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1 Einleitung

1 Einleitung

1.1 Anatomie und Physiologie der Prostata

Die als Vorsteherdrise bezeichnete Prostata ist unterhalb der Harnblase auf dem
Diaphragma urogenitale lokalisiert. Die unpaarige, kastaniengrof3e Drise ist ca. 20g
schwer und zahlt zu den akzessorischen Geschlechtsdriisen des Mannes. Sie
produziert ein schwach saures Sekret, welches ca. 30% des Ejakulats darstellt.' Die
beiden Ausfuihrungsgange (Ducti excretorii) der Blaschendruse (Glandula vesiculosa)
minden mit den Samenstrangen (Ducti deferenti) in ein paarig angelegtes Endstiick
der Prostata, in die Ducti ejaculatorii. Diese durchziehen die Prostata und enden mit
zahlreichen Ausfihrungsgéngen der Prostatadrisen auf den Resten des
Mullerganges in die Pars prostatica der Harnrohre (Urethra), dem sogenannten
Colliculus seminalis.?

Die Prostata ist von einer derben, bindegewebigen Kapsel umgeben. Innerhalb der
Drise unterscheidet man histologisch in Drisengewebe, glatte Muskulatur und
Stromagewebe.?*. Nach Mc Neal et al. wird die Prostata in drei Zonen eingeteilt. Die
periphere Zone, die 70% des Drisengewebes enthalt, die zentrale Zone, die 25%
des Driusengewebes bildet und die periurethrale Mantelzone. Die periurethrale
Mantelzone wird auch als Transitionalzone bezeichnet und ist bei der benignen
Prostatahyperplasie (BPH) betroffen. Der Transitionalzone liegt das drusenfreie
anteriore fibromuskuldre Stroma an.* Ein Prostatakarzinom (PCa) entwickelt sich
meistens in den Prostatadriisen der peripheren Zone.*

Die Entwicklung und Funktion der Prostata erfolgt durch den mannlichen
hormonellen Regelkreis. In den Leydig-Zellen im Stroma der Hoden wird unter
Einwirkung des vom Hypophysenvorderlappen ausgeschitteten luteinisierenden
Hormons (LH) das mannliche Hormon Testosteron produziert. Dieses wird in der
Prostata zu fast 90% durch die 5-a-Reduktase in das biologisch wirksamere
Dihydrotestosteron (DHT) umgewandelt.>® DHT hat eine wesentlich hoéhere

Bindungsaffinitat zum Androgenrezeptor (AR) als Testosteron.®




1 Einleitung

Testosterone Festes

Testosterone

-

Pituitary Prostate
. b % B Prolactin ;
GnRH
Yo
A
Adrenal
Cortisol L2 Adrenal
androgenes

Abbildung 1: Endokrine Kontrolle der Prostata.’
Der Regelkreis der Prostata wird hauptséachlich durch das Testosteron reguliert, welches zu 95% in

den Hoden und 5% in der Nebenniere produziert wird. Die Testosteron-Produktion ist durch die
Hypophysenvorderlappen Hormone LH und ACTH reguliert. Die Hypophyse wird durch das GnRH des
Hypothalamus gesteuert.’

Der AR fungiert nach Hormonbindung, Dimerisierung und Translokation in den
Zellkern als Transkriptionsfaktor.®> Unter anderem z#hlt das prostataspezifische
Antigen (PSA) Gen zu den AR-regulierten Genen.® PSA bewirkt die Verfliissigung
des Ejakulates und aul3erdem gilt die AR-abhangige Genexpression des PSA als
wichtiger Tumormarker und Verlaufsparameter beim PCa. Aufgrund seiner
regulatorischen Funktionen ist der AR ein wichtiger, beeinflusster Faktor bei der
Entstehung und Progression des PCa.’

