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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Anatomie und Physiologie der Prostata

Die Prostata, auch Vorsteherdriise genannt, ist ein unpaarig angelegtes Organ des Mannes
und gehort zu den akzessorischen Geschlechtsdriisen. Sie ist im kleinen Becken ventral des
Rektums und kaudal der Harnblase lokalisiert und wird von der Pars prostatica der Urethra
(Harnréhre) durchzogen, in welche die Ausfiihrungsgange der Prostatadrisen miinden.
Mikroskopisch unterscheidet man zwischen Driisengewebe und fibromuskularem Stroma,
welches sich aus Bindegewebe und glatten Muskelzellen zusammensetzt und mit circa 70%
den Grol3teil des Prostatavolumens ausmacht.

Mit Bedeutung fiir verschiedene Pathologien der Prostata kann man nach McNeal folgende
Zonen unterscheiden: Periurethrale Mantelzone, zentrale Zone, periphere Zone und das
anteriore fibromuskuldre Stroma.! Die periurethrale Mantelzone, auch Transitionalzone
genannt, ist bei der benignen Prostatahyperplasie (BPH) vergroBert. Das Prostatakarzinom
(PCa) dagegen entsteht nahezu ausschlieflich in der peripheren Zone, wodurch es haufig von
rektal aus tastbar ist. Damit wird deutlich, warum die digitale rektale Untersuchung (DRU) in
der Diagnostik des PCa unverzichtbar ist.

Die Prostata selbst wird in ihrer Entwicklung, Differenzierung und Funktion durch Androgene
wie Testosteron und Dihydrotestosteron (DHT) beeinflusst. Diese unterliegen einem

Regelkreis aus Hypothalamus, Hypophyse und Hoden (Abb. 1).

Hypophyse LH FSH
b ”rx T
y
Sl Testosteron [ 5 Inhibin,
-Synthese Spermatogenese

Abbildung 1 Hormon-Regelkreis

(GnRH = Gonadotropin-Releasing-Hormon; LH = luteinisierendes Hormon; FSH = Follikel-stimulierendes-

Hormon)
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In den Leydig-Zellen des Hodens wird unter Einfluss des luteinisierenden Hormons (LH)
Testosteron synthetisiert, welches im Zielorgan durch das Enzym 5a-Reduktase in die
aktivere Form DHT umgewandelt wird.? DHT besitzt verglichen mit Testosteron eine etwa
finffach hohere Affinitdt zum Androgenrezeptor (AR), welcher nach Hormonbindung,
Dimerisierung und Translokation in den Nukleus als Transkriptionsfaktor fiir AR-regulierte
Gene dient.? Ein Zielgen des AR ist u.a. das prostataspezifische Antigen (PSA)-Gen, wodurch

die Bedeutung von PSA als Tumormarker bzw. Verlaufsparameter erklart wird.*

1.2 Screening, Einteilung, Klinik und Therapie des Prostatakarzinoms

In Deutschland ist das PCa nach wie vor die haufigste Tumorerkrankung und die
dritthdufigste tumorassoziierte Todesursache bei Mannern.> Es handelt sich um eine sehr
heterogene Erkrankung, welche sowohl langsam wachsende Tumore umfasst, die nicht
therapiert werden miissen, als auch aggressive Varianten mit raschem infiltrierendem
Wachstum und hohem Metastasierungspotential, welche daher einer zeitigen systemischen
Therapie bedirfen.? Dartiber hinaus entwickeln PCa unter hormonablativer Therapie in der
Regel eine Kastrationsresistenz.” Die Bedeutung der Erforschung von Resistenzmechanismen
und die Weiterentwicklung von Wirkstoffen ist dementsprechend hoch.

Die Friherkennung hat zum Ziel, bei asymptomatisch erkrankten Patienten mit einer
Lebenserwartung von mindestens 10 Jahren, aggressive Tumore bereits im organbegrenzten
Stadium zu erfassen.® Da das PCa im Frithstadium keine Beschwerden verursacht, dient zur
Friherkennung die Kombination aus DRU und PSA-Serumspiegel, dessen Normbereich bei
0 - 4 ng/ml liegt. Nach Whittemore et al. geht man davon aus, dass der PSA-Spiegel beim
Karzinom um 3 ng/ml Gewebe erhoht wird, wahrend er bei der BPH nur um 0,3 ng/ml
Gewebe ansteigt.’ Weiterhin kann der PSA-Spiegel auch durch Entziindungsgeschehen
erhoht sein. Der PSA-Wert, der also nicht tumorspezifisch ist, sollte daher niemals isoliert,
sondern immer unter Berlicksichtigung von Alter, Prostatavolumen, DRU und weiteren
Einflussfaktoren, betrachtet werden. Eine Probenentnahme mittels Stanzbiopsie ist indiziert,
wenn der kontrollierte PSA 24 ng/ml betragt, die DRU auffallig ist oder der PSA-Wert rasch
ansteigt. Die Biopsie erfolgt ultraschallgestitzt Giber das Rektum oder den Damm wodurch
aus beiden Prostatalappen zwischen 3 und 6 Stanzen gewonnen werden. Hierdurch kann ein
histologischer Nachweis des PCa, ebenso wie die Einstufung des Gleason-Score erfolgen,

welcher den Entdifferenzierungsgrad und somit Aggressivitat und Wachstumstendenz des
2
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Tumors klassifiziert. Der Gleason-Score ist wichtig fiir die Tumoreinteilung sowie Diagnostik-
und Therapieentscheidungen. Er wird durch die Summe zweier Gleason-Werte gebildet,
welche durch das vorherrschende und zweithdufigste Wachstumsmuster des Tumors
bestimmt werden und zwischen 1 und 5 liegen. Er orientiert sich an der Driisenmorphologie,
wobei Grad 1 einen gut differenzierten Tumor mit groRBer Ahnlichkeit zum physiologischen
Prostatagewebe beschreibt. Grad 5 dagegen charakterisiert einen schlecht differenzierten
Tumor ohne erkennbare urspriingliche Prostatadrisenarchitektur. Der Gleason-Score kann
somit also zwischen 2 und 10 liegen, wobei ein Score 27 als ungilinstig, mit zu erwartendem
malignen Verlauf bewertet wird.*°

Die Einteilung des PCa wird wie in Tab. 1 dargestellt vorgenommen. Sie basiert auf der TNM-
Klassifikation und orientiert sich damit an der Ausdehnung des Primadrtumors (T1-4), am
Vorhandensein und der Lokalisation von Lymphknotenmetastasen (NO-3) sowie am
Vorliegen von Fernmetastasen (M0-1), welche am haufigsten im Knochen auftreten. NO und
MO stehen fir das Fehlen von Lymph- bzw. Fernmetastasen. Die vollstandige TNM-

Klassifikation findet sich in Tabelle 10 im Anhang.'!

Tabelle 1 Stadieneinteilung des PCa anhand der TNM-Klassifikation®
Stadieneinteilung TNM-Klassifikation

lokal begrenztes PCa T1-2 NO MO

lokal fortgeschrittenes PCa | T3-4 NO MO

metastasiertes PCa N1-3 und/oder M1 (jedes T)

Die Wahl des Therapiekonzeptes orientiert sich an Tumorstadium, Gleason-Score,
Lebenserwartung, Komorbiditdten und Patientenwunsch. Bei lokal begrenzten Tumoren
kommt eine kurative Therapie, also eine Therapie die auf Heilung abzielt, infrage. Hierfir
steht zum einen die radikale Prostatovesikulektomie zur Verfligung, bei der die Prostata,
Samenblaschen, prostatische Urethra und regionale Lymphknoten entfernt werden. Die
Ergebnisse von Langzeitstudien zeigten 10 Jahre nach Operation bei 70% der Patienten einen
PSA unterhalb der Nachweisgrenze. Fernmetastasen traten in 7% und Lokalrezidive in nur
4% der Falle auf.?? Als Alternative zur Operation kann eine perkutane Strahlentherapie oder
Brachytherapie durchgefiihrt werden. Nicht-kurative Therapiekonzepte beim lokal

begrenzten PCa zielen darauf ab, Patienten mit langsam wachsenden und kaum aggressiven
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Tumoren nicht unnotig zu therapieren (Watchful Waiting) bzw. die kurative Behandlung
durch intensive Uberwachung und Kontrollbiopsien hinauszuzdgern, bis sich moglicherweise
das Wachstumsverhalten des Tumors oder der Patientenwunsch &ndert (Active
Surveillance).® Einschlusskriterien fiir Active Surveillance und Watchful Waiting sind in Tab. 2

dargestellt.

Tabelle 2 Einschlusskriterien fiir Active Surveillance und Watchful Waiting Konzepte?®

Active Surveillance Watchful Waiting
Lebenserwartung >10 Jahre Lebenserwartung <10 Jahre
PSA-Wert <10 ng/ml T-Stadium T1-4
Gleason-Score <6 Gleason-Score <7
T-Stadium Tlcund T2a PSA-Wert beliebig
Tumor in £2 Stanzen (von 10-12 Stanzen gesamt)
<50% Tumor pro Stanze ‘

Zur Therapie des lokal fortgeschrittenen PCa stehen als kurative Therapieansatze die radikale
Prostatovesikulektomie  mit  Lymphknotenresektion und adjuvanter perkutaner
Strahlentherapie neben der alleinigen Strahlentherapie oder der perkutanen
Strahlentherapie mit Hormonablation zur Verfliigung. Dartber hinaus kann das Konzept
Watchful Waiting bei Patienten mit einer Lebenserwartung unter 10 Jahren angewandt
werden.

Beim metastasierten PCa erfolgt eine palliative Therapie, bei der keine Heilung erreicht
werden kann, sondern das Ziel die Erhaltung bzw. Verbesserung der Lebensqualitdt und die
Verlingerung des progressionsfreien Uberlebens ist. Das Fortschreiten der Erkrankung wird
initial in der Mehrheit der Falle durch den Hormonentzug verzégert. Dieser kann operativ
oder medikamentos, durch Gonadotropin-releasing Hormon (GnRH)-Antagonisten (Abarelix,
Degarelix) oder GnRH-Agonisten (u.a. Buserelin, Goserelin, Leuprorelin) sowie
Antiandrogene (Flutamid, Bicalutamid, Cyproteronacetat), erfolgen. Bei Versagen einer
Monotherapie erfolgt ein Praparatwechsel oder die Kombinationsmedikation zur maximalen
Androgenblockade. Unter der hormonablativen Therapie entwickeln sich nahezu alle
Tumore nach durchschnittlich 12-33 Monaten durch Selektionsdruck von einem
hormonsensitiven zu einem kastrationsresistenten PCa (castration resistant prostate cancer
= CRPC), welches unbehandelt innerhalb von 9-12 Monaten zum Tod des Patienten fiihrt.”

Das CRPC ist dadurch gekennzeichnet, dass sich die Androgenkonzentration unterhalb des
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Kastrationslevels befindet, aber das Karzinom dennoch weiter proliferiert. Die alleinige
Hormontherapie ist nicht mehr wirkungsvoll und es kommen Chemotherapeutika wie
Docetaxel und Cabazitaxel oder zusatzliche hormonablative Wirkstoffe wie Abirateron
Acetat (Abirateron) und Enzalutamid zum Einsatz. Bis 2010 gab es in der Therapie des CRPC
nur einen zugelassenen Wirkstoff, namlich Docetaxel, der das Gesamtiiberleben (overall
survival = OS) verbessern konnte.!® Hierunter bestanden oder entwickelten sich aber haufig
primare!4 bzw. therapieinduzierte!>'® Resistenzen. Die post-Docetaxel Behandlung hat sich
in den letzten drei Jahren einem enormen Wandel unterzogen, da mehrfach neue
Zulassungen zur CRPC-Therapie erfolgten. Dabei sind v.a. Cabazitaxel, Abirateron und
Enzalutamid zu nennen.

Die Zulassungsstudien der drei Wirkstoffe beziehen sich alle auf CRPC-Patienten die nach
oder unter Docetaxel-Therapie eine Progression des PCa entwickelten. Primarer Endpunkt
war das OS, welches in allen Phase Ill Studien erreicht wurde. In der TROPIC-Studie lag das
OS bei 15.1 Monaten fiir Cabazitaxel + Prednisolon vs. 12.7 Monaten fiir Mitoxantrone +
Prednisolon. Die COU-AA-301-Studie war die Zulassungsstudie fiir Abirateron als
Zweitlinientherapie. Das OS lag bei 14.8 vs. 10.9 Monaten fiir Abirateron + Prednisolon,
verglichen mit Placebo + Prednisolon. Anfang 2013 wurde die AFFIRM-Studie abgeschlossen
und Enzalutamid als Zweitlinientherapie beim CRPC zugelassen (OS 18.4 vs. 13.6 Monate fiir
Enzalutamid bzw. Placebo).'® Eine Vergleichbarkeit der Wirkstoffe untereinander ist
aufgrund  unterschiedlicher  Patientenpopulationen, sekunddrer Endpunkte und
Vergleichswirkstoffe nicht méglich,'® weshalb komparative Studien benétigt werden.

Flir Abirateron wurde bereits die Studie zur Erstlinientherapie durchgefiihrt (COU-AA-302).
Hier wurde der Einsatz von Abirateron + Prednisolon in Chemotherapie-naiven CRPC-
Patienten mit alleiniger Prednisolon-Gabe verglichen. Primadre Endpunkte der Studie waren
das radiologisch progressionsfreie Uberleben (16.5 Monate mit Abirateron + Prednisolon vs.
8.3 Monate mit Prednisolon) und das OS (Median nicht erreicht mit Abirateron + Prednisolon
vs. 27.2 Monate mit Prednisolon).!” Dies filihrte zur Zulassung von Abirateron als
Erstlinientherapie beim CRPC durch die U.S. Food and Drug Administration (FDA) im
Dezember 2012.1618 Die beschriebenen zugelassenen Wirkstoffe zur zytostatischen bzw.

erweiterten hormonablativen Therapie sind in Tab. 3 dargestellt.
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Tabelle 3 Ubersicht liber Zulassungsstudien fiir CRPC-Therapeutika nach Bahl et al.®

Studie/Substanz/ Vergleichs- Uberleben
Wirkmechanismus p-Wert
Zulassung der FDA substanz (Monate)
AFFIRM
Enzalutamid AR-Signaling-Inhibitor | Placebo 18,4 vs. 13,6 <0,0001
2012
COU-AA-301
Placebo
Abirateron * ¢ CYP17A1-Inhibitor 14,8 vs. 10,9 <0,0001
+Prednisolon
2011
TROPIC

Mitoxantrone
Cabazitaxel o Taxan-Zytostatikum 15,1vs. 12,7 <0,0001
+Prednisolon
2010

*Erstlinientherapie (first-line) ¢ Zweitlinientherapie (second-line)

Die Herausforderung in der heutigen Zeit, mit einer Auswahl an wirksamen Medikamenten,
ist also, diese zu koordinieren und herauszufinden wie, wann und in welcher Abfolge sie
eingesetzt werden sollten um das optimale Outcome fiir den Patienten zu erreichen.'®° Die
Ausbildung von (Kreuz-)Resistenzen erschwert allerdings weiterhin die PCa-Therapie,

weshalb auch hier ein Forschungsbedarf besteht.

