktiviert. Da ein chronischer inflamma-
torischer Zustand jedoch zur konstitutiven Aktivierung pro-tumoraler Gene und
Proteine fuhrt (Richmond et al. 2004), ist die zunehmende Chemokin-Hemmung,
auch durch VPA, als positiv zu bewerten. Mdglicherweise werden hier negative
Ruckkopplungsschleifen induziert, die diesen unerwiinschten Nebeneffekten des
IFN-alpha entgegenwirken. Inwieweit sich diese Hypothese physiologisch

tatsachlich bestatigen lasst, misste in vivo naher evaluiert werden.

Neben der Expression von Chemokinen waren ferner Gene des IFN-Signalwegs
unter IFN-alpha signifikant erhéht. Insbesondere die Expression des IFN-regulierten
Faktor 7 (IRF7) und IFN-stimulierten Gen 15 (Ubiquitin-like, 1ISG15) wurde in Caki-1
Zellen zu allen Zeitpunkten signifikant durch IFN-alpha und die korrespondierenden
Kombinationen mit VPA erhoht. ISG15 zeigte durch die Kombination mit VPA eine
weitere Expressionssteigerung, wobei VPA allein keine Wirkung erzielte. Auch IRF7
und ISG15 beeinflussen die biologische Funktion des IFN (Kaur et al. 2008). In
verschiedenen Tumorentitdten konnte eine Kausalitdt zwischen epigenetisch

bedingter Promotermodulation und verminderter IRF7-Expression evaluiert werden
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(Jee et al. 2009, Kumagai et al. 2009). IRF7 spielt eine entscheidende Rolle bei der
Seneszenz-Induktion bzw. Proliferations-Inhibition (Li et al. 2008). Die Funktion von
ISG15 in Tumoren ist umstritten. Die Deregulation des Ubiquitin-Proteasom-
Systems st in vielfaltige Erkrankungen, inklusive Tumorerkrankungen, involviert
(Goldenberg et al. 2008). Untersuchungen zeigten eine erhthte ISG15-Expression
in unterschiedlichen Tumoren, in denen es dem Ubiquitin-Sighalweg entgegenwirkt
(Desai et al. 2008). In epithelialen Nierenzellen hingegen konnte eine Ubiquitin-
ahnliche Aktivitat des 1SG15 nachgewiesen werden (Tanabe et al. 2008). In
Lungenkarzinomen korrelierte eine Aktivierung des ISG15 mit einer Hemmung der
Proliferation (Feng et al. 2008). Eine durch VPA und IFN-alpha induzierte anti-
proliferative Aktivitat des ISG15 im NZK ist daher wahrscheinlich.

VPA entfaltete seine Wirkung vor allem nach langerer Behandlungszeit (3 und
5 Tage). So nahm die Expression der Integrine a2, a4, a5, a6 und a7 kodierenden
Gene durch die Applikation mit VPA stetig zu. Insbesondere die Expression des
Integrin a7 Genes wurde signifikant erhoht. Die Kombination mit IFN-alpha
resultierte in einer weiteren Transkriptzunahme. Die RT qPCR-Daten verifizierten
diese Beobachtungen. a731 wurde initial in der Skelett- und Gefalimuskulatur als
Lamininrezeptor identifiziert (Song et al. 1992). Untersuchungen demonstrierten,
dass ein a7-Verlust in vaskuldren Muskelzellen zu Hyperplasien und veranderter
Expression weiterer Integrin a-Subtypen fiuhrte (Flintoff-Dye et al. 2005), z.B. zur
Reduktion von Integrin a5 (Welser et al. 2007). Eine verminderte a5-Expression ist,
wie oben erwahnt, kennzeichnend fur hochgradig maligne NZK und korreliert mit
einer verstarkten Tumormigration (Jones et al. 2007, Markovic-Lipkovski et al.
2001). Tatsachlich ging die Stimulation des Integrin a7 in Caki-1 Zellen mit einer
Verdopplung der a5-Expression einher (5 Tage VPA-Inkubation). Des Weiteren
konnte o731 uber eine Erk-Inhibition die Differenzierung und Proliferations-
Hemmung von vaskularen Muskelzellen induzieren (Welser et al. 2007a). a7 nimmt
damit in den vaskuldren Muskelzellen eine wichtige Rolle als Teil des inhibierenden
Signalkomplexes der Proliferation ein und ist offensichtlich in die Differenzierung
involviert. Welche Funktion a7 in NZK-Zellen tGbernimmt, ist bisher nicht bekannt.
Die Erk1/2- und Proliferations-Inhibition sowie die a5-Stimulation lassen eine
Einbindung von a7 in die durch VPA-bedingten anti-proliferativen und
-migratorischen Effekte vermuten. Vielleicht handelt es sich bei a7 um einen

entscheidendes, bisher noch nicht erkanntes Schllisselprotein der Tumorgenese.
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Zeit-abhangig konnten signifikante Expressionssteigerungen von Genen beobachtet
werden, die allgemein als Mediatoren der Tumorprogression angesehen werden. So
der des Chemokinrezeptors CXCR4 und der Adhasionsmolekile NCAM1 bzw.
ICAM1 nach 12 Stunden. Ahnliche Daten wurden in der RT gPCR gewonnen.
CXCR4, NCAM1 und ICAM1 sind u. a. in die Invasion von NZK involviert (Jones et
al. 2007a, Andreadis et al. 2007). Die Produkte dieser Transkripte kdnnten den anti-
invasiven Effekten entgegenwirken. Das wurde erklaren, warum die durch VPA und
IFN-alpha induzierte Inhibition der Proliferation insgesamt starker ausgepragt war
als die der Adhasion. Andere Daten belegen jedoch, dass CXCR4 und ICAM1
neben der Tumormetastasierung ferner in die Immunabwehr von Tumorzellen
involviert sind (Viey et al. 2008, Tanabe et al. 1997). Neuere Studien konnten
zeigen, dass Tumor-infiltrierende T-Zellen Uber die CXCL12/CXCRA4-Interaktion
effizient primare NZK-Zellen detektieren kdnnen (Viey et al. 2008). Weiterhin ist
bekannt, dass ICAM1 an Lymphozyten Funktions-assoziierte Antigene (LFA) bindet
(Perut et al. 2009) und damit eine entscheidende Rolle bei der Erkennung und
Vernichtung der Tumorzellen durch Lymphozyten spielt (Wu et al. 2007).
Tatséachlich potenziert die LFA/ICAM1-Bindung die Lyse von NZK-Zellen (Gati et al.
2004). D. h. eine Einbindung der erhéhten CXCR4- und ICAM1-Expression in die
Tumorerkennung durch das Immunsystem ware vorstellbar. Die gleichzeitige
Expressionserhhung mit den zuvor genannten Chemokinen scheint diese
Hypothese zu bestatigen. Inwieweit CXCR4 und ICAM1 tatsachlich in diese

physiologischen Vorgange involviert sind, bedarf weiterer Klarung.

Die Expressionssteigerung einiger Gene wurde ausschlieBlich durch die
Kombination von VPA und IFN-alpha ausgeltst. So die Expression des major
histocompatibility complex class Il (MHC, hier: HLA-DPA1 und —-DPB1). HLAs sind
Teil des Immunsystems. In Melanomzellen konnte nach HDAC-Inhibition eine ver-
starkte Expression von HLAs beobachtet werden, die mit einer Proliferations-
Hemmung durch Apoptose-Induktion korrelierte (Khan et al. 2007). Die epi-
genetische Aktivierung der Immungene resultierte dabei in der Transformation der
Tumorzellen zu Antigen-prasentierenden Zellen. Ein &hnlicher Effekt ist fir die NZK-
Zellen denkbar, der jedoch erst durch die additive Applikation mit IFN-alpha

signifikant wird.
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Des Weiteren induzierte VPA und die korrespondierende Kombination mit IFN-alpha
eine verstarkte Expression negativer Regulatoren des Wnt/R-Catenin-Signalwegs.
Beispielhaft seien Dapper (DACT3) und das Kringel-enthaltende Trans-
membranprotein 2 (KREMENZ2) genannt. Der Wnt/B-Catenin-Signalweg ist in
Proliferation, Migration und Differenzierung von Zellen involviert (Gao et al. 2008).
Tatsachlich war die erhéhte DACT3- und KREMEN2-Expression mit einer Reduktion
des Wnt3 assoziiert. Wnt3 ist eine entscheidende Komponente des Wnt-
Signalweges in der Pathogenese u. a. von Hepatozyten und Mantelzell-Lymphomen
(Bengochea et al. 2008, Gelebart et al. 2008) und korreliert mit geringem
Differenzierungsgrad (Bengochea et al. 2008, Katoh et al. 2008). Untersuchungen
gehen zudem davon aus, dass DACT3 eine Hemmung des HDAC1 induzieren kann
(Gao et al. 2008). Hypothetisch konnten DACT3 und KREMEN2 demnach die
Redifferenzierung der NZzZK-Zellen induzieren und DACT3 durch seinen
inhibitorischen Effekt auf HDAC1 die modulatorische Wirkung von VPA weiter

verstarken.

