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1. Einleitung 

„Wenige wissen, wie viel man wissen muss, 

um zu wissen, wie wenig man weiß.“ 

Sokrates, griechischer Philosoph 

 

1.1 Physiologie und Pathologie der Prostata 

Bereits im Jahr 1538 wurde die Prostata als Teil des Urogenitalsystems in den Schriften 

von Andreas Vesalius erwähnt.
1 

Die Prostata, welche auch als Vorsteherdrüse 

bezeichnet wird, liegt dem Diaphragma urogenitale auf und umschließt die Pars 

prostatica der Urethra. Mit ihrer kastaniengroßen Form gehört sie zu den 4 

akzessorischen Geschlechtsdrüsen des Mannes und ist somit an der Produktion des 

Ejakulats beteiligt. Das Sekret der Prostata macht dabei ca. 30 % des Ejakulatvolumens 

aus und enthält neben weiteren Substanzen das Prostata-spezifische Antigen (PSA) 

sowie die Prostata-spezifische saure Phosphatase.
2
 Beide sind in der Klinik als Marker 

für das Prostatakarzinom relevant.
3
 Die Wirkung des PSA im Ejakulat tritt durch 

Spaltung des Proteins Semenogelin in Kraft, wodurch es zur Verflüssigung des 

koagulierten Samens kommt, sodass die Spermien agil werden. Eine weitere Aufgabe 

des Prostatasekrets ist es, die Besiedlung des männlichen Geschlechtstraktes mit 

pathologischen Keimen zu verhindern. Außerdem wird der dünnflüssigen Suspension 

eine Rolle als pheromonähnlicher Wirkstoff während des Geschlechtsaktes 

zugesprochen.
2
 

Für ihre Funktion ist die Prostata in den Regelkreis des Hypothalamo-hypophysären 

Systems eingegliedert. Kommt es im Hypothalamus zur Ausschüttung des 

Gonadotropin-releasing Hormons (GnRH) wirkt dieses stimulierend auf den 

Hypophysenvoderlappen, wodurch dort das Follikelstimulierende Hormon (FSH) sowie 

das Luteinisierende Hormon (LH) produziert werden. Beide Gonadotropine gelangen 

anschließend über das venöse System in den Körperkreislauf und können ihre Funktion 

als Geschlechtshormone ausführen, indem sie an spezifische Rezeptoren des Hodens 

binden. Das LH regt die Leydigzellen zur Produktion von Testosteron an, welches 

durch die 5α-Reduktase in seinen wirksameren Metaboliten Dihydrotestosteron (DHT) 
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umgewandelt wird.
4
 Dies ist für die Entwicklung der Prostata essentiell, da bewiesen 

werden konnte, dass Feten mit defizienter 5α-Reduktase mit einer zu kleinen oder 

fehlenden Prostata geboren werden oder diese Männer an Pseudohermaphroditismus 

leiden.
5
 Der Hauptaspekt dafür ist, dass DHT vergleichend zum Testosteron eine 5-fach 

größere Affinität zum Androgen-Rezeptor (AR) der Prostatazellen aufweist und so über 

die Aktivierung des AR zum Wachstum und zur Funktionssteigerung der Prostata führt. 

Dies wird über die Regulierung der Synthese von Wachstumsfaktoren wie  dem 

Fibroblast Growth Factor (FGF) oder dem Epithelial Growth Factor (EGF) in den 

Stromazellen realisiert. Während der embryologischen Entwicklung der Prostata regen 

diese Stromazellen zusätzlich epitheliale Prostatazellen des Sinus urogenitalis zur 

Proliferation an, da diesen pränatal die Ausbildung eines AR fehlt.
6
 Nach vollständigem 

Abschluss der Entfaltung der Vorsteherdrüse lässt sich diese nach McNeal histologisch 

in 4 Zonen gliedern. Ausgehend von der Urethra als zentraler Punkt wird eine 

Periurethral- sowie Transitionszone von der peripheren und der zentralen Zone 

unterschieden.
7
 Die zentrale Zone macht 25 % der Organgesamtmasse aus und wird 

vom Ductus ejaculatorius durchzogen, durch den das Prostatasekret in die Urethra 

abgegeben wird. Die Transitionszone spielt trotz ihres geringen Volumens als Ursprung 

der benignen Prostatahyperplasie (BPH) eine entscheidende Rolle.
2 

Aufgrund der 

Divergenz im Immunphänotyp und in der Morphologie der verschiedenen 

Prostatazonen, wie es z. B. für das Cytokeratin 34ßE12 der Basalzellen deutlich ist, 

stehen unterschiedliche Areale in Assoziation mit unterschiedlichen pathologischen 

Veränderungen.
8 

Nahezu alle Prostatakarzinome (PCa) haben ihren Ursprung in der 

peripheren Zone. Mit ca. 70 % des Prostatavolumens nimmt sie den größten Teil der 

exokrinen Drüse ein.
7
 

 

Das PCa ist die zweithäufigste tödlich verlaufende maligne Neoplasie des männlichen 

Geschlechts.
9
 Aufgrund steigender Inzidenz- und Mortalitätsraten dieser 

Tumorerkrankung erfährt die Erforschung von Resistenzmechanismen und die 

Weiterentwicklung von Medikamenten eine hohe Bedeutung.
10

 Im Jahr 2012 erkrankten 

laut Robert-Koch-Institut 67600 Männer am PCa.
11 

In Deutschland sind von der 

derzeitigen Einwohnerzahlausgehend ca. 24 Millionen Männer älter als 30 Jahre und 

haben somit eine erhöhte Prädisposition an Prostatakrebs zu erkranken. Das mittlere 

Erkrankungsalter beträgt 69 Jahre.
12

 Neben dem Alter und der ethnischen Herkunft 
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gelten eine positive Familienanamnese sowie der Konsum von triglyceridreicher 

Nahrung als Risikofaktoren für das PCa.
10,13 

Wie allgemein in der Medizin werden auch 

beim PCa Ernährungsempfehlungen in Hinsicht auf präventive Möglichkeiten 

kontrovers diskutiert. Wo bislang noch die Zufuhr von Vitaminen und Spurenelementen 

indiziert war, werden nun, jedoch basierend auf einer geringen Datenlage, der reduzierte 

Verzehr von Milchprodukten und ein maßvolles Essverhalten als aktuelle Richtlinien 

angegeben.
14,15 

Aufgrund der langsamen Progression des PCa-Wachstumsbleibt es im 

Frühstadium oft asymptomatisch. Dies hat zur Folge, dass der Tumor zum 

Diagnosezeitpunkt in vielen Fällen bereits metastasiert hat. Hinweisgebend dafür 

können Schmerzen im Bereich der Wirbelsäule sein, die nicht selten mit Frakturen 

einhergehen. Dank Screeningmethoden wie dem PSA-Test, die heute Anwendung 

finden, wird das PCa gegenwärtig in früheren Stadien diagnostiziert.
16–18

 Typische 

Beschwerden, die bei der Erkrankung auftreten, sind Miktionsstörungen und die 

Nykturie, ein vermehrter Harndrang in der Nacht. Nach Diagnosestellung stehen dem 

Patienten je nach Entwicklungsstufe des Karzinoms verschiedene Therapie-

möglichkeiten zur Auswahl. 

 

Bei der Behandlung des PCa wird die kurative (heilende) von der palliativen 

(lebensverlängernden) Therapie unterschieden. Die Wahl des Therapievorgehenshängt 

dabei von verschiedenen individuellen Aspekten ab: der Prognose (ausgehend vom 

klinischem Stadium, PSA-Wert, Gleason-Score und positiver Zylinder bei der 

Stanzbiopsie), dem Patientenalter, Komorbiditäten und dem Wunsch des Patienten für 

die Behandlung.
17

 

Bei über 90 % der Erstdiagnosen befindet sich der Tumor im lokalen Stadium, hierfür 

ist eine radikale Prostatektomie indiziert. Diese Maßnahme wird jedoch nur ergriffen, 

wenn der Patient eine Lebenserwartung von mehr als 10 Jahren besitzt.
19

 Ist dies nicht 

der Fall oder der Patient trotz jüngeren Alters multimorbide, stellt die Strahlentherapie 

als eine weitere kurative Behandlung eine Alternative zur Operation dar.
20,21

 Diese 

Behandlungsmethode kann mittels perkutaner Strahlentherapie oder Brachytherapie 

durchgeführt werden. Beide Methoden finden beim lokal fortgeschrittenen oder 

metastasierten PCa Anwendung.
22 

Bei Tumoren, die auf die Prostata beschränkt sind 

und nur ein geringes aggressives Potential zeigen, führt man zunächst eine aktive 

Überwachung der Tumorprogression durch und sieht von therapeutischen 
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Behandlungen ab. Diese Strategie wird als „Watchful waiting“ bezeichnet und kann 

Anwendung finden, da viele PCa ein sehr langsam progredientes Wachstum zeigen und 

somit oft keine direkte Bedrohung für den Patienten darstellen. Durch regelmäßige 

Kontrollen des PSA-Wertes und dem Abtasten der Prostata kann bei einem 

Fortschreiten der Erkrankung sofort eine andere Therapieoption gewählt werden.
23

 

 

Sobald der Tumor über das Organ hinausgewachsen ist und ggf. weitere Organe 

infiltriert oder Metastasen gestreut hat, ist eine palliative Therapie Mittel der Wahl. In 

diesem Fall wird eine Hormonentzugstherapie in Kombination mit einer 

Strahlentherapie durchgeführt, mit dem Ziel, die Wirkung oder die Bildung von 

Testosteron zu hemmen und somit das Tumorwachstum zu verlangsamen. Dies kann 

durch medikamentöse Behandlung oder operativ durch die Entfernung der Hoden 

geschehen, was aufgrund der Irreversibilität und der damit verbunden Nebenwirkungen 

jedoch nur selten vollzogen wird. Eine medikamentöse Therapie wird in Intervallen 

oder als Dauertherapie verordnet und kann sich verschiedene Ansatzpunkte zu Nutze 

machen. 

Mittels der GnRH-Agonisten, wie z. B. Leuprorelin, wird in den Hypothalamo-

hypophysären-Kreislauf eingegriffen und die Produktion von Testosteron durch 

permanente Bindung des Wirkstoffes an den GnRH-Rezeptor im 

Hypophysenvorderlappen zunächst provoziert.
24

 Durch die fehlende physiologische 

Freisetzung des GnRH, die normalerweise pulsatil erfolgt, und durch das negative 

Feedback, welches das gebildete Testosteron sowohl auf den Hypothalamus als auch 

auf die Hypophyse auswirkt, wird die Androgenproduktion letztendlich eingestellt. Die 

komplette Androgendeprivation steht jedoch, besonders ab einem Alter von 70 Jahren, 

in Zusammenhang mit einer Reihe negativer Effekte, wie z.B. der Entwicklung von 

Osteoporose und Diabetes mellitus, weshalb dies heute keine alleinige therapeutische 

Maßnahme darstellt, in Kombination mit einer Strahlentherapie aber als First-line 

Medikation gilt.
24,25

 Eine weitere Möglichkeit besteht in der Verabreichung von 

Antagonisten, wie z. B. Degarelix, die den GnRH-Rezeptor blockieren. Diese Methode 

hat die Vorteile, dass neben den sonst typischen systemischen Reaktionen auch die 

zunächst überschießende Testosteronproduktion der Analoga ausbleibt und dadurch ein 

schnellerer Wirkungseintritt erzielt wird.
26 

Weiterhin ist die kompetitive Hemmung des 

Androgenrezeptors (AR) ein geeignetes Verfahren, um die Testosteronproduktion zu 
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senken. Dies wird in der Klinik durch den medikamentösen Einsatz von Bicalutamid 

und Cyproteronacetatrealisiert.
27,28

 

Das Nutzen der Hemmung des androgenabhängigen Wachstums von PCa-Zellen bietet 

jedoch nur eine eingeschränkte Möglichkeit, da die Zellen im Verlauf der Erkrankung 

androgenunabhängig werden.
29

 Auf bislang nur sehr unzureichend geklärte Weise 

gelingt es einer Population von Tumorzellen aufgrund des Selektionsdruckes während 

der Androgendeprivation nicht in die Apoptose einzutreten.
30,31

 Als Erklärung hierfür 

werden adaptive Mechanismen im Bereich der Wachstumsfaktorenbildung und 

Androgenunabhängigkeit sowie die Möglichkeit eines vor der Therapie existierenden 

Klons von androgenunabhängigen Zellen diskutiert.
32 

Sobald die Zellen dieses Stadium 

erreicht haben spricht man von einem kastrationsresistentem Prostatakarzinom 

(CRPC).
33,34

 Dieses wird laut aktuellen Leitlinien chemotherapeutisch behandelt.
33

 In 

der TAX 327-Studie konnte gezeigt werden, dass das Chemotherapeutikum Docetaxel 

im Langzeitverlauf die Überlebenszeit der Patienten mit CRPC gegenüber anderen 

Medikamenten signifikant verlängert, weshalb es derzeit, neben dem kürzlich 

zugelassenen Abiraterone, als ein Mittel der ersten Wahl zur Behandlung für das 

fortgeschrittene metastasierte PCa gilt.
35,36

 

 

1.2 Das Zytostatikum Docetaxel 

Docetaxel ist ein Zytostatikum aus der Klasse der Taxane. Paclitaxel (Taxol) war das 

erste Zytostatikum dieser Familie, das in der klinischen Therapie Anwendung fand. Da 

Paclitaxel jedoch zunächst rein biologisch hergestellt wurde, versuchte man 

Alternativen mit demselben Wirkmechanismus zu entwickeln, woraufhin das 

halbsynthetische Taxan Docetaxel auf den Markt gebracht wurde.
37 

Der 

halbsynthetische Wirkstoff entsteht durch Veresterung der Substanz 10-Deacetyl-

Baccatin III, die aus der europäischen Eibe gewonnen wird
38 

und wird zur Behandlung 

von diversen malignen Erkrankungen eingesetzt, z. B. in der Therapie von 

Lungenkrebs, Brustkrebs, Tumoren der Ovarien und als ein First-line Medikament beim 

CRPC.
39–42 

Die Wirkung der Taxane wird über die Beeinflussung des 

Polymerisationszyklus von Mikrotubuli vermittelt.
43 

Diese sind dynamische, 

röhrenförmige aus α- und β-Tubulin-Heterodimeren bestehende Mikrofilamente, die 

einen Bestandteil des Zytoskelettes eykaryotischer Zellen bilden. Neben der Integritäts- 
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und Stabilitätssicherung von Zellen gehören auch intrazelluläre Transportmechanismen 

sowie Zell-Zell-Interaktionen und die Regulation der Genexpression zu den 

Aufgabengebieten der Mikrotubuli.
44

 Außerdem tragen sie eine entscheidende Rolle 

während der Mitose, was sie als Angriffspunkt der Taxane für therapeutische Ziele 

nutzbar macht. Docetaxel bindet an einen Bestandteil des Mikrotubulus, das ß-Tubulin, 

wodurch es zur irreversiblen Polymerisation des Heterodimers kommt. Dies führt zum 

Arrest der Zelle in der G2-Phase der Mitose, was die Einleitung der Apoptose in 

proliferierenden Zellen auslöst.
45 

Der Verlust der Transportfunktion von Mikrotubuli 

führt zu einer verminderten Translokation des AR in den Nukleus, woraus eine 

verminderte Adrogenwirkung an PCa-Zellen resultiert.
43 

Desweiteren antagonisiert 

Docetaxel die antiapoptotische Wirkung des Proto-Onkogens Bcl-2.
46

 

2004 konnte erstmalig gezeigt werden, dass Docetaxel das Überleben von Patienten mit 

CRPC wesentlich verlängert.
44,47 

Trotzdem gibt es bislang noch keine adäquate 

Therapie für das CRPC, da es auch unter Docetaxel-Behandlung vermehrt zur Bildung 

von Resistenzmechanismen kommt oder die Therapie durch angeborene Genmutationen 

ihre Wirkung verfehlt.
42

 Bislang wurde die Überexpression von P-Glykoproteinen, wie 

z. B. MDR1, welche als membranständige Transportproteine durch Effluxmechanismen 

eine Multiresistenz gegenüber Wirkstoffen vermitteln können, als ein möglicher 

Mechanismus aufgeführt.
48

 Das Vorhandensein verschiedener Mikrotubuli-

Isotypformen
49,50

 und die Interaktion der Mikrotubuli mit anderen zytoskelletalen 

Proteinen werden als weitere Varianten der Resistenzbildung diskutiert. Diese Ansätze 

konnten das Problem jedoch noch nicht ausreichendklären. Da die Mortalität des CRPC 

wahrscheinlich durch eine reduzierte Apoptoserate und nicht durch eine gesteigerte 

Proliferation der PCa-Zellen bedingt ist, gilt die Aufklärung von Signalkaskaden, die 

einen Einfluss auf Apoptosewege nehmen, als ein nächstes Ziel.
51,52

 Neben dem AR, der 

als Transkriptionsfaktor einen zentralen Modulator der Prostata darstellt
53

, werden 

andere Faktoren wie z. B. der Transforming Growth Factor TGF-ß
54 

und 

Hitzeschockproteine (HSP) als wichtige Modulatoren desgesteuerten Zelltodes 

beschrieben und stellen einen interessanten Angriffspunkt für die Forschung dar.
55
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1.3 Das Hitzeschockprotein 27 (HSP27) 

Als HSP wurden zunächst Proteine bezeichnet, die in erhöhtem Maße nach Hitze- oder 

anderen schädigenden Umwelteinflüssen exprimiert werden.
56 

Nun, als molekulare 

Chaperone deklariert, werden ihnen verschiedene Aufgaben in der Stabilisierung, 

Faltung und korrekten Lokalisation von anderen Proteinen zugeteilt.
57 

Man teilt die HSP 

anhand ihrem Molekulargewicht, welches namengebend ist, in verschiedene 

Unterklassen ein. Dabei unterscheidet man die Familie der kleinen ATP-unabhängigen 

HSP (sHSP), zu welcher HSP27, HSP40 und HSP60 zählen von den größeren HSP: 

HSP70 und HSP90. Beide Familien unterscheiden sich sowohl in ihrer Genetik und 

Struktur als auch in den damit verbundenen Aufgaben. Durch die Bindung von HSP90 

an Tubuline und Aktine des Zytosklettes, spielt es eine wichtige Rolle bei der Reparatur 

von Zellschäden, die beispielsweise durch Chemotherapeutika entstehen, woraus eine 

Überexpression dieses Proteins in Tumorzellen resultiert.
58

 Aus diesem Grund sind 

bisher entwickelte HSP90-Inhibitoren bereits in der klinischen Phase und könnte für die 

Zukunft von therapeutischer Bedeutung sein.
59,60

 

Dem HSP27, auch HSPB1, kleines HSP oder HSP24 genannt, wird in der Familie der 

kleinen HSP die größte Bedeutung in der Bildung von Resistenzmechanismen 

zugewiesen. Es ist ein aus 205 Aminosäuren bestehendes Protein mit einer Größe von 