1.3 Abirateron

Der Wirkstoff Abirateron ist ein 3-pyridyl-Steroid?® und gehért als potenter, selektiver und
irreversibler Cytochrom P450 17A1 (CYP17A1)-Inhibitor?! zur neuen Generation der CRPC-
Therapeutika. CYP17A1 besitzt eine 17a-Hydroxylase- und eine Ci7,20-Lyase-Aktivitat und ist
ein essenzielles Enzym der Androgen- und Glukokortikoid-Synthese,?? welches im Gewebe
der Nebennieren, des Hodens und der PCa-Zellen exprimiert wird.?> Die Einnahme von
Abirateron erfolgt peroral auf niichternen Magen, in einer Dosierung von 1000 mg taglich,
kombiniert mit 5 mg Prednisolon oder Prednison zweimal taglich. Die hormonablative
Therapie mit Antiandrogenen und/oder GnRH-Therapeutika wird unter Abirateron-Therapie

weitergefihrt.
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Durch die Einnahme von Abirateron kénnen spezifische Nebenwirkungen wie Odeme,
Hypertension oder Hypokalidmie, welche auf mineralokortikoide Wirkung zuriickzufihren
sind, entstehen. Wie in Abbildung 2 dargestellt, tritt die gesteigerte Synthese von
Mineralokortikoiden wie z.B. Aldosteron als Ergebnis einer verminderten CYP17A1-
abhangigen Cortisol-Synthese und einem daraus resultierenden Wegfall der negativen
Feedback-Hemmung auf das adrenocorticotrope Hormon (ACTH) auf. Da hierdurch
auBerdem vermehrt Vorlaufer von Cortison, welche mineralokortikoide Eigenschaften
besitzen, gebildet werden, verabreicht man additiv zu Abirateron niedrig dosierte
Glukokortikoide wie Prednison oder Prednisolon, welche die ACTH-Ausschittung Gber
negatives Feedback hemmen. Alternativ kdnnen Aldosteron-Antagonisten wie Eplerenon
oder Spironolacton die mineralokortikoide Wirkung ausgleichen und die Schwere und

Inzidenz von Abirateron-Nebenwirkungen abschwachen.

y
Cholesterol
y

Pregnenolone |====b [Deoxycom'costerone ] b (Com‘costerone ] —’l Aldosterone]

17-a-hydroxylase (CYP17A1)
Negative

v Feedback
Loop

170H-Pregnenolone ]—’ [ 11-Deoxycortisol l—b ------ ->

Cuz.20-lyase (CYP17A1) Possible tumoral DHT pathway

v ' 5-a-reductase \

S5-a-androstanedione
Androstenedione ‘ i ’

[ Testosterone ]—)l Dihydrotestosterone

Abbildung 2 Steroidhormon-Synthese nach Harshman®

5-a-reductase

In Europa erfolgte die erstmalige Zulassung fir Abirateron zur Zweitlinientherapie im
September 2011 durch die European Medicines Agency (EMA) mit einer Erweiterung der
Zulassung zur Erstlinientherapie im Dezember 2012. In der COU-AA-302-Studie konnte

neben einem Uberlebensvorteil auch ein verlingertes progressionsfreies Intervall
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beschrieben werden.?® Weiterhin ermdglicht die Behandlung mit Abirateron eine PSA-
Reduktion >50% bei 29-63% der Patienten, ebenso wie ein verzogertes und reduziertes
Auftreten von Skelettmetastasen bzw. dadurch bedingten pathologischen Frakturen und
Schmerzen.® Somit ist Abirateron als CYP17A1-Inhibitor ein derzeit sehr gut geeigneter
Wirkstoff fiir die Therapie des CRPC vor oder nach Docetaxel, mit hoher Ansprechrate und
einem nebenwirkungsarmen Profil, verglichen mit den Taxan-Zytostatika Docetaxel und
Cabazitaxel. Es ist deshalb wichtig, Einsatzmdglichkeiten von Abirateron auch bei friihen
PCa-Stadien zu evaluieren. Dazu wird Abirateron momentan in Phase Il Studien evaluiert, in
denen der neoadjuvante Einsatz bei Patienten mit intermediar- oder hoch-Risiko PCa vor
radikaler Prostatovesikulektomie in Kombination mit Hormonentzug (GnRH-Agonist
Leuprolide) analysiert wird.'®%*

Unter Abirateron-Behandlung kann es aber auch zur Resistenzentwicklung kommen.
Leibowitz-Amit et al. fuhren dies beispielsweise auf eine gesteigerte intratumorale
Expression von CYP17A1 zuriick, nachdem sie Tumorbioptate von CRPC-Patienten nach
CYP17A1-Inhibitor-Therapie untersuchten und eine erhdhte CYP17A1-Expression
feststellten.?> Auch in anderen Publikationen wird eine erhdéhte CYP17A1-Expression in
humanen CRPC-Xenografts nach Abirateron-Inkubation,?®?’ ebenso wie die Hochregulation

von AR und verkiirzten AR Isoformen2® beschrieben.

1.4 Der Androgenrezeptor und molekulare Aspekte des CRPC

Der AR gehort zu den Steroidhormon-Rezeptoren und entfaltet seine proliferative Wirkung
Uber die Steuerung von AR-regulierten Genen, da er im aktivierten Zustand als
Transkriptionsfaktor dient.?® Im inaktiven Zustand liegt der AR im Komplex mit Hitzeschock-
Proteinen (HSP) im Zytosol vor,?® welche den AR stabilisieren und ihn vor vorzeitiger
Proteolyse schiitzen.3® Die Aktivierung, Dissoziation der HSPs und Konformationsdnderung
geschieht tber Bindung der Liganden Testosteron und DHT.2 Antiandrogene wirken, indem
sie als kompetitive Inhibitoren die Liganden vom AR verdrangen und an den AR binden, ohne
ihn zu aktivieren. Im Laufe der Entwicklung des CRPC kdnnen auch andere Liganden den AR
in einen aktiven Zustand versetzen.3! Der aktivierte AR dimerisiert, wird phosphoryliert,
dadurch in den Nukleus transloziert und I6st (iber Bindung an AR-response-elements (ARE)

der Zielgene die Transkription der AR-regulierten Gene aus.3*



Einleitung

Das CRPC ist dadurch gekennzeichnet, dass die PCa-Proliferation weiterhin grofStenteils AR-
abhangig abliuft, obwohl die Androgenkonzentration unterhalb des Kastrationslevels liegt.?>
Eine neue Generation von anti-hormonalen Therapeutika hat gezeigt, dass ein weiteres
Absenken des Testosteronspiegels flir die CRPC-Therapie wirksam ist, auch wenn sich das
Androgenlevel bereits unter Kastrationsniveau befindet. Darin liegt begriindet, warum man
nicht mehr wie frilher vom hormon-insensitiven PCa spricht.3? Die Einbeziehung des AR
erkennt man an der fortlaufenden Aktivierung von AR-regulierten Genen wie dem PSA-Gen,
weshalb die CRPC-Entwicklung u.a. durch einen PSA-Progress gekennzeichnet ist.3?

Die Literatur beschreibt dabei zahlreiche mogliche Mechanismen der CRPC-Entstehung, wie
etwa eine Amplifizierung des AR mit daraus resultierender erhdhter Ansprechbarkeit auf
niedrige Androgenlevel,3334 AR Mutationen, welche den AR auf Ostrogene, Progesteron und
sogar Antiandrogene ansprechen lassen,3! oder eine Dysregulation von Co-Faktoren des
AR3®> wie etwa HSPs. Weiterhin wird eine intratumorale Androgensynthese,3®3” wie auch die
vermehrte intratumorale Konversion von adrenalen Androgenen zu Testosteron und DHT32
postuliert. Die intratumorale Androgensynthese ist auf das Enzym CYP17A1 angewiesen,
weshalb es unter Therapie mit Abirateron zu einer Unterdriickung dieses Syntheseweges
kommt. Chang et al. berichten allerdings Uber einen alternativen Stoffwechselweg der
intratumoralen Androgensynthese, der unter Umgehung von Testosteron durch die 5a-
Reduktase eine Umwandlung von Androstenedione in DHT bewirkt (vgl. Abb. 2).3° Dies kann
daher als primare oder therapieinduzierte Resistenz gegenliber einer Abirateron-Therapie

gedeutet werden.

1.5 Hitzeschock-Proteine

HSPs beeinflussen als Chaperone zahlreiche zelluldare Faktoren. Sie regulieren aber nicht nur
Proteinfaltung und -stabilitdt, sondern sind dariber hinaus auch in Protein-Transport und
transkriptionelle Aktivitat eingebunden.?® HSPs sind in zahlreichen Tumoren Uberexprimiert
und nehmen so Einfluss auf Tumorzellproliferation, Differenzierung, Invasion,
Metastasierung und Immunantwort.*® Sie stellen daher Wirkstoff-Targets in der
Tumortherapie dar.** Im PCa sind HSP274? und HSP90*® oftmals Giberexprimiert, weshalb sie
mit Tumorgenese und Resistenzentwicklung in Zusammenhang gebracht werden.

HSP27 spielt beim CRPC eine zentrale Rolle, da es als AR-Induktor und somit als

zytoprotektiver Faktor Einfluss auf die PCa-Proliferation nimmt. Unsere Arbeitsgruppe
9
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beschreibt die Suppression von AR-Protein durch HSP27 silencing in PCa-Zellen,** ebenso wie
Rocci et al. eine verstirkte AR-Aktivitit durch transiente HSP27-Uberexpression zeigen.*> Da
HSP27 in Docetaxel-behandelten PCa-Zellen induziert wird,*® weist dies auf eine
Resistenzentwicklung der PCa-Zellen gegeniiber dem Taxan hin.

HSP70 und HSP9O0 stabilisieren als Chaperone den AR in seiner inaktiven zytoplasmatischen
Form?® und werden in ihrer Funktion durch die Co-Chaperone HSP70-HSP90-Organizing-
Protein (HOP) und HSP40 unterstiitzt.” HSP90 besitzt dartiber hinaus weitere
Bindungspartner, welche zumeist in Signaltransduktion und Zellproliferation involviert sind.
Weiterhin eignen sich HSPs zur prognostischen Einschatzung, beispielsweise werden
HSP274948 und HSP60*8 im PCa als negativ pradiktive Marker beschrieben.

HSP60 gilt laut Literatur als Faktor der Apoptose, da er u.a. mit p53, Bcl-2-associated X
protein (BAX), Caspasen und Survivin interagiert. Es gehort zur Gruppe der mitochondrialen
Chaperone, wodurch es Einfluss auf den Proteintransport vom Zytoplasma in die
mitochondriale Matrix, ebenso wie auf die Faltung dieser Proteine nimmt.*® Eine klare
Einordnung von HSP60 zu pro- bzw. anti-apoptotischen Faktoren gibt es in der Literatur aber
nicht. Einige Gruppen beschreiben aufgrund einer Aktivierung von Caspasen eine pro-
apoptotische Funktion von HSP60.°%>! Andere Daten deuten eine anti-apoptotische Funktion
von HSP60 an, da eine Uberexpression von HSP60 und dem zugehérigen HSP10 zur
Desintegration von BAX, einem pro-apoptotischen Faktor fuhrt.>> Dartiber hinaus
beschreiben Ghosh et al., dass HSP60 mit dem Tumorsuppressor p53 Bindungen eingeht,

welche p53 in seiner Funktion behindern.>?

1.6 Apoptosefaktoren

Die Apoptose ist als eine Form des programmierten Zelltods, im Gegensatz zur Nekrose, ein
kontrolliert ablaufender Prozess, der ab einem gewissen Punkt irreversibel verlauft. Ein
zentrales Protein der Apoptose ist der Tumorsuppressor p53, der durch seine pro-
apoptotische Funktion Apoptose auslosen kann. p53 wird bei Zellschadigung, Einwirkung von
Noxen oder DNA-Schadigung stabilisiert, und es induziert und reguliert als
Transkriptionsfaktor ~ Gene, die an  Apoptoseeinleitung, = DNA-Reparatur und
Zellzykluskontrolle beteiligt sind.>*>> Die apoptotische Wirkung von p53 wird zum Teil Gber
die proteolytische Aktivierung von Caspasen vermittelt, welche als inaktive Procaspasen

synthetisiert werden und im aktiven Zustand die Spaltung des DNA-Reparaturenzyms Poly-
10
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ADP-Ribose-Polymerase (PARP) bewirken.>*>® Durch die Spaltung wird PARP inaktiviert, da
eine DNA-Reparatur bei Apoptose-Einleitung nicht mehr sinnvoll ist.>’ Die Spaltung von PARP
kennzeichnet zugleich den Eintritt in die irreversible Phase der Apoptose und ist daher ein
wichtiger Apoptosemarker.

p53 ist in 50% aller Tumore mutiert, was die Bedeutung von veranderten Apoptose-
Signalwegen bei der Progression von benignen zu malignen Zellen hin verdeutlicht.>>°8 In
PCa-Zellen liegt p53 in unterschiedlicher Expression vor. LNCaP Zellen exprimieren wildtyp
p53, wohingegen in PC-3 Zellen aufgrund einer frameshift-Mutation eine verkirzte p53
Isoform vorliegt.>® Dies kann als ein Bestandteil der PCa-Karzinogenese gewertet werden.
Survivin wirkt als Faktor der inhibitor-of-apoptosis-protein (IAP)-Familie der pro-
apoptotischen Funktion von p53 entgegen und hemmt die Aktivierung der Caspasen. Es
unterliegt zudem einem hemmenden Einfluss von p53 und ist in der Mehrzahl aller soliden
Tumore (iberexprimiert.®® Weiterhin ist beschrieben, dass die Uberexpression von Survivin
mit Tumor-Progression und Therapieresistenz korreliert.?! Die Regulation von Survivin wird
in MCF-7 (Brustkrebszellen) und Hela Zellen (Zervixkarzinomzellen) Gber Phosphorylierung
durch Cyclin-abhingige Kinasen vorgenommen.®? Daher stellen CDK- bzw. Survivin-
Inhibitoren mdégliche therapeutische Ansatze in der Tumortherapie dar.