1.2 Klinik und Therapie des Prostatakarzinoms

Der haufigste Prostatatumor ist das Adenokarzinom, welches aus den epithelialen
Driisenzellen der Prostata entsteht.® Nach wie vor zahlt das PCa zu den haufigsten

Tumorerkrankungen und gilt als dritthaufigste Krebstodesursache bei Mannern in
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1 Einleitung

Deutschland.'®!* Das durchschnittliche Alter der an PCa erkrankten Manner lag in
den Jahren 2009/2010 bei 70 Jahren.*® Fur das Jahr 2014 wurde eine Prognose fiir
70100 Neuerkrankungen erhoben.'®! Risikofaktoren im klassischen Sinne, wie
Rauchen, Diabetes mellitus oder Adipositas, konnten bisher fir das PCa nicht
ausgemacht werden. Somit gilt weiterhin das Alter als wichtiger Faktor an einem PCa
zu erkranken.'® Jedoch sind auch ethnische Faktoren und genetische Dispositionen

als Risiko zur Entwicklung eines PCa beschrieben worden.**™**

Aufgrund der peripheren Lokalisation der meisten PCa kommt es im Fruhstadium der
Erkrankung zu keinen klinischen Symptomen. Bei einer auffalligen digitalen rektalen
Untersuchung (DRU) und einem deutlich erhdhten Serum-PSA-Wert in der
Vorsorgeuntersuchung, wird der Verdacht auf eine PCa Erkrankung verstarkt. Der
Normalbereich des Serum-PSA Levels liegt zwischen 0-4 ng/ml, bei einem PSA
Level >10 ng/ml bedarf es einer weiteren Abklarung hinsichtlich des Vorliegens eines
PCa. Jedoch kann der PSA-Wert auch bei einer benignen Prostatahyperplasie (BPH)
oder bei Entzindungen sowie nach iatrogenen Manipulationen an der Prostata
erhoht sein, sodass der PSA-Wert nicht spezifisch als Tumormarker anzusehen ist.*
Erst im fortgeschrittenen Stadium eines PCa kommt es zu Symptomen wie
Harnverhalt durch Prostatavergrof3erung und Einengung der Urethra, Hamaturie
durch Tumorzellzerfall, Impotenz und Inkontinenz durch Infiltration von Nerven und
umliegendem Muskelgewebe sowie zu skelettalen Beschwerden durch
Metastasierung des PCa in die Knochen.™ Nach wie vor ist eine Fritherkennung des
PCa durch ein PSA-Screening umstritten, da viele Tumordiagnosen gestellt wurden,
die ohne Relevanz fiir das Leben des Patienten waren.*'® Eine jahrliche
Vorsorgeuntersuchung  mit  Anamnese, DRU und Untersuchung der
Geschlechtsorgane wird in Deutschland ab dem 45. Lebensjahr durchgefiihrt.**2/
Dabei wird bei suspektem Tastbefund und extrem erhéhtem Serum-PSA-Wert eine
Stanzbiopsie der Prostata durchgefuihrt. Hierbei werden aus beiden Prostatalappen
je sechs Proben entnommen. Der Stanzbiopsie schlie3t sich die pathologische
Untersuchung der zwolf Stanzen an, bei welcher der Pathologe ein Grading des PCa

durchfuhrt. Hierbei wird der sogenannte Gleason-Score berechnet. Dieser stellt eine
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Summe der hochsten zellularen Entdifferenzierung und zweithaufigsten zellularen
Entdifferenzierung dar und erlaubt eine Aussage Uber die Aggressivitdt und die
Wachstumstendenz des PCa. Fir jedes entdifferenzierte Zellmuster wird ein Wert
zwischen 1 und 5 vergeben, die beiden hochsten Werte werden anschlieRend
addiert. '® Der Gleason-Score kann somit einen Wert zwischen 2 und 10 ergeben,
wobei ein maligner unginstiger Verlauf und ein progredientes Zellwachstum bei

einem Score von =7 vorhergesagt werden.®

PROSTATIC ADENOCARCINOMA
(Histologic Grades)