25-30 kDa, das wie die anderen Vertreter seiner Gruppe durch eine α-Kristallin-

Domäne charakterisiert ist. Diese ist fundamental für die Dimerisierung und Wirkung 

der sHSP.
55 

Während Substrate über die N-terminale WDPF-Domäne von HSP27 

gebunden werden, realisiert das C-Terminal die Stabilisierung und Gruppierung von 

Proteinen.
61 

Das kleine Hitzeschockprotein wird in Körperzellen in einem geringen 

Maße basal exprimiert. Nach Stresseinwirkung und in diversen Tumorpopulationen 

kommt es in der Zelle zur erhöhten Akkumulation von HSP27.
62 

Im Rahmen dieser 

Zellantwort kommt es aufgrund von Aktivierungsprozessen von HSP27 zu dessen 

Phosphorylierung, welche hauptsächlich durch die MAPKAP-Kinase 2 katalysiert 

wird.
63 

Durch Blockierung der Apoptosomformation
64

 oder Inhibition der Caspase-8-

abhängigen Bid-Aktivierung, einem Mitglied der Bcl-2-Familie, greift HSP27 in die 

Signalkaskaden der Apoptose ein. Weiterhin interagiert es mit Caspase-3 und führt zur 

Stabilisierung von Mikrofilamenten.
65

 Aufgrund dieser Wirkmechanismen wird eine 

erhöhte Expression von HSP27 im Zusammenhang mit einem aggressiven 
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Tumorverhalten und einem korrelierenden schlechtem Outcome beim PCa 

beschrieben.
66

 HSP27 stellt somit ein mögliches Target zur Beeinflussung der PCa-

Progression dar, weshalb erste Inhibitoren im Zulassungsverfahren getestet werden.
67

 

Einer weiteren Aufgabe wird das kleine Hitzeschockprotein als Vermittler der AR-

Translokation in den Nukleus gerecht.
68

 

Der AR, ein Steroidhormonrezeptor, fungiert als ligandengesteuerter 

Transkriptionsfaktor und liegt im Zytosol der Zelle zunächst im Proteinkomplex mit 

HSP70 und HSP90 vor. Beide HSP stabilisieren den AR und schützen ihn vor 

proteolytischem Abbau. Aus dieser inaktiven Form kann der AR hauptsächlich durch 

Bindung von Testosteron oder DHT freigesetzt werden.
69

 Doch auch alternative 

Wachstumsfaktoren wie z. B. der Insulin-like Growth Factor 1 (IGF-1) können eine 

AR-Aktivierung bewirken, wenn die Expression von Steroidhormonen beispielsweise 

im Rahmen einer Androgen-Entzugstherapie herunterreguliert ist.
70 

Die AR-Liganden 

setzen eine Konformationsänderung des AR-HSP-Komplexes in Gang und aktivieren so 

den AR. Dieser führt anschließend über die MAP-Kinase 38 zur Phosphorylierung des 

HSP27, welches den Transport des AR-Liganden-Komplexes in den Nukleus vermittelt. 

Dort bindet der AR über Zinkfingerdomänen an die DNA und leitet, in dimerisierter 

Form, die Transkription AR-abhängiger Gene ein.
69

 

Die Expression von HSP und AR variiert in den verschiedenen Stadien des PCa. Die in 

unserem Labor verwendeten Zelllinien sind die etablierten Zellen in der 

experimentellen PCa-Forschung und können als ein Modell der Tumorprogression 

angesehen werden, anhand dessen die Regulation von HSP- und AR-abhängigen 

Mechanismen in PCa-Zellen analysiert werden kann. 

Die hormonabhängige Zelllinie LNCaP spiegelt ein frühzeitiges Stadium im Verlauf der 

Erkrankung wider. LNCaP-Zellen produzieren saure Phosphatase sowie PSA und 

besitzen einen AR, weshalb sie testosteronabhängig wachsen. 22Rv1-Zellen weisen eine 

größere Variante des AR und weitere kleinere AR-Isoformen auf, deren Ursprünge 

vermutlich im alternativen Spleißen der AR-mRNA begründet sind.
71

 Sie stellen den 

Übergang zwischen hormonsensitiven und androgenunabhängigen Zellen dar, da sie im 

Wachstumsverhalten keine Abhängigkeit von Androgenen zeigen, ihre Proliferation 

durch diese jedoch gesteigert werden kann.
72

 Als Modell für das CRPC werden PC-3-

Zellen genutzt, die aufgrund ihrer AR-Negativität androgenunabhängig wachsen und 
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ein wesentlich geringeres Expressionslevel von HSP27 im Gegensatz zu 

androgenabhängigen Zellen aufweisen.
73

 

1.4 Zielstellung 

Die zytostatische Therapiestellt eine wesentliche Maßnahme in der Behandlung des 

CRPC dar. Das Taxan Docetaxel gilt dabei als ein First-line Medikament für diesen 

Therapieansatz, da es die Überlebenszeit von Patienten mit CRPC signifikant erhöht. 

Trotzdem kann es neben einem negativen Ansprechen der Therapie auch zu einer 

Ausbildung von Resistenzmechanismen unter Docetaxel-Behandlung kommen.
42

 

Um ein besseres molekularbiologisches Verständnis für die Wirkung von Docetaxel auf 

PCa-Zellen zu entwickeln, sollten proliferative und apoptotische Auswirkungen des 

Zytostatikums genauer untersucht werden. Hierzu wurden Zelllinien eingesetzt, die als 

Modellsystem für verschiedene Progressionsstadien des PCa angesehen werden können. 

In einem ersten Schrittwurde das experimentelle System etabliert. Nach Bestimmung 

von geeigneten Zellzahlen und Inkubationszeiten wurde die IC50 für Docetaxel 

festgelegt. Die Messung der physiologischen Aktivität mittels MTT-Assay sowie die 

Erstellung von Wachstumskinetiken basierend auf den absoluten Zellzahlen mit einem 

Zellcounter-System galten als Methoden der Wahl, um Änderungen der Proliferation zu 

verfolgen. Zudem war es anhand dieser Methoden möglich, Korrelationen zwischen der 

physiologischen Aktivität und der absoluten Zellzahl der Zelllinien zu beschreiben. 

Auf molekularbiologischer Ebene sollten insbesondere mögliche Einflüsse von HSP auf 

Apoptosemechanismen untersucht werden. Hinsichtlich möglicher Resistenz-

mechanismen lag der Fokus auf der Bestimmung des HSP27-Status während der 

Zytostatikabehandlung. Da in der Literatur eine p53-abhängige Induktion von HSP27 in 

PCa-Zellen angegeben wird
74

, galt die Überprüfung des p53-Status in den Zelllinien als 

notwendig, um Rückschlüsse auf die Resistenzmechanismen-Entwicklung bezüglich 

dieses Tumorsuppressors ziehen zu können. In diesem Zusammenhang sollte auch ein 

weiterer Faktor p53-abhängiger Apoptose überprüft werden, wobei die Poly-(ADP-

Ribose)-Polymerase (PARP) als geeigneter Parameter für den Eintritt in eine solche 

galt. 

Die zell- und molekularbiologische Charakterisierung der Docetaxel-Wirkung auf PCa-

Zellen verschiedener Dignität sollte dabei einen Einblick in die Modifikation des 
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Wachstumsverhaltens sowie die Proteininteraktionen geben, die im Zusammenhang mit 

der Entwicklung von Resistenzmechanismen stehen und deren Erkenntnisse in der 

Folge als Ansatzpunkte zur Entwicklung neuer therapeutischer Maßnahmen dienen 

könnten.
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2. Material 

2.1 Geräte 

Gerät Hersteller 

CASY
® 

Cell Counter + Analyser System 

Model TT 

Roche Innovatis AG, Reutlingen 

CFX96™ Real-Time System Bio-Rad, München 

Dokumentationseinheit ChemiDoc XRS+ Bio-Rad, München 

Heizblock QBT 1 CLF analytische Laborgeräte, 

Elmersacher 

Infinite
®
 200 PRO NanoQuant Tecan Group Ltd., Männedorf 

Inkubator Nuaire™ US Autoflow  NuAire, Plymouth, USA 

Magnetrührer Magnetic Stirrer R 1000 Carl Roth, Karlsruhe 

Neubauer-Zellzählkammer Carl Roth, Karlsruhe 

pH-Meter Denver Instrument, Göttingen 

Pipettensatz 0,5 – 1000 µl Biohit, Rosbach v.d.H. 

Reinstwasseranlage Milli-Q
®

 Millipore, Billerica, USA 

Rotilabo
®
-Mikrozentrifuge Carl Roth, Karlsruhe 

Schüttler Vibramax 100 Heidolph Instruments, Schwabach 

SDS-PAGE-Zubehör 8x8 cm Bio-Rad, München 

Spektralphotometer Nano-Drop 2000c  Thermo Scientific, Wilmington, USA 

Stromversorgungsgerät PowerPack™ Bio-Rad, München 

Thermocycler T3000 Biometra, Göttingen 

Trans-Blot
®
 SD semi-dry transfer cell Bio-Rad, München 

Überkopfschüttler Multi Bio RS-24 BioSan, Riga, Lettland  

Ultraschallprozessor UP200S Hielscher Ultrasonics GmbH, Teltow 

Vakuumpumpe Vacusip Integra Biosciences, Fernwald 

Waage KERN & Sohn GmbH 

Wasserbad W14 Grant Instruments, Cambridge, 

Großbritannien 

Wippschüttler UNITWIST-RT Armin Baack, Schwerin 

Zentrifuge Centrifuge 5415R Eppendorf, Hamburg 
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2.2 Verbrauchsmaterial 

Zentrifuge PerfectSpin P Peqlab, Erlangen 

Zentrifuge Jouan MR1822 Jouan, Unterhaching 

Verbrauchsmaterial Hersteller 

15 ml Röhrchen  Sarstedt, Nümbrecht 

50 ml Falcon
®

 BD Biosciences, Heidelberg 

CASY Röhrchen Roche Innovatis AG, Reutlingen 

Filterpapier Whatman, Dassel 

Filterspitzen SafeSeal Tips Professional Biozym Scientific, Hessisch 

Oldendorf 

Gewebekulturflasche 75 cm² Sarstedt, Nümbrecht 

Gewebekulturschale Cell
+
 9,6 cm² Sarstedt, Nümbrecht 

Gewebekulturschale Cell
+ 

3,8 cm² Sarstedt, Nümbrecht 

Glaspasteurpipette VWR International, Darmstadt 

Kapillarspitze MultiFlex Round Tip BioScience, Salt Lake City, USA 

Klebefolie BZO Seal Film für PCR Biozym, Wien, Österreich 

Kryo-Röhrchen Sarstedt, Nümbrecht 

Nitrilhandschuhe Micro-Touch
®
 Nitra-Tex

®
 Ansell Healthcare, Brüssel, Belgien 

Nitrozellulosemembran PROTRAN
®
 Whatman, Dassel 

PCR-96-Well TW-MT-Platte weiß Biozym, Wien, Österreich 

Pipettenspitze Sarstedt, Nümbrecht 

Reagiergefäß 1,5 ml Sarstedt, Nümbrecht 

Reagiergefäß 2 ml, SafeSeal Sarstedt, Nümbrecht 

Schutzhandschuhe Sterling Nitrile KC300 Kimberly-Clark, Roswell, US 

Serologische Pipette Sarstedt, Nümbrecht 

Zellkulturplatte CELL
+
 6 well Sarstedt, Nümbrecht 

Zellkulturplatte CELL
+
 24 well Sarstedt, Nümbrecht 

Zellkulturplatte CELL
+
 96 well Sarstedt, Nümbrecht 

Zellschaber TPP Techno Plastic Products AG, 

Trasadingen, Schweiz 
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2.3 Chemikalien und Bioreagenzien 

ZipTip
®
 Pipette Tips Millipore, Billerica, USA 

Chemikalie/ Bioreagenz Hersteller 

1,4-Dithiothreitol Carl Roth, Karlsruhe 

1-Brom-3-Chlorpropan Sigma-Aldrich, Steinheim 

2-Mercaptoethanol Carl Roth, Karlsruhe 

Ammoniumpersulfat Carl Roth, Karlsruhe 

Bromphenolblau 

Feinchemie K.-H. Kallies KG, 

Sebnitz 

Calciumchlorid Merck, Darmstadt 

CHAPS Carl Roth, Karlsruhe 

Complete™ Mini, EDTA-frei Roche Diagnostics, Mannheim 

DEPC Carl Roth, Karlsruhe 

DHT Sigma-Aldrich, München 

DMSO Carl Roth, Karlsruhe 

EDTA Dinatriumsalz Dihydrat (Titrierkomplex 

III) 

Carl Roth, Karlsruhe 

Essigsäure Carl Roth, Karlsruhe 

Ethanol Carl Roth, Karlsruhe 

Glycerol Carl Roth, Karlsruhe 

Glycerol-2-Phosphat Sigma-Aldrich, Steinheim 

Glycin Carl Roth, Karlsruhe 

Guanidinhydrochlorid AppliChem, Darmstadt 

Harnstoff Carl Roth, Karlsruhe 

HEPES Carl Roth, Karlsruhe 

Hydrogenchlorid Carl Roth, Karlsruhe 

Isopropanol Carl Roth, Karlsruhe 

Kaliumacetat Carl Roth, Karlsruhe 

Kaliumchlorid Ferak, Berlin 

Luminol Natriumsalz Sigma-Aldrich, Steinheim 
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2.4 Puffer und Lösungen 

Soweit nicht anders angegeben wurden alle Puffer und Lösungen in A. bidest angesetzt. 

 

Methanol Carl Roth, Karlsruhe 

M-MLV Reverse Transkriptase Promega, Mannheim 

MTT, 3-(4,5-Dimethylthiazolyl-2)-2,5- Carl Roth, Karlsruhe 

diphenyl-2H-tetrazoliumbromid  

Natriumazid Merck, Darmstadt 

Natriumchlorid Carl Roth, Karlsruhe 

Natriumfluorid Sigma-Aldrich, Steinheim 

Natriumvanadat Sigma-Aldrich, Steinheim 

ortho-Phosphorsäure Carl Roth, Karlsruhe 

para-Hydroxycoumarinsäure Sigma-Aldrich, Steinheim 

PMSF Sigma-Aldrich, Steinheim 

Poly-L-Lysin Sigma-Aldrich, Steinheim 

Ponceau S Carl Roth, Karlsruhe 

RiboLock
TM

 RNase-Inhibitor Fermentas, St. Leon-Rot 

SDS SERVA Electrophoresis, Heidelberg 

TEMED Carl Roth, Karlsruhe 

Thioharnstoff Merck, Darmstadt 

Trichloressigsäure Carl Roth, Karlsruhe 

Tris Carl Roth, Karlsruhe 

Triton
®
 X-100 Ferak, Berlin 

Trypsin, Sequencing Grade Promega, Madison, USA 

Tween
®
 20 Sigma-Aldrich, Steinheim 

Puffer/Lösung Zusammensetzung 

10 % SDS 10 % w/v SDS-Pellets 

10x Laufpufferstocklösung 192 mM Glycin 

24,8 mM Tris 

pH 8,3 
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1x SDS-Laufpuffer 

 

10 % v/v 10x Laufpufferstocklösung 

0,1 % v/v 10% SDS 

10x PBS 

 

 

 

 

1,37 M NaCl 

26,8 mM KCl 

101,1 mM Na2HPO4 x 2 H2O 

17,6 mM KH2PO4 

pH 7,4 

10x TBS 

 

 

0,2 M Tris 

1,5 M NaCl 

pH 7,6 

TBS-T 

 

10 % v/v 10x TBS 

0,1 % v/v Tween 20 

2D-Lysepuffer 

 

 

 

 

8 M Harnstoff 

2 M Thioharnstoff 

65 mM CHAPS 

130 mM DTT 

80 mM Tris 

5x Proteinladepuffer 

 

 

 

156 mM Tris, pH 6,8 

25 % v/v Glycerol 

5 % v/v SDS 

12,5 % v/v β-Mercaptoethanol 

0,2 % w/v Bromphenolblau 

Antikörperlösung 

 

 

5 % w/v BSA 

10% v/v 10x TBS 

0,001 v/v Tween-20 

Blockierlösung 10 % v/v Rotiblock 10x Konzentrat 

Bradford-Reagenz 

 

 

10 % w/v Coomassie
®

 Brilliant Blue G 250 

5 % v/v Ethanol 

8,5 % v/v H3PO4 

BSA-Standard in 2D-Lysepuffer 

 

100 % w/v BSA 

in 2D-Lysepuffer 

BSA-Standard in A. bidest 100 % w/v BSA 
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CASY ton 0,9 % NaCl 

0,1 mM EDTA 

pH 8,0 

CASY clean Roche Innovatis AG, Reutlingen 

DEPC-Wasser 

 

0,1 % v/v DEPC 

autoklaviert 

ECL-Lösung A 

 

25 % w/v Luminol Natriumsalz 

in 0,1 M Tris, pH 8,6 

ECL-Lösung B 

 

110 % w/v para-Hydroxycoumarinsäure 

in DMSO 

Ethanolamin 

 

0,1 M Ethanolamin 

pH 8,2 

Guanidinhydrochlorid 

 

0,3 M Guanidinhydrochlorid 

in 95 % Ethanol 

Iodacetamidlösung 

 

100 mM Iodacetamid 

in 20 mM Ammoniumhydrogencarbonat 

Lyse-Reagenz 2,5 g SDS 

24,8 ml DMSO 

150 µl HCl (37%) 

Natriumborat 

 

50 mM Natriumborat 

pH 8,2 

Ponceau-S 

 

0,2 % w/v Ponceau S 

3 % v/v Trichloressigsäure 

RIPA-Stammlösung 

 

 

 

 

 

 

50 mM Tris, pH 7,5 

5 mM EDTA, pH 8,0 

150 mM NaCl 

10 mM K2HPO4 

10 % v/v Glycerol 

1 % v/v Triton X-100 

0,05 % v/v SDS 

RIPA-Gebrauchslösung 

 

67 % v/v RIPA-Stammlösung 

1 mM SV 



                                                                                                                                Material 

 

 

17 

 

 

2.5 Kommerzielle Lösungen / Kits 

 

2.6 Antikörper 

 

 

 

 

 

 

20 mM NaF 

20 mM Glycerol-2-Phosphat 

0,1 mM PMSF 

20 % w/v Complete™ Mini EDTA-frei 

Sammelgelpuffer 0,5 M Tris, pH 6,8 

Transferpuffer 

 