Insbesondere nach anhaltender Behandlungszeit (3 und 5 Tagen) zeigten sich
neben den stimulatorischen distinkte inhibitorische Effekte. Die verzdgerte
Expressions-Inhibition lasst dabei einen indirekten Applikationseffekt vermuten, der

von primaren VPA- bzw. IFN-alpha-Zielstrukturen ausgeldst wurde.

So induzierte VPA 1 mM eine signifikante Reduktion der VCAM1- und Survivin
(BIRCb5)-Transkripte. Die Kombination mit IFN-alpha verstarkte die inhibitorischen
Effekte in der Regel weiter. IFN-alpha allein zeigte dabei keine Wirkung. Die RT
gPCR verifizierte die VCAM1-Daten. Fortgeschrittene NZK exprimieren verstarkt
VCAM1 (Lin et al. 2007). Hinweise deuten darauf hin, dass diese erhéhte
Expression einen Mechanismus induziert, der es den NZK-Zellen erlaubt, der
Immunabwehr zu entgehen und Resistenzen auszubilden (Lin et al. 2007). Survivin
ist in die mitotische Deregulation von Gallenwegstumoren involviert, welche in
héherem Tumorgrad und verschlechterter Uberlebensrate der Patienten resultiert
(Shen et al 2009). Survivin wird durch Cdk1 phosphoryliert, wodurch es seine anti-
apoptotische Wirkung entfaltet (Barrett et al. 2009). VCAML1 und Survivin sind damit
wichtige Prognosefaktoren, die durch VPA und IFN-alpha signifikant inhibiert

werden.

Weiterhin induzierte VPA und die Kombination mit IFN-alpha eine signifikante

Reduktion in Nahrstoffaufnahme und Bildung von Chemoresistenzen involvierter
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Gene. So wurde die Expression von Claudin-2 (CLDNZ2), Ceruloplasmin (CP,
Ferroxidase) und dem Kernprotein-1 (NUPR1) inhibiert. Sie werden in neo-
plastischen Erkrankungen, inklusive dem NZK, verstarkt exprimiert und konnten
sowohl im Gewebe, als auch im Serum von Tumorpatienten detektiert werden
(Chowdhury et al. 2009, Nemeth et al. 2009, Kotrikadze et al. 2008, Sardana et al.
2008, Tye et al. 2008, Weber et al. 2008, Simon et al. 2007, Xin et al. 2007, Luo et
al. 2006, Hough et al. 2001, Stassar et al. 2001, Manjula et al. 1992, Kunapuli et al.
1987).

Claudine sind integrale Komponenten der Tight Junctions, die eine entscheidende
Rolle bei der Permeabilitat, Proliferation und Differenzierung tbernehmen (Nemeth
et al. 2009, Peter et al. 2008, Weber et al. 2008). In den proximalen Tuben der Niere
partizipiert Claudin-2 an der Resorption (Kiuchi-Saishin et al. 2002). Eine
verminderte Claudin-2-Expression resultiert demnach in einer reduzierten Stoff-
aufnahme. Tumorzellen haben aufgrund ihrer erhdhten Stoffwechselaktivitat einen
grolReren Bedarf an Nahrstoffen. Eine Reduktion der Stoffzufuhr, bedingt durch eine
verminderte Resorption, wirde somit ihrer neoplastischen Aktivitat entgegen wirken.
Die Hemmung der Expression von Ceruloplasmin (CP) kodnnte eine &hnliche
Wirkung auf die Tumorzellen haben. So benétigen neoplastische Zellen auch viel
Eisen (Fe®"). CP ist eine Ferroxidase, die in den Elektronentransport von Eisen Fe?*
(toxisch) zu Fe*" (nicht toxisch) involviert ist. In Tumorzellen ist der Anteil an Trans-
ferrinrezeptoren und die Eiseninternalisation wesentlich erhdéht (Kwok et al. 2002).
Die Reduktion von Eisen (Fe*") resultiert in einem Zellzyklusarrest in der G1-Phase
und damit in einer Inhibition der Proliferation (Elstner et al. 2007, Kwok et al. 2002).
Eine Beteiligung der signifikanten reduzierten CP-Expression an der gemessenen
Proliferations-Hemmung wéare daher denkbar. Weitere Studien konnten zeigen, dass
CP besonders in malignen Tumorzellen erhéht ist, die Chemo- und Radiotherapie-
resistent sind (Tye et al. 2008). Eine Korrelation zwischen HIF-1a- und CP-
Expression scheint dabei eine Rolle zu spielen. HIF-1a induziert offensichtlich die
Expression von Transportern, die eine Chemo- und Radioresistenz ermdglichen
(Keith et al. 2007, Irie et al. 2004, Comerford et al. 2002). Auch das Kernprotein
NUPRL1 ist an der Entstehung von Chemorestistenzen beteiligt (Chowdhury et al.
2009). CP und NUPR1 kdnnten damit Teil eines Mechanismus sein, Uber den VPA

Resistenzen revertiert.
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AbschlieRend sollte angemerkt werden, dass die veranderten Genexpressionsprofile
keinen tatsachlichen Aufschluss Uber die translationale Umsetzung der Transkripte
geben. Inwieweit die Veranderungen auf der Genebene somit Einfluss auf das
Proteinprofil nehmen und welche Effekte die Behandlung auf deren Aktivitat und
intrazellulare Verteilung hat, bleibt spekulativ. Umso relevanter sind die Daten der
vorgenannten funktionellen Untersuchungen. Diese belegen, dass sowohl die Ver-
anderungen des Gen- als auch des Proteinexpressionsprofils insgesamt mit einer

reduzierten Proliferation und Adhasion der NZK-Zellen korreliert.

5.6 VPA vermindert das Tumorvolumen und verandert die
Proteinexpression in vivo

VPA induzierte in Caki-1 xenogen transplantierten Nacktmausen eine signifikante
Inhibition des Tumorvolumens gegeniiber den unbehandelten Kontrollen. Ahnliche
Wachstums-hemmende Effekte konnten nach VPA-Behandlung in tierexperi-
mentellen Studien mit Tumorzellen der Prostata, Gebarmutter, Ovarien, Blase und
des Knochenmarks beobachtet werden (Chen et al. 2006, Xia et al. 2006, Li et al.
2005, Takai et al. 2004, 2004a). In der hier prasentierten Studie wurde dabei erst-
mals zwischen Tag 10 und 20 einer Zunahme des Tumorvolumes entgegen
gesteuert. Mit fortschreitender Behandlungsdauer zeigte diese Hemmung
Signifikanz. In vivo scheint somit eine lang anhaltende VPA-Gabe noch
entscheidender als in vitro. In guter Ubereinstimmung mit unser Beobachtung haben
frihere Untersuchungen gezeigt, dass VPA erst nach chronische Applikation seine
biologische Wirkung in vivo entfaltet (Xia et al. 2006). Die durch VPA bedingte ver-
minderte Volumenzunahme im Mausmodell war mit einer deutlich erhdhten p21-
und Bax-Expression assoziiert. Des Weiteren konnte eine verstarkte Expression von
Cyclin D3 und Rb sowie eine Reduktion von Cdkl nachgewiesen werden. Die
genannten Zellzyklusproteine nehmen, wie oben erwahnt, erheblichen Einfluss auf
die Proliferation und dirften entscheidend in die signifikante Hemmung des Tumor-
wachstums involviert gewesen sein. Bax als pro-apoptotisches Protein kénnte
diesen Effekt noch verstarkt haben. So korrelierte u. a. in Schilddriisentumoren eine
durch VPA induzierte Proliferations-Hemmung mit einer Erhéhung von Bax (Shen et
al. 2005). Die additive Gabe von IFN-alpha bewirkte eine zusatzliche Reduktion von
Bcl-2, HDAC3 und Cdk4. Die Kombination induzierte ebenfalls eine signifikante
Wachstums-Inhibition, die im Vergleich zur VPA-Monotherapie jedoch keine weitere
Wirkungssteigerung erzielte. Die p21-Expression wurde in diesem Zusammenhang
Uberraschenderweise vollstandig blockiert. Der Einfluss von VPA auf p21 kdnnte

dabei von der initialen p21-Expression abhangig sein. Ein dhnliches Phdnomen war
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in einer Studie mit Brust-, Lungen-, Prostata- und Kolonkarzinomzellen beobachtet
worden (Kuljaca et al. 2007). Das Vorhandensein einer basalen p21-Expression
assoziierte dort mit verringerter Ansprechrate gegeniber dem HDAC-Inhibitor TSA
und IFN-alpha. Auch in den vorliegenden Untersuchungen war bereits in den unbe-
handelten Tumorzellen eine p21-Expression detektierbar. Eine Kausalitat zwischen
dieser und der unerwarteten Blockade des p21 nach Kombinationsbehandlung liegt

daher nahe.