Abbildung 2: Gleason Grading anhand der Gleason-Skala.™®

Darstellung der je nach Entartung der Zellen bewerteten
Gleason Grades. Grad 1 steht dabei fur eine geringe maligne
Entartung der Zellen und Grad 5 fur ein dedifferenziertes
Tumorzellstadium. Fir den Gleason Score werden jeweils die

beiden haufigsten Entartungen summiert.™

Die Behandlung eines PCa richtet sich nach dem diagnostizierten Tumorstadium,
welches beim Staging ermittelt wird.>® Dieses wird bei der PCa Diagnose nach der
TNM Klassifikation durchgefihrt.?* Fir ein Therapiekonzept werden die
Lebenserwartung, der Gleason-Score, der Serum-PSA-Wert, vorliegende
Erkrankungen sowie der Wunsch des Patienten beriicksichtigt.?* Beispielsweise steht
bei einem lokalbegrenzten PCa, bei welchem der Tumor noch auf die Prostata
begrenzt ist und keine Metastasen in Organen wie Lymphknoten oder Knochen
vorliegen, ein kurativer Therapieansatz im Vordergrund. Hierzu zahlt die radikale
Prostatovesikulektomie, also die operative Entfernung der Samenblase, Prostata und
dem die Prostata umschlielende Teil der Urethra sowie der umliegenden und
angrenzenden Lymphknoten. Diese operative Mafllnahme wird allerdings nur bei
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geeigneten Patienten mit einer Lebenserwartung von mehr als 10 Jahren
durchgeflihrt. Liegt die Lebenserwartung unter 10 Jahren kdénnen bei einem low-
grade PCa, das heil3t einem Gleason Score <7 mit langsamem Tumorwachstum,
eine aktive Uberwachung (active survaillance) und ein aufmerksames Abwarten
(watchful waiting) erfolgen.?®%* Eine lokale Strahlentherapie und die Brachytherapie
konnen ebenfalls als kurative Therapie eingesetzt werden. Bei der Brachytherapie
werden kleine radioaktive Seeds in die Prostata eingebracht, die an der
eingebrachten Stelle zur Zerstorung der Driise fiihren kénnen.?® Von dieser Therapie
profitieren Patienten mit einem PSA-Wert <10 ng/ml, einem maximalen
Tumorstadium T2b und einem Gleason Score von <6.%°

Treten korperliche Beschwerden beim Patienten auf und kommt es zu einem
enormen Anstieg des Serum-PSA-Wertes oder zum morphologischen Ubertritt des
Tumors Uber die Prostata, spricht man von einem lokal fortgeschrittenen und spater
vom metastasierten PCa. Als Therapie stehen hier die Kombination der
Strahlentherapie mit einer medikamentdsen Kastration mittels einer Anti-
Androgenentherapie (androgen deprivation therapy; ADT) oder als palliative
Therapie eine operative Kastration durch Orchiektomie zur Verfiigung. Ziel ist es, die
Testosteronproduktion und die das Tumorwachstum fordernde Wirkung zu
unterbinden. Dies entspricht der Huggins & Hodges Erkenntnis von 1941, dass die
PCa-Tumorprogression androgen-sensibel ablauft.?” Eine erste Therapie des
fortgeschrittenen PCa erfolgt mit nichtsteroidalen Antiandrogenen wie Bicalutamid,
Flutamid oder Cyproteronacetat, welche zur Blockierung des AR verabreicht
werden.” Dariiber hinaus kénnen Gonadotropin- Realising- Hormon (GnRH) Analoga
(Goserelin, Buserelin, Leuprorelin) sowie GnRH-Antagonisten (Abarelix, Degarelix)
fir eine Therapie des metastasierenden high-grade PCa eingesetzt werden.”?®
Hierbei wird die Hypothalamus- Hypophysenachse so beeinflusst, dass durch eine
geringere Hormonausschuttung die Testosteronproduktion in den Hoden reduziert
wird. Jedoch fuihrt die Androgen-Deprivation meistens innerhalb von 12-18 Monaten
zu einem Progress des PCa, einem sogenannten kastrations-resistenten
Prostatakarzinom (CRPC).?° Die Anschlussbehandlung des CRPC erfolgt mit dem
2004 von der American Food and Drug Administration (FDA) eingefihrten Taxan
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Docetaxel und weiteren antihormonellen  Unterstiitzungstherapien.®*'  Bei
Progression und weiterem Anstieg des PSA-Wertes spricht man von einem
hormonrefraktaren CRPC (HCRPC), welches mit einer Chemotherapie weiter
behandelt werden kann.*! Docetaxel erhéhte als einziges eingesetztes Zytostatikum
in klinischen Phase Il Studien bis 2010 die Uberlebenswahrscheinlichkeit von an
PCa erkrankten Patienten.®>* Im Verlauf der CRPC-Therapie kommt es entweder
zu keinem Ansprechen der Docetaxel-Therapie oder Gber die Therapiezeit hinweg zu
einem Wirkungsverlust von Docetaxel. Beides scheint im Vorliegen von priméren
oder sekundaren Resistenzen gegen Docetaxel begriindet zu sein.®*** Seit einigen
Jahren gibt es weitere medikamentdése Mdoglichkeiten, die vor oder nach einer
Docetaxel-Therapie eingesetzt werden konnen.®*® Seit 2010 zahlt hierzu das
chemotherapeutische, second-line Medikament Cabazitaxel und das mittlerweile als
first-line Medikament eingesetzte Abirateron sowie Enzalutamide, Sipuleucel-T und
Radium 223.%3°