20 % v/v Methanol 

10 % v/v 10x Laufpufferstocklösung 

Trenngelpuffer 1,5 M Tris, pH 8,8 

Produkt Hersteller 

Lipofectamine™ 2000 Invitrogen, Darmstadt 

PageRuler™ Prestained Protein Ladder Fermentas, St. Leon-Rot 

peqGOLD TriFast™ Peqlab, Erlangen 

Roti
®
-Block 10x Konzentrat Carl Roth, Karlsruhe 

Rotiphorese
®
 Gel 30 (37,5:1) Carl Roth, Karlsruhe 

Sensimix™ SYBR Hi-ROX Bioline, Luckenwalde 

Primärantikörper 
Gebrauchs-

verdünnung 
Hersteller 

anti-GAPDH rabbit monoclonal IgG 1:10000 Cell Signaling, Danvers, USA 

anti-HSP27 mouse monoclonal IgG1 1:10000 Cell Signaling, Danvers, USA 

anti-p53 mouse IgG2b 1:10000 BD Biosciences 

anti-PARP rabbit IgG 1:10000 Cell Signaling, Danvers, USA 

Sekundärantikörper   

goat anti-rabbit-IgG, HRP-linked 1:5000 Cell Signaling, Danvers, USA 

horse anti-mouse-IgG, HRP-linked 1:5000 Cell Signaling, Danvers, USA 
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2.7 Primer 

 

2.8 Vektoren 

 

2.9 Antibiotika / Zytostatika 

 

2.10 Zelllinien 

Primer für rtPCR Primersequenz 

HSP27-324 FOR 5’-GCT GAC GGT CAA GAC CAA GGA TG-3’ 

HSP27-544 REV 5’- GGA TGG TGA TCT CGT TGG ACT GC -3’ 

RPLP0-582 FOR 5’- CAA TGG CAG CAT CTA CAA CC -3’  

RPLP0-910 REV 5’- ACT CTT CCT TGG CTT CAA CC -3’ 

Vektor Kurzbezeichnung Hersteller 

pSuperior  OligoEngine, Seattle, USA 

pSuperior-shHSP27 pshHSP27 S. Peters, Greifswald 

Antibiotikum Hersteller 

Docetaxel solid Sigma Aldrich, Steinheim 

Geneticindisulfat (G418)-

Lösung (50mg/ml) 

Carl Roth, Karlsruhe 

 

Penicillin/Streptomycin 

10000 U/ml Penicillin 

10 mg/ml Streptomycin 

PAN Biotech, Aidenbach 

Zelllinie Hersteller 

22Rv1 American Type Culture Collection, Manassas, USA 

LNCaP American Type Culture Collection, Manassas, USA 

PC-3 American Type Culture Collection, Manassas, USA 

PC3-HSP27 M. Stope, World J. Urology 2012
73 
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2.11 Medien und Zusätze für die Zellkultur 

Produkt Hersteller/Zusammensetzung 

Trypsin-EDTA (10x) 

0,5/0,2 % in PBS 

PAN Biotech, Aidenbach 

2x Trypsin/EDTA 20 % v/v 10x Trypsin/EDTA 

in DPBS 

DHT Stammlösung 10 µM DHT 

in unvergälltem Ethanol 

DPBS PAN Biotech, Aidenbach 

Einfriermedium 70 % v/v RPMI 1640 mit Phenolrot 

20 % v/v FCS 

10 % v/v DMSO 

Fötales Rinderserum (FCS) Invitrogen, Darmstadt 

Panexin NTA Serumersatz PAN Biotech, Aidenbach 

RPMI 1640 mit Phenolrot PAN Biotech, Aidenbach 

RPMI 1640 ohne Phenolrot PAN Biotech, Aidenbach 

Stimulationsmedium RPMI 1640 ohne Phenolrot 

1 % Penicillin/Streptomycin 

5 % NTA 

Transfektionsmedium (RPMI
-/-

) RPMI 1640 mit Phenolrot 

Vollmedium (RPMI
+/+

) RPMI 1640 mit Phenolrot 

1 % Penicillin/Streptomycin 

10 % FCS 
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3. Methoden 

3.1 Zellbiologische Methoden 

3.1.1 Kultivierung von Zelllinien 

Für die Durchführung der Versuche standen 3 Zelllinien der American Type Culture 

Collection, Manassas, USA zur Verfügung. Es wurden eine androgenabhängige 

(LNCaP) sowie ein androgenunanhängige (PC-3) Zelllinie verwendet. Außerdem 

wurden 22Rv1-Zellen genutzt, die einen mutierten AR besitzen. Innerhalb des 

urologischen Forschungslabors Greifswald wurde zusätzlich eine stabile PC-3-Zellinie 

mit überexprimiertem HSP27 generiert.
73

 

 

Die Zellen wurden in einem Verhältnis von 1,2 x 10
6
 Zellen pro Kryo-Röhrchen 

dauerhaft in Flüssigstickstoff gelagert. Zur Kultivierung von Zellen wurde ein Teil der 

in den Kryo-Röhrchen enthaltenen Zellen bei 37 °C aufgetaut. Nach anschließender 

Resuspendierung und Aufnahme der Zellen in 3 ml Vollmedium wurden sie für 5 min 

bei 3000 U/min zentrifugiert, der Überstand verworfen und die Zellen erneut in 3 ml 

Vollmedium resuspendiert. Diese Zellsuspension wurde anschließend in einer 75 cm²-

Gewebekulturflasche mit 17 ml Vollmedium ausgesät und bei 37 °C, 5 % CO2 und 

gesättigter Luftfeuchtigkeit kultiviert. Kurz vor Konfluenz des Zellrasens wurden die 

Zellen in 75 cm²- Gewebekulturflaschenmit frischem Vollmedium umgesetzt. 

 

Das Passagieren der Zellen erfolgte 2 Mal wöchentlich. Dazu wurde das verbrauchte 

Medium abgesaugt und die Zellen für 3 min mit 2x Trypsin/EDTA vom Boden der 

Gewebekulturflasche gelöst. Nach anschließender Resuspension des Zell-

Trypsin/EDTA-Gemisches mit 3 ml Vollmedium wurden die Zellen in einer neuen 75 

cm²-Gewebekulturflasche mit 19 ml Vollmedium ausgesät. Dabei wurden PC-3-Zellen 

im Verhältnis 1:6 bzw. 1:8, 22Rv1-Zellen im Verhältnis 1:2,5 bzw. 1:3 und LNCaP-

Zellen nach Auszählung mit der Neubauer-Zählkammer mit einer Zellzahl von 3 Mio 

bzw. 2,4 Mio Zellen pro Flasche umgesetzt. Das kleinere Umsetzverhältnis galt als 

Maßstab für das Kultivieren über 3 Tage und das Größere für das Umsetzen über 4 

Tage. Bei der Zelllinie PC3-HSP27 war bei jedem Kultivierungsschritt der Zusatz von 
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0,8 mg Geneticindisulfat (G418)-Lösung pro 1 ml Zellkulturmedium zu beachten. Die 

Zellen wurden bis zu einer Passage von 28 für Versuche verwendet. 

 

3.1.2 Transiente Transfektion von Zellen 

Die Transfektion von Zellen ermöglicht das Einbringen von fremder DNA oder RNA in 

Zellen. Dabei wird die eingebrachte Information jedoch nicht in die genomische 

Erbinformation der Zelle eingebaut, sondern eine direkte Transkription der Plasmid-

DNA bzw. die biologische Funktion der RNA durchgeführt. 

Für die Transfektion wurden LNCaP-Zellen in mit Poly-L-Lysin beschichteten 6-Well-

Platten ausgesät und für 24 h zur Adhäsion bei 37 °C und 5 % CO2 kultiviert. Das 

Aussaatverhältnis betrug 1:2. Zu Beginn der Transfektion wurde das Vollmedium 

abgenommen und durch 2 ml Transfektionsmedium ersetzt. Als Transfektionsmittel 

kam Lipofectamine
TM

 2000 zum Einsatz. Dieses wurde im Verhältnis 1,5 µl 

Lipofectamine zu 1 µg DNA eingesetzt. Für die Transfektion von pSUPERIOR-

shHSP27 betrug die verwendete DNA-Menge 5 µg. Dementsprechend wurden 7,5 µl 

Lipofectamine genutzt. DNA und Transfektionsmittel wurden gleichwertig behandelt 

und jeweils in 500 µl des Transfektionsmediums für 5 min bei RT inkubiert. Nach 

anschließender Vermengung beider Lösungen wurde jeweils 1 ml des DNA-

Lipofectamine-Ansatzes für eine Fläche von 9,5 cm
2
 verwendet und die Zellen 

vorsichtig mit der Transfektionslösung benetzt. 

 

3.1.3 Behandlung der Zellen mit Docetaxel 

Das Zytostatikum Docetaxel, welches als Fertigpräparat unter dem Namen Taxotere
®

 

erhältlich ist, liegt für Forschungszwecke als kristallines weißliches Pulver vor. Zur 

Herstellung der Zytostatika-Stammlösung wurde Dimethylsulfoxid (DMSO) als 

Lösungsmittel verwendet, da Docetaxel in Wasser nur schlecht löslich ist. Für die 

Herstellung der Stammlösung (10 mM) wurden 5 mg Docetaxel in 619 µl DMSO gelöst 

und bei -20 °C aufbewahrt. 

Für die Versuchsdurchführungen wurden Zellen in 6-, 24- oder 96-Well-Platten in 

Vollmedium ausgesät und für 24 h inkubiert. Anschließend erfolgte die Applikation von 

Docetaxel in das Medium der Zellen. Dazu wurde die benötigte Menge der Docetaxel-
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Stammlösung auf eine festgelegte Konzentration von 10 nM mit RMPI
+/+

 verdünnt und 

auf Zimmertemperatur erwärmt. Für die Kontrollgruppen erfolgte die Behandlung der 

Zellen mit einem entsprechendem Volumen DMSO. 

 

In den nachfolgenden Abbildungen des Ergebnisteils, in denen Aussagen zur relativen 

Wirkung des Zytostatikums getätigt werden, wurde für die Kontrollgruppe der Wert 100 

% festgelegt. Die absolute Wirkung von Docetaxel wurde anschließend in das 

Verhältnis zur Kontrollgruppe gesetzt, um so den relativen Effekt zu erhalten. 

 

3.1.4 MTT-Vitalitäts-Assay 

Das Ziel vieler Wirkstofftestungen ist es, den Einfluss auf die Proliferationsfähigkeit 

von Zellen zu untersuchen. Dabei eignet sich der [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-

diphenyltetrazoliumbromide]-Assay (MTT-Assay) in besonderem Maße, da er lediglich 

die Vitalität von ungeschädigten, proliferierenden Zellen angibt. In diesem Rahmen 

wird einem Zellrasen ein membrangängiger Farbstoff zugeführt. Nach Inkubation wird 

das MTT durch intrazelluläre mitochondriale Dehydrogenasen zu dunkelblauen 

Formazan-Kristallen metabolisiert. Da diese nicht mehr membrangängig sind, 

akkumulieren sie in der intakten Zelle und ihre Extinktion ist nach anschließender Lyse 

der Zelle durch colorimetrische Messung bei 550 nm quantifizierbar. 

Nach Aussaat und Adhäsion der Zellen in 180 µl Vollmedium in 96-Well-Platten 

wurden 20 µl des 10x MTT zu jedem Well hinzugefügt und anschließend bei 37 °C für 

2 h inkubiert. Weiterführend kam es zur Abnahme des Überstandes und nachfolgender 

Applikation von 120 µl Lyse-Reagenz pro Well. Als Blindwerte wurden zusätzlich 2 

leere Wells mit dem Lyse-Reagenz versehen. Nach wiederholter Inkubation von 10 min 

bei 37 °C konnte die Extinktion der Formazan-Kristalle bei 550 nm im Infinite
®
 200 

PRO NanoQuant gemessen werden. 
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3.1.5 Zellzahlbestimmung mit dem CASY
® 

Cell Counter + Analyser 

Model TT 

Das CASY
® 

Cell Counter + Analyser System Model TT ist ein Gerät, mit dem sowohl 

quantitative als auch qualitative Aussagen zu einer Zellsuspension getroffen werden 

können. Die Messungen liegen dem Prinzip zu Grunde, dass unbeschädigte Zellen 

durch eine intakte Zellmembran gekennzeichnet sind und somit einen anderen 

elektrischen Widerstand besitzen als tote Zellen oder Zelltrümmer. 

Die Zellsuspension wird CASY ton, einer für das Zellzählen entwickelten 

Elektrolytlösung, zugeführt und gut resuspendiert. Die Zellelektrolytlösung wird 

dreimal von einer Messkapillare mit konstanter Fließgeschwindigkeit angesaugt. Um 

diese Messkapillare wird während des Messvorganges mit Hilfe von 2 Platinelektroden 

ein elektrisches Feld erzeugt. Da die elektrische Leitfähigkeit je nach Zellgröße gesenkt 

wird, kann somit eine Aussage über das Zellvolumen getätigt werden. Weiterhin wird 

die absolute Zellzahl bestimmt und eine Differenzierung zwischen intakten sowie toten 

Zellen und Zelltrümmern vorgenommen. Anhand von drei Messdurchgängen kalkuliert 

der CASY
® 

Cell Counter anschließend die Anzahl lebender Zellen. 

Zur Ermittlung der Daten wurden 100 µl der zu messenden Zellsuspension zu 10 ml 

CASY ton hinzugefügt, sodass das Gerät mit einer festgelegten Verdünnungsstufe von 

10
-2 

rechnete. 

 

3.2 Proteinbiochemische Methoden 

3.2.1 Präparation von Zelllysaten 

Die Zellen wurden mit Hilfe eines Zellschabers mechanisch vom Boden der 6-Well-

Platten gelöst und innerhalb des Zellkulturüberstandes resuspendiert. Nach Überführung 

der Suspension in ein 15 ml Röhrchen und Spülung der zur Kultivierung der 

Zellenverwendeten 6-Wells mit 2 ml 1x PBS, wurden die Zellproben 5 min bei 1000 

U/min zentrifugiert. Anschließend wurde der Überstand abgesaugt und das Zellpellet 

erneut in 1 ml 1x PBS resuspendiert. Dieser Schritt diente der vollständigen Entfernung 

des mit Docetaxel bzw. DMSO versehenen Zellkulturmediums. Nach nochmaliger 5-

minütiger Zentrifugation bei 1000 U/min wurde der Überstand abgenommen und die 
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Zellen in frischangesetztem RIPA-Puffer (10 µl/cm² geernteter Fläche) durch 20 Stöße 

mit dem Ultraschallprozessor (Amplitude 20 %; 0,5 Zyklen) im gekühlten Zustand 

aufgeschlossen. Die Lagerung erfolgte anschließend bei -20 °C. 

 

3.2.2 Proteinkonzentrationsbestimmung nach Bradford 

Bei der Proteinkonzentrationsbestimmung nach Bradford bindet der Farbstoff 

Coomassie Brillant Blue G250 an Proteine. Durch diese Bindung verschiebt sich das 

Absorptionsmaximum des Farbstoffes von 470 nm auf 595 nm. Bei der genannten 

Wellenlänge wird die Extinktion gemessen und anhand einer Eichgeraden zur 

Berechnung des Gesamtproteins genutzt. Dies dient unter anderem dem Ziel gleiche 

Mengen an Proteinen bei der SDS-Gelelektrophorese aufzutragen. 

 

Anhand eines Pipettierschemas wurden dazu Proteinproben mit den für sie passenden 

BSA-Standards versehen und 1,9 ml Bradford-Reagenz hinzugefügt. Für Proteinproben 

in RIPA-Puffer wurde BSA-Standard in A. bidest genutzt. Nach 5-minütiger Inkubation 

bei RT konnte die Extinktion bei 595 nm mittels Spektralphotometer Nano-Drop 

gemessen und ausgewertet werden. 

 

3.2.3 SDS-Gelelektrophorese 

Durch die SDS-Polyacrylamidgel-Elektrophorese (SDS-Page) lassen sich Proteine 

aufgrund ihres unterschiedlichen Molekulargewichtes voneinander trennen. Kleinere 

Proteine durchlaufen dabei das Acrylamidgel schneller als Größere. 

Anhand der neben-stehenden 

Tabelle wurden die SDS-

Page-Gele hergestellt. 

Zwischen 2 Glasplatten, zum 

BioRad-System zugehörig, 

wurde zunächst das 10% 

Trenngel gegossen und 

anschließend mit A. bidest 

überschichtet. Nach Polymerisation des Gels bei RT wurde das Wasser abgenommen 

 
10 % Trenngel Sammelgel 

A. bidest 2,4 ml 2,1 ml 

Trenngelpuffer 1,5 ml - 

Sammelgelpuffer - 375 µl 

Rotiphorese
®
 Gel 30  2 ml 500 µl 

10 % SDS 60 µl 30 µl 

10 % APS 60 µl 30 µl 

TEMED 6 µl 3 µl 
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und das Sammelgel auf das Trenngel gegeben. In dieses wurden unverzüglich die 

Kämme für die Taschenherstellung eingesetzt. Nach erfolgreicher Polymerisation 

konnten die Kämme entfernt und die Gele mit Proteinproben beladen werden. Dazu 

wurden die Platten in die vorgesehenen Halterungen gespannt und in die zugehörige 

Apparatur gestellt. Die Laufapparatur wurde anschließend mit kaltem 1x Laufpuffer 

gefüllt. 

Die Taschen wurden, nachdem die Proben mit 5x Proteinladepuffer versetzt waren, mit 

25 µl Proteinprobe beladen. Bei RIPA-Proben war es zusätzlich nötig, diese für 5 min 

zu denaturieren und anschließend bis zur Verwendung der Proben auf Eis zu lagern. 

Vor dem Auftragen wurden die Proben zur Minimierung von Verlusten kurz 

abzentrifugiert. Als Größenstandard für Proteine wurden pro Gel 4 µl des 

Proteinmarkers aufgetragen. Die Auftrennung der Proteine erfolgte anschließend bei 

120 V für 2,0 h. 

 

3.2.4 Western-Blotting 

Nach der SDS-Gelelektrophorese kann ein Western-Blot durchgeführt werden. Dies 

dient der Darstellung von Proteinbanden durch Bindung von spezifischen Antikörpern. 

Hierfür werden die Proteine vom SDS-Polyacrylamidgel auf eine Trägermembran aus 

Nitrozellulose übertragen. Durch Inkubation der Membran mit einem primären 

Antikörper kann dieser an das für ihn spezifische Protein binden. Der Fc-Teil des 

Primärantikörpers wird dann wiederum von einem enzymgekoppelten spezies-

spezifischem Sekundärantikörper erkannt. Durch dieses Enzym kann nach 

Substratzugabe ein Lichtsignal detektiert werden. 

 

Nach erfolgreicher Elektrophorese wurde das Gel aus der Apparatur entfernt und das 

Sammelgel abgetrennt. Filtermembranen und Nitrozellulose-Membran wurden in 

Transfer-Puffer äquilibriert. Anschließend wurden 4 Filterpapiere, eine Nitruzellulose-

Membran, das Polyacrylamid-Gel und weitere 4 Filterpapiere auf dem Trans-Blot-Gerät  

zu einem Gel-Membran-Sandwich zusammengesetzt. Schließlich wurden Luftblasen 

durch einen Roller entfernt. Das Blotten erfolgte daraufhin für 1 h bei 0,6 A pro 

Membran. Um das Resultat des Proteintransfers zu überprüfen, wurden die Membranen 

anschließend für 3 min mit Ponceau S inkubiert, wodurch alle Proteine angefärbt 
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wurden. Daraufhin wurden die Membranen zweimal mit A. bidest und TBS-T 

gewaschen und für eine 1 h mit Blockierlösung blockiert. Die Membranen wurden 

anschließend über Nacht auf dem Wippschüttler bei 4 °C mit Primärantikörper in 

Antikörperlösung inkubiert. 