Beim Vergleich der in vitro und in vivo Daten ist zu beachten, dass die Be-
handlungsregime voneinander differierten. In vivo erfolgte die Applikation von VPA
und IFN-alpha zeitlich nachgeschaltet, wohingegen im Zellkulturmodell die Agenzien
gleichzeitig verabreicht wurden. Eine Studie an Tumorzellen der Brust konnte
zeigen, dass die gleichzeitige Applikation mit Natrium-Butyrat und IFN-alpha eine
signifikante Steigerung der anti-proliferativen Effekte von IFN-alpha induzierte.
Hingegen resultierte die zeitlich versetzte Kombinationsbehandlung in keiner
zusatzlichen Proliferations-Hemmung gegentber den Einzelapplikationen (Biffi et al.
1998). Weiterhin erfolgte die Behandlung der Zellkulturen nur einmalig, wohingegen
die Tiermodelle eine chronische Applikation Uber einen wesentlich langeren Zeit-
raum erhielten. Es ist davon auszugehen, dass sich daher die Metabolisierung der
Agenzien in den Modellen voneinander unterschied. Zudem fanden in vitro und in
vivo andere Konzentrationen Verwendung, was zur Folge hatte, dass in vivo IFN-
alpha allein moderate inhibierende Effekte auf das Tumorvolumen ausibte. In vitro

war kein derartiger Einfluss von IFN-alpha detektierbar.
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5.7 Schlussfolgerung und Ausblick

Der HDAC-Inhibitor VPA hat sich in der vorliegenden Studie als potente anti-
tumorale Substanz beim NZK erwiesen, die Uber die Modulationen der Gen-
expression und relevanter regulatorischer Proteine eine anti-proliferative und
-adhasive Aktivitat in vitro und Wachstums-inhibierende Effekte in vivo induzierte. In
Abbildung 27 sind die im Rahmen dieser Arbeit gewonnenen Ergebnisse nochmals

zusammengefasst und vereinfacht dargestellt (Abb. 27).
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Abbildung 27: Skizzierte Ubersicht der Wirkmechanismen einer VPA- und VPA/IFN-alpha-
Behandlung. Darstellung aktivierender (—») und hemmender Effekte (—]) auf die moleku-
laren und funktionellen Eigenschaften der NZzK-Zellen. Gestrichelte Darstellung:
Phé&nomene, die in vitro nicht messbar waren.
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Basierend auf dem in vitro Modell resultierte die additive Gabe von IFN-alpha in
einer Wirkungsverstarkung dieser anti-tumoralen Eigenschaften. Wir postulieren
daher, dass VPA sowie die kombinierte VPA/IFN-alpha-Behandlung fir
austherapierte NZK-Patienten ein innovatives, viel versprechendes Therapiekonzept
darzustellen vermag. Denkbar ist der Einsatz als Erstlinienbehandlung oder die
additive Integration in bereits bestehende Therapieregime. Um aus den
gewonnenen experimentellen Daten zukinftig eine tragfahige Therapie fur die NZK-
Behandlung zu konzipieren, sind weitere vertiefende tierexperimentelle
Untersuchungen, insbesondere zur Optimierung des Dosierungsprotokolls sowie
entsprechende klinische Studien an NZK-Patienten essentiell. Da sowohl VPA als
auch IFN-alpha bereits in der Klinik etabliert sind, ware eine vergleichsweise
schnelle therapeutische Umsetzung dieses neuen, hoffnungsvollen

Behandlungsansatzes mdglich.
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6 Zusammenfassung

Das Nierenzellkarzinom (NZK) ist der haufigste maligne Tumor der Niere. In vielen
Fallen sind bereits bei der Erstdiagnose Metastasen vorhanden oder entstehen im
Verlauf der Therapie. Die Behandlungsmdglichkeiten fir diese NZK-Patienten sind
auRerst limitiert. Nahezu 2/3 der Betroffenen versterben an ihrer Erkrankung. Die
Etablierung neuer Therapieanséatze zur Behandlung des NZK ist dringend gefordert.
Es wird postuliert, dass ein Therapiekonzept basierend auf dem Histondeacetylase
(HDAC)-Inhibitor Valproat (VPA) kombiniert mit niedrig dosiertem Interferon (IFN)-
alpha eine innovative und effiziente Behandlungsoption fur austherapierte NZK-

Patienten eroffnen konnte.

In der vorliegenden Studie wurde der Einfluss einer VPA-Mono- versus VPA/IFN-
alpha-Kombinationstherapie auf die malignen Eigenschaften verschiedener NZK-
Zelllinien evaluiert. Mittels funktioneller Untersuchungen wurden Proliferations- und
Adhéasionsphanomene unter den entsprechenden Therapien néher betrachtet. Fluo-
rimetrische und molekularbiologische Studien dienten der detaillierten Aufklarung
der den Veranderungen zugrunde liegenden Wirkmechanismen. Zur translationalen

Gestaltung wurden zusétzlich tierexperimentelle Untersuchungen durchgefihrt.

VPA induzierte eine signifikante Reduktion der Proliferation von NzZK-Zellen, die
durch die additive Gabe von IFN-alpha weiter verstarkt wurde. Die anti-proliferativen
Effekte korrelierten mit einer Zunahme der Zellen in der GO/G1-Phase und einer
damit einhergehenden verminderten Anzahl an Zellen in der S-Phase. Die Ver-
schiebung der Zellzyklusphasen war mit einer deutlichen Modulation relevanter
regulatorischer Zellzyklusproteine assoziiert. Des Weiteren resultierte VPA und die
korrespondierende Kombination mit IFN-alpha in einer signifikanten Inhibition der
Adhasion an Endothel und die extrazellularen Matrixproteine. VPA und die VPA/IFN-
alpha-Kombination Ubten ihren Einfluss dabei offensichtlich Uber eine Modulation
von Adhasionsrezeptoren, implizit Integrine und CD44-Varianten, aus. Die anti-
proliferative und —adhasive Wirkung war in der Regel nach langerer Inkubationszeit
von 5 Tagen deutlich starker als nach 3 Tagen. In analog behandelten normalen
Nierenzellen zeigten sich im Vergleich keine solchen Effekte. Die Behandlung mit
VPA und IFN-alpha scheint somit spezifisch maligne Zellen zu beeinflussen. VPA
induzierte in den NZK-Zellen ferner die Reduktion von Protoonkogenen und MAP-
Kinasen sowie die Zunahme von Tumorsuppressoren. Die zusétzliche Gabe von
IFN-alpha resultierte in einer weiteren Wirkungsverstarkung gegentber VPA allein.
VPA und die Kombination mit IFN-alpha inhibierten zudem signifikant die HDAC-
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Aktivitdt und -Proteinexpression der NZK-Zellen. Diese Hemmung ging mit einer
Hyperacetylierung der Histone einher. Die epigenetische Modulation flhrte zur
veranderten Genregulation und Transkription. So nahmen VPA und die korres-
pondierende Kombination neben den genannten funktionellen und molekular-
biologischen Veranderungen mafgeblich Einfluss auf das Genexpressionsprofil der
Tumorzellen. Die Expression negativer Regulatoren der Proliferation, Migration und
Adhéasion sowie von Genen involviert in Differenzierung und Immunantwort wurden
erhdht, wohingegen die Anzahl der Transkripte von Genen mitverantwortlich fur die
Ausbildung von Resistenzen und die Nahrstoffversorgung der Tumoren reduziert
wurde. Translationale tierexperimentelle Studien bestétigten die klinische Relevanz
der VPA- und VPA/IFN-alpha-Behandlung, die in einer signifikanten Hemmung des
Tumorwachstums resultierten. Die Wachstums-Inhibition war mit einer starken
Modulation regulatorischer Proteine des Zellzyklus, der Apoptose und des HDAC-

Systems assoziiert.

Die vorliegenden Ergebnisse demonstrieren das viel versprechende Wirkungs-
potential von VPA und der korrespondierenden Kombination mit niedrig dosiertem
IFN-alpha. VPAs anti-proliferative und -adhasive Effekte in vitro und in vivo eréffnen
die Perspektive fur eine innovative Strategie in der Behandlung des NZK. Aufgrund
der prasentierten Daten lasst sich postulieren, dass VPA und IFN-alpha die Grund-
lage flr ein neues, effizientes Therapiekonzept bei austherapierten NZK-Patienten

darstellen konnte.
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8.1 Microarray - unsupervised Analyse
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Abbildung 28: Korrelation zwischen den Genprofilen behandelter Caki-1 aus den 3 Sets (A,
B, C): Dargestellt in Form unsupervised Cluster im Dendrogramm. Oberes Dendrogramm:
Cluster aller 3 Behandlungszeitpunkte (12 Stunden = 12, 3 und 5 Tage = 3 bzw. 5). Gute
Korrelation zwischen den Proben der einzelnen Zeitpunkte. Besonders innerhalb der
12 Stunden Gruppe sehr homogene Clusterbildung. Unteres Dendrogramm: Ausschnitt
des 12 Stunden-Clusters. VPAL1 = VPA 1 mM, IFN = IFN-alpha 200 U/ml, VPAO,25 = VPA
0,25 mM. Innerhalb des 12 Stunden-Cluster 3 kleinere Cluster, die sich von rechts nach links
wie folgt aufteilten: 1: Kontrollen und VPA 0,25 mM, 2: IFN-alpha und VPA 0,25 mM + IFN-
alpha, 3: VPA 1 mM und VPA 1 mM + IFN-alpha. Daraus folgt: Innerhalb des 12 Stunden

Clusters besteht eine sehr gute Korrelation zwischen den Proben der 3 Sets.