1.3 Cabazitaxel

Das zur Familie der Taxane gehdrende Zytostatikum Cabazitaxel gehort zur dritten
Generation der Taxane und ist ein semi-synthetisches Taxan. Cabazitaxel ist ein
7,10 dimethyloxy-Derivat des Docetaxels*® und kann durch die zusatzlichen Methyl-
Gruppen im Gegensatz zu Docetaxel die Blut-Hirnschranke tiberwinden, was bei der
Behandlung von Metastasen im Gehirn vorteilhaft ist.** Seit 2010 ist Cabazitaxel von
der FDA** als second-line Medikament fiir die Therapie des metastasierten CRPC
nach Docetaxel-Behandlung zugelassen.** Cabazitaxel bietet vor allem den Vorteil,
dass es nicht wie Paclitaxel und Docetaxel durch energieabhangige Efflux-Pumpen,
wie das p-Glykoprotein (P-gp), aus der Zelle transportiert werden kann, was als ein
Resistenzmechanismus angesehen werden kann.*?

Die zytostatische Wirkung von Taxanen wie Cabazitaxel resultiert aus der Bindung
an B-Tubulin, einem Teil eines Mikrofilaments, welches normalerweise mit a-Tubulin
zum Heterodimer und anschlieRend zum Mikrotubulus polymerisiert. Mikrotubuli sind
an Zellteilung, Zell-Zell Interaktionen, an der Integritat sowie Stabilitat der Zelle und

am intrazellularen Transport beteiligt und werden durch Taxane im
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Polymerisationszyklus gestort.**** Die Zelle ist durch die inhibierte Mikrotubuli-
Dynamik, durch das darauffolgende Ausbleiben eines Spindelapparates, an ihrer
Mitose gehindert.** AnschlieRend folgt dem Zellzyklusarrest die Einleitung der

Apoptose.***°

Die chemotherapeutische Wirkung ist somit in Tumoren mit
mikrotubulusabhéngigen Signalwegen am starksten.*® Der intrazelluldre Transport,
wie die Translokation des Transkriptionsfaktors AR zum Zellkern, ist ebenfalls durch
die Wirkung der Taxane behindert, woraus eine geringere androgene Wirkung in
PCa-Zellen resultiert und eine Tumorprogression gehemmt wird.® Der Einsatz von
Cabazitaxel als second-line Medikament beim CRPC wird nach der TROPIC
(Treatment of hormone refractory metastatic prostate cancer previously treated with
docetaxel containing regimen) Phase |l Studie mit einem Uberlebensvorteil (overall
survival; OS) von 15,1 Monaten angegeben.?* Dabei wurde einer Gabe von 10mg/d
Prednisolon und 25mg/m? Cabazitaxel alle drei Wochen intravenos verabreicht.?* Als
Nebenwirkungen des Cabazitaxels sind eine starke, fieberhafte Neutropenie,
Hypotension, Bronchospasmus sowie ein erythemattser Ausschlag beschrieben
worden.***® Die second-line Therapie wird notwendig, sobald ein Ansprechen der
Docetaxel-Therapie ausbleibt.®* Der Vergleich der effektiven Wirkung bei
Verabreichung von Cabazitaxel und Docetaxel jeweils als first-line Medikament steht