BAX und p21 unterstehen beide einem positiven Einfluss von p53, unterscheiden sich jedoch
in ihrer Wirkung. p21 reguliert als Mitglied der Cyclin-abhangige-Kinase-Inhibitoren u.a.
p53,%% inhibiert jedoch die Caspase-3%* und Caspase-9-Aktivitat®® z.B. durch eine Blockierung
der Protease-Bindungsstelle. Weiterhin verhindert es die Freisetzung von Cytochrom c aus
den Mitochondrien.?® p21 sorgt somit fir ein Gleichgewicht zwischen pro- und
antiapoptotischen Faktoren. BAX dagegen bewirkt als pro-apoptotischer Faktor der Bcl-2-
Familie die Freisetzung von Cytochrom c aus den Mitochondrien durch die Formierung von
Poren in der duBeren Mitochondrienmembran, wodurch indirekt, zusatzlich zum direkten
Weg, Caspase-3 aktiviert wird.®” Eine schematische Ubersicht {iber Apoptose-Signalwege ist

in Abbildung 3 dargestellt.
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Abbildung 3 Uberblick iiber Apoptose-Signalwege nach Kavitha et al.,’® Liu et al.®® und
Reed”°

1.7 microRNA

MicroRNAs (miR) sind kurze, nicht-kodierende RNA-Striange, welche Uber Bindung an die
Ziel-mRNA regulierend auf mRNA-Stabilitdat und -Translation wirken kénnen und somit in die
Expression von Protein-kodierenden Genen eingreifen.”! Sie sind dadurch in elementare
Prozesse wie Differenzierung, Apoptose und Proliferation eingebunden.’”! Dabei kénnen
verdnderte miR-Level je nach Ziel-mRNA sowohl tumorsuppressiv als auch onkogen wirken.”?
Die am haufigsten herrunterregulierte miR in soliden Tumoren ist die miR-172 und auch auf
das PCa bezogen spielt v.a. die miR-1 eine wichtige Rolle. Ambs et al. und Kojima et al.
machten die Beobachtung, dass miR-1 in PCa-Zellen, verglichen mit umliegendem
physiologischem Gewebe, herunterreguliert ist, weshalb eine tumorsuppressive Eigenschaft
von miR-1 vermutet wird.”>73 Dies wird durch die Feststellung untermauert, dass PCa-Zellen
mit transienter miR-1-Uberexpression eine herabgesetzte Proliferationsrate’’ und eine
verminderte AR-Expression** aufweisen. Aktuelle Arbeiten unserer Gruppe zeigen auRerdem

einen hemmenden Einfluss von HSP27 auf die miR-1 in PCa-Zellen.*® miR-1 ist daher ein
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zentraler Bestandteil von Signal-Netzwerken in PCa-Zellen und spielt moglicherweise bei der

Resistenzentwicklung im CRPC eine Rolle.

1.8 Zielsetzung

Der selektive CYP17Al-Inhibitor Abirateron hemmt die zelluldre Androgensynthese in
Nebennieren, Hoden und epithelialen Zellen der Prostata?® und ist neben einem weiteren
neuen antiandrogenen Wirkstoff fiir die Behandlung des CRPC zugelassen. Zudem befinden
sich einige Wirkstoffe mit zum Teil neuartigen Wirkmechanismen kurz vor der Zulassung.
Diese Erweiterung der medikamentdsen Therapieoptionen macht es notwendig, die
molekularen Effekte dieser Wirkstoffe zu untersuchen und beteiligte Signal- und
Effektorkaskaden zu identifizieren. Die wissenschaftlichen Erkenntnisse auf Ebene von Zell-
und Molekularbiologie kénnen dann zur Beurteilung herangezogen werden, ob potentiell
synergistische Therapeutika kombiniert werden sollten, welche Wirkstoffe bei sequentiellen
Therapien eingesetzt werden kdnnten und ob bei Applikation verschiedener Medikamente
mit Kreuzresistenzen zu rechnen ware. Zur molekularen Charakterisierung von Abirateron
liegen bisher nur sehr wenige experimentelle Daten vor.

Inhalt dieser Arbeit ist es, ein PCa Zellkultur-Modell zu etablieren, mit welchem Abirateron-
Inkubationsversuche durchgefiihrt und in der Folge die PCa-Zellen molekular analysiert
werden kénnen. Hierzu werden initial die 1Cso-Konzentrationen fiir AR-positive LNCaP und
AR-negative PC-3 Zellen ermittelt. Die verschiedenen Zelllinien reprasentieren hierbei
unterschiedliche Progressionsstadien des CRPC. AnschlieRend werden verschiedene
Faktoren untersucht, die sowohl fir die Progression der Tumorzellen als auch fiir die
therapeutische Wirkung von Abirateron entscheidend sein kénnen. Dies sind einerseits der
AR und AR-assoziierte HSPs (HSP40, HSP70, HSP90, HOP) welche in PCa-Zellen mafRgeblich
das Zellwachstum regulieren, sowie Faktoren der Apoptose (p53, PARP, p21, BAX, Survivin,
Caspase-3, Caspase-9). Die molekulare Analyse dieser Faktoren erfolgt mittels gRT-PCR und

Western Blotting.

13



Material

2 Material

2.1 Gerate und Verbrauchsmaterialien

Gerat / Verbrauchsmaterial

Hersteller

Absaugvorrichtung Integra Vacusafe
Absaugvorrichtung VACUSIP
Brutschrank function line

Integra Biosciences (Zizers, Schweiz)
Integra Biosciences (Zizers, Schweiz)
Heraeus Instruments (Hanau)

CASY Model TT — Cell counter and Analyzer Roche Diagnostics (Basel, Schweiz)
CFX96™ Real-Time-PCR Detection System Bio-Rad Laboratories (Miinchen)

ChemiDoc XRS System

Feinwaage ABS 120-4

Filterpapier

Glaspasteurpipette

Heizblock QBT 1

Inkubator Nuaire™ US Autoflow
Invertierer

Klebefolie BZO Seal Film fiir PCR
Magnetriihrer IKA RH basic 2
Mikroskop IT400+

Neubauer Zahlkammer
Nitrozellulose-Membran PROTEAN®
PCR-96-Well TW-MT-Platte weil}
pH-Meter FiveEasy™ FE20
Pipettensatz, 0,5-1000 pl
Pipettenspitzen und Reaktionsgefalie

Pipettierhilfe peqMATE
PowerPack™ Basic Power Supply
Reinstwasseranlage Milli-Q®
Rollmischer RS-TR 5

Schiittler Vibramax 100

SDS-PAGE Zubehor Mini-PROTEAN System
Spektralphotometer Nano-Drop 2000c

Sterilbank HERA safe
Thermoschittler TS-100
Thermocylcer T3000

Trans-Blot® SD semi-dry transfer cell
Uberkopfschittler Multi Bio RS-24
Ultraschallgerat Transsonic 460/H
Vortex Mixer peqTWIST

Waage EMB 2000-2

Wasserbad W14

Wippschittler UNITWIST-RT
Wippschittler MR-1

Bio-Rad Laboratories (Minchen)
KERN & Sohn (Balingen-Frommern)
Whatman (Dassel)

VWR International (Darmstadt)

CLF Laborgerate (Emersacker)
NuAire (Plymouth, USA)

VWR International (Darmstadt)
Biozym (Wien, Osterreich)

VWR International (Darmstadt)
VWR International (Darmstadt)
Carl Roth (Karlsruhe)

Whatman (Dassel)

Biozym (Wien, Osterreich)
Mettler-Toledo (Schwerzenbach, Schweiz)
Carl Roth (Karlsruhe)

Sarstedt (Nimbrecht)

BD Biosciences (Heidelberg)
Biozym (Wien, Osterreich)

Peglab (Erlangen)

Bio-Rad Laboratories (Minchen)
Millipore (Billerica, USA)

Phoenix Instruments (Garbsen)
Heidolph Instruments (Schwabach)
Bio-Rad Laboratories (Miinchen)
Thermo Scientific (Wilmington, USA)
Heraeus Instruments (Hanau)
BioSan (Riga, Lettland)

Biometra (Gottingen)

Bio-Rad Laboratories (Minchen)
BioSan (Riga, Lettland)

Elma (Singen)

Peqglab (Erlangen)

KERN & Sohn (Balingen-Frommern)
Grant Instruments (Cambridge, GroRbritannien)
Armin Baack (Schwerin)

BioSan (Riga, Lettland)
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Zellkulturplastik

Zellschaber
Zentrifuge Centrifuge 5415R

Zentrifuge PerfectSpin P
Zentrifuge Mikro 120

2.2 Chemikalien und kommerzielle

Sarstedt (Nimbrecht)

Greiner bio-one (Frickenhausen)
TPP AG (Trasadingen, Schweiz)
Millipore (Billerica, USA)

TPP Techno Plastic Products AC
(Trasadingen, Schweiz)

Eppendorf (Hamburg)

Peglab (Erlangen)

Hettich Lab Technology (Tuttlingen)

Losungen

Chemikalie

Hersteller

1,4-Dithiothreitol
1-Bromo-3-Chloropropan
2-Ethanolsulfonsaure (HEPES)
2-Mercaptoethanol
Abirateron Acetat (Abirateron)
Albumin Fraktion V (BSA)
Ammoniumpersulfat
Bromphenolblau
Calciumchlorid

Complete™ Mini, EDTA-frei
Coomassie® Brilliant Blue G 250
D(+)-Saccharose
Diethylpyrocarbonat (DEPC)
Dikaliumhydrogenphosphat (K;HPO4)
Desoxycholsdure Natriumsalz
Dimethylsulfoxid (DMSO)
Docetaxel

EDTA Dinatriumsalz Dihydrat
Essigsaure

Ethanol

Glycerol

Glycerol-2-Phosphat

Glycin

Guanidinhydrochlorid
Harnstoff

Isopropanol

Kaliumacetat

Luminol Natriumsalz
Methanol

Natriumacid

Natriumchlorid (NaCl)
Natriumfluorid (NaF)
Natriumvanadat (NazVOa)
ortho-Phosphorsaure (HzPOa)

Carl Roth (Karlsruhe)
Sigma-Aldrich (Steinheim)
Carl Roth (Karlsruhe)

Carl Roth (Karlsruhe)
Janssen Cilag

Carl Roth (Karlsruhe)

Carl Roth (Karlsruhe)
Feinchemie K.-H. Kallies KG (Sebnitz)
Merck (Darmstadt)

Roche Diagnostics (Mannheim)
Fluka (Buchs, Schweiz)
Carl Roth (Karlsruhe)

Carl Roth (Karlsruhe)

Carl Roth (Karlsruhe)

Carl Roth (Karlsruhe)

Carl Roth (Karlsruhe)
Sigma-Aldrich (Steinheim)
Carl Roth (Karlsruhe)

Carl Roth (Karlsruhe)

Carl Roth (Karlsruhe)

Carl Roth (Karlsruhe)
Sigma-Aldrich (Steinheim)
Carl Roth (Karlsruhe)
AppliChem (Darmstadt)
Carl Roth (Karlsruhe)

Carl Roth (Karlsruhe)

Carl Roth (Karlsruhe)
Sigma-Aldrich (Steinheim)
Carl Roth (Karlsruhe)
Merck (Darmstadt)

Carl Roth (Karlsruhe)
Sigma-Aldrich (Steinheim)
Sigma-Aldrich (Steinheim)
Carl Roth (Karlsruhe)
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para-Hydroxycoumarinsaure
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)
Poly-L-Lysin

Ponceau S

Sodiumdodecylsulfat (SDS)
N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin
(TEMED)

Thioharnstoff

Trichloressigsaure
Tris(hydroxymethyl)aminomethan (Tris)
Triton® X-100

Trypsin, Sequencing Grade

Tween® 20

Wasserstoffperoxid (H203)

Sigma-Aldrich (Steinheim)
Sigma-Aldrich (Steinheim)
Sigma-Aldrich (Steinheim)

Carl Roth (Karlsruhe)

SERVA Electrophoresis (Heidelberg)
Carl Roth (Karlsruhe)

Merck (Darmstadt)

Carl Roth (Karlsruhe)

Carl Roth (Karlsruhe)
Ferak (Berlin)

Promega (Madison, USA)
Sigma-Aldrich (Steinheim)
Carl Roth (Karlsruhe)

kommerzielle Losung

Hersteller

10x Rotiblock-Konzentrat
Geneticindisulfat (G418)-Losung
Pager Ruler Prestained Protein Ladder
peqGOLD TriFast™

Sensimix SYBR Hi-ROX

SuperSignal West Dura

2.3 Puffer und Losungen

Carl Roth (Karlsruhe)

Carl Roth (Karlsruhe)

Fermentas (St. Leon-Rot)

Peqglab (Erlangen)

Bioline (Luckenwalde)

Thermo Scientific (Rockford, USA)

Puffer/Losung

Herstellung

10% SDS
10x Laufpufferstocklosung
1x SDS-Laufpuffer

10x DPBS

1x Roti Blockierlosung
10x TBS
1x TBS-T

2D-Lysepuffer

5x Proteinladepuffer

10% w/v SDS-Pellets
192 mM Glycin; 24,8 mM Tris; pH 8,3
10% v/v 10x Laufpuffer; 0,1% v/v 10% SDS

1,37 M NacCl; 26,8 mM KCl; 101,1 mM
NazHPO4 x 2 H20; 17,6 mM KH2PO4; pH 7,4

10% v/v 10x Rotiblock-Konzentrat
0,2 M Tris; 1,5 M NaCl; pH 7,6
10% v/v 10x TBS; 0,1% v/v Tween 20

8 M Harnstoff; 2M Thioharnstoff; 65 mM CHAPS;
130 mM; 80 mM Tris

156 mM Tris, pH 6,8; 25% v/v Glycerol; 5%
v/v SDS; 12,5% v/v R-Mercaptoethanol;
0,2% w/v Bromphenolblau
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Antikorperlosung

Bradford-Reagenz

BSA-Standard in 2D-Lysepuffer
BSA-Standard in A.bidest

CASY ton

DEPC-Wasser

ECL-Losung A

ECL-Losung B

Elutionspuffer

Guanidinhydrochlorid

Home-Made Solution

Poly-L-Lysin Solution
Ponceau-S

RIPA-Lysepuffer-Gebrauchslosung

RIPA-Lysepuffer-Stammlosung

Sammelgelpuffer

Transferpuffer

Trenngelpuffer

5% w/v BSA; 10% v/v 10x TBS;
0,001% v/v Tween 20

10% w/v Coomassie® Brilliant Blue G 250;
5% v/v Ethanol; 8,5% v/v H3PO4

100% w/v BSA in 2D-Lysepuffer

100% w/v BSA in A.bidest

154 mM NaCl; 0,1 mM EDTA; in A.bidest
0,1% v/v DEPC, autoklaviert

25% w/v Luminol Natriumsalz; in 0,1 M Tris;
pH 8,6

110% w/v para-Hydroxycoumarinsdure in DMSO

200 mM Glycin; 0,2% w/v SDS; 0,1% v/v
Tween 20; in 100 mM Tris-HCl; pH 6,8

0,3 M Guanidinhydrochlorid in 95% Ethanol

90,99% v/v ECL-L6sung A, 0,027% v/v 30%
H203, 9,088% v/V ECL-L6sung B

0,01% w/v Poly-L-Lysin in sterilem Wasser
0,2% w/v Ponceau S; 3% v/v Trichloressigsaure
67% v/v Lysepuffer-Stammlosung; 1 mM
NazVOs; 20 mM NaF; 20 mM Glycerol-2-
Phosphat; 0,1 mM PMSF; 20% w/v Complete™
Mini EDTA-frei

50 mM Tris (pH 7,5); 5 mM EDTA (pH 8,0);
150 mM NaCl; 10 mM K;HPO4; 10% v/v
Glycerol; 1% v/v Triton X-100; 0,05% v/v SDS
0,5 M Tris, pH 6,8

20% v/v Methanol;
10% v/v 10x Laufpufferstocklosung

1,5 M Tris, pH 8,8
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2.4 Enzyme und Kits

Enzym Hersteller

M-MLV Reverse Transkriptase Promega (Mannheim)

RiboLock™ RNase Thermo Scientific (Rockford, USA)
Kit Hersteller

mirPremier microRNA Isolation Kit Sigma Aldrich (Steinheim)
miScript SYBR® Green PCR Kit Qiagen (Hilden)

miScript Il RT Kit Qiagen (Hilden)