INF-3-C
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Mittels der Daten der Expressionsprofile wurden in der unsupervised Analyse
Dendrogramme  erstellt. Die  Dendrogramme  reflektieren  Expressions-
Ubereinstimmungen innerhalb der unterschiedlichen Proben (A, B und C).
Hierarchische Cluster geben Auskunft Gber die Korrelation und Verknipfung
zwischen den Proben (Abb. 28). Im oberen Dendrogramm wurden alle drei Sets
aller Proben (A, B und C) zu den genannten drei Zeitpunkten aufgefihrt. Es bildeten
sich drei Haupt-Cluster heraus, die weitestgehend die drei verschiedenen
Behandlungszeitraume, 12 Stunden, 3 und 5 Tage widerspiegelten. Interessanter-
weise befanden sich die Proben nach kombinierter 3- und 5-tdgiger (A & C)
Applikation mit VPA 1 mM und IFN-alpha in dem gleichen Unter-Cluster (Abb. 28,
oben, Rahmen rechts). Hier lag demnach eine Behandlungszeit-unabhangige gute
Korrelation zwischen den mit VPA 1 mM und IFN-alpha behandelten Proben vor.
Von dieser Ausnahme abgesehen, blieben die Proben der unterschiedlichen
Behandlungszeitrdume unter sich. Innerhalb dieser drei Haupt-Cluster waren jedoch
Behandlungs-spezifische Unter-Cluster zu beobachten, besonders deutlich nach
12-stiindiger Applikation. So lie3en sich bei genauerer Betrachtung des 12 Stunden-
Clusters drei weitere Unter-Cluster nachweisen (Abb. 28, unten). Diese drei Cluster
bestanden aus (von rechts nach links) 1: den Kontrollen und den Proben, die mit
VPA 0,25 mM, 2: den Proben, die mit IFN-alpha und der korrespondierenden
Kombination mit VPA 0,25 mM behandelt wurden, sowie 3: den Proben, denen VPA
1 mM und die entsprechende Kombination mit IFN-alpha appliziert wurde. Zwischen
den Proben der drei unabhéngigen Sets bestand damit eine sehr gute Applikations-

induzierte Korrelation.
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8.2 Microarray - Datentabellen

Microarray: 12 Stunden + VPA + IFN-alpha

ID Gensymbol Gentitel INF 0,25 | 0,25+ 1 1+

4-aminobutyrate

209459 s at |ABAT aminotransferase 6,6 54
4-aminobutyrate

209460 at ABAT aminotransferase 9,9 9,5

224339 s _at |ANGPTL1 |angiopoietin-like 1 15,2

231773 at ANGPTL1 | angiopoietin-like 1 10,0 6,0

221009 s at |ANGPTL4 |angiopoietin-like 4 2,3 2,6 3,9 6,1
aspartate beta-
hydroxylase domain

227015 at ASPHD2 containing 2 3,9 3,4 5,6
basic leucine zipper
transcription factor,

228439 at BATF2 ATF-like 2 15,3 22,4 22,2

207326 _at BTC betacellulin 7,5 5,8

241412 at BTC betacellulin 6,8 55 25
chromosome 19
open reading frame

230033 _at C190rf51 51 51 5,7
chromosome 1 open

207571 x _at |Clorf38 reading frame 38 3,1 4,7 7,2
chromosome 1 open

210785 s at |Clorf38 reading frame 38 4,8 8,2
Chromosome 9
open reading frame

232000 _at C9orf52 52 51
chemokine (C-C

216598 s at |CCL2 motif) ligand 2 9,5 6,0
cardiotrophin-like

219500 at CLCF1 cytokine factor 1 -1,9 -2,0 -6,1 -5,1
coronin, actin

205538 at CORO2A binding protein, 2A 4,5 59
Coronin, actin

227177 at CORO2A binding protein, 2A 3,7 57
colony stimulating
factor 2
(granulocyte-

210229 s at |CSF2 macrophage) 11,8
chemokine (C-X-C

204533 _at CXCL10 motif) ligand 10 79,0 39,7 10,6
chemokine (C-X-C

210163 at CXCL11 motif) ligand 11 73,6 46,4 16,5
chemokine (C-X-C

211122 s at |CXCL11 motif) ligand 11 89,2 56,1 17,9
chemokine (C-X-C

223454 at CXCL16 motif) ligand 16 51 4,3 2,8
chemokine (C-X-C

207850 _at CXCL3 motif) ligand 3 8,3
cytochrome P450,
family 2, subfamily

205073 at CYP2J2 J, polypeptide 2 51 4,7 2,6
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228228 at

DACT3

dapper, antagonist
of beta-catenin,
homolog 3
(Xenopus laevis)

6,0 6,5

218943 s at

DDX58

DEAD (Asp-Glu-Ala-
Asp) box
polypeptide 58

14,0

13,7

10,5

222793 at

DDX58

DEAD (Asp-Glu-Ala-
Asp) box
polypeptide 58

12,1

13,2

10,3

242961 x_ at

DDX58

DEAD (Asp-Glu-Ala-
Asp) box
polypeptide 58

10,2

11,2

9,7

224966 _s_at

DUS3L

dihydrouridine
synthase 3-like (S.
cerevisiae)

-1,9

-1,6

217497 at

ECGF1

endothelial cell
growth factor 1
(platelet-derived)

5,6

4,8

227803 at

ENPP5

ectonucleotide
pyrophosphatase/ph
osphodiesterase 5
(putative function)

3,3

2,6

57 5,6

237054 _at

ENPP5

Ectonucleotide
pyrophosphatase/ph
osphodiesterase 5
(putative function)

4.4

74 8,0

227609 at

EPSTI1

epithelial stromal
interaction 1 (breast)

17,9

19,0

14,2

235276_at

EPSTI1

Epithelial stromal
interaction 1 (breast)

12,6

14,2

12,1

202269 x_at

GBP1

guanylate binding
protein 1, interferon-
inducible, 67kDa

7,3

74

5,8

202270 at

GBP1

guanylate binding
protein 1, interferon-
inducible, 67kDa

6,2

6,7

52

231577 s _at

GBP1

guanylate binding
protein 1, interferon-
inducible, 67kDa

6,0

59

4,3

235574 _at

GBP4

guanylate binding
protein 4

59

54

2,2

219863_at

HERC5

hect domain and
RLD 5

6,9

8,9

10,4

219352 _at

HERCG6

hect domain and
RLD 6

14,3

-1,9

8,3

-6,4 3,0

209417 s at

IFI35

interferon-induced
protein 35

57

-1,3

51

-1,6 3,7

214059 at

IF144

Interferon-induced
protein 44

6,8

7,7

8,1

214453 s _at

IF144

interferon-induced
protein 44

6,6

6,6

-1,8 5,6

204439 _at

IF144L

interferon-induced
protein 44-like

8,8

7,2

-3,2 4,7
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interferon, alpha-
204415 at IF16 inducible protein 6 9,8 8,8 8,1

interferon induced
with helicase C
219209 at IFIH1 domain 1 12,2 11,4 9,0

interferon-induced
protein with
tetratricopeptide
203153 at IFIT1 repeats 1 23,2 22,0 194

interferon-induced
protein with
tetratricopeptide
217502_at IFIT2 repeats 2 17,3 13,8 8,1

interferon-induced
protein with
tetratricopeptide
226757 at IFIT2 repeats 2 13,8 12,1 -1,6 6,6

interferon-induced
protein with
tetratricopeptide
204747 at IFIT3 repeats 3 16,2 14,6 -2,4| 10,8

interferon-induced
protein with
tetratricopeptide
229450 at IFIT3 repeats 3 9,6 8,7 -2,4 7,3

interferon induced
transmembrane
201601 x at |IFITM1 protein 1 (9-27) 10,5 9,0 6,4

interferon induced
transmembrane
214022 s at |IFITM1 protein 1 (9-27) 10,3 91 6,0

interleukin 18
222868 s at |IL18BP binding protein 10,9 6,7

interleukin 4 induced
230966 at IL411 1 7,8 5,8 -2,9 2,5

interleukin 6
205207 at IL6 (interferon, beta 2) 6,3 4,1

202859 x_at |IL8 interleukin 8 6,9 3,5 -1,9

211506_s_at |IL8 interleukin 8 8,8 3,8

indoleamine-pyrrole
210029 at INDO 2,3 dioxygenase 21,5 16,7 8,1

interferon regulatory
208436 s at |IRF7 factor 7 6,8 -1,7 6,8 -1,7 51

ISG15 ubiquitin-like
205483 s _at |1SG15 modifier 14,2 14,3 12,5

interferon stimulated
exonuclease gene
204698 _at ISG20 20kDa 28,5 22,5 13,6

interferon stimulated
exonuclease gene
33304 at ISG20 20kDa 20,4 16,7 10,1

kinesin family
203130_s_at | KIF5C member 5C 13,6| 13,8
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205569 _at

LAMP3

lysosomal-
associated
membrane protein 3

9,2

7,5

4,6

218219 s at

LANCL2

LanC lantibiotic
synthetase
component C-like 2
(bacterial)

-2,2

-2,3

-5,9 -5,7

222561 at

LANCL2

LanC lantibiotic
synthetase
component C-like 2
(bacterial)