noch aus.*

1.4 Tumorbiologie des PCa

1.4.1 Androgenrezeptor, Prostata spezifisches Antigen, Prohibitin

Der Androgenrezeptor, welcher zu den Steroidhormonrezeptoren gehort, ist sowohl
fur die Funktion der Prostata als auch fur die Pathogenese des PCa von
Bedeutung.”® Das AR-Protein ist beim Menschen auf dem X-Chromosom kodiert.*°
Von den insgesamt acht Exons kodieren die letzten vier fir das C-terminale Ende
(CTD) des AR-Proteins, welches die Ligandenbindungsdomé&ne (LBD) beinhaltet.
Exon 1 kodiert fir die N-terminale Doméne (NTD) und Exon 2 und 3 fir ein
Zinkfinger-Motiv.***° Im SDS-Polyacrylamidgel erscheint das Signal des aus 919
Aminoséauren (AS) bestehenden Proteins bei einer GréRe von 110 kDa.>! Im Cytosol

der Prostatazelle liegt der Rezeptor inaktiv an HSP70, HSP90a/B, HSP40 und HOP
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gebunden vor.>® Diese Faktoren schiitzen den AR vor einem vorzeitigen
proteolytischen Abbau. AR-Liganden, wie Testosteron oder Dihydrotestosteron
(DHT), binden an der LBD des AR, wobei sich der stabilisierende HSP-Komplex vom
AR abldst. Der AR dimerisiert mit einem weiteren AR, wird hierdurch aktiviert und
transloziert in den Zellkern, wo durch Bindung an die Androgen-response-elements
(ARE) verschiedene Gene in ihrer Expression reprimiert und aktiviert werden
konnen.>* Es ist bekannt, dass bei einer PCa Entwicklung ein hoher
Serumandrogenspiegel vorliegt und die Proliferation und Progression des Tumors
AR-abhéangig verlauft. Diese Tatsache wird bei der Therapie des PCa mittels ADT
berucksichtigt. Die Weiterentwicklung zum CRPC wird durch AR-Genamplifikation,
Genmutation sowie Splice-Varianten im AR-Protein vermutet.>%>°°°

Darlber hinaus ist durch ADT eine Reduktion des AR-Corepressors Prohibitin (PHB)
beschrieben worden.>” PHB ist ein 32 kDa groRRes Protein und kann bei vermehrter
Expression die Transkription von PSA reduzieren.®® Diese vermehrte Expression
fihrt auch zu einem geringeren androgenabhangigen Wachstum der PCa-Zellen.>"®
PHB bietet somit eine weitere Moglichkeit, die AR-Signalkaskade zu beeinflussen
und zukinftig einen mdglichen Angriffspunkt gegen die Tumorprogression zu

schaffen.

1.4.2 Hitzeschockproteine

Hitzeschockproteine (HSP) werden durch zellularen Stress induziert und dienen in
der Zelle nicht nur der korrekten Faltung von Proteinen, sondern sie verhindern auch
die Akkumulation von Proteinen in den verschiedenen Zellkompartimenten. Dartber
hinaus haben HSP regulatorische Funktionen bei der Zellproliferation und der
Tumorprogression.® Im PCa sowie in vielen anderen soliden Tumoren sind HSP
haufig heraufreguliert.’®® Im PCa steht ihre erhéhte Expression oftmals im
Zusammenhang mit einer schlechten klinischen Prognose aufgrund der Beteiligung
an Progression, Dedifferenzierung der Zellen, Invasion, Metastasierung sowie
Hemmung von Apoptose-Signalwegen.®®®? AuRerdem bewirken sie durch vermehrte
Expression, transkriptionelle Regulation und durch zytoprotektive Eigenschaften

verschiedene Resistenzmechanismen.®® In der Klinik gelten sie als hoffnungsvolle
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Zielstrukturen fur  eine Targeted-Therapie zur Unterdriickung der