 

Nach der Inkubation wurde der Primärantikörper entfernt und die Membranen dreimal 

für 5 min mit 1x TBS-T gewaschen. Die anschließende Inkubation mit 

Sekundärantikörper fand für 1 h in Blockierlösung statt. Der Sekundärantikörper war 

dabei spezifisch für den Primärantikörper und wurde je nach Antikörper im Verhältnis 

von 1:5000 bis 1:10000 verwendet. Nach Abnahme der Sekundärantikörperlösung 

wurde die Membran erneut 3x für 5 min mit 1x TBS-T gewaschen. Anschließend 

erfolgte für 3 min die Inkubation der Membranen in einer Detektionslösung, die aus 

2 ml ECL-Lösung A sowie 200 µl ECL-Lösung B und 0,6 µl 30 % H2O2 frisch 

hergestellt wurde. Schlussendlich konnten die Signale der Proteinbanden mit dem 

ChemiDoc XRS+ und der Image Lab™ Software Version 3.0 dokumentiert und 

quantifiziert werden. 

 

3.3 Molekularbiologische Methoden 

3.3.1 Präparation von RNA 

Die Präparation mit TriFast bietet die Möglichkeit, sowohl Proteine als auch DNA und 

RNA aus Zelllysaten zu gewinnen. 

Für die Verarbeitung wurden Zellen in 9,6 cm²-Gewebekulturschalen kultiviert und 

nach Herstellerangaben bearbeitet. Nach Abnahme des Zellkulturmediums wurden die 

Zellen 2-fach mit 2 ml 1x PBS gespült, um sie anschließend mit 500 µl TriFast 5 min 

bei RT zu inkubieren. Nach dieser Zeit konnten die Zellen mit einem Zellschaber in der 

TriFast-Suspension vom Boden gelöst und in 1,5 ml-Reagiergefäße überführt werden. 

Daraufhin erfolgte die Zugabe von 50 µl 1-Bromo-3-Chloropropan und ein 15-

sekündiger Vortexvorgang, um die Proben anschließend 5 min bei RT zu invertieren. 

Die Proben wurden dann 15 min bei 11000 U/min und 4 °C zentrifugiert. Nach diesem 

Schritt war eine Auftrennung der Proben in eine untere organische Proteinphase, einer 

darüber liegenden DNA-Schicht und einer oberen wässrigen RNA-Phase erfolgt. 
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Nach der Phasenauftrennung wurde die wässrige RNA-Fraktion in 1,5 ml-

Reagiergefäße überführt und nach Zugabe von 250 µl Isopropanol und kurzem 

Invertieren 10 min bei RT inkubiert. Die Protein- und DNA-Proben wurden verworfen. 

Nach anschließender Zentrifugation für 10 min bei 11000 U/min und 4 °C wurde der 

Überstand entfernt und das RNA-Pellet in 3 Durchgängen mit jeweils 500 µl 75 % 

Ethanol und zwischenzeitlichen Zentrifugationsschritten von 9000U/min für 5 min bei 4 

°C gewaschen. Nachdem der Überstand verworfen wurde, konnte das RNA-Pellet für 

10 min luftgetrocknet und anschließend in 32 µl DEPC-Wasser gelöst werden. Mit 

Hilfe des Spektralphotometers Nano-Drop wurde die Konzentration der RNA bestimmt 

und die Proben hieran bei -20 °C gelagert. Das verwendete DEPC-Wasser galt für die 

Messung als Referenzwert. 

 

3.3.2 Reverse Transkription (RT) 

Bei der RT wird durch das Enzym Reverse Transkriptase aus RNA eine DNA mit 

komplementärer Sequenz (cDNA) hergestellt. Damit dieser Prozess ablaufen kann, 

müssen die RNA-Stränge zunächst durch Denaturierung linearisiert werden. 

Anschließend binden Oligo-dT-Primer am Poly-A-Anteil der mRNA. Dieser Schritt 

stellt sicher, dass lediglich mRNA umgeschrieben wird, da andere RNA-Formen keinen 

Poly-A-Schwanz besitzen. Nach der reversen Transkription steht die cDNA für PCR-

Anwendungen zur Verfügung. 

In einem Ansatz wurden 1 µg RNA mit 1 µl Oligo-dT-Primer versetzt und mit RNAse-

freiem Wasser auf 13,7 µl aufgefüllt. Nach 5-minütiger Inkubation bei 65 °C wurde 

dem RNA-Primer-Gemisch der Mastermix  hinzugefügt. Dieser enthielt 4 µl 5x 

Reaktions-Puffer, 1 µl dNTP (je 10 mM Adenin, Guanin, Cytosin und Thymin), 0,5 µl 

RiboLock
TM

 RNase-Inhibitor sowie 0,8 µl M-MLV Reverse Transkriptase (200 u/µl). 

Die nachfolgende cDNA-Synthese erfolgte für 60 min bei 42 °C und stoppte mit einer 

10-minütigen Inkubation bei 72 °C. Anschließend wurde die cDNA mit 280 µl Wasser 

aufgefüllt und bei -20 °C gelagert. 
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3.3.3 Real-time polymerase chain reaction (rtPCR) 

Die Polymeraskettenreaktion (PCR)dient der Vervielfältigung von DNA-Sequenzen 

innerhalb einer DNA-Strecke. Sie ist ein enzymabhängiges Verfahren, das in vivo der 

Replikation zellulärer DNA entspricht. Zur Amplifikation der doppelsträngigen DNA 

muss mindestens ein Teil der Sequenz bekannt sein, um die passenden Primer 

auszuwählen. Im ersten Schrittwird der Doppelstrangdurch Denaturierung bei 95 °C 

gespalten, was zur Auflösung der Wasserstoffbrücken-Bindungen zwischen den beiden 

Strängen führt. Den Primern ist es nun möglich über komplementäre Basenpaarung die 

einzelsträngige DNA spezifisch zu binden. Dieser Vorgang wird als Annealing 

bezeichnet und läuft je nach Primersequenz bei einer bestimmten Temperatur ab. 

Ausgehend von den Primern ist es der hitzestabilen Polymerase anschließend möglich, 

während der Elongation den komplementären Strang zu synthetisieren. Durch eine 

exponentielle Verdopplung der Stränge entstehen eine Vielzahl von DNA-Fragmenten 

definierter Länge, die für verschiedene Anwendungen genutzt werden können. 

Bei der quantitativen rtPCR wird die PCR mit der Quantifizierung der PCR-Produkte 

gekoppelt. So ist es möglich, Rückschlüsse auf die in der Probe enthaltenden mRNA-

Masse zu ziehen. Die für die Reaktion verwendeten Primer müssen dabei für das 

Gentranskript spezifisch sein. Dabei gilt, dass der Primer im Optimalfall aus 22 

Nukleotiden bestehen und das 5‘- und 3‘-Ende durch ein G oder C gebildet werden 

sollte, damit die Stabilität des Primers ausreichend gesichert ist. Weiterhin sollte der 

Primer einen relativen G/C-Gehalt von 40 bis 60 % aufweisen und keine internen 

Sekundärstrukturen, Homodimere oder Primer-RNA-Hybride bilden. Die Länge, des 

durch die Primer definierten Amplifikates, sollte ca. 200Nukleotide betragen. Die 

online-Datenbank http://www.ncbi.nlm.nhi.gov und das Programm „Primer Designer“ 

wurden zur Ableitung der benötigten Primersequenzen verwendet und in den PCR-

Ansätzen eingesetzt. An die amplifizierte DNA lagert sich anschließend das im 

Sensimix™ SYBR enthaltene SYBR-Green I an. Diese Substanz fluoresziert mit einer 

Wellenlänge von 521 nm (grün), wenn sie mit einer Wellenlänge von 494 nm (blau) 

angeregt wird. Der Anstieg des Floureszenssignals korreliert dabei mit der 

exponentiellen Zunahme der DNA pro Zyklus. Bis zum Abbruch der Reaktion, durch 

verbrauchte Reagenzien o. ä., sind die Reaktionsbedingungen in jedem Zyklus 

identisch. Aus diesem Grund lässt sich das in dieser Phase zu detektierende Signal zur 

http://www.ncbi.nlm.nhi.gov/
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Quantifizierung der Ausgangs-DNA nutzen. Die Quantifizierung kann dabei relativ 

oder absolut erfolgen. Bei der relativen Quantifizierung bildet man ein Verhältnis 

zwischen der Expression der Zielsequenz und einer Referenzsequenz, wie z. B. dem 

Large Ribosomal Protein (RPLP0). Im Gegensatz dazu wird bei der absoluten 

Quantifizierung ein externer Standard verwendet, dessen Menge an eingesetzter Ziel-

DNA bekannt ist. Zur Überprüfung der Spezifität wird nach abgeschlossener PCR eine 

Schmelzkurvenanalyse durchgeführt, wodurch unspezifische PCR-Produkte mit 

abweichender Länge detektiert werden können. Dabei nutzt man den Fakt, dass die 

DNA von spezifischen PCR-Produkten einen höheren Schmelzpunkt besitzt als 

unspezifisch entstandene Primerdimere. 

Unter Verwendung des unten aufgeführten PCR-Programmes wurden im CFX96™ 

Real-Time System von Bio-Rad quantitative rtPCR’s zum Nachweis von HSP27 

durchgeführt. Als Referenzsequenz galt dabei RPLP0. 

 

 
HSP27 5‘ HSP27 3‘ 

°C Zeit °C Zeit 

1 initiale Denaturierung der DNA 95°C 10 min 95°C 10 min 

2 Denaturierung 95°C 10 sec 95°C 10 sec 

3 Annealing der Primer 55,9°C 15 sec 60,1 15 sec 

4 Strangsynthese 72°C 10 sec 72°C 30 sec 

 Wiederholung Schritt 2-4 44x 44x 

5 Denaturierung 95°C 10 sec 95°C 10 sec 

6 Schmelzkurvenanalyse 65°C bis 95°C; in 0,5°C-Schritten 

 

Der Ansatz bestand aus 3 µl cDNA, jeweils 1 µl der forward und reverse Primer (10 

nM), 5 µl A. bidest sowie 10 µl Sensimix™ SYBR Hi-ROX. Als Wasserkontrolle 

wurde an Stelle der cDNA A. bidest verwendet. Es wurde cum summa zur Messung in 

einer 96-Well-Platte pipettiert und anschließend mit der CFX Manager™ Software 

Version 2.0 analysiert. 
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3.4 Statistische Auswertung 

Jedes Experiment wurde in mindestens 3 unabhängigen Ansätzen durchgeführt. Zur 

statistischen Auswertung wurden die ermittelten Werte in GraphPad Prism 5 mit dem 

Student’s t-test auf Signifikanz geprüft und als Mittelwert ± SEM dargestellt. Es wurde 

ein p-Wert < 0,05 als statistisch signifikant angenommen. Ein p-Wert von < 0,05 wurde 

mit *, < 0,01 mit ** und < 0,005 wurde mit *** gekennzeichnet. 
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4. Ergebnisse 

4.1 Etablierung des zellulären Modell-Systems 

Das Zytostatikum Docetaxel wirkt aufgrund der Hemmung von Mikrotubulifunktionen 

antiproliferativ auf Tumorzellen.
42 

Deshalb war es zu Beginn der Arbeit erforderlich, 

eine geeignete Methode zu wählen, mit der die Messung von Proliferation möglich ist.  

 

Zunächst wurden Wachstumskinetiken mit unbehandelten Zellen der Linien LNCaP, 

22Rv1, PC-3 und PC3-HSP27 erstellt, um geeignete Zellzahlen für die 

Versuchsdurchführung im 96-Well-Maßstab festzulegen. Dies geschah durch 

Bestimmung der Zellvitalität mittels MTT-Assay und durch direkte Messung der 

Zellzahl mit dem CASY
®
 Cell Counter + Analyser Model TT. Die Zellen sollten dabei 

über 120 h ein annähernd sigmoidales Wachstum zeigen, damit bei anschließenden 

Versuchen die antiproliferative Wirkung des Wirkstoffes nachgewiesen werden konnte 

und die Zellen nicht bereits durch Nährstoffmangel oder Konfluenz im Wachstum 

inhibiert wurden. 

 

4.1.1 Testung geeigneter Wachstumsbedingungen: MTT-Assay 

Der MTT-Assay ist eine Standardmethode für den Nachweis der Zellvitalität und hängt 

in erster Linie mit dem Zellwachstum zusammen. Zur Bestimmung dieser wurde dem 

Zellmedium nach Adhäsion der Zellen im 96-Well in 24 h-Abständen 10x MTT 

hinzugefügt und nach 2-stündiger Inkubation und Lyse der Zellen die Extinktion der 

durch das MTT gebildeten intrazellulären Formazan-Kristalle bei 550 nm am Infinite
®

 

200 PRO NanoQuant gemessen. Als Kontrolle wurde das Lyse-Reagenz gleichwertig 

behandelt und gemessen. 

Anhand der durch die Zellvitalität bestimmten Wachstumskinetiken wurden die Zelltiter 

für den Beginn einer Wachstumskinetik im 96-Well-Maßstab für alle Zelllinien 

festgelegt. Alle folgenden Versuche begannen fortan mit 5000 Zellen pro Well bei 

LNCaP-Zellen, 3000 Zellen pro Well bei PC-3- und PC3-HSP27-Zellen und 20000 

Zellen pro Well bei 22Rv1-Zellen. Diese Zahlen werden in den Abbildungen durch die 

jeweils mittlere Linie repräsentiert. 
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4.1.2 Testung geeigneter Wachstumsbedingungen: Zellzahlbestimmung 

Als Referenz sollte neben der physiologischen Aktivität der Zellen auch die absolute 

Zellzahl bestimmt werden, um gegebenenfalls eine Korrelation beider Parameter 

festzustellen. Um die absolute Zellzahl messen zu können, mussten die Zellen in 24-

Wells zunächst für 3 min mit Trypsin behandelt, anschließend mit RPMI
-/- 

gespült und 

in dieser Suspension vereinzelt werden. Die komplette Zellsuspension (100 µl) wurde 

dann zu 10 ml CASY ton hinzugegeben. Mittels des CASY
®

 Cell Counter + Analyser 

Model TT konnte anschließend die absolute Zellzahl bestimmt werden. Abbildung 2 

zeigt die Wachstumskinetiken der 4 Zelllinien LNCaP, 22Rv1, PC-3 und PC3-HSP27 

über 120 h, angegeben in der absoluten Zellzahl. Analog zur Vitalitätsmessung wurden 

folgende initiale Zellzahlen für die Zellzahlbestimmung festgelegt, womit eine gute 

Vergleichbarkeit beider Methoden gegeben war: 5000 Zellen pro Well bei LNCaP-

Zellen, 3000 Zellen pro Well bei PC-3- und PC3-HSP27-Zellen und 20000 Zellen pro 

Abb. 1: Ermittlung der Zellvitalität (MTT-Assay) unter optimalen Versuchsbedingungen für die 

Zelllinien LNCaP(A), 22Rv1 (B), PC-3 (C) und PC3-HSP27 (D) im 96-Well-Maßstab. Folgende 

initiale Zellzahlen wurden für weiterführende Versuche im MTT-Assay festgelegt: LNCaP – 

5000/Well (A), 22Rv1 – 20000/Well (B), PC-3 – 3000/Well (C) und PC3-HSP27 – 3000/Well (D). 
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Well bei 22Rv1-Zellen. Auch hier stellen die mittleren Linien in jedem Diagramm den 

Wachstumsverlauf der als optimal gewählten initialen Zellzahlen dar. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.2 Zellwachstum-Beeinflussung durch Docetaxel 

4.2.1 Bestimmung der IC50 für Docetaxel 

Die mittlere inhibitorische Konzentration (IC50) gibt den Wert an, bei dem ein Wirkstoff 

seine halbmaximale Wirkung erreicht. Durch Nutzung dieser Wirkstoffkonzentration 

können Effekte auf das Wachstumsverhalten von Zellen sowohl in positiver als auch in 

negativer Richtung detektiert werden. In pharmakologischen Untersuchungen wird mit 

Hilfe dieser Größe die Wirkstärke einer Substanz angegeben. 

In Zusammenarbeit mit Prof. Dr. Ritter aus der Abteilung für klinische Pharmazie 

Greifswald wurde nach Etablierung des zellulären Modell-Systems die IC50 für das 

Zytostatikum Docetaxel ermittelt. Dabei war es wichtig, dass in dem Zeitraum von 24 

bis 120 h keine zellulären Reaktionen auftraten, die das Wachstum der Zellen 

Abb. 2: Messung der Zellzahl mittels CASY
®
 Cell Counter + Analyser Model TT unter 

optimalen Versuchsbedingungen für die Zelllinien LNCaP(A), 22Rv1 (B), PC-3 (C) und PC3-

HSP27 (D) im 96-Well-Maßstab. Folgende initiale Zellzahlen wurden analog zum MTT-Assay für 

weiterführende Versuche zur Bestimmung der Zellzahl festgelegt: LNCaP – 5000/Well (A), 22Rv1 – 

20000/Well (B), PC-3 – 3000/Well (C) und PC3-HSP27 – 3000/Well (D). 
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beeinflussen würden. Somit waren Effekte auf die Proliferationsrate der Zellen mit 

hoher Wahrscheinlichkeit auf die Behandlung mit Docetaxel zurückzuführen. LNCaP-, 

22Rv1-, PC-3- und PC3-HSP27-Zellen wurden in 96-Well-Platten als Triplikate 

ausgesät. Nach 24 h wurde Docetaxel in 6 verschiedenen Konzentrationen im Bereich 

zwischen 10 pM und 1 µM direkt in die Wells appliziert. Als Kontrolle diente das 

Lösungsmittel DMSO, welches in Kontrollansätzen in äquivalentem Volumen zum 

Einsatz kam. Anschließend wurde alle 24 h die physiologische Aktivität der Zellen 

mittels MTT-Assay gemessen.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Das Verhältnis zwischen Docetaxel-behandelten Zellen und der Kontrollgruppe, 

angegeben als relative physiologische Aktivität (Abb. 3), zeigte eine Abnahme der 

Abb. 3: Ermittlung der IC50 für Docetaxel. Darstellung der rel. physiol. Aktivitäten (MTT-Assay) zu 

den angegeben Zeiten und Docetaxel-Konzentrationen für die Zelllinien LNCaP (A), 22Rv1 (B), PC-3 

(C) und PC3-HSP27 (D). Die Messwerte wurden auf die Kontrollen ohne Docetaxel normalisiert. Jeder 

Assay repräsentiert 3 Versuchsdurchführungen, die Standardabweichung wurde aufgrund der 

Übersichtlichkeit nicht dargestellt. Die mittlere inhibitorische Konzentration von Docetaxel wurde bei 

den Zelllinien 22Rv1 (B) und PC-3 (C) unter Behandlung mit 10
-8 

M Docetaxel nach 72 h erreicht. Bei 

gleicher Docetaxel-Konzentration zeigten LNCaP-Zellen (A) diesen Effekt nach 72-96 h, PC3-HSP27-

Zellen (D) nach 96 h. Daraufhin wurde die Gebrauchskonzentration für Docetaxel auf 10
-8 

M festgelegt. 
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Vitalität bei Steigerung der Docetaxel-Konzentration. Grundsätzlich war nach 24 h bei 

allen verwendeten Konzentrationen keine oder nur eine sehr geringe Änderung der 

Vitalität zu beobachten. Bei längeren Inkubationszeiten von 96 bis 120 h sank die rel. 

physiologische Aktivität bei PC-3- (Abb. 3, C) und 22Rv1-Zellen (Abb. 3, B) schon 

unter 30 %, weshalb diese Zeiträume zur Ermittlung der IC50 als unzureichend bewertet 

wurden. Am Beispiel von PC-3-Zellen (Abb. 3, C) lag die mittlere inhibitorische 

Konzentration von Docetaxel bei 72 h im Bereich von 10 nM. Da die Zellen zu diesem 

Zeitpunkt die größte Wirkung auf das Zytostatikum zeigten, wurden 72 h als optimale 

Referenzzeit gewertet. Auch bei LNCaP-Zellen (Abb. 3, A) und 22v1-Zellen (Abb. 3, 

B) wurde die Vitalität der Zellen bei 10 nM nach 72 h halbmaximal inhibiert. Lediglich 

für die PC3-HSP27-Zellen (Abb. 3, D) stellte sich der 96 h-Wert bei einer 

Konzentration von 10 nM als geeigneter dar. 