-1,9

-1,7

-6,1 -5,0

203236_s_at

LGALS9

lectin, galactoside-
binding, soluble, 9
(galectin 9)

48,4

42,0

20,5

219364 _at

LGP2

likely ortholog of
mouse D11Igp2

53

4,9

3,7

226702_at

LOC129607

hypothetical protein
LOC129607

23,8

22,6

18,1

219211 at

LOC727996
1
LOC728216
1
LOC728438
/Il USP18

ubiquitin specific
peptidase 18 ///
similar to ubiquitin
specific peptidase
18

9,4

8,6

7,0

213013 _at

MAPKS8IP1

mitogen-activated
protein kinase 8
interacting protein 1

7,1 7,1

225379 at

MAPT

microtubule-
associated protein
tau

3,6

6,3 7,0

227909 at

MGC39606

hypothetical protein
MGC39606

55 51

202086 _at

MX1

myxovirus (influenza
virus) resistance 1,
interferon-inducible
protein p78 (mouse)

11,2

111

204994 at

MX2

myxovirus (influenza
virus) resistance 2
(mouse)

31,6

28,2

19,6

235367 _at

MYPN

myopalladin

-6,0

226474 at

NLRC5

NLR family, CARD
domain containing 5

4,2

4,8

50

218380 _at

NLRP1

NLR family, pyrin
domain containing 1

3,8

3,3

7,3 91

202869 _at

OAS1

2'5'-oligoadenylate
synthetase 1,
40/46kDa

111

12,0

11,0

205552 s at

OAS1

2',5'-oligoadenylate
synthetase 1,
40/46kDa

10,8

12,0

9,4

204972_at

OAS2

2'-5'-oligoadenylate
synthetase 2,
69/71kDa

14,6

12,2

7,4
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2'-5'-oligoadenylate
synthetase 2,
206553 _at OAS2 69/71kDa 14,2 12,2 6,6

2'-5'-oligoadenylate
synthetase 2,
228607_at OAS2 69/71kDa 21,7 21,0 13,0

2'-5'-oligoadenylate
synthetase 3,
218400 _at OAS3 100kDa 10,6 9,7 -2,0 6,4

2'-5'-oligoadenylate
synthetase 3,

232666_at OAS3 100kDa 6,8 6,6 4,3
2'-5'-oligoadenylate

205660 at OASL synthetase-like 13,1 14,3 17,2
2'-5'-oligoadenylate

210797 s at | OASL synthetase-like 13,8 15,6 18,1

poly (ADP-ribose)
polymerase family,
223220 s at | PARP9 member 9 4,9 5,7 50

poly (ADP-ribose)
polymerase family,
227807 _at PARP9 member 9 52 59 4,1

platelet-derived
growth factor
205226 at PDGFRL receptor-like 8,4 1,8 8,7 1,7 7,6

phosphoinositide-3-
kinase adaptor
226459 at PIK3AP1 protein 1 52 15 6,4 54

protein phosphatase
1E (PP2C domain
236302 _at PPM1E containing) 10,3

peroxisomal
proliferator-activated
receptor A
interacting complex
228230 at PRIC285 285 8,6 9,8 8,1

RAS guanyl

releasing protein 3
(calcium and DAG-
205801 s at |RASGRP3 |regulated) 351 40,1

radical S-adenosyl
methionine domain
213797 at RSAD2 containing 2 120,5 102,4 63,1

radical S-adenosyl
methionine domain

242625 at RSAD2 containing 2 64,8 55,0 34,5
receptor
(chemosensory)

219684 at RTP4 transporter protein 4 54 4,7 -3,0 3,2
sterile alpha motif

219691 at SAMD9 domain containing 9 7,4 9,4 8,0

sterile alpha motif
228531 at SAMD9 domain containing 9 7,6 8,5 7,8
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226603_at

SAMDIL

sterile alpha motif
domain containing
9-like

7,8

6,2

-1,6

3,3

230036_at

SAMDIL

sterile alpha motif
domain containing
9-like

11,0

8,3

4.4

235643 _at

SAMDIL

sterile alpha motif
domain containing
9-like

12,3

8,6

3,5

204502_at

SAMHD1

SAM domain and
HD domain 1

6,9

7,4

1,6

54

213716 s_at

SECTM1

secreted and
transmembrane 1

4,1

51

4,7

200986_at

SERPING1

serpin peptidase
inhibitor, clade G
(C1 inhibitor),
member 1,
(angioedema,
hereditary)

7,8

205637 s_at

SH3GL3

SH3-domain GRB2-
like 3

7,0

6,4

219593 at

SLC15A3

solute carrier family
15, member 3

8,2

6,2

3,3

208012_x_at

SP110

SP110 nuclear body
protein

4,3

53

50

208392 x_at

SP110

SP110 nuclear body
protein

3,8

52

50

209761 s at

SP110

SP110 nuclear body
protein

4,3

52

4,7

209762_x_at

SP110

SP110 nuclear body
protein

52

6,2

6,1

223980 s_at

SP110

SP110 nuclear body
protein

57

8,1

8,9

218999 at

TMEM140

transmembrane
protein 140

4,0

50

2,0

6,5

237166_at

TMEPAI

Transmembrane,
prostate androgen
induced RNA

18,9

19,2

223501 _at

TNFSF13B

tumor necrosis
factor (ligand)
superfamily,
member 13b

15,4

14,8

8,5

223502 s at

TNFSF13B

tumor necrosis
factor (ligand)
superfamily,
member 13b

19,8

17,4

9,0

205599 at

TRAF1

TNF receptor-
associated factor 1

54

3,8

232792 _at

TRIM69

tripartite motif-
containing 69

8,9

205890 s at

UBD

ubiquitin D

6,9

57

4,3

206133 _at

XAF1

XIAP associated
factor-1

9,3

8,4

52

228617 at

XAF1

XIAP associated
factor-1

10,4

9,9

-2,1

6,6
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242234 at XAF1

XIAP associated
factor-1

6,4

4,8

Tabelle 28: Microarray-Daten: Alphabetisch sortiert. 12-stiindige Behandlung mit VPA und
IFN-alpha. Annotierte Gentranskripte, von denen mindestens eines gegenlber den
Kontrollen fold change > 5 aufweist. LCB > 1,2. IFN = IFN-alpha (200 U / ml), 0,25 = VPA
(0,25 mM), 0,25+ = VPA (0,25 mM) + IFN-apha, 1 = VPA (1 mM), 1+ = VPA (1 mM) + IFN-

alpha.
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Microarray: 3 Tage + VPA + IEN-alpha

ID

Gensymbol

Gentitel

INF

0,25

0,25+

205477 s at

AMBP

alpha-1-
microglobulin/bikuni
n precursor

209462_at

APLP1

amyloid beta (A4)
precursor-like
protein 1

3,4

3,4

206561 s at

AKR1B10

aldo-keto reductase
family 1, member
B10 (aldose
reductase)

-3,8

-3,2 -8,1

228439 at

BATF2

basic leucine zipper
transcription factor,
ATF-like 2

111

13,9

14,5

232456_at

C10orf71

chromosome 10
open reading frame
71

10,0

12,3

11,3

230033_at

C19orf51

chromosome 19
open reading frame
51

2,8

55 52

207571 _x_at

Clorf38

chromosome 1
open reading frame
38

3,2

4,2

2,0 51

210785 s at

C1lorf38

chromosome 1
open reading frame
38

2,8

4,6

50

238383 at

Cé6orf58

chromosome 6
open reading frame
58

9,3

230706_s_at

CAMK2N2

calcium/calmodulin-
dependent protein
kinase Il inhibitor 2

6,2 6,0

211368 s at

CASP1

caspase 1,
apoptosis-related
cysteine peptidase
(interleukin 1, beta,
convertase)

-6,0

1405 __at

CCL5

chemokine (C-C
motif) ligand 5

-2,6

-5,4 -2,6

209395 _at

CHI3L1

chitinase 3-like 1
(cartilage
glycoprotein-39)

-15,3| -19,1

212624 s_at

CHN1

chimerin
(chimaerin) 1

2,8

3,1

4,0 51

223509 _at

CLDN2

claudin 2

-4,0 -9,2

205830_at

CLGN

calmegin

2,8

34

4,6 6,0

227202 _at

CNTN1

Contactin 1

5,8

12,3 6,6

227209 _at

CNTN1

Contactin 1

4,1

2,7

7,9 4,8

239921 at

COL28A1

collagen, type
XXVIII, alpha 1

11,7

242345 _at

COL28A1

collagen, type
XXVIII, alpha 1

3,2

4,3

6,6 7,5

227177 at

CORO2A

Coronin, actin
binding protein, 2A

4,1

4,3 8,2

204846 _at

CP

ceruloplasmin
(ferroxidase)

-34,1
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227253 at

CP

ceruloplasmin
(ferroxidase)

-12,4] -26,0

228228 at

DACT3

dapper, antagonist
of beta-catenin,
homolog 3
(Xenopus laevis)