2.5 Antikorper

Primarantikorper Gebrauchsverdiinnung Hersteller

Anti-AR-XP™ rabbit 1:10000 Cell Signaling (Danvers, USA)
Anti-GAPDH rabbit 1:10000 Cell Signaling (Danvers, USA)
Anti-HOP rabbit 1:1000 Cell Signaling (Danvers, USA)
Anti-HSP27 mouse 1:10000 Cell Signaling (Danvers, USA)
Anti-HSP40 rabbit 1:3000 Cell Signaling (Danvers, USA)
Anti-HSP60 rabbit 1:15000 Cell Signaling (Danvers, USA)
Anti-HSP70 rat 1:3000 Cell Signaling (Danvers, USA)
Anti-HSP90a rabbit 1:5000 Cell Signaling (Danvers, USA)
Anti-HSP9O0R rabbit 1:3000 Cell Signaling (Danvers, USA)
Anti-p53 mouse 1:10000 Cell Signaling (Danvers, USA)
Anti-PARP rabbit 1:10000 Cell Signaling (Danvers, USA)
Sekundarantikorper Gebrauchsverdinnung Hersteller

Goat anti-rabbit-l1gG 1:5000 Cell Signaling (Danvers, USA)
Horse anti-mouse-IgG 1:5000 Cell Signaling (Danvers, USA)
Goat anti-rat I1gG 1:5000 Cell Signaling (Danvers, USA)
2.6 Primer

Primer fiir gRT-PCR Sequenz (5 nach 3°)

AR FOR TGCCTGATCTGTGGAGATGA

AR REV CGAAGACGACAAGATGGACA

BAX FOR TCCCCCCGAGAGGTCTTTT

BAX REV CGGCCCCAGTTGAAGTTG

Casp3 FOR GCTCCTAGCGGATGGGTGCT

Casp3 REV GATTTCAAGGCGACGCCAAC

Casp9 FOR GCTGCAGGTGGACCAGCTCT

Casp9 REV GATCAGCTGCCTGGCCTGAT

HSP27 FOR GCTGACGGTCAAGACCAAGGATG

HSP27 REV GGATGGTGATCTCGTTGGACTGC

HSP60 FOR GATGCTGTGGCCGTTACAA

HSP60 REV TAGTGCCATCCCCAGCTTC
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p21 FOR
p21 REV
PSA FOR
PSA REV
RPLPO FOR
RPLPO REV
Survivin FOR
Survivin REV

2.7 Antibiotika

TGGAGACTCTCAGGGTCGAAA
GGCGTTTGGAGTGGTAGAAATC
CCGGAGAGCTGTGTCACCAT
GTGCAGCACCAATCCACGTC
CAATGGCAGCATCTACAACC

ACTCTTCCTTGGCTTCAACC
TGCCCCGACGTTGCC

CAGTTCTTGAATGTAGAGATGCGGT

Antibiotikum

Hersteller

Penicillin/Streptomycin
10000 U/ml Penicillin
10 g/ml Streptomycin

PAN Biotech (Aidenbach)

2.8 Zelllinien

Zelllinie Hersteller

LNCaP American Type Culture Collection (Manassas, USA)
PC-3 American Type Culture Collection (Manassas, USA)
PC3-HSP27 Stope et al.”

2.9 Medien und Zusatze fiir die Zellkultur

Produkt

Hersteller/Herstellung

10x Trypsin-EDTA
0,5/0,2 % in DPBS

2x Trypsin
DPBS

Einfriermedium

Fetales Rinderserum (FCS)

Pyruvat

Medium RPMI 1640 mit Phenolrot

Vollmedium (RPMI*/+/+)

PAN Biotech (Aidenbach)

20% v/v 10x Trypsin-EDTA in DPBS

PAN Biotech (Aidenbach)

70% v/v RPMI 1640 mit Phenolrot

20% v/v FCS
10% v/v DMSO

Invitrogen (Darmstadt)
PAN Biotech (Aidenbach)
PAN Biotech (Aidenbach)

RPMI 1640 mit Phenolrot

1% Penicillin/Streptomycin

1% Pyruvat
10% FCS (hitzeinaktiviert)
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3 Methoden

3.1 Zellbiologische Methoden

3.1.1 Kryokonservierung und Auftauen von Zellen

Die im Labor verwendeten PCa-Zelllinien LNCaP, PC-3 und PC3-HSP27 wurden zur
dauerhaften Lagerung der niedrigen Passagen in fllissigem Stickstoff kryokonserviert. Zur
Vorbereitung wurden die Zellen mittels Trypsinbehandlung aus den ZellkulturgefdaRen gelost,
die Zellsuspension in Vollmedium resuspendiert und durch Zentrifugation (1000 U/min fur 5
min) pelletiert. Das dabei entstandene Sediment wurde in 3 ml Einfriermedium
resuspendiert und die Zellzahl/ml mittels CASY TT Cell Counter bestimmt. Pro Kryovat
wurden 3 x 10° Zellen in einem mit Isopropanol befiilltem Behilter zunichst bei -80 °C
tiefgekihlt und anschlieBend in einem Tank mit Flissigstickstoff gelagert.

Das Auftauen der Zellen erfolgte durch langsames Erwdrmen des Kryovats bei 37 °C,
anschliefender Vereinzelung der Zellen in 3 ml Vollmedium, 5 mindtiger Zentrifugation
(1000 U/min) mit Verwerfung des Uberstands und erneuter Resuspendierung des Sediments
in 3 ml Vollmedium. Zur weiteren Kultivierung wurde die Zellsuspension in T75-
Zellkulturflaschen tberfihrt, in welche 17 ml Vollmedium vorgelegt wurde und welche dann
im Brutschrank bei 37 °C, 5% CO; und gesattigter Luftfeuchtigkeit gelagert wurden. Bei

Subkonfluenz wurden die Zellen erneut umgesetzt und mit frischem Vollmedium versetzt.

3.1.2 Kultivierung und Normalpassage von Zellen

Das Passagieren erfolgte zweimal woéchentlich, nachdem die Zellen 80-90% Konfluenz
erreicht hatten. Hierflir wurde das verbrauchte Zellkulturmedium abgesaugt, die Zellen mit
DPBS gewaschen und durch Zugabe von 1 ml 2xTrypsin und 3 minutiger Inkubation aus den
KulturgefaBen geldst. Reste von anhaftenden Zellen wurden mit Medium abgespdlt und die
Zellsuspension ausreichend vereinzelt. Ein entsprechender Anteil aus der Zellsuspension
wurde in eine neue T75-Zellkulturflasche Uberfihrt, in welche 19 ml frisches Vollmedium
vorgelegt wurde. Fiir die Kultivierung der Zelllinie PC3-HSP27 wurden zusatzlich 320 pl G418
pro T75-Zellkulturflasche zugegeben. Das Umsetzen der PC-3 Zellen erfolgte im Verhaltnis
1:6 bis 1:8. Fir PC3-HSP27 Zellen lag das Verhaltnis bei 1:3 bis 1:4 und fir LNCaP Zellen bei

1:3 bis 1:5. Fir die Versuche wurden Zellen der Passagen 9 bis 33 verwendet.
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3.1.3 Zellzahlbestimmung mittels CASY TT Cell Counter

Vor der erstmaligen Analyse einer Probe wurde das Gerat auf die jeweilige Zelllinie geeicht,
um vitale Zellen von toten Zellen und Zelltrimmern unterscheiden zu konnen, da die Zellen
der unterschiedlichen Zelllinien in GroRe und Form variieren. Fir die Messung mit dem CASY
TT Cell Counter wurde eine Zellsuspension verwendet, in der die Zellen ausreichend
vereinzelt vorlagen. Daflir wurden die Zellen wie in Abschnitt 3.1.2 beschrieben zunachst
durch Trypsinbehandlung gelést und in Medium oder DPBS resuspendiert. Fir die Zahlung
wurden 100 pl der Probe in 10 ml CASY ton verdiinnt. Angegeben wurde ein Zelltiter
(zellen/ml), welcher sich als Mittelwert aus 3 Messwerten ergab. Bezogen auf das
Gesamtvolumen der Zellsuspension konnte somit die absolute Zellzahl der Probe ermittelt

werden.

3.1.4 Inkubation von Zellen mit Wirkstoffen und Ernten von Zellen

Wachstumskinetiken wurden im 24-Well-MaBstab durchgefiihrt, wohingegen die
Kultivierung der Zellen fir Protein- und RNA-Analysen im 6-Well-Malistab erfolgte. Es
wurden dafiir Zellzahlen ausgesat, bei denen ein sigmoidales Wachstum Gber den gewdhlten
Zeitraum und keine Inhibition durch bereits bestehende Konfluenz oder Nahrstoffmangel zu
erwarten war. Ausschlaggebend fir die ausgesdte Zellzahl war somit die GroRRe des
Zellkulturgefalles, ebenso wie die geplante Inkubationsdauer.

Die Zellkulturgefdalle wurden vor Versuchsbeginn mit Poly-L-Lysin Solution beschichtet. 24h
nach der Aussaat wurde ein Mediumswechsel mit Wirkstoffzugabe vorgenommen. Die
Wirkstoffe wurden daflir zu Versuchsbeginn aus den jeweiligen Stammlésungen mit
Vollmedium auf die berechnete Arbeitskonzentration verdinnt, in der Regel eine 1:1000
Verdiinnung. Das verbrauchte Medium wurde abgesaugt und frisches Vollmedium mit
zugesetztem Wirkstoff vorsichtig auf die adhdrenten Zellen gegeben. Als Kontrollansatz
wurden parallel weitere Zellen mit einer dquivalenten Menge an Losungsmittel inkubiert.
Abirateron und das Zytostatikum Docetaxel wurden in DMSO gel6st und in den jeweiligen
ICso Konzentrationen fiir die verschiedenen Zelllinien eingesetzt. Die ICsp Bestimmung fiir
Abirateron erfolgte im Rahmen dieser Arbeit. Fir Docetaxel dagegen konnte die ICso in
Vorversuchen der Arbeitsgruppe bereits ermittelt werden (10 nM fir LNCaP und PC-3). Nach

gewinschter Behandlungszeit wurde das verbrauchte Medium abgenommen, die Zellen
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mittels DPBS und Zellschaber oder mittels Trypsin vereinzelt, die Oberflaiche mit Medium
oder DPBS nachgespiilt und die Zellen der Zahlung oder der weiteren Aufbereitung

zugefihrt.

3.2 Proteinbiochemische Methoden

3.2.1 Protein-Isolierung

Zur Isolierung des Gesamtproteins aus den PCa-Zellen wurde RIPA-Lysepuffer verwendet.
Zunachst wurde das verbrauchte Medium aus den ZellkulturgefaRen verworfen und die
Zellen in DPBS mithilfe eines Zellschabers geerntet. Die Zellen wurden durch Zentrifugation
(3000 U/min fiir 5 min) pelletiert, der Uberstand abgesaugt, das verbliebene Sediment je
nach GroBe in 30-100 upl RIPA-Lysepuffer resuspendiert und durch Ultraschall weiter
aufgeschlossen (Tabelle 4). Das entstandene Lysat konnte fir die folgende Analysen
verwendet werden oder bei -20 °C gelagert werden. Zur simultanen Extraktion von Proteinen
und RNA aus Zellen wurde das Reagenz peqGOLD TriFast™ (Peglab) nach Herstellerangaben
verwendet. Die Isolation basiert auf einer Einschritt-Flissigphasen-Separation. Das dadurch
gewonnene Proteinpellet wurde abhédngig von seiner GroRe in 70-200 ul 2D-Lysepuffer
(2D-LP) fiir 1h bei Raumtemperatur (RT) mittels Rittler gelost. Gelagert wurden die Proben
bei-20 °C.

Tabelle 4 Zellaufschluss durch Ultraschall
StoBanzahl Amplitude [%] Cycle
15-20 40 0,3

3.2.2 Protein-Konzentrationsbestimmung nach Bradford

Die Gesamtproteinbestimmung nach Bradford erfolgte durch Absorptionsmessung bei einer
Wellenldnge von 595 nm.”> Grundlage ist die Bindung des Farbstoffes Coomassie Brilliant
blue G250 an verschiedene Aminosidurereste der Proteine, welche eine Anderung des
Absorptionsmaximums von 470 nm auf 595 nm bewirken.”> Durch Verdinnung eines
definierten BSA-Proteinstandards wurde eine Eichreihe erstellt (siehe Tabelle 5), anhand
derer die Protein-Konzentrationen der Lysate bestimmt werden konnten. Fir die
Konzentrationsbestimmung der Proben wurden 2 ul Lysat mit 18 pl zweifach destilliertem

Wasser (A.bidest) und 300 ul Bradford Reagenz pipettiert.
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Die Absorptionsmessung erfolgte in Doppelbestimmung in einer 96-Well-Mikrotiterplatte.
Abhéangig von der Art der Proteingewinnung wurde der BSA-Standard in A.bidest oder in

2D-LP gelost verwendet.

Tabelle 5 Pipettierschema zur Proteinkonzentrationsbestimmung nach Bradford

. . BSA (0,2 1)in A.bidest | Bradford Reagenz
Eichreihe | MgBSA | o b(zw. fgffp)[pu [w] [] :
1. Leerwert - 20 300
2. 0,4 2 18 300
3. 0,8 4 16 300
4, 1,2 6 14 300
5. 1,6 8 12 300
6. 2 10 10 300
7. 2,4 12 8 300
8. 2,8 14 6 300
9. 3,6 18 2 300

3.2.3 SDS-PAGE

Die  Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese ~ (SDS-PAGE)  dient  der
Auftrennung von Proteingemischen nach Molekulargewicht und bietet somit die Moglichkeit
zur Analyse einzelner Proteine.

Die Auftrennung im Polyacrylamid-Gel, welches nach Polymerisation eine porenartige
Struktur aufweist, erfolgt ausschlieBlich anhand der ProteingrofRe. Kleinere Proteine kbnnen
schneller durch das Gel wandern und finden sich nach dem Durchlauf ndaher an der Anode als
grofRere Proteine. Um den Einfluss der Protein-Eigenladung auf die Geldurchwanderung zu
unterbinden, wird im Ladepuffer enthaltenes Sodiumdodecylsulfat (SDS) zugegeben. Dieses
bewirkt einerseits eine gleichmaBige negative Ladung aller Proteine durch Wechselwirkung
mit den Aminosaureseitenketten und verursacht weiterhin die Denaturierung und Auflésung
der Quartdrstrukturen. Zur Reduktion von Disulfidbriicken im Protein wurde 2-
Mercaptoethanol genutzt.

Die Elektrophorese wurde in einer Minigelapparatur mit 1x Laufpuffer durchgefiihrt. Die
Auftrennung erfolgte anhand eines diskontinuierlichen Systems, bestehend aus einem 5%
Sammelgel und einem 10% Trenngel, welches nach dem unten stehenden Pipettierschema

(Tabelle 6) hergestellt wurde. Die Proben wurden fiir 5 min bei 95 °C denaturiert, danach auf
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Eis abgekuhlt, zentrifugiert und anschlieBend aufgetragen. Die verwendeten Proteinmengen
lagen zwischen 40 und 120 pg. Als GroRRenstandard wurde ein Marker (Page Ruler
Prestained) auf jedem Gel mitgefiihrt. Der Gellauf wurde fir 10 min bei 80 Volt gestartet

und bei 140 Volt fortgesetzt, bis die Lauffront das Gelende erreichte.