Unter dem Gesichtspunkt, eine identische Gebrauchskonzentration für alle Experimente 

und alle Zelllinien zu verwenden, wurde der Einsatz einer Gebrauchslösung von 10 nM 

festgelegt. 

 

4.2.2 Detektion der Docetaxel-Wirkung mittels MTT-Assay 

Nach Bestimmung der Gebrauchskonzentration für Docetaxel sollte der zeitliche 

Verlauf der Wirkung auf die Vitalität der 4 PCa-Zelllinien untersucht werden. Dazu 

wurden die Zellen in 96-Well-Platten und Vollmedium als Triplikate ausgesät. Als 

Ausgangszahl dienten die, in Abbildung 1 dargestellten, als optimal bestimmten 

Zelltiter für den Beginn einer Wachstumskinetik. Nach 24-stündiger Adhäsion der 

Zellen konnten diese mit 10 nM Docetaxel behandelt und entsprechende Kontrollen 

parallel mit DMSO versetzt werden. Anschließend wurden, unter Verwendung des 

MTT-Assays, alle 24 h die Vitalität der Ansätze über einen Zeitraum von 120 h 

gemessen. 

Bei allen 4 Zelllinien (Abb. 4, A-D) war eine Stagnation der physiologischen Aktivität 

unter Docetaxel-Behandlung sichtbar. Diese lag im Zeitraum von 24 h im Bereich von 

10 bis 20 % und nahm tendenziell geringfügig ab. Die PC-3-Zellen (Abb. 4, C) zeigten 

unter DMSO-Behandlung über den gesamten Versuchszeitraum eine nahezu lineare 

Steigerung der Vitalität von 10 % auf 50 %. Die Differenz zwischen den Docetaxel-

behandelten Zellen und den Kontrollgruppen betrug nach 120 h somit 40 %. Dieser 
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Abb. 4: Einfluss von Docetaxel auf die Vitalität von PCa-Zellen. Darstellung der Zellvitalitäten 

(MTT-Assay) zu den angegeben Zeiten unter Docetaxel-Behandlung (10 nM) für die Zelllinien LNCaP 

(A), 22Rv1 (B), PC-3 (C) und PC3-HSP27 (D). Behandlung der Kontrollgruppe mit DMSO. Nach 

Docetaxel-Behandlung war bei allen 4 Zelllinien eine Stagnation der Zellvitalität sichtbar. Die 

Kontrollgruppen zeigten ein reges Wachstum. 
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Unterschied fiel bei den PC3-HSP27-Zellen (Abb. 4, D) wesentlich geringer aus, da die 

Zellen in 72 h keinen relevanten Unterschied in der physiologischen Aktivität der 2 

Behandlungsgruppen zeigten und zudem die endgültige Differenz nur 30 % betrug. Eine 

ähnliche Wachstumskinetik war auch bei den LNCaP-Zellen (Abb. 4, A) ersichtlich. Bis 

zu einem Zeitpunkt von 72 h betrug der Unterschied zwischen der Kontrollgruppe und 

den Docetaxel-behandelten Zellen lediglich 6 %. Im weiteren Verlauf kam es zu einer 

Vitalitätserhöhung der DMSO-behandelten Zellen auf 50 %, während die Docetaxel-

behandelten Zellen ein Absinken der Vitalität um weitere 2 % erkennen ließen. Die 

endgültige Differenz betrug nach 120 h somit ca. 44 %.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Den stärksten Wachstumsunterschied beider Versuchsansätze zeigten jedoch die 

22Rv1-Zellen (Abb. 4, B). Die Docetaxel-behandelten Zellen zeigten über den 

gesamten Versuchszeitraum eine stagnierende Vitalität von 18 %. Im Gegensatz dazu 

war in der Kontrollgruppe eine Vitalitätssteigerung auf 75 % nach 96 h und auf 80 % 

nach Versuchsende zu registrieren. Das heißt, dass es bei den DMSO-behandelten 
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Zellen nach 120 h zu einer vierfachen Vitalitätssteigerung gegenüber den Docetaxel-

behandelten Zellen kam. 

Aus diesen Ergebnissen ließ sich erschließen, dass Docetaxel eine antiproliferative 

Wirkung auf alle PCa-Zellen ausgeübt hat. Dabei sind bei vergleichbaren Verläufen 

quantitative Unterschiede zwischen den einzelnen Zelllinien, in Hinblick auf die 

Wirkdauer des Zytostatikums und im Vergleich zwischen Docetaxel-behandelten Zellen 

und Kontrollgruppe, ersichtlich. 

 

4.2.3 Detektion der Docetaxel-Wirkung mittels CASY
®
 Cell Counter + 

Analyser Model TT 

Um den Effekt von Docetaxel durch eine alternative Methode zu überprüfen, wurde in 

einem Versuchsaufbau, vergleichbar mit 4.2.2, die absolute Zellzahl von LNCaP-, 

22Rv1-, PC-3- und PC3-HSP27-Zellen bestimmt.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 5: Einfluss von Docetaxel auf das Wachstum von PCa-Zellen. Darstellung der mit dem CASY
®
 

Cell Counter + Analyser Model TT gemessenen Zellzahlen zu den angegeben Zeiten unter Docetaxel-

Behandlung (10 nM) für die Zelllinien LNCaP (A), 22Rv1 (B), PC-3 (C) und PC3-HSP27 (D). 

Behandlung der Kontrollgruppe mit DMSO. A Quantitativ gleiches Wachstum von Docetaxel- und 

DMSO-behandelten LNCaP-Zellen. B Besseres Wachstum der Docetaxel-behandelten 22Rv1-Zellen bis 

65 h unter Docetaxel-Behandlung sichtbar. Anschließend Abfall der Zellzahl, bei stetig steigendem 

Wachstum der Kontrollgruppe. C und D Komplette Stagnation des Wachstums der PC-3- und PC3-

HSP27-Zellen unter Docetaxel-Behandlung. Die Kontrollgruppen zeigten ein reges Wachstum. 
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Wie in Abbildung 5 dargestellt, wurde der zytostatische Effekt bei den Zelllinien PC-3 

(Abb. 5, C) und PC3-HSP27 (Abb. 5, D) beobachtet. Zellen, denen Docetaxel appliziert 

wurde, zeigten bis zu einem Zeitraum von 84 h einen geringen Anstieg der Zellzahl, die 

dann zum Versuchsende wieder auf die Ausgangszellzahl abfiel (Abb. 5, C und D, 

untere Wachstumskurve). Wie auch schon beim Nachweis der Zellvitalität wies die 

Kontrollgruppe der PC-3-Zellen gegenüber den DMSO-behandelten PC3-HSP27-Zellen 

einen stärkeren Anstieg auf. Insgesamt zeigte Docetaxel eine deutliche zytostatische 

Wirkung auf beide Zelllinien. Im Gegensatz dazu wurde bei den LNCaP-Zellen (Abb. 5, 

A) ein nahezu paralleles Wachstum zwischen Kontrollgruppe (durchgezogene Linie) 

und Docetaxel-Gruppe (gestrichelte Linie) beobachtet. Dies spiegelt nicht das Ergebnis 

von der Vitalitätsmessung in 4.2.2 (Abb. 4, A) wieder. Bei den 22Rv1-Zellen (Abb. 5, 

B) kam es in den ersten 55 h zu einem tendenziellen Wachstumsvorteil der mit 

Docetaxel-behandelten Zellen (gestrichelte Linie). Dieses Verhalten kehrte sich jedoch 

ab einem Zeitpunkt von 80 h um, sodass diese Zellen bis zum Versuchsende eine 

Zellzahl-Minderung um 1000000 zeigten, während die Kontrollgruppe nach 132 h eine 

dreifache Erhöhung der Zellzahl auf 4200000 Zellen beobachten ließ. 

 

4.3 Zytoprotektiver Effekt von HSP27 

Das kleine Hitzeschockprotein 27 spielt eine zytoprotektive Aufgabe in 

Prostatakarzinomzellen
75

 und ist somit maßgeblich für die Wirkungsresistenz von 

Chemotherapeutika verantwortlich. Dieser Sachverhalt sollte für die Wirkung von 

Docetaxel in PCa-Zellen untersucht werden. 

Basierend auf der Tatsache, dass PC-3-Zellen ein niedrigeres HSP27-Basallevel als die 

stabile Zelllinie PC3-HSP27 besitzen, wurde die Wirkung unterschiedlicher HSP27-

Level auf das Wachstumsverhalten der PC-3-Zellen unter Docetaxel-Einfluss evaluiert. 

Dazu wurden PC-3- und PC3-HSP27-Zellen für 24 h in 3,8 cm²-Gewebekulturschalen 

kultiviert und anschließend mit Docetaxel und DMSO in äquivalenten Konzentrationen 

behandelt. Zunächst wurden verschiedene Konzentrationen von 11
-11

 bis 10
-6

 M 

angewandt und die Vitalität der Zellen nach 72 h mittels MTT-Assay bestimmt. So war 

es möglich eine Aussage darüber treffen zu können, ob das intrazelluläre HSP27-Level 
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Abb. 6: Darstellung der rel. Vitalität (MTT-Assay) zu den angegeben Konzentrationen nach 72 h 

unter Docetaxel-Behandlung (10 nM) für die Zelllinien PC-3 und PC3-HSP27. Die Messwerte 

wurden auf die Kontrollen mit DMSO normalisiert. PC3-HSP27-Zellen zeigten einen signifikanten 

Überlebensvorteil nach Applikation von Docetaxel im Bereich von 10
-11 

bis 10
-6

 M. 
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bei niedrigeren Zytostatika-Konzentrationen möglicherweise unbedeutend wird, was 

sich in einem identischem Wachstumsverhalten zeigen würde. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Während die Vitalität der PC3-HSP27-Zellen durch die niedrigeren Docetaxel-

Konzentrationen (10
-11

- 10
-9 

M) um ca. 20 % vermindert wurde, kam es bei 10
-7

 M zu 

einem Abfall der Zellvitalität auf 60 %. In diesem Zusammenhang ist in der Abbildung 

6 die Darstellung der Messwerte relativ zu den DMSO-behandelten Kontrollzellen 

angegeben. Bei der Verwendung von 10
-6

 M Docetaxel wurde eine Vitalitätsreduktion 

auf 70 % verzeichnet. Die identisch behandelten PC-3-Zellen zeigten eine relativ 

ähnliche Vitalitätskurve auf. Nach Behandlung der Zellen mit niedrigen Docetaxel-

Konzentrationen sank die Zellvitalität auf ca. 60 % und fiel bei größeren 

Konzentrationen um weitere 10 % ab. Wie in Abbildung 6 ersichtlich wird, lag die 

relative Vitalität von PC3-HSP27-Zellen unter Docetaxel-Behandlung bei jeder 

verwendeten Konzentration tendenziell höher als die der PC-3-Zellen. Bei 10
-11 

M 

(p=0,026), 10
-9

 M (p=0,028) und 10
-6

 M (p=0,04) waren die Unterschiede statistisch 

signifikant. 

Dieses Experiment belegt, dass ein höheres intrazelluläres HSP27-Level in PC-3-Zellen 

einen zytoprotektiven Effekt gegenüber dem Zytostatikum Docetaxel vermittelt. Um 
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Abb. 7: Wachstumskinetik von PC-3- und PC3-HSP27-Zellen unter Docetaxel-Behandlung (10 

nM). Die Messwerte wurden auf die Kontrollen mit DMSO normalisiert. Die Überexpression von 

HSP27 führte in PC-3-Zellen zu einer Sensibilitätsabnahme gegenüber dem Zytostatikum Docetaxel. 
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diese Hypothese zu bekräftigen, wurde der Effekt mit einer weiteren Methode evaluiert. 

Dazu wurde ein identischer Versuchsaufbau mit 24-stündiger Kultivierung der Zellen in 

3,8 cm²-Gewebekulturschalen und anschließender Docetaxel-Behandlung mit 10 nM 

realisiert. Anschließend wurde die Zellzahl der mit Docetaxel- und DMSO-behandelten 

Zellen zu 10 Zeitpunkten in einer Zeitspanne von 130 h mit dem CASY
®
 Cell Counter + 

Analyser Model TT bestimmt (Abb. 7). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Dabei wurde ersichtlich, dass sowohl die relative Zellzahl (Ratio Docetaxel/DMSO) der 

PC-3-Zellen als auch der PC3-HSP27-Zellen unter Docetaxel-Behandlung konstant 

abnahm. Die relative Zellzahl der PC-3-Zellen betrug nach 25 h 53 % und sank bis 

Versuchsende auf 7 %ab (Abb. 7, durchgezogene Linie). Die PC3-HSP27-Zellen ließen 

nach 25 h eine relative Zellzahl von 62 % messen, die bis zur letzten Messung auf 12 % 

absank (Abb. 7, gestrichelte Linie). Dabei war bei den PC3-HSP27-Zellen gegenüber 

den PC-3-Zellen zu jedem Zeitpunkt eine höhere Zellzahl zu detektieren. Die 

Unterschiede in den Messwerten der Wachstumskinetiken waren in 7 von 10 

Zeitpunkten signifikant (49 h: p=0,009; 56 h: p=0,049; 76 h: p=0,002; 81 h: p=0,002; 

106 h: p=0,0008; 123 h: p=0,039; 130 h: p= 0,032) und bestätigen somit die Hypothese, 
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dass HSP27 unter Einfluss von Docetaxel in PC-3-Zellen eine zytoprotektive Wirkung 

vermittelt. 

 

Nachdem für die PC-3-Zellline gezeigt werden konnte, dass eine erhöhte Expression 

von HSP27 mit einer verbesserten Überlebensrate der Zellen in Zusammenhang steht, 

sollte dies in LNCaP-Zellen bestätigt werden. Da diese Zelllinie physiologischerweise 

eine hohe Expression von HSP27 aufweist, wurde ein reversibler Knock-Down der für 

HSP27-kodierenden Gene durch nutzen von small hairpin RNA‘s (shRNA), welche 

Haarnadelstrukturbildende RNA-Moleküle sind, durchgeführt. Dies konnte durch 

Transfektion eines Plasmids (pSUPERIOR-shHSP27), welches für HSP27-spezifische 

shRNA codiert, realisiert werden. Kontrollen wurden mit einem Leervektor 

(pSUPERIOR) transfiziert. Das Experiment wurde durch eine Docetaxel-Behandlung 

der modifizierten Zellen nach 24 h mit 10 nM Docetaxel und weiterführender 24-

stündiger Ernte der Zellen mit anschließender Zellzahlbestimmung und Aufnahme der 

Proteine in RIPA-Puffer komplettiert. Die Proben wurden bis zur Analyse bei -20 °C 

gelagert. 

Der HSP27-Knock-Down nach Plasmid-Transfektion wurde beispielhaft nach 24 und 

96 h auf Proteinebene gezeigt (Abb. 8, C). Dabei ist eine erneute Expressionszunahme 

von HSP27 nach Docetaxel-Einfluss innerhalb dieser Zeitspanne erkennbar. 

Gegenüberstellend ist das HSP27-Proteinlevel in der Kontrollgruppe (Abb. 8, B) wie 

erwartet konstant und vergleichend zu Abbildung 8, C deutlich höher. In den 

Wachstumskinetiken beider Zelllinien (Abb. 8, A) wurde ersichtlich, dass die Zellzahl 

beider Gruppen trotz unterschiedlicher HSP27-Expression 24 h nach Docetaxel-

Behandlung äquivalent war. Im zeitlichen Verlauf stellte sich jedoch nach 72 h ein 

signifikanter Wachstumsvorteil (p=0,03) der mit Leervektor transfizierten Zellen 

heraus. Die Zellzahl stieg dabei ungefähr um das Doppelte der HSP27-supprimierten 

LNCaP-Zellen an. Außerdem stellte sich eine konstant messbare Zellzahl dieser Zellen 

ein, wobei die Zellen mit HSP27-Knock-Down eine Proliferationsverminderung nach 

72 h erkennen ließen. 

Dies bestätigt die Ergebnisse, die bereits bei PC-3-Zellen gezeigt werden konnten: Eine 

erhöhte Proteinexpression von HSP27 verringert den zytotoxischen Effekt von 

Docetaxel auf PCa-Zellen. 
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Abb. 8: Wachstumskinetik und Western Blot (HSP27) nach HSP27-Knock-Down in LNCaP-

Zellen unter Docetaxel-Behandlung (10 nM). GAPDH wurde als Ladekontrolle aufgetragen. 

A Überlebensvorteil von LNCaP-Zellen mit Leervektor (pSUPERIOR) gegenüber Zellen mit HSP27-

Knock-Down (shHSP27). B HSP27-Proteinexpression nach Transfektion mit Leervektor. 

C HSP27-Proteinexpression nach HSP27-Knock-Down zeigte eine Abnahme von HSP27 24 h nach 

Transfektion und erneuter Expressionszunahme unter Docetaxel-Behandlung. 
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4.4 Induktion des zytoprotektiven HSP27 durch Docetaxel 

4.4.1 Molekulare Charakterisierung 

Nachdem gezeigt werden konnte, dass Docetaxel in vitro einen negativen Einfluss 

sowohl auf die Proliferation als auch auf die physiologische Aktivität von PCa-Zellen 

ausübt, sollte überprüft werden, inwiefern dieser Effekt mit dem HSP27-Level der 

Zellen korreliert.  