9,3 7,8

222793 at

DDX58

DEAD (Asp-Glu-
Ala-Asp) box
polypeptide 58

50

4,7 4,7

214079 at

DHRS2

dehydrogenase/red
uctase (SDR family)
member 2

8,9 10,9

226281 _at

DNER

delta/notch-like
EGF repeat
containing

2,9 52 6,2

219896_at

DRD1IP

dopamine receptor
D1 interacting
protein

49,6

227609 _at

EPSTI1

epithelial stromal
interaction 1
(breast)

11,7

11,2 9,3

235276 _at

EPSTI1

Epithelial stromal
interaction 1
(breast)

13,0

12,5 10,2

203980_at

FABP4

fatty acid binding
protein 4, adipocyte

17,3| 26,6

226145 s at

FRAS1

Fraser syndrome 1

3,7

4,1 8,1 6,4

204471 _at

GAP43

growth associated
protein 43

6,0 5,6

221902 _at

GPR153

G protein-coupled
receptor 153

6,2

6,0 7,7

219352 at

HERC6

hect domain and
RLD 6

11,3

6,4 5,8

236193 _at

HIST1H2BC

histone cluster 1,
H2bc

-3,8

-1,9 -6,7 -3,0

214455 _at

HIST1H2BC
i
HIST1H2BG

histone cluster 1,
H2bg /// histone
cluster 1, H2bc

-2,7

-2,1 -5,1 -3,0

211990 _at

HLA-DPA1

major
histocompatibility
complex, class Il,
DP alpha 1

3,8 6,1

201137 s _at

HLA-DPB1

major
histocompatibility
complex, class Il,
DP beta 1

15,5

202411 at

IF127

interferon, alpha-
inducible protein 27

9,2

11,0 11,6

214059 at

IF144

Interferon-induced
protein 44

4,3

52 4,8

214453 s at

IF144

interferon-induced
protein 44

7,6

7,5 7,3

204439 _at

IF144L

interferon-induced
protein 44-like

10,8

9,3 -3,0 7,3

204415 _at

IFI6

interferon, alpha-
inducible protein 6

22,7

22,7 24,8
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203153_at

IFIT1

interferon-induced
protein with
tetratricopeptide
repeats 1

13,9

11,3

11,3

204747 at

IFIT3

interferon-induced
protein with
tetratricopeptide
repeats 3

7,8

5,6

4,6

229450 at

IFIT3

interferon-induced
protein with
tetratricopeptide
repeats 3

5,6

4,4

34

201601 x_at

IFITM1

interferon induced
transmembrane
protein 1 (9-27)

22,2

17,3

-6,7

15,4

214022 s _at

IFITM1

interferon induced
transmembrane
protein 1 (9-27)

21,2

16,1

-6,2

14,3

206172_at

IL13RA2

interleukin 13
receptor, alpha 2

133,6

221658 s_at

IL21R

interleukin 21
receptor

5,3

6,2

202859 x at

IL8

interleukin 8

2,3

1,6

3,9

2,3

6,9

211506 s at

IL8

interleukin 8

3,8

21

7,1

208436 _s_at

IRF7

interferon regulatory
factor 7

59

-1,8

55

4,8

205483 s at

ISG15

ISG15 ubiquitin-like
modifier

114

11,9

14,1

216331 _at

ITGA7

integrin, alpha 7

10,4

12,6

202746_at

ITM2A

integral membrane
protein 2A

8,2

7,5

14,8

17,4

202747 s_at

ITM2A

integral membrane
protein 2A

4,0

4,2

8,9

8,5

203129 s at

KIF5C

kinesin family
member 5C

6,4

6,4

203130 _s_at

KIF5C

kinesin family
member 5C

17,2

17,5

219692 _at

KREMENZ2

kringle containing
transmembrane
protein 2

6,7

7,3

203236_s_at

LGALS9

lectin, galactoside-
binding, soluble, 9
(galectin 9)

45,2

226702 _at

LOC129607

hypothetical protein
LOC129607

28,3

21,6

18,6

231337 at

LOC730124
1
LOC730941

hypothetical protein
LOC730124 /I
hypothetical protein
LOC730941

-8,7

238451 _at

MPP7

membrane protein,
palmitoylated 7
(MAGUK p55
subfamily member
7)

6,9
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202086_at

MX1

myxovirus
(influenza virus)
resistance 1,
interferon-inducible
protein p78 (mouse)

14,8

12,0

-3,6 9,9

204994 _at

MX2

myxovirus
(influenza virus)
resistance 2
(mouse)

32,7

30,4

27,3

209550 _at

NDN

necdin homolog
(mouse)

57

218380_at

NLRP1

NLR family, pyrin
domain containing 1

8,3

6,7

20,4 19,2

204081 _at

NRGN

neurogranin (protein
kinase C substrate,
RC3)

6,8

209230 s at

NUPR1

nuclear protein 1

-3,0

-3,2 -5,9

202869 _at

OAS1

2' 5'-oligoadenylate
synthetase 1,
40/46kDa

9,4

10,5

114

205552 s at

OAS1

2' 5'-oligoadenylate
synthetase 1,
40/46kDa

9,3

9,7

10,6

204972 _at

OAS2

2'-5'-oligoadenylate
synthetase 2,
69/71kDa

29,8

22,0

15,0

206553 _at

OAS2

2'-5'-oligoadenylate
synthetase 2,
69/71kDa

33,9

26,1

16,8

228607 at

OAS2

2'-5'-oligoadenylate
synthetase 2,
69/71kDa

14,1

15,7

12,9

218400 at

OAS3

2'-5'-oligoadenylate
synthetase 3,
100kDa

114

10,7

9,8

232666_at

OAS3

2'-5'-oligoadenylate
synthetase 3,
100kDa

55

205660_at

OASL

2'-5'-oligoadenylate
synthetase-like

4,3

4,7

6,2

210797 s_at

OASL

2'-5'-oligoadenylate
synthetase-like

4,7

4,8

6,3

213273 at

ODZ4

odz, odd Oz/ten-m
homolog 4
(Drosophila)

94,4

209791 at

PADI2

peptidyl arginine
deiminase, type |l

3,2

2,8

53 4,8

220779 _at

PADI3

peptidyl arginine
deiminase, type lll

4.4

55

7,2 7,8

223220 s _at

PARP9

poly (ADP-ribose)
polymerase family,
member 9

51

52

51

218952 _at

PCSKIN

proprotein
convertase
subtilisin/kexin type
1 inhibitor

2,5

2,3

55 55
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210145 _at

PLA2G4A

phospholipase A2,
group IVA
(cytosolic, calcium-
dependent)

3,4

4,0

7,1

7,3

236302_at

PPM1E

protein
phosphatase 1E
(PP2C domain
containing)

9,8

9,9

206084 _at

PTPRR

protein tyrosine
phosphatase,
receptor type, R

6,6

210675 s _at

PTPRR

protein tyrosine
phosphatase,
receptor type, R

6,1

238353 at

RASL11A

RAS-like, family 11,
member A

204040 _at

RNF144

ring finger protein
144

6,8

241703 at

RPIB9

Rap2-binding
protein 9

9,5

10,3

213797 at

RSAD2

radical S-adenosyl
methionine domain
containing 2

6,7

7,7

10,6

242625 _at

RSAD2

radical S-adenosyl
methionine domain
containing 2

4,8

54

223719 s at

RTBDN

retbindin

8,3

10,6

25,2

27,9

205352 _at

SERPINI1

serpin peptidase
inhibitor, clade |
(neuroserpin),
member 1

5,8

8,4

202508 s_at

SNAP25

synaptosomal-
associated protein,
25kDa

29

3,6

50

57

225728 at

SORBS2

sorbin and SH3
domain containing 2

3,2

4,2

8,3

8,2

207777 _s_at

SP140

SP140 nuclear body
protein

5,6

218638 s _at

SPON2

spondin 2,
extracellular matrix
protein

242943 at

ST8SIA4

ST8 alpha-N-acetyl-
neuraminide alpha-
2,8-sialyltransferase
4

2,6

3,7

4,7

51

223557 s_at

TMEFF2

transmembrane
protein with EGF-
like and two
follistatin-like
domains 2

3,4

6,4

8,2

227345 at

TNFRSF10D

tumor necrosis
factor receptor
superfamily,
member 10d, decoy
with truncated death
domain

-2,2

-3,3

-2,0

-6,1




8 Anhang Seite 155

tumor necrosis
factor (ligand)
superfamily,

223502 s at | TNFSF13B | member 13b 7,0 4,8 3,3
troponin | type 3

205742 _at TNNI3 (cardiac) 12,8| 17,6

203824 at TSPANS tetraspanin 8 -2,8 -4,1 -5,1 -5,2
WD repeat domain

242162 _at WDR69 69 29 3,4 6,2 6,5
XIAP associated

206133 _at XAF1 factor-1 8,2 6,2 49
XIAP associated

228617 at XAF1 factor-1 10,4 6,9 4,2

Tabelle 29: Microarray-Daten: Alphabetisch sortiert. 3-tagige Behandlung mit VPA und IFN-
alpha. Annotierte Gentranskripte, von denen mindestens eines gegentber den Kontrollen
fold change > 5 aufweist. LCB > 1,2. IFN = IFN-alpha (200 U / ml), 0,25 = VPA (0,25 mM),
0,25+ = VPA (0,25 mM) + IFN-apha, 1 = VPA (1 mM), 1+ = VPA (1 mM) + IFN-alpha.
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Microarray: 5 Tage + VPA + IEN-alpha