Tabelle 6 Pipettierschema fiir ein Polyacrylamidgel

Sammelgel (5 %) Trenngel (10 %)

A.bidest 2,1 ml 2,4 ml
Sammelgelpuffer 0,375 ml -
Trenngelpuffer - 1,5ml
30% Acrylamid 0,5 ml 2 ml

10% SDS 30 ul 60 ul

10% APS 30 ul 60 ul
TEMED 3ul 6 ul

3.2.4 Western Blotting

Durch das Western Blotting erfolgte die Ubertragung der aufgetrennten Proteinmischung
auf eine adsorbierende Membran, um somit die Proteine einer Analyse zugdnglich zu
machen. Verwendet wurden Nitrozellulose-Membranen, welche die Proteine durch
hydrophobe Wechselwirkungen binden und sich fiir Protein- und Immunfarbungen eignen.
Als Blotsystem diente ein Semi-Dry-Blot, bei dem in Transferpuffer-getranktes Filterpapier in
jeweils vier Lagen die Nitrozellulose-Membran und das darauf liegende Gel einschlossen.
Geblottet wurde fiir 60 min mit 0,06 Ampere pro Membran. Im Anschluss an den Western
Blot erfolgte zur Uberpriifung der Proteiniibertragung eine Anfiarbung der Proteine auf der
Membran. Die Membran wurde dafiir direkt nach dem Blotten fiir 3-5 min in Ponceau-S-
Farbelosung auf einem RT-Schiittler geschwenkt. AnschlieRend wurde zweimal mit A.bidest
gewaschen, um ungebundenen Farbstoff zu entfernen und Proteinbanden erkennen zu
konnen. Entfarbt wurde darauffolgend mit 1xTBS-T. Zum Absattigen von freien
Bindungsstellen wurde die Membran fir 1-3h in 1xRoti blockiert. Nachfolgend wurde der

primdre Antikorper in entsprechender Verdiinnung zugegeben und iber Nacht auf einem

4 °C-Schittler inkubiert.
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3.2.5 Immunfarbung

Die Methode der Immunfirbung dient der Detektion und der Darstellung spezifischer
Proteine. Nach der Inkubation des primdren Antikorpers tGiber Nacht wurde am nachsten Tag
die Antikorperlésung abgenommen und die Membran drei Mal fir je 5 min in 1xTBS-T
gewaschen. Nachfolgend wurde der sekundare Antikdrper zugegeben (Verdiinnung 1:5000)
und fir 1h bei RT inkubiert. Die Antikorperlésung wurde nach einmaligem Gebrauch
verworfen und es erfolgte erneut ein dreimaliger Waschschritt mit 1xTBS-T fiir je 5 min bei
RT, um ungebundenen Sekundarantikérper zu entfernen. Fiir den Proteinnachweis wurde
frisch angesetzte Home-Made Solution verwendet. Jede Membran wurde mit 2 ml
Detektionslésung benetzt und 5 min inkubiert. Der enzymgekoppelte Sekundarantikérper
konnte nun Uber eine peroxidasevermittelte biochemische Reaktion der Detektionlosung,
namlich der Oxidation von Luminol und somit der Auslésung von Chemilumineszenz,
nachgewiesen werden. Fir den Nachweis von AR-Protein wurde dagegen die
Detektionslosung SuperSignal West Dura eingesetzt. Der Signalnachweis, die Dokumentation
und Quantifizierung Uber Densitometrie erfolgte mit dem ChemiDoc XRS+ und der Image
Lab™ Software Version 3.0. Vor erneutem Proteinnachweis wurde fir 1-3h mit 1xRoti
blockiert, und erst darauffolgend der nachste primare Antikorper tGber Nacht inkubiert. Auf
diese Art konnten bis zu drei verschiedene Proteine auf einer Membran nachgewiesen
werden. Die Proteinexpression der Zellen wurde abschlieBend auf die Glycerinaldehyd-3-
phosphatdehydrogenase (GAPDH) normiert, welche als Referenz und Ladungskontrolle fir

alle Western Blot Analysen diente.

3.3 Molekularbiologische Methoden

3.3.1 RNA-Isolierung
Die Praparation von RNA erfolgte mittels Einschritt-Flissigphasen-Separation durch das
Reagenz peqGOLD TriFast™ (Peglab) welches nach Herstellerangaben verwendet wurde. Die

dabei entstandenen RNA-Pellets wurden in 16-50 ul DEPC-Wasser gelost. Gelagert wurden
die Proben bei-20 °C.
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3.3.2 Praparation von miR

Die Praparation von microRNA (miR) wurde mithilfe des mirPremier microRNA Isolation Kits
von Sigma Aldrich durchgefiihrt. Die praparierte miR wurde in elution solution geldst und

bei -20 °C gelagert.

3.3.3 RNA-Konzentrationsbestimmung

Die Konzentrationsbestimmung von RNA und miR erfolgte mittels photometrischer Messung
durch den Nano-Drop 2000c (Thermo Scientific, Peqlab). Gemessen wurde mit einem
Probevolumen von 2 ul gegen das Losungsmittel als Leerwert. Die Reinheit der Proben
wurde anhand des Quotienten Absorption 260 nm / Absorption 280 nm bestimmt, welcher > 1,8
betragen sollte. Somit konnten Kontaminationen wie z.B. durch Proteine oder Phenolreste

ausgeschlossen werden.

3.3.4 Reverse Transkription von RNA und miR

Die reverse Transkription, also die Umschreibung von RNA in komplementdre DNA (cDNA),
ist ein notwendiger vorbereitender Schritt fiir die Polymerasekettenreaktion (PCR), da das
PCR-Schliisselenzym nur DNA als Substrat verwendet. Der erste Schritt der RNA-
Umschreibung bestand in der Denaturierung der RNA mit der Entstehung von RNA-
Einzelstrangen. Durch die Verwendung von Oligo-dT-Primern, welche sich an die Poly-A-
Sequenz der mRNA anlagern, wurde sichergestellt, dass ausschlieBlich mRNA als Vorlage fir
die Umschreibung diente. Ein Ansatz wurde aus 1 pg RNA, 1 pl Olido-dT-Primer und RNase-
freiem Wasser mit einem Gesamtvolumen von 13,7 ul hergestellt. Dieser wurde fiir 5 min bei
65 °C inkubiert, bevor 6,3 ul Master Mix (siehe Tabelle 7) zugegeben wurde. Die reverse
Transkription erfolgte fir 60 min bei 42 °C und die abschlieBende Inaktivierung der

Polymerase fiir 10 min bei 72 °C. Gelagert wurde die cDNA bei -20 °C.
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Tabelle 7 Pipettierschema cDNA-Synthese — reverse Transkription der mRNA

Schritt 1 Schritt 2 Schritt 3
1 ug RNA 4 ul 5xReaktionspuffer
1 ul Oligo-dT-Primer 1 pl dNTP-Mix [10 mM]
[100 uM] 0,5 pl RiboLock [20 U/ul]
ad 13,7 ml A.bidest 0,8 ul M-MLV Reverse Transkriptase
(RNase-frei) [200 U/pl]
=1 Ansatz = Mastermix, Zugabe von 6,3 ul pro Ansatz N Deakhwerung der
reversen Transkriptase
5 Min bei 65°C 60 Min bei 42°C 10 Min bei 72°C

Die reverse Transkription der miR erfolgte mithilfe des miScript Il RT Kits (Qiagen) nach dem
in Tabelle 8 abgebildeten Schema. Nach Abschluss der Umschreibung wurde die
synthetisierte cDNA mit RNase-freiem Wasser im Verhaltnis 1:10 verdiinnt und bei -20 °C

gelagert.

Tabelle 8 Pipettierschema cDNA-Synthese — reverse Transkription der miR

Schritt 1 Schritt 2 Schritt 3
4 ul HighSpec Buffer
1 pug miR 2 ul NucleicMix

ad 12 pl A.bidest 2 ul Reverse Transkriptase

(RNase-frei) 0,8 pl M-MLV RT [200 U/ul]

=1 Ansatz = Mastermix, Zugabe von 8 pl pro Ansatz N Deakthlerung der

reversen Transkriptase
60 Min bei 37°C 10 min bei 72 °C

3.3.5 AQuantitative real-time Polymerasekettenreaktion (qRT-PCR)

Die PCR ist eine Methode, um eine definierte DNA-Sequenz zu vervielfiltigen. Das
Grundprinzip basiert auf drei Phasen (siehe Tabelle 9), welche mehrfach durchlaufen werden
und somit zur Verdopplung der vorliegenden DNA-Sequenz (Template) pro Zyklus flhrt.
Initial wurde die doppelstrangige (ds) DNA denaturiert (95 °C), da sich die DNA-Polymerase
zur Amplifizierung des Templates nur an einstrangige DNA anlagern kann. Es folgte die
Bindung der spezifischen Primer Gber Basenpaarung an die Einzelstrange (Annealingphase).
Das Temperaturoptimum ist dabei primerabhdngig, und wurde bei erstmaliger Benutzung
des Primers Uber eine Gradienten-PCR mit verschiedenen Temperaturen ermittelt. Als
drittes folgte die Elongationsphase, in welcher die Polymerase ausgehend vom Primer die
komplementdre DNA in 5‘-3‘-Richtung vervollstdndigte. Da nun wieder dsDNA vorlag, musste
erneut denaturiert werden. Die Schritte Denaturierung, Annealing und Elongation wurden in
44 Zyklen wiederholt, wodurch eine exponentielle Zunahme der DNA-Sequenz stattfand,

welche durch den Verbrauch der Reaktionskomponenten begrenzt war und somit einen
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Sattigungsbereich erreichte. Das Besondere bei der quantitativen real-time PCR (qRT-PCR),
ist die Beobachtung der Amplifizierung in Echtzeit (,,real-time”) durch einen interkalierenden
SYBR-Green Farbstoff, welcher sich an dsDNA anlagert. Das Fluoreszenzsignal, welches nach
jedem Elongationsschritt gemessen wurde, stieg dabei proportional zur Menge der PCR-
Produkte an. Zur relativen Quantifizierung wurde das Ribosomale Protein LPO (RPLPO) als

Referenztranskript verwendet,

da es keiner

Regulation unterliegt und somit als
Ladungskontrolle diente. Die Expression der behandelten Proben wurden auf die RPLPO-
Expression normiert. miR hingegen wurde in der gRT-PCR auf die RNA U6 als Referenz und

Ladungskontrolle normiert.

Tabelle 9 qRT-PCR Protokolle der verschiedenen Primer

B AR, PSA, Casp-3, Casp-9 miR-1

Survivin HSP27, HSP60
cDNA-Verdiinnung 1:5 1:15 1:15 1:10
initiale Denaturierung 95°C; 10 min 95°C; 10 min 95°C; 10 min 95°C; 15 min
Phase I: Denaturierung 95°C; 10 sek 95°C; 10 sek 95°C; 10 sek 94°C; 15 sek
Phase Il: Annealing 65°C; 15 sek 60°C; 15 sek 60°C; 12 sek 55°C; 30 sek
Phase Ill: Elongation 72°C; 20 sek 72°C; 20 sek 72°C; 20 sek 70°C; 30 sek
Wiederholung Phase I-llI 44 Zyklen 44 Zyklen 44 Zyklen 44 Zyklen
Denaturierung 95°C; 10 sek 95°C, 10 sek 95°C; 10 sek 95°C; 10 sek
Schmelzkurvenanalyse . 605-95°C’. . 605-95°C'. . 605_9509 . 55_9509

in 0,5°C Schritten in 0,5°C Schritten in 0,5°C Schritten | in 0,5°C-Schriten

3.4 Statistische Auswertung

Die Angabe der Ergebnisse erfolgte als Mittelwert zStandardabweichung (standard
deviation = SD), normiert auf die Kontrolle (Co=1,0), nach Durchfiihrung von mindestens drei
unabhangigen Versuchen pro Experiment. Fir die Auswertung mit Microsoft Excel 2010
wurde der Student’s t-Test verwendet. Statistische Signifikanz wurde mit p<0,05 (*), p<0,01

(**) und p<0,001 (***) angenommen.
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4 Ergebnisse

4.1 Bestimmung der mittleren inhibitorischen Konzentration (ICso) von
Abirateron und Wachstumskinetik in Abirateron-behandelten PCa-Zellen

Mittels Proliferationsassay wurde im Zellkultur-Modell die 1Cso von Abirateron bestimmt,
welche die Wirkstarke einer Substanz angibt. Die ICso eignete sich fir nachfolgende
Versuche, da es durch das halbmaximale Wachstum der Zellen méglich war, Effekte auf das
Wachstumsverhalten sowohl in positiver als auch negativer Richtung zu untersuchen.

LNCaP Zellen zeigten eine statistisch signifikante Wirkung ab einer Abirateron-Konzentration
von 10 uM (Abb. 4A). Die antiproliferative Wirkung unter 20 uM war bereits zu stark,
weswegen die ICso flir LNCaP Zellen auf 10 uM nach 120h festgelegt wurde. PC-3 Zellen
zeigten bereits ab 2 puM statistisch signifikante Unterschiede zwischen Abirateron- und
DMSO-behandelten Zellen (Abb. 4B), jedoch war hier noch keine halbmaximale Wirkung
erreicht. Diese trat erst bei einer Konzentration von 30 uM nach 120h auf, welche somit als
ICso flir PC-3 Zellen bestimmt wurde.

Die anschlieRend durchgefiihrten Wachstumskinetiken mit den ermittelten [Cso-
Konzentrationen der jeweiligen Zelllinie zeigten die durch Abirateron ausgeloste
Wachstumshemmung, sowohl in AR-positiven LNCaP (Abb. 4C) als auch in AR-negativen PC-3
Zellen (Abb. 4D). Dieses unerwartete Ergebnis deutete darauf hin, dass Abirateron neben der

CYP17A1-Inhibition weitere AR-unabhangige Wirkungen auslost.
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Abbildung 4 Wachstumskinetik im 24-Well-MaRstab von LNCaP und PC-3 Zellen unter
Abirateron-Inkubation liber 120h

(A+B) Die Ergebnisse aus mindestens fiinf unabhéngigen Experimenten wurden als Mittelwert #SD der relativen
Expression dargestellt, normiert auf die Kontrolle (Co=1,0). (C+D) Die Ergebnisse aus mindestens zehn
unabhdngigen Experimenten wurden als Mittelwert #SD der absoluten Zellzahl dargestellt. (A-D) Alle
Experimente wurden mit dem Student’s t-Test statistisch ausgewertet mit p<0,05 (*), p<0,01 (**) und p<0,001

4.2 Analyse von Expression und Aktivitit des AR unter Abirateron-
Inkubation in PCa-Zellen

Der AR stand zunachst im Mittelpunkt weiterer Untersuchungen, da er einer der wichtigsten
proliferativen Faktoren in PCa-Zellen darstellt und dariber hinaus auch bei der Entwicklung
von Resistenzmechanismen in PCa-Zellen von groBer Bedeutung ist. Da PC-3 Zellen AR-
negativ sind, wurden die Analysen von AR-mRNA, AR-Protein und AR-Aktivitat nur in AR-
positiven LNCaP Zellen durchgefiihrt. Die AR-Aktivitdtsbestimmung erfolgte anhand von PSA-

mRNA, da der AR im aktivierten Zustand als Transkriptionsfaktor fiir das PSA-Gen fungiert*
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und die Transkription des PSA-Gens somit einen direkten Nachweis fiir die transkriptionelle
Aktivitat des AR darstellt.