In einer androgenabhängigen (LNCaP) und einer hormonrefraktären (PC-3) Zelllinie 

sollte die HSP27-Expression auf mRNA-Ebene während der Behandlung mit Docetaxel 

untersucht werden. Zum direkten Vergleich innerhalb einer Zelllinie wurden zusätzlich 

HSP27-Level von PC-3-Zellen mit überexprimierten HSP27-Basallevel (PC3-HSP27) 
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registriert. Die Zellenwurden 24 h nach Aussaat in 9,5 cm²-Gewebekulturschalen mit 10 

nM Docetaxel bzw. äquivalentem Volumen DMSO behandelt. Zu diesem Zeitpunkt 

erfolgte für den Referenzwert von 0 h bereits die erste Ernte der Zellen, die weder mit 

Docetaxel noch mit DMSO behandelt wurden. Dieser Wert wird in der grafischen 

Auswertung als Grundlevel der Zellen auf 100 % gesetzt. Die Ernte erfolgte wie in 

Kapitel 3.3.2 „Präparation von RNA mit TriFast“ nochmals nach 6 und 24 h. Nach 

anschließender Isolation der RNA und Umschreibung dieser in cDNA wurde eine 

rtPCR mit spezifischen HSP27-Primern durchgeführt. Die Werte wurden auf die 

Kontrollen mit RPLP0 normalisiert. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Die androgenabhängigen LNCaP-Zellen zeigten einen signifikanten Anstieg der 

HSP27-mRNA über einen Zeitraum von 24 h. Die Erhöhung betrug zum Zeitpunkt der 

letzten Probengewinnung 35 % (24 h: p=0,0187). Ein ähnliches Ergebnis wurde unter 
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Abb. 9: Darstellung des rel. HSP27-mRNA-

Level (0, 6, 24 h) unter Docetaxel-Behandlung 

(10 nM) in LNCaP-(A), PC-3- (B) und PC3-

HSP27-Zellen (C) mittels rtPCR. Die 

Messwerte wurden auf die Kontrollen mit 

RPLP0 normalisiert.   

 

A Signifikanter Anstieg der HSP27-mRNA auf 

135 % nach 24 h (p=0,0187) in LNCaP-Zellen. 

B In PC-3-Zellen detektierbarer, jedoch nicht 

signifikanter, Anstieg von HSP27 um 40 %. 

C Signifikante Erhöhung der mRNA nach 6 h 

um 40 % des Ausgangswertes (p=0,0075) in 

PC3-HSP27-Zellen zu beobachten. Weiterer 

nicht signifikanter Anstieg nach 24 h  

auf 300 %. 

A 

B 

C 
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Docetaxel-Behandlung auch bei PC-3-Zellen ersichtlich. Mit einem relativem HSP27-

Anstieg um 40 % lag dieser höher als in LNCaP-Zellen, war jedoch aufgrund der weiter 

gestreuten Messwerte nicht signifikant. 

 

Ebenfalls konnte ein signifikanter Anstieg der mRNA von HSP27 bei den PC3-HSP27-

Zellen detektiert werden (6h: p=0,0075). Auffallend hierbei war, dass dieser HSP27-

Anstieg bereits nach 6 h den gleichen Wert erreicht hatte, wie es bei den LNCaP- und 

PC-3-Zellen erst nach 24 h der Fall war. 

 

4.4.2 HSP27-Proteinexpression 

Da eine erhöhte mRNA-Konzentration nicht immer mit einer erhöhten Translation 

einhergeht, war im Anschluss die Überprüfung von HSP27 auf Proteinebene indiziert. 

Erneut wurden LNCaP-, PC-3- und PC3-HSP27-Zellen in 9,5 cm²-

Gewebekulturschalen ausgesät und nach 24 h mit 10 nM bzw. DMSO behandelt. Zu 

diesem Zeitpunkt wurde eine erste Probe jeder Zelllinie als 0 h-Wert in 100 µl RIPA-

Puffer aufgenommen. Die weitere Ernte der Zellen und eine anschließende Präparation 

der Zellysate erfolgten nach 6, 12, 24 und 36 h. Daraufhin wurde eine SDS-Page-

Gelelektrophorese mit Auftragung von 40 µg Proteinpro Tasche und anschließendem 

Western-Blotting realisiert. Zur Detektion kam ein monoklonaler HSP27-spezifischer 

Antikörper zum Einsatz, dessen Signal mit dem der Glycerinaldehyd-3-Phosphat-

Dehydrogenase (GAPDH), welches als Ladekontrolle diente, mit der Image Lab™ 

Software Version 3.0 quantifiziertund anschließend ins Verhältnis (Ratio 

HSP27/GAPDH) gesetzt wurde. 

 

Die androgenabhängigen LNCaP-Zellen, welche ein hohes Grundlevel an HSP27 

besitzen, zeigten nach Docetaxel-Applikation eine erhöhte Proteinexpression von 

HSP27 (Abb. 10). Die Quantifizierungen der HSP27-Signale der mit Docetaxel-

versetzten Zellen (Abb. 10, A) wurden zunächst auf GAPDH normalisiert und 

anschließend in das Verhältnis zu den Signalen DMSO-behandelter Zellen (Abb. 10, B) 

gesetzt. 
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Dabei konnte ermittelt werden, dass das relative HSP27-Level in den LNCaP-Zellen 

über einen Zeitraum von 24 h signifikant um ca. das Dreifache ansteigt (Abb. 10, C, 

12h: p=0,039; 24h: p=0,018). Aufgrund der hohen Standardabweichung der6h- und 

36h-Werte sind diese für die Ergebnisauswertung zu vernachlässigen, obgleich auch 

diese Werte unter Berücksichtigung der maximalen Abweichung über dem HSP27-

Basallevel der LNCaP-Zellen liegen. 

Ausgehend von einem nachgewiesen niedrigeren HSP27-Basallevel von PC3-Zellen
76

 

zeigten auch diese im Vergleich zu LNCaP-Zellen einen Anstieg der Proteinexpression 

von HSP27 (Abb. 11, A-C). Während dies in den ersten 24 h nach Docetaxel-

Behandlung lediglich in einem geringem Maße sichtbar wurde, konnte nach 36 h ein 

signifikanter Anstieg des relativen HSP27-Levels auf 240 % detektiert werden (Abb. 

11, C; 36 h: p=0,017). 

Während LNCaP- und PC-3-Zellen einen stetigen Expressionsanstieg von HSP27 

zeigten, wurde das kleine Hitzeschockprotein in PC3-HSP27-Zellen innerhalb der 

ersten 12 h nach Applikation von Docetaxel vergleichend zur 0 h-Kontrolle um 20% 

weniger gebildet (Abb. 11, F; 12 h: p=0,012). Anschließend konnte jedoch eine 

signifikante Expressionssteigerung von HSP27 auf 190 % beobachtet werden (36 h: 

Abb. 10: Western Blot und Quantifizierung der Proteinexpression von HSP27 in LNCaP-

Zellen unter Docetaxel-Behandlung (10 nM). Normalisierung der Werte auf GAPDH. A HSP27-

Expression unter Docetaxel-Behandlung. B Kontrollgruppe (DMSO-behandelte Zellen). C rel. 

HSP27-Level in LNCaP-Zellen, die auf GAPDH-normalisierten HSP27-Signale der Docetaxel-

behandelten Zellen wurden ins Verhältnis zur Kontrollgruppe gesetzt. Signifikanter Anstieg der 

HSP27-Expression nach 12 h (p=0,039) und 24 h (p=0,018) detektierbar. 

A

  

C 
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p=0,011). Dies wird auch in den zugehörigen Western Blots (Abb. 11, D-E) über den 

dargestellten Zeitraum von 36 h sichtbar. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Zusammenfassend lässt sich sagen, dass eine Behandlung der Zellen des PCa-

Tumorprogressionsmodells mit Docetaxel über einen längeren Zeitraum zur erhöhten 

Proteinexpression von HSP27 führt. 

 

 

 

 

A D 

Abb. 11: Western Blot und Quantifizierung der Proteinexpression von HSP27 in PC-3 (A-C) und 

PC3-HSP27-Zellen (D-F) unter Docetaxel-Behandlung (10 nM). Normalisierung der Werte auf 

GAPDH. A-C Signifikanter Anstieg der HSP27-Expression nach 36 h (p=0,017) auf 240 % in PC-3-

Zellen. Zu früheren Zeiträumen relativ konstante Proteinexpression. D-F In PC3-HSP27-Zellen 

innerhalb der ersten 12 h signifikanter Abfall der HSP27-Expression auf 80 % (p=0,012). Anschließend 

signifikanter Proteinexpressionsanstieg auf 190 % (p=0,011). 

B E 

C F 
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4.5 Induktion p53-abhängiger apoptotischer Mechanismen 

Besonders nach Einfluss von Stress sind Zellen in der Lage verschiedene intrazelluläre 

Reparaturmechanismen zu initiieren, damit die Zelle nicht in den gezielten Zelltod 

eintreten muss. Eine Möglichkeit ist dabei die Induktion des Tumorsuppressors p53, 

welcher für die Kontrolle der korrekten Ausführung des Zellzyklus verantwortlich ist. 

Kommt es durch extra- oder intrazelluläre Faktoren zur Schädigung der DNA wird der 

Zellzyklus durch p53 gestoppt und kann erst fortgeführt werden, wenn der DNA-

Schaden als reversibel eingestuft wird, was die Zelle vor dem Eintritt in die Apoptose 

bewahrt. Andernfalls führt die Akkumulation von p53 zur Aktivierung von Genen der 

Bcl-2-Familie, was wiederum über Induktion von Caspasen zur Apoptoseeinleitung 

führt. In der Literatur wird eine p53-abhängige Induktion von HSP27 in PCa-Zellen 

angegeben
74

, wodurch Änderungen von p53 in Zusammenhang mit der nachgewiesenen 

Überexpression von HSP27 stehen könnten. 

Um den p53-Status in PCa-Zellen zu erfassen und daraus mögliche Schlussfolgerungen 

für Therapiemaßnahmen auch in Interaktion mit HSP27 ableiten zu können, wurden 

LNCaP-, PC-3- und PC3-HSP27-Zellen für 24 h in 9,5 cm²-Gewebekulturschalen 

kultiviert und anschließend mit 10 nM Docetaxel bzw. DMSO behandelt. Wie auch 

unter 4.4.2 erfolgte die Ernte der Zelllysate in 100 µl RIPA-Puffer zur anschließenden 

Durchführung eines Western Blots.  

 

Bei LNCaP-Zellen konnte das Vorhandensein von p53 nachgewiesen werden (Abb. 12, 

A und B, 0 h-Wert). Über einen Zeitraum von 36 h kam es nach Zugabe von Docetaxel 

(Abb. 12, A) zu einem deutlichen Anstieg (Abb. 12, C; 12 h: p=0,005, 24 h: p=0,004) 

der messbaren p53-Signale gegenüber der Kontrollgruppe (Abb. 12, B). Die relative 

Expression von p53 betrug zum letzten Messzeitpunkt 420 % (Abb. 12, 36 h: p=0,017).  

Wie zu erwarten war, kam es durch die Behandlung der PCa-Zellen mit dem 

Zytostatikum Docetaxel, was einen extrazellulären Impuls für die Auslösung von 

intrazellulären DNA-Reparaturmechanismen darstellt, zur signifikant erhöhten 

Expression von p53. 
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Abb. 13: Western Blot von p53 in PC-3-Zellen 

unter Docetaxel-Behandlung (10 nM). 

GAPDH als Ladekontrolle war detektierbar. 

Über einen Zeitraum von 20 h war p53 in PC-3-

Zellen nicht nachweisbar. Dies spricht für eine 

p53-Negativität der PC-3-Zelllinie.  
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Anders als bei LNCaP-Zellen wurde bei PC-3-Zellen weder nach Docetaxel-, noch 

durch DMSO-Applikation ein p53-Signal detektiert (Abb. 13, A). Da die Ladekontrolle 

(GAPDH) zu allen Zeitpunkten ein positives Signal zeigte, kann von einer p53-

Negativität der Zelllinie ausgegangen werden. Dieses Resultat ist ebenso für die PC3-

HSP27-Zellen gültig, da es sich dabei um die gleiche Zelllinie mit überexprimiertem 

HSP27-Proteinlevel handelt. 

 

 

 

 

 

 

Nachdem die Induktion von p53 in androgenabhängigen Zellen gezeigt werden konnte, 

sollte geprüft werden, ob weitere Signalproteine derp53-Kaskade aktiviert werden. Ist 

bei intrazellulärer Akkumulation von p53 eine DNA-Reparatur nicht mehr möglich, 

wird die Aktivierung von Caspasen durch p53 eingeleitet. Die Aktivierung der Caspase 
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Abb. 12: Western Blot und Quantifizierung von p53 in LNCaP-Zellen unter Docetaxel-

Behandlung (10 nM). A p53-Induktion unter Docetaxel-Behandlung. B Kontrollgruppe (DMSO-

behandelte Zellen). C Rel. p53-Expression in LNCaP-Zellen. Die auf GAPDH-normalisierten p53-

Signale der Docetaxel-behandelten Zellen wurden ins Verhältnis zur Kontrollgruppe gesetzt und 

zeigten eine 3,5-fache Erhöhung der p53-Expression über einen Zeitraum von 36 h. 
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Abb. 14: Western Blot derPoly-(ADP-Ribose)-Polymerase(PARP) unter Docetaxel-Behandlung (10 

nM) in LNCaP-Zellen. GAPDH wurde als Ladekontrolle aufgetragen. A Das 115 kDa große Protein 

wurde nach 12 h in eine 89 kDa und 24 kDa große Untereinheit gespalten. Das stärkste Spaltungssignal 

war nach 24 h detektierbar. B In der Kontrollgruppe (DMSO) kam es nicht zur PARP-Spaltung. Dies ist 

für den Apoptoseeintritt von LNCaP-Zellen nach Docetaxel-Behandlung beweisend. 

3, welche auch durch weitere apoptotische Mechanismen ausgelöst wird, führt zur 

Spaltung der Poly-(ADP-Ribose)-Polymerase (PARP) in 2 Fragmente. Dies stellt den 

irreversiblen Zeitpunkt der Apoptoseeinleitung dar.
77

 

Für dieses Experiment wurde die identische Versuchsdurchführung wie unter 4.4.2 

beschrieben verwendet. Bei dem Nachweis der Proteine mit einem PARP-spezifischen 

Antikörper war jedoch keine Quantifizierung der Signale notwendig, da es nicht um die 

Induktion einer PARP-Expression ging, sondern der Nachweis einer proteolytischen 

Spaltung des Proteins getätigt werden sollte. 

 

Wie es in Abbildung 14 deutlich wird, kam es in den p53-positiven LNCaP-Zellen unter 

Behandlung mit 10 nM Docetaxel zu einer Spaltung der Poly-(ADP-Ribose)-

Polymerase (Abb. 14, A). Das 115 kDa große PARP-Protein wurde dabei, beginnend 

nach 6 h, in ein 89 kDa und ein 24 kDa kleines Fragment gespalten. Die stärkste 

Aufgliederung des Proteins war nach 24 h detektierbar. Im Gegensatz dazu war in der 

Kontrollgruppe keine Spaltung von PARP sichtbar (Abb. 14, B). 

 

 

 

Besonders interessant war es zu überprüfen, ob es trotz p53-Negativität in der PC-3-

Zelllinie zu molekularen Änderungen von PARP kommt. Es zeigte sich, dass PARP in 

PC-3- (Abb. 15, A, B) und PC3-HSP27-Zellen (Abb. 15, C, D) exprimiert wird, es 
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Abb. 15: Nachweis der PARP-Expression unter Docetaxel-Behandlung (10 nM) in PC-3- (A,B) 

und PC3-HSP27 (C,D) -Zellen mittels Western Blot. GAPDH wurde als Ladekontrolle aufgetragen. 

Durch Docetaxel-Einwirkung kam es weder in PC-3-Zellen (A) noch in PC3-HSP27-Zellen (C) zur 

Spaltung des 115 kDa großen PARP-Moleküls. Die Kontrollen zeigten ein identisches Bild (B, D). 
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jedoch über einen Zeitraum von 36 h nach Docetaxel-Applikation zu keiner Spaltung 

des Proteins kommt (Abb. 15, A, C).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Auch in der Kontrollgruppe (Abb. 15, B, D) waren keine detektierbaren Alternationen 

sichtbar. 

Dies spricht für eine korrelierende Funktionalität von PARP mit p53 und könnte ein 

Fehlen anderer PARP-spaltender Reparaturmechanismen in PCa-Zellen aufzeigen, was 

die Bedeutung von p53 im Bereich der therapieresistenten Forschung erhöht. 
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5. Diskussion 

In der vorliegenden Arbeit wurden in einem PCa-Zellkultur-System die Effekte des 

zytostatischen Wirkstoffes Docetaxel, welcher als ein First-line Medikament zur 

Behandlung des CRPC gilt, untersucht. Aufgrund primärer und sekundärer 

Resistenzmechanismen ist die Behandlung des CRPC mit Docetaxel nur eingeschränkt 

möglich
42

, weshalb es galt, die Wirkungsweise von Docetaxel sowohl auf zellulärer als 

auch auf molekularer Ebene genauer zu charakterisieren. Verschiedene Zellstadien des 

PCa wurden analysiert, da sich diese in ihrem Wachstumsverhalten und bezüglich der 

Expression vom AR und von Hitzeschockproteinen grundlegend unterscheiden. AR-

exprimierende, androgenabhängige LNCaP-Zellen stellten ein frühes Stadium des PCa 

dar. Das Endstadium der Erkrankung, welches als CRPC deklariert ist, wurde durch die 

AR-negativen, androgenunabhängig wachsenden PC-3-Zellen repräsentiert und als 

Übergangsmodell wurden 22Rv1-Zellen untersucht. Ein besonderer Aspekt der Arbeit 

galt der Ergründung des Expressionslevels des Hitzeschockproteins 27, da dessen 

Anstieg in Zusammenhang mit einer schlechteren Prognose des PCa steht.
66,72

 

 

Um die Wirkung von Docetaxel auf zellulärer Ebene zu charakterisieren, musste 

zunächst ein geeignetes Modell-System etabliert werden. Da der MTT-Assay aufgrund 

Messung der Zellvitalität eine der meist genutzten Methoden im Rahmen zytotoxischer 

Studien ist, galt er für die Versuchsreihen mit Docetaxel als Methode der Wahl. Der 

Vorteil dieses Verfahrens, welches durch die Bildung von Formazan-Kristallen durch 

vitale Zellen gekennzeichnet ist, besteht in der schnellen und einheitlichen Messung 

mehrerer Proben, da diese direkt in einer 96-Well-Platte von einem Plate reader 

gemessen werden können. Dies hat außerdem zur Folge, dass nur eine geringe Anzahl 

an Zellen sowie ein Minimum an Wirkstoffen gebraucht werden.
78 

Die Durchführung 

eines MTT-Assays ist einfach und gut reproduzierbar, was die Aussagekraft des Testes 

stark erhöht und ihn deshalb für klinische Kontrollen der Chemosensitivität von 

Tumorzellen unentbehrlich macht.
78

 Problematisch ist jedoch, dass sowohl das für die 

Test’s genutzte Medium sowie Serumalbumin und Fettsäuren den Assay beeinflussen 

können.
79

 Weitere Limitationen des MTT-Assays bestehen darin, dass die Vitalität der 

Zellen colorimetrisch gemessen wird, daraus aber keine konkrete Aussage zum 

absoluten Zellwachstum abgeleitet werden kann. Diese Beschränkungen sollten durch 
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den Einsatz des CASY
®
 Cell Counter + Analyser Model TT zur Bestimmung der 

absoluten Zellzahl umgangen werden. Dieses Gerät arbeitet präzise und weißt eine 

geringe intra-Assay Variation der gemessen Ergebnisse auf, so wie es für die meisten 

Zellzählautomaten beschrieben ist.
80 

Vorteil des CASY
®
 Cell Counter + Analyser 

Model TT ist, dass zusätzlich zur absoluten Zellzahl die Vitalität sowie weitere 

Zellparameter wie Volumen und Größe bestimmt werden können. Hierbei galt die 

besondere Beachtung der Resuspendierung der Zellen, da Zellagglomerate zwar vom 

System erfasst, aber nicht zwangsläufig in der korrekten Zellanzahl wiedergegeben 

werden können. Nachteile der Methode gegenüber dem MTT-Assay zeigten sich in dem 

größeren Arbeitsaufwand, da jede Probe einzeln gemessen werden muss. Außerdem 

müssen die Zellen mindestens in 24-Well-Platten kultiviert werden, da Well-Flächen 

von 96-Well-Patten zu gering sind, um hier eine mechanische Ernte der Zellen 

durchzuführen, die nötig ist, um die Zellen in die CASY-Messlösung zu überführen. 