ID

Gensymbol

Gentitel

INF

0,25

0,25+

209459 s at

ABAT

4-aminobutyrate
aminotransferase

9,0

237411 at

ADAMTS6

ADAM
metallopeptidase
with
thrombospondin
type 1 motif, 6

7,0

205477 s at

AMBP

alpha-1-
microglobulin/bikuni
n precursor

-17,2

206029 _at

ANKRD1

ankyrin repeat
domain 1 (cardiac
muscle)

52 4,1

209462 _at

APLP1

amyloid beta (A4)
precursor-like
protein 1

6,5 6,4

228439 at

BATF2

basic leucine zipper
transcription factor,
ATF-like 2

9,5

14,8

16,5

232456_at

C10orf71

chromosome 10
open reading frame
71

8,1

8,4

10,4

228165 _at

C12o0rf53

chromosome 12
open reading frame
53

19,3

230033 _at

C19orf51

chromosome 19
open reading frame
51

57 6,4

207571 x at

C1lorf38

chromosome 1 open
reading frame 38

3,8

4,5

2,3 6,1

210785 s at

C1lorf38

chromosome 1 open
reading frame 38

4,9

57

31 8,2

231838_at

C200rf119

chromosome 20
open reading frame
119

-2,9 -7,0

208451 s_at

C4A /Il C4B

complement
component 4A
(Rodgers blood
group) /1!
complement
component 4B
(Childo blood group)

214428 x at

C4A /Il C4B

complement
component 4A
(Rodgers blood
group) /Il
complement
component 4B
(Childo blood group)

-8,1

233504 _at

C9orf84

chromosome 9 open
reading frame 84

41,1

230706_s_at

CAMK2N2

calcium/calmodulin-
dependent protein
kinase Il inhibitor 2

4,8 59
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collagen and
calcium binding
243805 at CCBE1 EGF domains 1 7,3
chemokine (C-C
204655 at CCL5 motif) ligand 5 5,4
223233 s at |CGN cingulin 28,3
carbohydrate (N-
acetylgalactosamine
4-0) sulfotransferase
223737 x_at | CHST9 9 4,6 53
chondroitin
242100 at CHSY-2 synthase-2 2,6 55 6,3
220332 _at CLDN16 claudin 16 6,7
223509 at CLDN2 claudin 2 -9,2
211203 _s_at |CNTN1 contactin 1 8,7 6,3
227202 at CNTN1 Contactin 1 242 17,8
227209 at CNTN1 Contactin 1 3,3 30| 174| 144
collagen, type
242345 at COL28A1 XXVIII, alpha 1 80| 118
coronin, actin
205538 at CORO2A binding protein, 2A 7,3
Coronin, actin
227177 at CORO2A binding protein, 2A 94| 16,2
ceruloplasmin
204846 _at CP (ferroxidase) -38,1
201117 s at |CPE carboxypeptidase E 3,0 4,8 6,3
carboxypeptidase,
208146 s at |CPVL vitellogenic-like 4,6 5,6
205489 at CRYM crystallin, mu 4,5 51
dapper, antagonist
of beta-catenin,
homolog 3
228228 at DACT3 (Xenopus laevis) 29,7 30,0
discoidin domain
receptor family,
205168 at DDR2 member 2 -17,7] -105
Discoidin domain
receptor family,
225442 at DDR2 member 2 -10,5| -38,7| -47,1
DEAD (Asp-Glu-Ala-
Asp) box
218943 s at | DDX58 polypeptide 58 5,2 4,8 4,3
EGF-like repeats
and discoidin I-like
225275 _at EDIL3 domains 3 6,8 52
egf-like module
containing, mucin-
like, hormone
207111 at EMR1 receptor-like 1 3,5 7,7
Ectonucleotide
pyrophosphatase/ph
osphodiesterase 5
237054 at ENPP5 (putative function) 54 6,8 7,6
epithelial stromal
227609 at EPSTI1 interaction 1 (breast) | 19,3 19,8 215
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Epithelial stromal

235276 _at EPSTI1 interaction 1 (breast) | 114,1 118,8 119,9
fatty acid binding

203980 _at FABP4 protein 4, adipocyte 40,1
fasciculation and
elongation protein

205973 at FEZ1 zeta 1 (zygin I) 14,5
fibroblast growth
factor binding

205014 at FGFBP1 protein 1 81,7
FK506 binding

206857 s at |FKBP1B protein 1B, 12.6 kDa 3,2 4,8 6,0
hypothetical protein

221172 at FLJ21075 FLJ21075 6,5 8,0
growth associated

204471 at GAP43 protein 43 13,9
growth associated

216963 s at | GAP43 protein 43 7,7
glioma-associated
oncogene homolog
1 (zinc finger

206646 at GLI1 protein) 55

209469 at GPM6A glycoprotein M6A 34 3,9 51
G protein-coupled

239533 _at GPR155 receptor 155 6,3
hect domain and

219352 at HERC6 RLD 6 8,5 4,7 4,0
histone cluster 1,

236193 at HIST1H2BC | H2bc -2,5 -7,1 -3,3

HIST1H2BC | histone cluster 1,
i H2bg /// histone

214455 at HIST1H2BG | cluster 1, H2bc -2,9 -5,1 -2,8

235944 at HMCN1 hemicentin 1 3,9 7,5 7,8
inhibitor of DNA
binding 3, dominant
negative helix-loop-

207826 s at |ID3 helix protein -5,7
interferon, alpha-

202411 at IF127 inducible protein 27 11,2 13,0 14,2
Interferon-induced

214059 at IF144 protein 44 7,4 7,0 6,6
interferon-induced

214453 s at |IFl44 protein 44 8,5 7,7 9,2
interferon-induced

204439 at IF144L protein 44-like 20,3 194 13,1
interferon, alpha-

204415 at IF16 inducible protein 6 31,6 32,4 37,1
interferon induced
with helicase C

219209 at IFIH1 domain 1 6,4 6,4 1,4 6,0
interferon-induced
protein with
tetratricopeptide

203153 _at IFIT1 repeats 1 25,7 23,0 249
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204747 at

IFIT3

interferon-induced
protein with
tetratricopeptide
repeats 3

8,7

-1,6

6,9

6,6

229450 at

IFIT3

interferon-induced
protein with
tetratricopeptide
repeats 3

7,4

6,8

5,6

201601 x_at

IFITM1

interferon induced
transmembrane
protein 1 (9-27)

70,2

58,6

43,5

214022 s_at

IFITM1

interferon induced
transmembrane
protein 1 (9-27)

57,9

50,8

36,7

221658 s_at

IL21R

interleukin 21
receptor

12,3

208436_s_at

IRF7

interferon regulatory
factor 7

5,6

5,6

4,0

205483 s at

ISG15

ISG15 ubiquitin-like
modifier

14,0

12,9

16,8

213416_at

ITGA4

integrin, alpha 4
(antigen CD49D,
alpha 4 subunit of
VLA-4 receptor)

21

4,6

53

216331 _at

ITGAY

integrin, alpha 7

8,1

10,4

202746 _at

ITM2A

integral membrane
protein 2A

9,8

10,0

202747 s_at

ITM2A

integral membrane
protein 2A

8,0

7,9

205874 at

ITPKA

inositol 1,4,5-
trisphosphate 3-
kinase A

-10,9

239787 at

KCTD4

potassium channel
tetramerisation
domain containing 4

3,7

57

8,6

14,8

240512 x_at

KCTD4

potassium channel
tetramerisation
domain containing 4

6,0

10,4

232155 _at

KIAA1618

KIAA1618

24

3,8

6,2

203129 s_at

KIF5C

kinesin family
member 5C

10,1

6,8

203130 _s_at

KIF5C

kinesin family
member 5C

52

20,2

14,4

219692 _at

KREMENZ2

kringle containing
transmembrane
protein 2

27,6

205569 _at

LAMP3

lysosomal-
associated
membrane protein 3

-7,9

221581 s at

LAT2

linker for activation
of T cells family,
member 2

34

6,0

203236_s_at

LGALS9

lectin, galactoside-
binding, soluble, 9
(galectin 9)