Die Analyse der AR-mRNA (Abb. 5A) zeigte unter Abirateron-Einfluss von einer Induktion
ausgehend, eine dann (ber die Zeit abnehmende mMRNA-Expression, mit einem
Wiederanstieg nach 120h. Dagegen wurde das AR-Protein (Abb. 5B+D) statistisch signifikant
Uber den gesamten Zeitraum von 24h bis 120h supprimiert, mit p<0,001 zu allen finf
analysierten Zeitpunkten. Auch die Synthese von PSA-mRNA (Abb. 5C) wurde Uber 120h
statistisch signifikant zu allen finf untersuchten Zeitpunkten reprimiert (24h p<0,01; 48h -
120h p<0,001).
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Abbildung 5 gRT-PCR und Western Blot Analysen des AR in LNCaP Zellen unter 10 pM

Abirateron-Inkubation tGiber 120h

Die Ergebnisse aus mindestens drei unabhédngigen qRT-PCR (A+C) und Western Blot (B) Analysen wurden mit
Student’s t-Test statistisch ausgewertet und als Mittelwert £SD der relativen Expression dargestellt, normiert
auf die Kontrolle (Co=1,0) mit p<0,05 (*), p<0,01 (**) und p<0,001 (***). (C) gqRT-PCR Analyse der AR-Aktivitit
gemessen als relative PSA-mRNA Expression iiber 120h. (D) Der gezeigte Blot steht reprdsentativ fiir mindestens
drei unabhdngige Experimente.
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4.3 Protein-Analyse der AR-assoziierten Hitzeschock-Proteine HSP70 und
HSP90a in LNCaP und PC-3 Zellen unter Abirateron-Inkubation

Der AR ist in einem Protein-Komplex an die Hitzeschock-Proteine HSP70 und HSP90a
gebunden, wodurch der proteolytische Abbau des Steroidrezeptors im Zytoplasma
verhindert wird.”® HSP70 und HSP90a dienen somit der Stabilisierung seiner inaktiven Form,
bestimmen die Halbwertszeit des AR und in der Folge auch die Aktivitdt der AR-Signalwege.
Der HSP70-HSP90-AR-Komplex wird u.a. durch Bindung von Testosteron oder DHT in seiner
Konformation verandert, was letztlich zur Dimerisierung, Translokation in den Nukleus und
Aktivierung des AR fiihrt.”®

In AR-positiven LNCaP Zellen zeigte sich keine signifikante Beeinflussung des HSP70 Proteins
(Abb. 6A+C), ebenso wie in AR-negativen PC-3 Zellen (Abb. 6B+D), mit Ausnahme einer
minimalen, aber signifikanten Suppression der HSP70 Expression nach 24h

(Mittelwert 0,8 +0,07; p<0,05).
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Abbildung 6 Western Blot Analysen von HSP70 in LNCaP und PC-3 Zellen unter

Abirateron- Inkubation iiber 120h

Die Ergebnisse aus mindestens drei unabhdngigen Experimenten mit LNCaP (A) und PC-3 (B) wurden mit
Student’s t-Test statistisch ausgewertet und als Mittelwert +SD der relativen Expression dargestellt, normiert
auf die Kontrolle (Co=1,0) mit p<0,05 (*), p<0,01 (**) und p<0,001 (***). (C+D) Die gezeigten Blots stehen
reprdisentativ fiir je drei unabhdngige Experimente.
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HSP90a dagegen zeigte in LNCaP Zellen (Abb. 7A+C) eine Induktion nach 24h und 48h
(p<0,05), darauffolgend eine statistisch signifikante Repression nach 72h (p<0,05) und eine
erneute minimale Induktion nach 96h und 120h ohne statistische Signifikanz. In PC-3 Zellen
(Abb. 7B+D) wurde HSP90a nahezu Uber die gesamte Zeit supprimiert, mit statistischer
Signifikanz an drei von funf analysierten Zeitpunkten (48h p<0,05; 96h + 120h p<0,01).
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Abbildung 7 Western Blot Analysen von HSP90a in LNCaP und PC-3 Zellen unter

Abirateron- Inkubation tiber 120h

Die Ergebnisse aus mindestens drei unabhdngigen Experimenten mit LNCaP (A) und PC-3 (B) wurden mit
Student’s t-Test statistisch ausgewertet und als Mittelwert +SD der relativen Expression dargestellt, normiert
auf die Kontrolle (Co=1,0) mit p<0,05 (*), p<0,01 (**) und p<0,001 (***). (C+D) Die gezeigten Blots stehen
reprdsentativ fiir je drei unabhéngige Experimente.
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4.4 Protein-Analyse der Co-Chaperone HOP und HSP40 in LNCaP und PC-3
Zellen unter Abirateron-Inkubation

Nachdem die Modulation der AR-Komplex-Faktoren HSP70 und HSP90a unter Abirateron
nicht eindeutig zu werten war, wurden in der Folge auch die Co-Chaperone HSP70-HSP90-
Organizing-Protein (HOP) und Hitzeschock-Protein HSP40 untersucht. HOP und HSP40
agieren im Zytosol als Co-Chaperone von HSP70 und HSP90, wodurch sie ebenfalls in die AR-
Stabilisierung und AR-Signalkaskade involviert sind. Die Hauptaufgabe von HOP besteht in
der Bindung von HSP70 und HSP90,”” wodurch es zur Komplexbildung mit dem AR beitragt.*’
HSP40 reguliert die Bindung von HSP70 an ungefaltete Proteine.”®

Durch Abirateron-Inkubation in LNCaP Zellen (Abb. 8A+C) wurde das Co-Chaperon HOP (iber
120h reprimiert, mit zwei von flnf statistisch signifikanten Werten (72h p<0,001, 96h
p<0,05). In PC-3 Zellen (Abb. 8B+D) erfolgte durch Abirateron-Einfluss eine dhnlich starke
Repression von HOP mit ebenfalls zwei von flinf statistisch signifikanten Werten (96h p<0,05,

120h p<0,01).
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Abbildung 8 Western Blot Analysen von HOP in LNCaP und PC-3 Zellen unter Abirateron-
Inkubation liber 120h

Die Ergebnisse aus mindestens drei unabhdngigen Experimenten mit LNCaP (A) und PC-3 (B) wurden mit
Student’s t-Test statistisch ausgewertet und als Mittelwert *SD der relativen Expression dargestellt, normiert
auf die Kontrolle (Co=1,0) mit p<0,05 (*), p<0,01 (**) und p<0,001 (***). (C+D) Die gezeigten Blots stehen
reprdsentativ fiir je drei unabhédngige Experimente.
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Das Co-Chaperon HSP40 wird laut Literatur in beiden untersuchten Zelllinien exprimiert.”® Im
Rahmen dieser Arbeit gelang allerdings nur der Nachweis in PC-3 Zellen.

Auf Proteinebene (Abb. 9A+B) zeigte sich in PC-3 Zellen eine kurze, jedoch statistisch
signifikante Induktion von HSP40 nach 24h (2,5fach; p<0,01) und eine nachfolgende
signifikante Suppression Gber 120h mit p<0,05 nach 96h und 120h.
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24 48 72 96 120

Abirateron Inkubation [h]

Abbildung 9 Western Blot Analysen von HSP40 in PC-3 Zellen unter 30 uM Abirateron-
Inkubation liber 120h

Die Ergebnisse aus drei unabhdngigen Experimenten mit PC-3 (A) wurden mit Student’s t-Test statistisch
ausgewertet und als Mittelwert +SD der relativen Expression dargestellt, normiert auf die Kontrolle (Co=1,0)
mit p<0,05 (*), p<0,01 (**) und p<0,001 (***). Der in (B) gezeigte Blot steht reprdsentativ fiir mindestens drei
unabhdngige Experimente.

4.5 mRNA- und Protein-Analyse des apoptotischen Faktors Hitzeschock-
Protein HSP60 unter Abirateron-Inkubation in PCa-Zelllinien

In der Literatur wird HSP60 als apoptotischer Faktor beschrieben und stellte daher fiir diese
Arbeit den Einstieg in die Analyse von apoptotischen Signalwegen unter Abirateron Einfluss
dar'SO, 53

HSP60 wurde in LNCaP Zellen auf mRNA-Ebene (Abb. 10A) ab 72h reprimiert mit einer
signifikanten Suppression nach 96h (Mittelwert 0,4 +0,01; p<0,001). Auf Proteinebene
dagegen (Abb. 10B+C) zeigte sich eine stete Induktion von HSP60 lber den gesamten
Zeitraum von 120h (96h + 120h p<0,05).
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Abbildung 10 gRT-PCR und Western Blot Analysen von HSP60 in LNCaP Zellen unter 10 uM

Abirateron-Inkubatiom liber 120h

Die Ergebnisse aus mindestens drei unabhdngigen qRT-PCR (A) und Western Blot (B) Analysen wurden mit
Student’s t-Test statistisch ausgewertet und als Mittelwert +SD der relativen Expression dargestellt, normiert
auf die Kontrolle (Co=1,0) mit p<0,05 (*), p<0,01 (**) und p<0,001 (***). Der in (C) gezeigte Blot steht
reprdsentativ fiir fiinf unabhdngige Experimente.

In PC-3 Zellen zeigte sich auf mRNA-Ebene (Abb. 11A) eine tendenzielle Zunahme der
Transkription von HSP60 mit einer bis zu 2,9fachen Induktion nach 120h. Auf Proteinebene
(Abb. 11B+C) dagegen zeigte sich eine leichte Repression der relativen HSP60 Expression mit

einem statistisch signifikanten Unterschied nach 48h (p<0,01).
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Abbildung 11 qRT-PCR und Western Blot Analysen von HSP60 in PC-3 Zellen unter 30 pM

Abirateron-Inkubation tGiber 120h

Die Ergebnisse aus mindestens fiinf unabhdngigen qRT-PCR (A) und Western Blot (B) Analysen wurden mit
Student’s t-Test statistisch ausgewertet und als Mittelwert £SD der relativen Expression dargestellt, normiert
auf die Kontrolle (Co=1,0) mit p<0,05 (*), p<0,01 (**) und p<0,001 (***). Der in (C) gezeigte Blot steht
représentativ fiir fiinf unabhdngige Experimente.

4.6 Protein-Analyse von p53 und PARP unter Abirateron-inkubation in
LNCaP und PC-3 Zellen

Neben HSP60 wurden anschlieRend weitere Faktoren der Apoptose analysiert. Dem p53
Protein, welches in 50% aller menschlichen Tumore mutiert vorliegt,”® kommen hierbei als
Tumorsuppressor im Falle einer DNA-Schadigung vielfiltige Aufgaben zu.>4>>

Die p53 Expression in LNCaP Zellen (Abb. 12A+B) wurde unter Abirateron mit p<0,01 (24h)
und p<0,001 (72h) statistisch signifikant induziert, mit einer maximalen Induktion von 2,2
10,03 nach 72h. Abbildung 12C zeigt den fehlenden p53 Nachweis in PC-3 Zellen welche

bekanntermaRen p53-negativ sind 808!
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Abbildung 12 Western Blot Analysen von p53 in LNCaP Zellen unter 10 uM Abirateron-
Inkubation liber 120h

(A) Die Ergebnisse aus drei unabhédngigen Experimenten wurden mit Student’s t-Test statistisch ausgewertet
und als Mittelwert +SD der relativen Expression dargestellt, normiert auf die Kontrolle (Co=1,0) mit p<0,05 (*),
p<0,01 (**) und p<0,001 (***). Die in (B+C) gezeigten Blots stehen reprdsentativ fiir mindestens drei
unabhdngige Experimente.

PARP wird proportional zur Zahl der Strangbriiche in der DNA aktiviert®® und verhindert in
seiner Funktion als DNA-Reparaturenzym die Degradation der genomischen DNA. Bei Eintritt
der Zelle in die irreversible Phase der Apoptose wird PARP durch die Caspase-3 gespalten
und somit inaktiviert, da zu diesem Zeitpunkt eine DNA-Reparatur nicht mehr sinnvoll ist.>’
Es gilt daher als Marker fir die Apoptose. Durch die Spaltung entstehen aus dem 116 kDa

groflen Protein zwei Spaltprodukte mit GrofRen von 24 und 89 kDa.
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Abbildung 13 zeigt, dass durch Abirateron-Inkubation tGber 72h weder in LNCaP (Abb. 13A)
noch in PC-3 Zellen (Abb. 13B) eine PARP-Spaltung erfolgte. Die Zeitpunkte 6h, 12h, 24h, 48h

und 72h wurden dabei in vier unabhangigen Durchgangen untersucht.
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Abbildung 13 Western Blot Analysen von PARP in LNCaP und PC-3 Zellen unter Abirateron-

Inkubation tiber 72h

(A+B) Die gezeigten Blots stehen reprdsentativ fiir mindestens vier unabhdngige Experimente. Die Signale waren
im Bereich von 116 kDa nachzuweisen. Der Nachweis der PARP-Spaltprodukte bei 89 und 24 kDa war negativ.

4.7 mRNA-Analyse der apoptotischen Faktoren Caspase-3, Caspase-9, BAX,
p21 und Survivin in PCa-Zellen unter Abirateron-Inkubation

Aufgrund der Diskrepanz zwischen p53-Induktion in LNCaP Zellen (Abb. 12A+B) und
ausbleibender PARP-Spaltung (Abb. 13) wurden im Folgenden die apoptotische Faktoren
Caspase-3, Caspase-9, p21, BAX und Survivin auf mRNA-Ebene untersucht. Eine Ubersicht
Uber das regulative Netzwerk gibt Abb. 3 in Abschnitt 1.6 wider.

Abbildung 14A-D zeigt die Modulation der Caspasen unter Abirateron-Inkubation auf DMSO-
inkubierte Kontrollzellen normiert. Neben Abirateron wurde das zytostatische Taxan
Docetaxel als Apoptose-Induktor eingesetzt.

Aufgrund groRer Streuungen und fehlender statistischer Signifikanz gehen wir davon aus,
dass die Expression von Caspase-3 mRNA (Abb. 14A+B) in keiner der Zelllinien durch
Abirateron oder Docetaxel gesteuert wurde.

Die Caspase-9 mRNA schien in PC-3 unter Abirateron (Abb. 14D) und in LNCaP Zellen unter
Docetaxel-Inkubation (Abb. 14C) tendenziell supprimiert, wahrend die mRNA Konzentration
in den anderen Zellen unverandert blieb. Der 48h Wert aus Abbildung 14C wurde aufgrund
einer groBen Streuung der Mittelwerte und fehlender statistischer Signifikanz nicht als

Induktion gewertet.
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Abbildung 14 gRT-PCR Analysen von Caspase-3 und Caspase-9 in LNCaP und PC-3 Zellen
unter Abirateron- bzw. Docetaxel-Inkubation liber 72h

(A-D) Die Ergebnisse aus mindestens drei unabhdngigen Experimenten wurden mit Student’s t-Test statistisch

ausgewertet und als Mittelwert +SD der relativen Expression dargestellt, normiert auf die Kontrolle (Co=1,0) mit
p<0,05 (*), p<0,01 (**) und p<0,001 (***).