Hier zeigt sich auch ein weiterer Nachteil, da vergleichend mit dem MTT-Assay ein 

höherer Material- sowie Zell- und Wirkstoffverbrauch für dieselbe Probenanzahl nötig 

ist. Außerdem ist die manuelle Ernte der Zellen ein Parameter, der die Vergleichbarkeit 

der Messergebnisse erschwert, weshalb eine Versuchsreihe möglichst von derselben 

Person durchgeführt werden sollte. Dieses Problem der Vergleichbarkeit zwischen den 

Ergebnissen ist jedoch auch im MTT-Assay nicht vollkommen ausgeschlossen, da für 

differenzierte Zelllinien Variationen in der Aktivität der mitochondrialen 

Dehydrogenase denkbar sind.
81 

Für den direkten Nachweis einer substratbedingten 

zytotoxischen Wirkung wäre die Nutzung des Laktat-Dehydrogenase-Assays (LDH-

Assay) eine weitere Möglichkeit gewesen, wobei die Ergebnisse dieses Tests aber 

aufgrund der enzymstimulierenden Wirkung des verwendeten Vollmediums nicht 

genutzt werden konnten. Ferner wurde gezeigt, dass der MTT-Assay geeigneter als der 

LDH-Assay für die Darstellung von Zelleffekten nach Medikamenten-Behandlung ist.
82 

MTT-Assay und Zellzahlbestimmung sind also Methoden, die für den Nachweis 

molekularer Mechanismen ungeeignet sind
83

, sich für die Charakterisierung 

wirkstoffbedingter Proliferations- bzw. Wachstumsänderungen von Zellen jedoch 

perfekt ergänzen.  

Beide Versuchsmodelle wurden für die Zelllinien LNCaP, 22Rv1, PC-3 und PC3-

HSP27 etabliert und die Ergebnisse in den Abbildungen 1 und 2 dargestellt. Zur 

Spülung der Wells, nach Ernten der Zellen, wurde RPMI
-/-

 genutzt, da dies im 
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Gegensatz zum Vollmedium durch fehlende Zusatzstoffe beim Resuspendieren nicht 

schäumt. Da die LNCaP- und 22Rv1-Zellen eine langsamere Proliferationsrate als die 

PC-3- und PC3-HSP27-Zellen zeigten, wurde die Zellzahl zur Aussaat der Versuche für 

diese beiden Zelllinien höher gewählt. Die 22Rv1-Zellen benötigten dabei die größte 

Aussaatzahl. Um einen direkten Vergleich zwischen der Vitalität und der absoluten 

Zellzahl der Zelllinien treffen zu können und so beide Experimente parallel zu 

bewerten, war ein identischer Versuchsaufbau erforderlich. Da die Zellen im Bereich 

von 144 – 168 h (Werte nicht gezeigt) ein Absinken der Vitalität bzw. der Zellzahl 

zeigten, was sich bei den 22Rv1-Zellen im höheren Aussaatbereich schon zu früheren 

Zeitpunkten beobachten ließ, wurde der Versuchszeitraum für eine Spanne von 120 h 

nach Docetaxel-Applikation festgelegt. 

Nach Etablierung des zellulären Modell-System konnte die IC50 für das Zytostatikum 

Docetaxel bestimmt werden. Monteverde et al. verwendeten den Wirkstoff in 

Versuchen mit LNCaP- und PC-3-Zellen in Konzentrationsbereichen zwischen 10
-11

 

und 10
-9

 M.
84

 In anderen Arbeitsgruppen hingegen kamen höhere Docetaxel-

Konzentrationen zum Einsatz.
85

 Basierend auf der Tatsache, dass die Effekte von 

Docetaxel innerhalb des Versuchszeitraumes von 120 h detektierbar sein mussten und 

weiterführende Experimente mit transienten Tansfektionen eine kurze Halbwertszeit mit 

sich zogen, wurden Docetaxel-Konzentrationen von 10
-11

 bis 10
-6

 M getestet (Abb. 3). 

In der Gruppe von Monteverde wurden die PC-3-Zellen mit 500 Zellen weniger als in 

unserer Versuchsanordnung ausgesät und erst nach 48 h mit Docetaxel behandelt. Ihre 

IC50 betrug, gemessen nach 144 h 0,984 nM. Dieser Wert wurde bei den PC3-HSP27-

Zellen in unseren Experimenten ebenfalls nach 120 h erreicht. Zu diesem Messzeitpunkt 

betrug die relative physiologische Aktivität der anderen 3 Zelllinien jedoch noch 65 % 

und mehr, sodass 10
-10

 M als ungeeignete Konzentration deklariert wurde. Daraufhin 

wurde ersichtlich, dass die halbmaximale Inhibition von Docetaxel nach 72 h in den 

Zelllinien 22Rv1 und PC-3 bei einer Konzentration von 10 nM erreicht wurde. Bei den 

Zelllinien LNCaP und PC3-HSP27 wäre das bei dieser Konzentration erst nach 80- 96 h 

der Fall gewesen. Da es bei 4 Zelllinien mit verschiedenen Wachstumsverhalten 

schwierig ist, eine IC50 zu bestimmen, die für alle Zelllinien 100 % zutreffend ist, wurde 

der weitere Gebrauch einer Docetaxel-Konzentration von 10
-8

 M festgelegt. Für eine 

genauere Abstimmung der Werte, wären Tests mit Konzentrationen zwischen 10
-8

 und 
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10
-7

 M nötig gewesen oder der Zeitraum der halbmaximalen Inhibition hätte die 72 h 

überschritten, was kritisch für Transfektionsversuche wäre. 

 

Die Wirkung von Docetaxel wird über eine direkte Interaktion mit Mikrotubuli 

vermittelt und äußert sich u. a. durch eine Wachstumsminderung der PCa-Zellen, da 

durch funktionale Mikrotubuli-Hemmung eine verminderte AR-Translokation in den 

Nukleus stattfindet, was wiederum mit einer erniedrigten Androgenwirkung 

einhergeht.
43

 Für LNCaP- und 22Rv1-Zellen, die AR-positiv sind und unter 

Androgeneinwirkung Proliferation zeigen
76

, wurden antiproliferative Tests unter 

Docetaxel-Behandlung durchgeführt. Die Zellen erfuhren nach 24-stündiger Adhäsion 

eine Behandlung mit 10 nM Docetaxel und äuqivalenten Konzentrationen des 

Lösungsmittels DMSO in der Kontrollgruppe. Die Vitalität der Zellen wurde 

anschließend mittels MTT-Assay evaluiert (Abb. 4, A und B). Über den 

Versuchszeitraum von 120 h zeigten beide Zelllinien eine Stagnation der Vitalität 

zwischen 10-18 %. Die mit DMSO-behandelten Zellen erreichten bei den LNCaP-

Zellen hingegen eine Aktivitätssteigerung auf 40 % (Abb. 4, A) und die 22Rv1-Zellen 

auf 80 %. Kuroda et al. zeigten in ihrer Arbeit, dass verschiedene Docetaxel-

Konzentrationen einen antiproliferativen Effekt auf LNCaP-Zellen ausüben.
85

 Diese 

Aussage konnten wir somit für 2 androgenabhängige Zelllinien bestätigen. Auch für die 

kastrationsresistente Zelllinie PC-3 wurde unter dem Aspekt der Resistenzbildung bei 

längerer Docetaxel-Behandlung eine antiproliferative Wirkung beschrieben.
42 

Dies 

konnte für PC-3- und PC3-HSP27-Zellen in Abbildung 4 (C und D) dargestellt werden.  

Um nach Docetaxel-Behandlung eine Korrelation zwischen Vitalität und messbarer 

Zellzahl innerhalb einer Zelllinie zu untersuchen, wurde die identische 

Versuchsdurchführung des MTT-Assays für die etablierten 4 Zelllinien in 24-Well-

Platten ausgeführt. Dies war, wie bereits erwähnt, notwendig, um den Vorgang der 

Ernte ohne große Zellverluste durchzuführen, da eine Fläche von 3,8 cm
2
 dafür 

geeigneter ist. In der Abbildung 5 sind die gemessen Zellzahlen für alle Zelllinien 

dargestellt. Dabei wurde ersichtlich, dass die Wachstumskinetiken der Zelllinien PC-3 

und PC3-HSP27 graphisch einen identischen Verlauf, wie im MTT-Assay (Abb. 3) 

ermittelt, zeigten. Daraus lässt sich resultieren, dass in diesen Zelllinien ein direkter 

Zusammenhang zwischen der Zellzahl und der sich daraus ableitenden Vitalität besteht. 

Beide Parameter zeigten eine Stagnation unter Docetaxel-Behandlung. 
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Interessanterweise war zu beobachten, dass die Kontrollgruppe der PC-3-Zellen in 

beiden Versuchen ein stärkeres Proliferationsverhalten zeigte als die der PC3-HSP27-

Zellen, was bedeutet, dass PC-3-Zellen sensitiver auf Docetaxel reagieren. Die 22Rv1-

Zellen zeigten ein intermediäres Wachstumsverhalten (Abb. 4, B). Beide 

Behandlungsgruppen verhielten sich bis zu einem Zeitpunkt von 80 h komplementär 

und ließen einen geringen Anstieg der Zellzahl detektieren, woraufhin die 

Kontrollgruppe, so wie auch schon im Vitalitätsassay, nach 80 h ein alleiniges 

Fortschreiten der Proliferation zeigte. Diese auftretende Chemoresistenz in den ersten 

Tagen nach Wirkstoffapplikation lässt sich durch die Expression eines P-Glykoproteins 

(P-gp) in 22Rv1-Zellen erklären. P-gp vermitteln den Efflux von Docetaxel aus der 

Zelle, was jedoch nur bis zu einer bestimmten intrazellulären Sättigung des Wirkstoffes 

möglich ist, sodass dieser ab diesem Zeitpunkt seine Wirkung entfaltet. PC-3-Zellen 

fehlt dieser Mechanismus, da sie weitesgehend kein P-gp exprimieren.
42,86

 

Die Expression des Tumorsuppressores p53, welcher unter physiologischen 

Bedingungen als wild type (wt-p53), intrazytoplasmatisch an Mdm2 gebunden, nur in 

geringen Konzentrationen exprimiert wird, könnte ebenfalls als Faktor für 

Chemosensibilitäts-Differenzen zwischen den PCa-Zelllinien gelten. Der Nachweis 

einer p53-Expression in LNCaP-Zellen erfolgte unter Docetaxel-Behandlung und Ernte 

der Zelllysate in RIPA-Puffer mittels Western Blotting (Abb. 9). Dabei war ein 

signifikanter Anstieg der p53-Expression auf 420 % 36 h unter Docetaxel-Behandlung 

detektierbar. Extrazelluläre Faktoren, z. B. Hypoxie oder die Einwirkung von 

zytotoxischen Substanzen wie Docetaxel, führen zur Spaltung des p53-Mdm2-

Komplexes mit anschließender Phosphorylierung von p53 an Serin15 (Ser15).
87

 Das 

somit aktivierte p53 transloziert, ebenfalls abhängig von der Funktionalität des 

Mikrotubulusapparates, in den Nukleus und führt dort als Transkriptionsfaktor zur 

Aktivierung von DNA-Reparatur- oder proapoptotischen Signalkaskaden.
88

 Unsere 

Ergebnisse veranschaulichen, dass Docetaxel in der hormonsensitiven Zelllinie LNCaP 

die Initialisierung von Reparaturmechanismen auslöst und diese im gezielten Zelltod 

enden, was durch Abnahme der Zellvitalität (Abb. 4, A) demonstriert wurde. Liu et al. 

stellten diesen Fakt für die Zunahme des phosphorylierten p53 im Nukleus von LNCaP-

Zellen dar.
89

 Für die PC-3-Zelllinie wurde in einem repräsentativen Western Blot 

demonstriert, dass PC-3-Zellen p53-negativ sind (Abb. 10). Dies konnte ebenfalls durch 

Liu et al. gezeigt werden.
89 

Aufgrund der p53-Expression in LNCaP-Zellen, die mit 
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einer Apoptoseinduktion nach Zytostatika-Behandlung einhergehen könnte, müssten 

LNCaP-Zellen sensitiver auf Docetaxel reagieren als PC-3-Zellen. Gan et al. 

beschrieben in diesem Zusammenhang, dass LNCaP-Zellen sehr sensitiv auf Docetaxel 

ansprechen.
90

 p53 ist dementsprechend ein wichtiger Transkriptionsfaktor, der die 

Chemosensibilität von Zellen erhöht.
91 

Auch in HCC1937-Zellen des Brustkrebses und 

in human epidermoidalen KB-Zellen konnte eine erhöhte Expression von wt-p53 sowie 

eine Fragmentierung von Caspase-3 (CPP32) und PARP nach Docetaxel-Applikation 

belegt werden.
92

 

Die Aktivierung der Caspase-3 führt zur proteolytischen Spaltung von PARP zwischen 

Asp 216 und Gly 217, wobei ein 24 kDa-großes N-terminales DNA-Bindungs-Fragment 

sowie ein C-Terminal, welches mit 89 kDa die katalytische Aktivität von PARP 

vermittelt, entsteht. Diese Fragmentierung von PARP führt zur Ersparnis von ATP und 

NAD
+
, was für die Apoptose genutzt wird und somit den irreversiblen Eintritt in diese 

kennzeichnet.
77

 Für den Wirkstoff Docetaxel sollte der zytotoxische Effekt durch 

Eintritt der Zellen in die Apoptose nachgewiesen werden. Dazu wurde in LNCaP- und 

PC-3-Zellen in einem Zeitraum von 36 h unter Docetaxel-Behandlung der PARP-Status 

überprüft. Die Darstellung der intrazellulären Poly-(ADP-Ribose)-Polymerase erfolgte 

auf Proteinebene durch Bindung eines spezifischen PARP-Antikörpers. Die p53-

positiven LNCaP-Zellen ließen eine Spaltung von PARP in seine 2 Fragmente, 

beginnend nach 6 h, detektieren (Abb. 12, A). In der Kontrollgruppe blieb die 

Fragmentierung aus (Abb. 12, B). Korrelierend mit einer signifikant erhöhten p53-

Expression im Zeitraum von 12 h bis 24 h wurde das stärkste Signal der PARP-

Fragmentierung nach 24 h detektiert. In PC-3-Zellen konnte das Vorhandensein von 

PARP belegt werden, eine Spaltung des Enzyms war jedoch nicht nachweisbar (Abb. 

12). Dies könnte durch den Fakt erklärt werden, dass die Caspase-3 als ein Hauptfaktor, 

der zur Spaltung von PARP führt, gilt und hauptsächlich durch p53 aktiviert wird, 

welches in den PC-3-Zellen jedoch nicht vorhanden ist. Andererseits kann PARP auch 

durch alternative Faktoren wie z. B. Caspase-7 gespalten werden.
91

 Das ist in PC-3-

Zellen durch fehlende PARP-Spaltung jedoch auch nicht der Fall. Dies lässt daraufhin 

in Anbetracht ziehen, dass die Kaskade, die zur Fragmentierung von PARP führt, 

lediglich durch eine Docetaxel-abhängige p53-Aktivierung ausgelöst wird. Die 

Möglichkeit, ob es jedoch trotzdem zu molekularen Änderungen derCaspase-3 in PC-3-
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Zellen kommt, könnte in diesem Zusammenhang z. B. mittels Caspase Aktivitäts-Assay 

weiter untersucht werden. 

Aufgrund der Induktion von p53 und einer folgenden PARP-Spaltung nach 

Wirkstoffbehandlung sollte Docetaxel ein größeres Wirkpotential auf LNCaP-Zellen 

ausüben, als auf die p53-negativen PC-3-Zellen. Nach Eruierung der Wachstumskinetik 

nach Docetaxel-Applikation konnte dies so jedoch nicht bestätigt werden. Abbildung 4, 

A zeigt den Proliferationsanstieg von LNCaP-Zellen, der, zum Ergebnis des MTT-

Assay, sowohl in der Kontrollgruppe als auch in der Docetaxel-behandelten Zellgruppe, 

über den Zeitraum von 132 h kontinuierlich zunahm. Dabei demonstrierten die Zellen 

unter Docetaxel-Einfluss eine schwankendere positive Wachstumskinetik, wuchsen 

jedoch insgesamt gleich gut wie die Zellen der Kontrollgruppe. Dies würde gegen die 

These sprechen, dass LNCaP-Zellen chemosensitiver sind, wenn man vergleichend die 

Stagnation der Zellzahl von PC-3-Zellen nach Wirkstoffgabe betrachtet (Abb. 4, C). 