37,3
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likely ortholog of
mouse lung-
inducible
Neutralized-related
C3HC4 RING
232593 at LINCR domain protein 2,8 4,8 29 7,2
hypothetical protein
226702 _at LOC129607 |LOC129607 21,7 16,0 18,1
hypothetical protein
240293 at LOC283152 | LOC283152 6,8
hypothetical gene
supported by
229978 _at LOC440338 | AJ002784 1,9 29 3,8 54
LOC727996
" ubiquitin specific
LOC728216 | peptidase 18 ///
i similar to ubiquitin
LOC728438 | specific peptidase
219211 at /Il USP18 18 6,7 6,1 54
melanoma antigen
218573 at MAGEH1 family H, 1 4,4 6,3
microtubule-
associated protein 1
227219 x _at |MAP1LC3A |light chain 3 alpha -3,4 -5,0
methyltransferase
227055 _at METTL7B |like 7B 29 3,2 7,5 9,5
myxovirus (influenza
virus) resistance 1,
interferon-inducible
202086_at MX1 protein p78 (mouse) 16,7 14,5 -3,0] 125
myxovirus (influenza
virus) resistance 2
204994 at MX2 (mouse) 126,4 75,2 81,4
nanos homolog 1
228523 at NANOS1 (Drosophila) -3,0 -2,7 -7,0 -3,4 -7,8
NDRG family
209159 s at |NDRG4 member 4 57 8,3
203961 at NEBL nebulette -5,9
203962 s at |NEBL nebulette -7,0
207279 s _at |NEBL nebulette -5,4
NLR family, pyrin
218380 at NLRP1 domain containing 1 3,3 36| 105| 10,7
206023 at NMU neuromedin U 5,2
neurogranin (protein
kinase C substrate,
204081 _at NRGN RC3) 51,9
210683 _at NRTN neurturin 6,1 7,3
209230 s at |NUPR1 nuclear protein 1 -5,3
2'5'-oligoadenylate
synthetase 1,
202869 _at OAS1 40/46kDa 154 16,9 17| 221
2'5'-oligoadenylate
synthetase 1,
205552 s at | OAS1 40/46kDa 14,2 15,4 20,5
2'-5'-oligoadenylate
synthetase 2,
204972 _at OAS2 69/71kDa 41,1 29,9 25,1
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2'-5'-oligoadenylate
synthetase 2,
206553 _at OAS2 69/71kDa 47,6 33,3 26,5

2'-5'-oligoadenylate
synthetase 2,
228607 _at OAS2 69/71kDa 26,9 29,2 32,1

2'-5'-oligoadenylate
synthetase 3,
218400 _at OAS3 100kDa 14,2 10,9 14,9

2'-5'-oligoadenylate
synthetase 3,

232666 _at OAS3 100kDa 6,3
2'-5'-oligoadenylate

205660 at OASL synthetase-like 6,9 6,1 8,1
2'-5'-oligoadenylate

210797 s at | OASL synthetase-like 8,3 7,8 9,9
peptidyl arginine

209791 at PADI2 deiminase, type Il 4,2 7,5 7,2
peptidyl arginine

220779 at PADI3 deiminase, type Il 4,2 92| 17,4| 255

poly (ADP-ribose)
polymerase family,
223220 s at | PARP9 member 9 52 52 55

poly (ADP-ribose)
polymerase family,

227807 at PARP9 member 9 4,1 4,7 6,2
228635 at PCDH10 protocadherin 10 8,6
227289 at PCDH17 protocadherin 17 7,7
205534 at PCDH7 protocadherin 7 70| 123
205535 s at | PCDH7 protocadherin 7 6,2

proprotein

convertase

subtilisin/kexin type
218952 at PCSKIN 1 inhibitor 5,8 6,3

platelet-derived
growth factor
205226 at PDGFRL receptor-like 4,5 6,1

phospholipase A2,
group IVA (cytosolic,

210145 at PLA2G4A calcium-dependent) 3,3 4.4 9,8| 10,8
plasminogen
201860 s _at |PLAT activator, tissue 2,0 3,1 4,1 6,0

protein phosphatase
1K (PP2C domain
235061 at PPM1K containing) 4,2 2,7 7,0 53 8,3

protein phosphatase
1K (PP2C domain
244011 _at PPM1K containing) 4,7 4,0 6,8 6,5 6,8

protein phosphatase
1, regulatory
(inhibitor) subunit
227006_at PPP1R14A |14A 6,3

peroxisomal
proliferator-activated
receptor A
interacting complex
228230 _at PRIC285 285 4,6 53 51
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prostaglandin E

207388 s at |PTGES synthase 4,2 5,6 8,0
prostaglandin E
210367 s at |PTGES synthase 2,9 3,5 59

pleiotrophin (heparin
binding growth
factor 8, neurite
growth-promoting
209465 x at |PTN factor 1) 6,7

pleiotrophin (heparin
binding growth
factor 8, neurite
growth-promoting
211737 x_at |PTN factor 1) 7,1

protein tyrosine
phosphatase,
206084 at PTPRR receptor type, R 7,7 8,2

protein tyrosine
phosphatase,
210675 s at |PTPRR receptor type, R 128| 13,8

RAS-like, estrogen-
regulated, growth

244745 at RERG inhibitor 51 4,9
regulator of G-

204337 at RGS4 protein signalling 4 6,7 10,9
regulator of G-

204338 s at |RGS4 protein signalling 4 73| 11,2
regulator of G-

204339 s at |RGS4 protein signalling 4 55 9,1
ribonuclease,

205158 at RNASE4 RNase A family, 4 6,7 53
Rap2-binding

215321 at RPIB9 protein 9 6,7 6,0
Rap2-binding

241703 _at RPIB9 protein 9 7,8 7,0
Ribosomal protein

224763 _at RPL37 L37 -1,9 -2,1 -2,0 -5,8

radical S-adenosyl
methionine domain
213797 at RSAD2 containing 2 16,2 13,2 12,5

radical S-adenosyl
methionine domain

242625 at RSAD2 containing 2 8,0 8,4 7,4

223719 s_at |RTBDN retbindin 21,1 35,0
sterile alpha motif

219691 _at SAMD9 domain containing 9 51 49 6,5
SAM domain and

204502 at SAMHD1 HD domain 1 5,8 5,6 2,0 5,6

sema domain,
immunoglobulin
domain (Ig), short
basic domain,
secreted,

206805 _at SEMA3A (semaphorin) 3A 3,7 4,7 7,3
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serpin peptidase
inhibitor, clade |
(neuroserpin),

205352 at SERPINI1 | member 1 6,5 8,5

solute carrier family
9 (sodium/hydrogen
exchanger),

227791 at SLC9A9 member 9 3,0 4,1 5,6 7,7

solute carrier family
9 (sodium/hydrogen

exchanger),

242587 at SLC9A9 member 9 4,5 6,0 7,2
synaptosomal-
associated protein,

202507 s _at | SNAP25 25kDa 4,8 53
synaptosomal-
associated protein,

202508_s_at | SNAP25 25kDa 3,0 4,2 7,5 9,3
sorbin and SH3

222513 s at | SORBS1 domain containing 1 5,7 6,2

224818 at SORT1 sortilin 1 5,7 50
SP110 nuclear body

223980 s at |SP110 protein 3,1 55 7,5

SPC24, NDC80
kinetochore complex
component,
homolog (S.

235572 _at SPC24 cerevisiae) 51

ST6 (alpha-N-
acetyl-neuraminyl-
2,3-beta-galactosyl-
1,3)-N-
acetylgalactosamini
ST6GALNA | de alpha-2,6-
235334 at C3 sialyltransferase 3 4,7 50

ST8 alpha-N-acetyl-
neuraminide alpha-

2,8-sialyltransferase
230261 _at ST8SIA4 4 4,8 7,5 8,5

ST8 alpha-N-acetyl-
neuraminide alpha-
2,8-sialyltransferase

242943 at ST8SIA4 4 3,1 49 6,2
232760 at TEX15 testis expressed 15 10,6 11,9
transmembrane
protein with EGF-
like and two
follistatin-like
223557 s at | TMEFF2 domains 2 13,8

tumor necrosis
factor (ligand)
superfamily,
202687 s _at | TNFSF10 member 10 3,2 4,3 8,1

tumor necrosis
factor (ligand)
superfamily,
202688 at TNFSF10 member 10 3,3 4,1 7,3
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Tumor necrosis
factor (ligand)
superfamily,
214329 x at | TNFSF10 member 10 2,6 3,6 6,1

TRAF2 and NCK
239288 at TNIK interacting kinase 2,5 4,8 5,6

troponin | type 3
205742 at TNNI3 (cardiac) 6,1
tubulin

polymerization
230104 s at |TPPP promoting protein 6,3 52
WD repeat domain
242162 _at WDR69 69 4,8 45| 10,0 10,2
XIAP associated
206133 at XAF1 factor-1 11,0 6,1 4,2
XIAP associated
228617 _at XAF1 factor-1 17,5 12,5 7,3
XIAP associated
242234 at XAF1 factor-1 10,8

Tabelle 30: Microarray-Daten: Alphabetisch sortiert. 5-tagige Behandlung mit VPA und IFN-
alpha. Annotierte Gentranskripte, von denen mindestens eines gegeniiber den Kontrollen
fold change > 5 aufweist. LCB > 1,2. IFN = IFN-alpha (200 U / ml), 0,25 = VPA (0,25 mM),
0,25+ = VPA (0,25 mM) + IFN-apha, 1 = VPA (1 mM), 1+ = VPA (1 mM) + IFN-alpha.
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associated with enhanced malignancy of prostate carcinoma
cells”
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07/2003 — 08/2003

11/2002 — 12/2002

Zentrum der Hygiene, Institut fir Medizinische Virologie im
Klinikum der Johann Wolfgang Goethe-Universitat in Frankfurt
am Main, Praktikum

Klinik 111,

Schwerpunkt: Infektiologie, am Zentrum der Inneren Medizin
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im Klinikum der Johann Wolfgang Goethe-Universitat in
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begleiterin
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gut

Dipl.-Biol. Eva Jungel
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