Die Faktoren BAX und p21 werden im Allgemeinen vom p53 Protein induziert, welches in
LNCaP Zellen nach Abirateron-Inkubation vermehrt exprimiert wurde (vgl. Abb. 12). Survivin
als anti-apoptotischer Faktor dagegen wird in der Regel durch p53 gehemmt und dadurch
u.a. in seiner Funktion als Inhibitor der Procaspase-9 gestort (vgl. Abb. 3).

Abbildung 15 zeigt das mRNA-Niveau der drei Apoptosemarker, normiert auf die
Kontrollansatze Gber 72h in beiden PCa-Zelllinien. In LNCaP Zellen (Abb. 15A) waren p21 und
Survivin nahezu unverandert, mit Schwankungen ihrer mRNA Level um die 1,0. BAX dagegen

wurde nach 24h induziert, um dann statistisch signifikant supprimiert zu werden

(72h; Mittelwert 0,6 +0,3; p<0,05).
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In PC-3 Zellen (Abb. 15B) wurde BAX lber 72h supprimiert (72h; Mittelwert 0,4 +0,09;
p<0,001), ebenso wie der anti-apoptotische Faktor Survivin (24h p<0,05; 72h p<0,001). p21
wurde dagegen auf mRNA-Ebene in p53-negativen PC-3 Zellen bis zu 5fach induziert, mit

statistischer Signifikanz nach 48h (p<0,05) und 72h (p<0,01).
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Abbildung 15 qRT-PCR Analysen von BAX, p21 und Survivin in LNCaP und PC-3 Zellen unter

Abirateron-Inkubation liber 72h

Die Ergebnisse aus mindestens vier unabhdngigen Experimenten mit LNCaP (A) und PC-3 (B) wurden mit
Student’s t-Test statistisch ausgewertet und als Mittelwert +SD der relativen Expression dargestellt, normiert
auf die Kontrolle (Co=1,0) mit p<0,05 (*), p<0,01 (**) und p<0,001 (***).

4.8 mRNA- und Protein-Analyse des zytoprotektiven Hitzeschock-Protein
HSP27 in PCa-Zellen unter Abirateron-Inkubation

In vorangegangenen Arbeiten unserer Gruppe wurde HSP27 bereits als wichtiges Protein bei
Docetaxel-induzierten Resistenzmechanismen im CRPC charakterisiert® und ist auBerdem
als zytoprotektiver Faktor, Induktor des AR**> und Suppressor der miR-1%¢ bekannt.

In den AR-positiven LNCaP-Zellen zeigte sich auf mRNA-Ebene (Abb. 16A) ein kurzzeitiger
Anstieg von HSP27 (48h; Mittelwert 1,4 +0,25; p<0,05), worauf eine liber 120h anhaltende
Unterdrickung folgte (96h; Mittelwert 0,7 +0,05; p<0,05). Auf Protein-Ebene (Abb. 16B+C)
war die Suppression von HSP27 bereits friither zu verzeichnen und hielt ebenfalls tiber 120h
an, mit einer maximalen Suppression nach 120h (Mittelwert 0,4 +0,33). Statistische
Signifikanz war zu vier von funf Zeitpunkten gegeben, mit p<0,001 (48h + 72h), p<0,01
(120h) und p<0,05 (96h). Dies stellt einen bedeutenden Unterschied zu den durch Docetaxel

induzierten Effekten dar.
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Abbildung 16 gRT-PCR und Western Blot Analysen von HSP27 in LNCaP Zellen unter 10 uM

Abirateron-Inkubation liber 120h

Die Ergebnisse aus mindestens drei unabhdngigen qRT-PCR (A) und Western Blot (B) Analysen wurden mit
Student’s t-Test statistisch ausgewertet und als Mittelwert £SD der relativen Expression dargestellt, normiert
auf die Kontrolle (Co=100%) mit p<0,05 (*), p<0,01 (**) und p<0,001 (***). Der in (C) gezeigte Blot steht
reprdsentativ fiir drei unabhdngige Experimente.

In den AR-negativen PC-3 Zellen unterlag HSP27 auf mRNA-Ebene (Abb. 17A) nur einer sehr
geringen Modulation, da die Werte um 1,0 schwankten und keine statistische Signifikanz
vorlag. Auf Protein-Ebene (Abb. 17B+C) hingegen fand eine, im Vergleich zu LNCaP-Zellen
spater einsetzende, aber starkere Suppression, mit statistisch signifikanten Unterschieden
zwischen Abirateron- und DMSO-behandelten Zellen (72h p<0,05; 96h p<0,01; 120h
p<0,001) statt. Die starkste Suppression in PC-3 Zellen zeigte sich nach 120h (Mittelwert 0,1
+0,11). Somit wurde der zytoprotektive Faktor HSP27 durch Abirateron-Inkubation in beiden

PCa-Zellinien stark reprimiert.
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Abbildung 17 qRT-PCR und Western Blot Analysen von HSP27 in PC-3 Zellen unter 30 pM

Abirateron-Inkubation tGiber 120h

Die Ergebnisse aus drei unabhdngigen qRT-PCR (A) und Western Blot (B) Analysen wurden mit Student’s t-Test
statistisch ausgewertet und als Mittelwert +SD der relativen Expression dargestellt, normiert auf die Kontrolle
(Co=1,0) mit p<0,05 (*), p<0,01 (**) und p<0,001 (***). Der in (C) gezeigte Blot steht reprdsentativ fiir drei
unabhdngige Experimente.

Da HSP27 als Faktor von Chemoresistenz beschrieben wurde,® sollte untersucht werden, ob
die Sensitivitat der Zellen gegenliber Abirateron vom HSP27-Level der Zellen abhangt. Hierzu
eigneten sich unsere Zelllinie PC-3, eine Zelllinie mit niedrigem HSP27-Basallevel, und die
transfizierte Zelllinie PC3-HSP27 mit stabiler Uberexpression von HSP27. Diese wurden

hinsichtlich ihres Wachstumsverhaltens unter Inkubation mit 30 uM Abirateron verglichen.
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Wie aus Abb. 18A ersichtlich, nahm sowohl die relative Zellzahl (Abirateron/DMSQO) der PC-3
Zellen als auch der PC3-HSP27 Zellen (ber die Zeit ab. In der Zelllinie PC-3 (—a—) sank die
relative Zellzahl von 0,63 +0,15 (24h) auf 0,36 £0,12 (120h). Dagegen war die relative Zellzahl
von PC3-HSP27 Zellen (---#---) zu jedem Zeitpunkt (iberlegen. Die Wachstumskinetiken
unterschieden sich statistisch signifikant zu vier von finf analysierten Zeitpunkten (24h +
120h p<0,05; 72h + 96h p<0,01), wodurch die Hypothese von HSP27 als zytoprotektivem

Faktor gegentiiber Abirateron bestatigt werden konnte.
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Abbildung 18 Wachstumskinetik in PC-3 und PC3-HSP27 Zellen unter 30 pM Abirateron-
Inkubation liber 120h

Vergleich von PC-3 Zellen mit niedrigem HSP27-Basallevel und der Zelllinie PC3-HSP27 mit stabiler
Uberexpression und somit einem hohen nichtrequlierten HSP27-Level. Die Ergebnisse aus fiinf unabhdngigen
Experimenten wurden mit Student’s t-Test statistisch ausgewertet und als Mittelwert +SD der relativen
Expression dargestellt, normiert auf die Kontrolle (Co=1,0) mit p<0,05 (*), p<0,01 (**) und p<0,001 (***).

4.9 Analyse des Tumorsuppressors microRNA-1 unter Abirateron-Inkubation
in LNCaP und PC-3 Zellen

Die microRNA-1 (miR-1) wird als Tumorsuppressor beschrieben und ist in malignen Zellen
des PCa gegeniber nicht-malignen Zellen herunterreguliert.”*’3
miR-1 untersteht einem hemmenden Einfluss von HSP27% und ist weiterhin an der

Regulation von HSP60 und des AR beteiligt, wodurch sie eine wichtige Rolle bei der

Proliferation von PCa-Zellen spielt.
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Im Abschnitt 4.8. konnte gezeigt werden, dass das zytoprotektive Protein HSP27 als
Suppressor der miR-1 unter Abirateron-Inkubation in beiden Zelllinien supprimiert wurde. Es
war daher mit einer Induktion von miR-1 zu rechnen. Diese konnten wir in beiden PCa-
Zelllinien zeigen (Abb. 19A+B), wobei die Effekte in PC-3 Zellen (30fache Induktion nach 48h,
p<0,01) ausgepragter waren. Gleichermallen war aber auch die Suppression von HSP27 in
den PC-3 Zellen stérker als in den LNCaP Zellen. Die Daten deuteten auerdem darauf hin,
dass die Induktion nur kurzzeitig anhielt, da die 72h-Werte beider Zelllinien sich 1,0

anndherten. miR-1 wurde also in LNCaP und PC-3 Zellen unter Abirateron-Behandlung

induziert.
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Abbildung 19 qRT-PCR Analysen von miR-1 in LNCaP und PC-3 Zellen unter Abirateron-
Inkubation liber 72h

Die Ergebnisse aus mindestens drei unabhdngigen Experimenten mit LNCaP (A) und PC-3 (B) wurden mit
Student’s t-Test statistisch ausgewertet und als Mittelwert +SD der relativen Expression dargestellt, normiert
auf die Kontrolle (Co=1,0) mit p<0,05 (*), p<0,01 (**) und p<0,001 (***).
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5 Diskussion

Die Moglichkeiten der medikamentdsen Therapie des CRPC haben sich in den letzten Jahren
rasch entwickelt. Bis 2010 war Docetaxel der einzige Wirkstoff, der eine Verbesserung des
OS bei Patienten mit CRPC erzielen konnte. Unter oder nach der Chemotherapie mit dem
Taxan kam es aber in der Mehrheit der Fille zur Tumorprogression.t® Seitdem sind mehrere
neue Wirkstoffe zugelassen worden oder befinden sich noch in der klinischen Testung.!® Die
Ergebnisse, die mit den neuen Wirkstoffen erreicht werden, zeigen jedoch, dass primare und
sekunddre Resistenzen sowie Kreuzresistenzen bei sequentieller Therapie weiterhin
Probleme bereiten.?384886 Ein Grund daflir scheint der im Mittelpunkt der Proliferation
stehende AR zu sein, welcher im Rahmen von Resistenzentstehung haufig reaktiviert
wird.333 Fur die Zukunft ist es also wichtig, weitere Wirkstoffe, die nicht nur tber
Hormonentzug und die Blockade von AR-Signalwegen wirken, zu entwickeln und die bereits
zugelassenen Wirkstoffe bezlglich sinnvoller Kombinations- oder Sequenztherapien zu
erforschen. Dabei spielt die molekulare Charakterisierung der Pharmaka eine wichtige Rolle.
Im Rahmen dieser Arbeit wurde Abirateron, welches als CYP17A1-Inhibitor zu den neuen
hormonablativen Therapeutika des CRPC zdhlt, in seiner Auswirkung auf verschiedene

Proliferations- und Apoptosefaktoren im Zellkultur-Modell evaluiert.

Bei der Bestimmung der ICso flr Abirateron in den PCa-Zelllinien als Grundlage fiir
Zellkulturversuche, ergab sich fir LNCaP Zellen eine niedrigere 1Cso (10 uM, 120h) als fur
PC-3 Zellen (30 uM, 120h). In der aktuellen Literatur gab es nur zwei Veroffentlichungen die
fir Vergleiche herangezogen werden konnten. Die von Soifer et al. verwendeten Abirateron-
Konzentrationen in LNCaP Zellen decken sich mit der hier bestimmten ICso (10 uM).%’
Brossard et al. inkubierten PC-3 Zellen mit geringeren Abirateron-Konzentrationen (0,01 uM)
um eine 50%ige Proliferationshemmung zu erreichen, allerdings wurde hier auch ein anderes
Messverfahren zur Proliferationsanalyse verwendet, was einen direkten Vergleich unmdglich
macht.® In dieser Arbeit wurde die Proliferation anhand von absoluten Zellzahlen beurteilt,
da diese Methode mehr Aussagekraft besitzt, als beispielsweise die Bestimmung der

physiologischen Aktivitat mittels MTT-Assay.
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Mit den ICso Konzentrationen wurden Wachstumskinetiken unter Abirateron-Einfluss
durchgefiihrt. Diese zeigten in beiden Zelllinien ein nahezu stagnierendes
Wachstumsverhalten unter Abirateron im Vergleich zum exponentiellen Wachstum der
DMSO-behandelten Kontrollzellen. Die Effekte von Abirateron sind somit nicht ausschlieRlich
auf die Inhibition der Androgensynthese und die AR-Hemmung zuriickzufihren, da die
unterdriickte Proliferation in AR-negativen PC-3 Zellen nur durch AR-unabhangige

Wirkungen zustande kommen kann.