Andererseits wäre es möglich, dass die LNCaP-Zellen innerhalb von 132 h bereits 

teilweise in die Apoptose gegangen sind, was der resultierenden Vitalitätsminderung 

über diesen Zeitraum entspricht, ein Teil der Zellen jedoch weiterhin proliferativ aktiv 

war und dies die steigenden Zellzahlen erklären lässt. Auch Gan et al. beschrieben eine 

größere Docetaxel-Resistenz in LNCaP-Zellen vergleichend zu PC-3-Zellen. Sie 

diskutierten dafür die Rolle von p21 und p38, wobei eine Expressionserhöhung von p21 

zur Desensibilisierung der LNCaP-Zellen gegenüber Docetaxel führen soll.
90 

In diesem 

Zusammenhang könnten wiederum auch Effluxmechanismen einen Unterschied in der 

Chemosensitivität beider Zelllinien vermitteln. Am Beispiel für das bekannte P-gp gibt 

es kontroverse Daten, die einmal eine P-gp-Negativität von LNCaP-Zellen sowie eine 

P-gp-Induktion nach Docetaxel-Behandlung in PC-3-Zellen beschreiben
86

, wodurch 

diese chemoresistenter sein sollten und unsere Ergebnisse nicht erklären. Andererseits 

zeigen ältere Daten, dass in beiden Zelllinien eine Expression des P-gp nachzuweisen 

ist
93

, sodass angenommen werden kann, dass das P-gp keinen Ansatzpunkt für die 

verschiedene Chemowirksamkeit bietet. Darum könnte eine weitere Möglichkeit der 

Chemoresistenz durch eine vorliegende Mutation von p53 in den von uns verwendeten 

LNCaP-Zellen vermutet werden. Diese Mutationen sind in vielen Tumorzellartensehr 

präsent und gehen entweder mit einem Defekt in der DNA-Bindung oder mit 

strukturellen Alterationen von p53 einher.
94 

Hier wären weitere experimentelle 

Untersuchungen von p53 in unserer etablierten LNCaP-Zelllinie notwendig. Der 
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Mutationsstatus von p53 könnte durch automatisierte Sequenzierung des p53-Gen’s 

oder durch eine Immunhistochemie ergründet werden. Letzteres birgt jedoch das 

Problem, dass die dargestellten p53-Proteinlevel nicht zwangsläufig mit dem 

vorliegenden Mutationslevel korrelieren, weshalb die Immunhistochemie in diesem Fall 

nicht das geeignete Verfahren ist.
95

 Da sich beide Methoden auf die Mutationsanalyse 

zwischen Exon 5-8 des p53-Gen’s, in welchem Bereich 90 % der Mutationen 

vorliegen
95

, konzentrieren, gibt es noch ein neueres Verfahren, welches das komplette 

p53-Gen von 11 Exons analysiert. Der FASAY (functional analysis of separated alleles 

of p53 on yeast) bedient sich einem Hefe-Stamm, der bei Aufnahme eines p53-

mutierten Gen’s auf Agarplatten mit geringem Adenin-Gehalt rote Kolonien bildet aus 

denen anschließend eine p53-Analyse via PCR durchgeführt werden kann.
96

 Dieses 

Verfahren ist besonders schnell und zuverlässig und entdeckt häufig mehr Mutationen 

als die Sequenzierung oder Immunhistochemie, da es auch Punktmutationen detektiert, 

weshalb es zur Überprüfung von p53 in LNCaP-Zellen möglicherweise die geeignetste 

Methode wäre. 

Die Signalkaskade von p53 wird unter anderem auch durch das Hitzeschockprotein 27 

reguliert. Für den Wirkstoff Doxorubicin wurde nach Knock-Down von HSP27 eine 

Stabilisierung von p53 mit daraus resultierender Sensibilisierung der Zellen 

beschrieben.
62 

Fortführend sollte der HSP27-Status nach Docetaxel-Behandlung in einer 

hormonsensitiven (LNCaP) sowie einer hormoninsensitiven (PC-3) Zelllinie und in 

einer Hormoninsensitiven mit HSP27-Überexpression (PC3-HSP27) ergründet werden. 

LNCaP-Zellen exprimieren ein endogen höheres Level an intrazytoplasmatischem 

HSP27 als PC-3-Zellen.
76 

Die 3 Zelllinien LNCaP, PC-3 und PC3-HSP27 wurden zur 

Bestimmung der mRNA von HSP27 nach 24-stündiger Adhäsion in 6-Well-Platten mit 

10 nM Docetaxel behandelt und zu 2 Zeitpunkten geerntet. Nach Isolation der RNA aus 

Zelllysaten erfolgte die Durchführung einer rtPCR(Abb. 6). Die LNCaP- und PC-3-

Zellen zeigten jeweils nach 24 h eine Erhöhung der mRNA um 25 %. Docetaxel führte 

dementsprechend in diesem Zeitraum zu keiner erhöhten Transkription von HSP27 in 

PC-3-Zellen gegenüber LNCaP-Zellen, obwohl diese ein niedrigeres Grundlevel 

besitzen. In den PC3-HSP27-Zellen kam es zum gleichen Anstieg von HSP27 auf 

mRNA-Ebene bereits nach 6 h und weiterer Erhöhung auf 300 % nach 24 h. Um zu 

verifizieren, ob eine erhöhte Transkriptionsrate von HSP27 auch mit einer erhöhten 

Expression des Proteins einhergeht, wurde die Proteinbestimmung zunächst in 6 h- und 
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später in 12 h-Abständen vorgenommen. Dabei wurde der Zeitraum der Ernte länger als 

bei der RNA-Bestimmung gewählt, da Änderungen auf Proteinebene durch 

Transkriptions- und Translationsprozesse häufig erst zu späteren Zeitpunkten sichtbar 

werden. Die LNCaP-Zellen ließen ca. alle 12 h einen signifikanten Anstieg der HSP27-

Expression um das Doppelte des Ausgangwertes detektieren (Abb. 7). 

Überraschenderweise änderte sich die Proteinexpression in PC-3-Zellen erst nach 36 h 

auf 250 % (Abb. 8, C). In den Stunden zuvor waren leichte Anstiege um 20-30 % zu 

verzeichnen. Ein kontroverses Bild boten die PC3-HSP27-Zellen (Abb. 8, D-F). 

Innerhalb der ersten 12 h sank die Expression von HSP27 um 20 %, obwohl in dieser 

Zelllinie die Erhöhung der mRNA in den ersten Stunden nach Docetaxel-Behandlung 

am höchsten war. Die Proteinexpression erreichte nach 36 h 200 %, blieb somit jedoch 

immer niedriger als in den anderen beiden Zelllinien. Da HSP27 in vielfältiger Weise 

mit Komponenten von Apoptose-Signalkaskaden interagiert, spielt es eine essentielle 

Rolle bei der Bildung von Resistenzmechanismen. Neben seiner konstitutiven 

physiologischen Funktion als Chaperon, wird es nach Einfluss von oxidativem Stress, 

Hypoxie und Chemotherapie vermehrt intrazellulär gebildet.
62 

Die allgemein 

zytoprotektive Wirkung von HSP27 wird unter anderem durch Spleißen von Cytrochom 

c, das regulär mit Apaf-1 und Caspase 9 interagiert und das sog. Apoptosom bildet, und 

so die Aktivierung von Caspasen verhindert, die wiederum z. B. eine p53-aktivierte 

Apoptose auslösen, vermittelt. Außerdem führt HSP27 zur Stabilisierung von 

Mikrofilamenten.
65 

Weiterhin inhibiert es die Aktivierung von Bax, einem Mitglied der 

Bcl-2-Familie, indem es in die Regulation von Akt, einer antiapoptotisch wirkenden 

Kinase, involviert ist.
97

 Durch direkte Phosphorylierung von HSP27 durch die p90 

ribosomal S6 Kinase (p90Rsk), welche im CRPC ebenso wie das kleine 

Hitzeschockprotein überexprimiert wird, konnte gezeigt werden, dass die direkte 

Unterbindung der Funktionalität von HSP27 ein geeigneter Mechanismus ist, um die 

Proliferation und das Überleben von PCa-Zellen negativ zu beeinflussen.
98 

So ist eine 

Chemoresistenz für Placitaxel, dem biologischem Äquivalent von Docetaxel, in 

LNCaP-Zellen beschrieben, die eine Überexpression von HSP27 zeigten.
99

 Weitere 

Studien beschrieben diesen Effekt in anderen Krebsarten, wie Brust- und 

Lungenkrebs.
100

 

Die zunehmende Chemoresistenz von PCa-Zellen durch Überexpression von HSP27 

sollte im Vergleich zwischen PC-3-Zellen und PC3-HSP27-Zellen nach Docetaxel-
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Behandlung dargestellt werden. Beide Zelllinien zeigten konzentrationsabhängig eine 

Vitalitätsminderung nach 72 h im Bereich von 10
-11

 bis 10
-6

 M Docetaxel (Abb. 13). 

Mittels MTT-Assay ließ sich bei jeder Konzentration eine höhere Vitalität der PC3-

HSP27-Zellen gegenüber der PC-3-Zellen bestimmen. Zeitabhängig konnte dieser 

Effekt ebenfalls demonstriert werden (Abb. 14). Die Proliferationsrate der PC-3-Zellen 

wurde durch Docetaxel zu jedem Messzeitpunkt stärker vermindert als in den PC3-

HSP27-Zellen. Da PC3-HSP27-Zellen, die PC-3-Zelllinie mit einem erhöhten HSP27-

Basallevel repräsentieren, kann geschlussfolgert werden, dass HSP27 einen 

zytoprotektiven Effekt in PCa-Zellen vermittelt. Um diese Hypothese zu beweisen, 

wurde in LNCaP-Zellen, die generell ein hohes HSP27-Level besitzen, durch 

Transfektion von shRNA ein HSP27-Knoch-Down induziert (Abb. 15). Dieser konnte 

auf Proteinebene bestätigt werden. Eine Kontrollgruppe wurde mit einem Leervektor 

(pSUPERIOR) transfiziert und beide Zellgruppen anschließend mit 10 nM Docetaxel 

behandelt. In der Wachstumskinetik der Zellen wurde ersichtlich, dass die mit 

Leervektor transfizierten LNCaP’s einen Wachstumsvorteil gegenüber den HSP27-

supprimierten Zellen zeigten. Dies untermauert die Hypothese, dass eine stärkere 

Expression von HSP27 zur Chemoresistenz gegenüber Docetaxel führt. Da eine 

Abnahme des HSP27-Knock-Downs nach 96 h auf Proteinebene ersichtlich wurde, 

wäre eine Versuchswiederholung über einen längeren Zeitraum hilfreich, um eine 

Angleichung des Wachstumsverhaltens beider Zellgruppen nach Erloschenem Knock-

Down zu verifizieren. 

Da eine maligne Neoplasie in vivo zumeist eine heterogene Zellmasse darstellt, ist 

davon auszugehen, dass das CRPC ebenso aus mehreren Zellidentitäten besteht. Wir 

konnten demonstrieren, dass sowohl hormonsensitive als auch hormoninsensitive Zellen 

des PCa eine erhöhte Chemoresistenz bei HSP27-Überexpression aufweisen. Aufgrund 

der zahlreichen Interaktionen von HSP27 mit Komponenten des Zellzykluses, könnte 

die Blockierung von HSP27 eine Resistenzbildung möglicherweise verhindern und stellt 

sich deshalb als geeigneter Angriffspunkt zur Entwicklung von therapeutischen Targets 

dar. Obgleich viele Varianten der intrazellulären Veränderungen unter Docetaxel-

Behandlung bereits erschlossen wurden, werden weitere Untersuchungen nötig sein, um 

ein tiefergreifenderes Verständnis für die Entwicklung von Resistenzmechanismen im 

CRPC zu erlangen. Da Zellmodelle weiterhin nur begrenzt auf den menschlichen 

Organismus übertragbar sind, ist die Entwicklung von HSP27-Antagonisten und deren 
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Anwendung in in vivo-Modellen, wie es derzeit für den HSP27-Inhibtor OGX-427 

durchgeführt wird
55

, eine mögliche Chance das Wirkungspotential von Docetaxel zu 

erhöhen. Das Potential dieses therapeutischen Ansatzes erfordert jedoch weitere 

Untersuchungen und lässt deshalb noch keine Schlussfolgerungen für die Klinik zu.
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6. Zusammenfassung 

Docetaxel ist ein halbsynthetisches Zytostatikum, welches der Klasse der Taxane 

angehört. Es stabilisiert den intrazellulären Mikrotubulusapparat und leitet so den 

gezielten Zelltod ein. Dieser Mechanismus wird zur Behandlung von schnell 

proliferierenden Tumorzellen genutzt, weshalb Docetaxel bis dato als eine First-line 

Medikation des kastrationsresisten Prostatakarzinoms(CRPC) gilt. Sowohl ein negatives 

Ansprechen der Therapie als auch die Entstehung zahlreicher Resistenzmechanismen 

können zur Verzögerung einer adäquaten Behandlung der malignen Erkrankung führen. 

Besonders Expressionänderungen von HSP27 werden in diesem Zusammenhang als 

Ursache für Zytostatikaresistenzen in diversen Tumorarten angegeben. 

In dieser Arbeit sollten die zellulären sowie molekularen Wirkungsweisen von 

Docetaxel auf PCa-Zellen verschiedener Dignität charakterisiert werden. Um alle 

Stadien des PCa zu eruieren, wurden 3 verschiedene Zelltypen verwendet LNCaP-, 

22Rv1- und PC-3- Zellen. Zusätzlich wurde eine stabile PC-3-Zelllinie mit HSP27-

Überexpression genutzt.  

Nach Etablierung eines zellulären Modell-Systems wurde mittels MTT-Assay und 

Zellzahlbestimmung die IC50 für Docetaxel bestimmt und auf 10 nM festgelegt. Es 

erfolgte die Charakterisierung der zeitabhängigen Wirkung von Docetaxel. Dabei wurde 

gezeigt, dass Docetaxel in allen Zelllinien einen negativen Einfluss auf die Vitalität und 

Zellzahl ausübt. Über die Aktivierung des Tumorsuppressors p53 führt Docetaxel in 

LNCaP-Zellen zur Fragmentierung der Poly-(ADP-Ribose)-Polymerase, was den 

Eintritt in die Apoptose charakterisiert. Die PC-3-Zelllinie ist p53-negativ. Es wurde 

demonstriert, dass unter Docetaxel-Behandlung die Expression von HSP27 in LNCaP-, 

PC-3- und PC3-HSP27-Zellen sowohl auf mRNA- als auch auf Proteinebene steigt. 

Eine erhöhte HSP27-Expression geht mit einer intrazellulären Chemoresistenz einher 

und verringert sowohl in hormonsensitiven als auch in hormoninsensitiven PCa-Zellen 

den vitalitäts- und proliferationshemmenden Effekt von Docetaxel. Die Blockierung 

von HSP27, deren in vivo-Auswirkungen derzeit durch entwickelte HSP27-Inhibitoren 

getestet wird
55

, könnte somit einen geeigneten Angriffspunkt zur Verhinderung einer 

Resistenzentwicklung im CRPC darstellen. 
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8. Abkürzungsverzeichnis 

Abkürzung Bedeutung 

  

°C Grad Celsius 

µ Mikro- 

A Ampere 

Abb. Abbildung 

A. bidest Aqua bidestillata, doppelt destilliertes Wasser 

ad bis zu 

APS Ammoniumpersulfat 

AR Androgenrezeptor 

Asp Asparaginsäure 

Bcl-2 B-cell lymphoma 2, Protoonkogen 

Bid BH3 interacting domain death agonist 

BPH benigne Prostatahyperplasie 

BSA bovines Serumalbumin 

bzw. beziehungsweise 

ca. circa 

CaCl2 Calciumchlorid 

cDNA complementary DNA, komplementäre DNA 

CHAPS 3-[(3-Cholamidopropyl)dimethylammonio]-1-propansulfonat 

cm
2 

Quadratcentimeter 

CO2 Kohlenstoffdioxid 

CRPC kastrationsresistentes Prostatakarzinom 

Da Dalton 

DBD DNA-Bindungsdomäne 

DEPC Diethylpyrocarbonat 

DHT Dihydrotestosteron 

DMSO Dimethylsulfoxid 

DNA desoxyribonucleic acid, Desoxyribonukleinsäure 

DNase Desoxyribonuklease 

dNTP Desoxyribonukleosidtriphosphat 
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DPBS Dulbecco’s phosphate buffered saline, Dulbecco’s Phosphat 

gepufferte Salzlösung 

DTT 1,4-Dithiothreitol 

ECL enhanced chemiluminescence, verstärkte Chemilumineszenz 

EDTA Ethylendiamintetraacetat 

FCS fetal calf serum, Fetales Kälberserum 

g Gramm 

GAPDH Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase 

Gly Glycin 

GnRH Gonadotropin Releasing Hormone, Gonadotropin freisetzendes 

Hormon 

h Stunde(n) 

H2O Wasser 

H2O2 Wasserstoffperoxid 

H3PO4 ortho-Phosphorsäure 

HEPES 4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinethansulfonat 

HSP Hitzeschockprotein 

HSP27 heat shock protein 27, Hitzeschockprotein 27 

IC50 mittlere inhibitorische Konzentration 

k Kilo 

KCl Kaliumchlorid 

KH2PO4 Kaliumdihydrogenphosphat 

l Liter 

LNCaP lymph node carcinoma of the prostate, Prostatakarzinom-

zelllinie isoliert aus Lymphknotenmetastasen 

M molar 

m Milli- 

MAPKAP mitogen-activated protein kinase-activated protein  

min  Minute(n) 

M-MLV Moloney Murine Leukemia Virus 

MOPS 3-morpholinopropansulfonsäure 

mRNA messenger ribonucleic acid, Boten-Ribonukleinsäure 
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MTT 3-(4,5-Dimethylthiazolyl-2)-2,5- diphenyl-2H- 

tetrazoliumbromid 

n Nano- 

Na2HPO4 Dinatriumhydrogenphosphat 

Na3VO4 Natriumvanadat 

NaCl Natriumchlorid 

NaF Natriumfluorid 

p Piko- 

p p-value, Signifikanzwert 

p53 Protein 53, Tumorsuppressorgen 

PAGE Polyacrylamid-Gelelektrophorese 

PARP Poly-(ADP-Ribose)-Polymerase 

PBS phosphate buffered saline, Phosphat gepufferte Salzlösung 

PC-3 Androgenunabhängige Prostatakarzinomzelllinie 

PC3-HSP27 Androgenunabhängige Prostatakarzinomzelllinie mit stabil 

überexprimiertem HSP27 

PCa Prostatakarzinom 

PCR polymerase chain reaction, Polymerasekettenreaktion 

PMSF Phenylmethylsulfonylfluorid 

Ponceau S 3-Hydroxy-4-[2-sulfo-4-(sulfo-phenylazo)phenylazo]-2,7-

naphthalindisulfonsäure 

P-pg P-Glykoprotein 

PSA Prostata spezifisches Antigen 

RIPA-Puffer Radioimmunopräzipitationsassay-Puffer 

RNA ribonucleic acid, Ribonukleinsäure 

RNase Ribonuklease 

RPLP0 Large Ribosomal Protein, P0 

RPMI-Medium Roswell-Park-Memorial-Institute-Medium 

rt real time 

RT Raumtemperatur 

SDS sodium dodecyl sulfate, Natriumdodecylsulfat 

sh small hairpin 
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sHSP small heat shock protein 

TAE Tris-Acetat-Ethylendiamintetraacetat 

TBS tris buffered saline, Tris gepufferte Salzlösung 

TBS-T TBS mit 0,1 % Tween 20 

TEMED N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin 

Tris Tris(hydroxymethyl)aminomethan 

u/µl units per µl, Einheiten pro µl 

U/min Umdrehungen pro Minute 

V Volt 

v/v Volumen pro Volumen 

w/v weight per volume, Masse pro Volumen 

wt wild type 
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