Die in dieser Arbeit gezeigte Inhibition der AR Expression und Aktivitdt wird durch eine
Publikation von Soifer et al. bestatigt.®” Da die AR-mRNA keine stabile Suppression zeigte,
kann man mutmaBen, dass Abirateron auf Proteinebene und somit post-transkriptional
wirkt. Der verminderte Proteinnachweis muss demnach nicht zwangslaufig durch eine
verminderte Expression des AR zustandekommen, sondern kann ebenso durch
Destabilisierung und vermehrten Abbau des Rezeptors ausgelost werden. Eine post-
transkriptionale Modulation des AR durch Abirateron wadre beispielsweise durch die
veranderte Expression von Chaperonen und Co-Chaperonen moglich, welche so eine AR-
abhédngige Abirateron-Wirkung vermitteln konnten. Die Western Blot Analysen zeigten, dass
die evaluierten (Co-)Chaperone mit Ausnahme von HSP70 durch Abirateron auf
Proteinebene tendenziell supprimiert wurden. Eine AR-Destabilisierung Uber die
verminderte Expression der Chaperone und Co-Chaperone ist also anzunehmen. Da der AR
eine entscheidende Rolle in der PCa-Proliferation spielt, stellt die Inhibition des Chaperons
HSP90 einen neueren Ansatz der CRPC-Therapie dar. Eine HSP90-Inhibition verursacht die
Degradation von Bindungspartnern, wie beispielsweise des AR, Uber die Aufhebung des
Schutzes vor proteolytischem Abbau.®%?° Lamoureux et al. zeigten eine verzégerte CRPC-
Progression im LNCaP Xenograft-Modell durch den HSP90-Inhibitor PF-04928473, was sie
zum Teil auf verminderte AR-Level und -Aktivitdt, sowie die gestérte Translokation in den
Nukleus zurtickfihrten.30 Aktuell laufen klinische Studien mit HSP90-Inhibitoren der zweiten
Generation, z.B. Retaspimycin Hydrochlorid (IPI-504) bei CRPC-Patienten vor und nach
Docetaxel-Therapie.”® Eine Kombinationstherapie von Abirateron und HSP90-Inhibitoren
wdre also  sinnvoll, um  die gleichgerichteten Effekte  zu  verstdrken.
Das Chaperon HSP90 besitzt darliber hinaus weitere Bindungspartner, die in wichtige
Proliferations- und Apoptose-Signalwege eingebunden sind,®> wie z.B. den anti-

3 welcher im PCa hiufig tberexprimiert vorliegt.®® Die
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Supprimierung von HSP90a in PC-3 Zellen und die nachfolgende Degradation von Survivin
konnte somit einen AR-unabhangigen Signalweg der Abirateron-Wirkung darstellen. Darauf
basierend wurden neue Wirkstoffe wie etwa LY2181038, ein antisense oligonukleotid (ASO)
entwickelt, welche Survivin als Target beeinflussen und sich derzeit in der klinischen Testung

befinden.?*

Neben proliferativen Faktoren spielen auch veranderte Apoptose-Signalwege bei der
Karzinogenese und Chemoresistenz von vielen Tumoren eine wichtige Rolle. Besonders p53
ist hier zu erwahnen, da es bei einer hohen Anzahl von Tumoren mutiert ist.>> Auch im PCa
konnten Expressionsanderungen von Apoptose-Faktoren beschrieben werden, wie z.B. die
Uberexpression von Survivin® oder der Expressionsverlust von Caspase-1°> in
Karzinomgewebe gegeniiber physiologischem Prostatagewebe, die Mutation von p53°>>8
oder die erhdhten HSP60-Expressionslevel in Tumoren mit hohem Gleason Score.”%
HSP60 ist ein pradiktiver Faktor im PCa*®°® und wird in der Literatur weiterhin als Apoptose-
faktor diskutiert. GemaR den Literaturangaben ist dabei unklar, ob dem Protein pro->%>!
oder anti-apoptotische®>°3® Funktion zukommt. Transfektionsversuche mit transienter
HSP60-Uberexpression, die eine antiproliferative Wirkung erzeugten, ebenso wie eine miR-1-
induzierte HSP60-Expression konnten durch unsere Gruppe beschrieben werden, weshalb
wir von einer pro-apoptotischen Funktion des Faktors HSP60 in den von uns verwendeten
PCa Zellen ausgehen. Unter Abirateron-Inkubation wurde HSP60 in LNCaP Zellen signifikant
induziert, wohingegen es in PC-3 Zellen keiner Regulation oder einer leichten Suppression
unterlag. Vor diesem Hintergrund muss die Induktion von HSP60 in LNCaP als

antiproliferativer Abirateron-Effekt und nicht als Resistenzentwicklung bewertet werden.

Der Tumorsuppressor p53 wurde durch Abirateron-Inkubation in LNCaP Zellen signifikant
induziert, was im Widerspruch zur ausbleibenden PARP-Spaltung steht. In der Regel wird
PARP als DNA-Reparaturprotein beim Eintritt in die irreversible Phase der Apoptose durch
die Caspase-3 proteolytisch gespalten und dadurch inaktiviert.>” Die Aktivierung der
Caspase-3 und die Spaltung von PARP kann dabei p53-abhingig® als auch unabhingig®’
ablaufen. Da die Induktion von p53 bereits nach 24h signifikant ist und bis 72h anhalt, wurde
PARP zu den Zeitpunkten 6h, 12h, 24h, 48h und 72h auf Spaltprodukte untersucht. Ein
moglicher Grund fiir den fehlenden Spaltungs-Nachweis wéare die Tatsache, dass PARP nur

kurzzeitig gespalten wird und sich somit der Analyse entzieht. Zur Uberpriifung dessen
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konnten klrzere Abstdande der Analyse-Zeitpunkte gewahlt werden. In vorherigen Arbeiten
unserer Gruppe konnte eine PARP-Spaltung in Docetaxel-inkubierten Zellen nachgewiesen

werden, wodurch der Apoptose-Nachweis durch PARP-Spaltung etabliert wurde.

Bei der Analyse der Caspasen kam es aufgrund des sehr sensitiven Verfahrens der gRT-PCR
zu groRen Schwankungen in den Standardabweichungen und somit zu nicht-signifikanten
Ergebnissen. Es deutet sich an, dass Caspase-3 auf mRNA-Ebene weder durch Abirateron,
noch durch das Zytostatikum Docetaxel reguliert wurde. Caspase-9 mRNA schien tendenziell
eher supprimiert (in PC-3 unter Abirateron und in LNCaP unter Docetaxel-Inkubation) bis
unverandert. Zu bedenken ist allerdings, dass Caspasen als inaktive Procaspasen
synthetisiert und erst durch Proteolyse aktiviert werden.>* Ihre Regulation wird also weniger
durch Expressionsdanderung und Neusynthese, sondern durch proteolytische Aktivierung
vorgenommen, welche mittels gRT-PCR nicht nachweisbar ist. Eine weiterfiihrende Analyse
konnte daher mittels kommerzieller Caspase-Assay-Kits vorgenommen werden. Vor diesem
Hintergrund kann nicht bewertet werden, ob die Caspasen-3 und -9 aktiviert werden, und ob

eine Spaltung von PARP zu erwarten wiére.

Die Apoptosemarker p21 und BAX wurden auf mRNA-Level hinsichtlich des Einflusses durch
Abirateron analysiert. Wahrend der pro-apoptotische Faktor BAX in LNCaP Zellen
supprimiert wurde und p21 unverdndert blieb, wurde in PC-3 Zellen der pro-apoptotische
Faktor p21 induziert und BAX supprimiert. In der Regel induziert p53 als Apoptose-Initiator
die pro-apoptotischen Faktoren BAX und p21 und inhibiert das anti-apoptotische Protein
Survivin. Die Regulation der betrachteten apoptotischen Faktoren ist damit widerspriichlich,

weshalb sich ihre Rolle bei der Abirateron-Wirkung nicht abschlieRend beurteilen ldsst.

Proteine mit tumorsuppressiver bzw. zytoprotektiver Wirkung weisen in Tumorzellen
oftmals veranderte Expressionslevel oder Mutationen auf, wodurch sie in ihrer Funktion
verdndert sind. HSP27, im PCa hé&ufig Giberexprimiert,? gilt beim PCa als zytoprotektiver
Faktor,”® wodurch seine Bedeutung als Therapie-Target und Prognosefaktor entsteht. Es
kann sowohl durch Docetaxel-Therapie®® als auch durch Hormonentzug®>°® induziert
werden, wodurch die Wirkung einer nachfolgenden Chemotherapie abgeschwacht wird.
Mithilfe der Zelllinien PC-3 (niedriges HSP27 Basallevel) und PC3-HSP27 (stabile
Uberexpression von HSP27) konnte HSP27 beziiglich seiner zytoprotektiven Funktion

gegenlber Abirateron untersucht werden. Die geringere Sensitivitit von PC3-HSP27
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gegeniber Abirateron bestatigt die Zytoprotektion durch HSP27. Eine Induktion des Faktors
HSP27 unter Abirateron wiirde demnach eine therapieinduzierte Resistenzentwicklung, wie
sie unter Docetaxel-Therapie besteht,*® bedeuten. Die Protein-Analysen in LNCaP und PC-3
Zellen zeigten allerdings eine deutliche Suppression der HSP27-Expression in Abirateron-
behandelten Zellen. Dieses Ergebnis stlitzt die klinischen Erfahrungen, die eine hohe
Ansprechrate von Abirateron bei einer Zweitlinientherapie nach Docetaxel zeigen.®®
Da HSP27 mit einer schlechten Prognose,%!% einem aggressiven Tumorwachstum und
hohem Metastasierungspotential des PCas korreliert,’°102 ist es ein wichtiger Faktor beim
PCa. Wirkstoffe wie OGX-427, ein ASO der zweiten Generation, zielen darauf ab und haben
bereits Phase | Studien als Einzel- oder Kombinationstherapie mit Docetaxel im PCa
abgeschlossen. Randomisierte Phase Il Studien von OGX-427 mit CRPC-Patienten laufen
derzeit.1931%4 Rocci et al. berichten Uber einen ASO-induzierten HSP27 knockdown in LNCaP
und PC-3 Zellen mit Apoptose-Induktion und antiproliferativen Effekten beim Einsatz als
Monotherapie und eine zusaztlich erhéhte Ansprechrate auf Hormon- und Chemotherapie
bei einem Einsatz in Kombinationstherapie.l°%1% Eine Kombinationstherapie aus HSP27-
Inhibitor und Abirateron diirfte aber, aufgrund der bestehenden HSP27-Suppression unter

Abirateron, kaum einen bedeutenden Unterschied zur Abirateron-Monotherapie erbringen.

miR-1, in der Literatur als tumorsuppressiv beschrieben,’® untersteht einem hemmenden
Einfluss von HSP27% und inhibiert die AR-Synthese.** Es ist somit von einer Enthemmung der
miR-1 unter Abirateron-Inkubation auszugehen. Der Nachweis von miR-1 erfolgte mittels
gRT-PCR, welches als besonders sensitives Verfahren starken Schwankungen unterlag. Die
Ergebnisse waren daher nur zum Teil statistisch signifikant. Dennoch deuten wir die Daten
als miR-1-Induktion in LNCaP und PC-3 Zellen, wodurch auch miR-1 als Inhibitor des AR** zur
antiproliferativen Abirateron-Wirkung in PCa Zellen beitrdgt. Aufgrund des positiven
Einflusses der miR-1 auf HSP60 wird hieriiber neben der AR-abhdngigen Wirkung ebenso
eine AR-unabhéngige Abirateron-Wirkung vermittelt, da das pro-apoptotische HSP60 u.a. die

Aktivierung der Procaspase-3 durch Cytochrom c forciert.>®

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die Wirkung von Abirateron auf PCa Zellen nicht
ausschlieBlich Giber die Inhibition der adrenalen und intratumoralen Steroidsynthese und der
daraus folgenden geringeren Aktivierung der AR-Signalwege erklart werden kann. Auch die

Hemmung von (Co-) Chaperonen mit nachfolgender Destabilisierung von Proteinen die an
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Diskussion

Proliferation (AR) und Apoptose (Survivin) beteiligt sind, bedingen die Effekte von Abirateron
in PCa-Zellen, die somit zum Teil AR-unabhédngig sind. Dies ist beispielsweise an der

Abirateron-Wirkung auf AR-negative PC-3 Zellen zu erkennen.

Weiterhin muss die Unterdriickung des Faktors HSP27, welcher zytoprotektiv gegeniber
Abirateron wirkt, und der daraus folgenden Induktion des Tumorsuppressors miR-1 an dieser
Stelle betont werden. Abirateron ist demnach ein wirkungsvolles Therapeutikum, welches im
Gegensatz zu Docetaxel keine therapieinduzierte Resistenz durch HSP27-Induktion
aufkommen lasst, wodurch der Einsatz als first- und second-line Therapeutikum beim CRPC

untermauert wird.

Letztendlich muss aber bedacht werden, dass Ergebnisse aus Zellkultur-Modellen nur in
begrenztem Malie auf Ablaufe und Vorgange in vivo Ubertragbar sind. Sie kénnen dennoch
hilfreiche Anregungen enthalten, weshalb es interessant sein wird, die klinischen Ergebnisse

von aufgezeigten méglichen Kombinationstherapien abzuwarten.
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Zusammenfassung

6 Zusammenfassung

Abirateron ist ein selektiver CYP17A1-Inhibitor und hemmt die Synthese von Steroiden wie
Testosteron und DHT. Molekulare Analysen an unserem PCa Zellkultur-Modell zeigten, dass
Abirateron eine Hemmung der AR-Aktivitdt bewirkte, die sowohl durch eine unterdriickte
Expression des AR selbst als auch durch die Suppression AR-assoziierter HSPs vermittelt
wurde. Von besonderer Bedeutung waren die Analysen der AR-negativen Zelllinie PC-3
deren Proliferation unerwartet ebenso durch Abirateron gehemmt wurde. Diese
Beobachtung lielR weitere, AR-unabhangige Wirkmechanismen von Abirateron vermuten.

So konnte gezeigt werden, dass Abirateron die Expression von Survivin unterdriickt,
moglicherweise durch die Hemmung des Survivin-Bindungspartners HSP90, was eine AR-
unabhdngige Reduktion der Zellzahl zur Folge hatte. Ein weiterer durch Abirateron
regulierter Faktor ist die microRNA miR-1. Diese als Tumorsuppressor charakterisierte miR
wurde in Gegenwart von Abirateron induziert und kann unabhangig von der Steroid-
Synthese-Hemmung das Wachstum der PCa-Zellen reduzieren. Die Analyse apoptotischer
Mechanismen zeigte zudem die Induktion der pro-apoptotischen Faktoren p53, HSP60 und
p21, was ebenfalls auf eine antiproliferative Abirateron-Wirkung unabhdngig von AR-
Signalwegen hinweist.

In der Gesamtheit zeigen die Ergebnisse dieser Arbeit, dass Abirateron nicht nur ein Inhibitor
der Androgensynthese ist, sondern auch auf davon unabhdngige Signal- und
Effektorkaskaden wirken kann, welche zu einer Reduktion des Zellwachstums fiihren.
Abirateron ist ein duBerst wirksames Mittel zur Therapie des CRPC. Diese Effektivitat liegt
moglicherweise in den vielfaltigen Wirkmechanismen begriindet und kdnnte die Applikation

von Abirateron auch in friihen PCa-Stadien sinnvoll erscheinen lassen.
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Anhang

7 Anhang
Tabelle 10 TNM-Klassifikation nach Wittekind'!
Primdrtumor
Tx Primartumor nicht beurteilbar oder positive Zytologie
T0 Kein Hinweis auf Primartumor
Tis | Carcinoma in situ
klinisch nicht erkennbarer Tumor, der weder tastbar noch in bildgebenden Verfahren sichtbar
T1 ist
Tumor, zufalliger histologischer Befund ("incidental carcinoma") in 5% oder weniger des
Tla |resezierten Gewebes
Tumor, zufélliger histologischer Befund ("incidental carcinoma") in mehr als 5% des
T1lb |resezierten Gewebes
Tlc | Tumor durch Nadelbiopsie diagnostiziert
T2 | Tumor begrenzt auf Prostata
T2a | Tumor befallt die Halfte eines Lappens oder weniger
T2b | Tumor befallt mehr als die Halfte eines Lappens
T2c¢ | Tumor in beiden Lappen
T3 | Tumor durchbricht die Prostatakapsel
T3a | Extrakapsuldre Ausbreitung (einseitig oder beidseitig)
T3b | Tumor infiltriert Samenblase(n)
Tumor ist fixiert oder infiltriert andere benachbarte Strukturen als Samenblasen, z.B.
Blasenhals, Sphincter externus, Rektum und/oder Levatormuskel und/oder ist an der
T4 Beckenwand fixiert

Lymphknotenmetastasen

Nx | regiondre Lymphknoten nicht beurteilbar
NO | kein Befall der regiondren Lymphknoten
N1 |regiondre Lymphknotenmetastasen
Fernmetastasen

Mx | Fernmetastasen nicht beurteilbar

MO | keine Fernmetastasen

M1 | Fernmetastasen

M1a | nichtregiondre Lymphknoten

M1b | Knochenmetastasen

M1c | andere Lokalisation(en)
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