Tumorprogression.®*

Die HSP kdnnen nach ihrem Molekulargewicht eingeteilt werden, wobei man die
kleinen HSP mit einem Molekulargewicht von 15-30 kDa und HSP60, HSP70,
HSP90a/B und HSP100 unterscheidet.®® Fiir das PCa sind HSP70, HSP90a/B sowie
ihre Co-Faktoren HSP40 und HOP relevant, da sie an einem Multi-Chaperonkomplex
zur Stabilisierung des AR beteiligt sind und Uber Fehlregulationen oder Mutationen
zur Tumorprogression beitragen konnen.®® Anzufiihren ist hier vor allem das
energieabhangige HSP90, welches in zwei Isoformen vorkommt und das an der
Proteinfaltung, Aufrechterhaltung und Regulation auch des AR beteiligt ist. ®" Dabei
haben HSP90 a und B &hnliche Eigenschaften.®* HSP90 interagiert mit Protein-
Kinasen und Transkriptionsfaktoren wie dem AR und hat somit Einfluss auf
Signalwege und Zellproliferation. Aus diesem Grund wurde an einer Targeted-
Therapie durch 17-Allylamino-17-Demethoxygeldanamycin (17-AAG) geforscht.®
Jede Zelle verfligt Uber eine basale Konzentration der HSPs, welche durch Stress
heraufreguliert werden. Unter anderem ist das zu den kleinen HSP gehdrende
HSP27 ein Faktor, der fir die Progression zum hormonrefraktaren CRPC
verantwortlich gemacht wird, da HSP27 nach ADT in PCa-Zellen starker exprimiert
wird.®® HSP27 ist durch eine kondensierte a-Kristallindoméane charakterisiert. Es
dient vor allem der energieunabhangigen Bindung von fehlgefalteten und
geschadigten Proteinen. HSP27 ist fur die physiologische Toleranz von
Stresssituationen verantwortlich.®® In unserer Arbeitsgruppe konnte eine Repression
des AR durch HSP27 silencing in PCa-Zellen gezeigt werden, was Einfluss auf das
Wachstum von PCa-Zellen hatte.”® Nach Uberexpression wird HSP27 ein
zytoprotektiver Effekt zugesprochen, welcher durch verstarkte AR-Aktivitat die
Tumorprogression fordert.”* Diese zytoprotektiven Eigenschaften werden durch
Phosphorylierung des HSP27 an drei Serinen (Ser) an den Positionen Ser;s, Sersg
und Serg, am Protein hervorgerufen.”®”® Eine Docetaxel Behandlung von PCa-Zellen
fuhrt zu einer Induktion des HSP27.”* Diese Induktion bewirkt anschlieRend eine
Beschreitung des zytoprotektiven Pathways und somit die Entwicklung einer

sekundaren Docetaxel-Resistenz.’”
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1.4.3 Apoptosefaktoren

Ein wichtiger Faktor flr das Schicksal einer Zelle ist der Tumorsuppressor p53, der
durch seine pro-apoptotische Funktion die Apoptose einleiten kann. p53 ist in vielen
Tumoren mutiert und ist somit Faktor der Progression von benignen zu malignen
Zellen.” p53 interagiert in der Zelle mit MDM2, welches p53 ubiquitinyliert und so ein
Gleichgewicht zwischen Bildung und Abbau von p53 halt.”® Durch Stress, wie
Chemo- oder Radiotherapie, kommt es zu DNA-Schéaden, die zur Abdissoziation von
p53 vom MDM2 durch Phosphorylierung des p53 am Sers fiihren.”” p53 akkumuliert
in der Zelle und arretiert den Zellzyklus. Die Zelle hat dann die Méglichkeit den DNA-
Schaden zu reparieren. Gelingt diese Reparatur nicht, wird die Apoptose
eingeleitet.””"® Die Apoptose kann ber einen intrinsischen und extrinsischen Weg,
Uber Transkription von pro-apoptotischen Faktoren der BCL-2 Familie sowie durch
transkriptions-unabhéngige Mechanismen eingeleitet werden.”®®® Die pro-
apoptotische Funktion von p53 wird durch die Aktivierung von Caspasen vermittelt,
die als Pro-Caspasen vorliegen. Vor allem nach Aktivierung der Caspase 3 kommt es
zur Spaltung des DNA-Reparaturenzyms Poly-ADP-Ribose-Polymerase (PARP).”
Dadurch ist das PARP Molekul inaktiv und leitet die irreversible Phase der Apoptose
ein.

Das zu den HSP gehdrende Molekiul HSP60 besitzt pro- und anti-apoptotische
Eigenschaften und kann durch die Interaktion zum Beispiel mit Caspase 3 ebenfalls

Einfluss auf die Apoptose nehmen.?83
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Die Therapie des CRPC ist durch bestehende oder sich entwickelnde Resistenzen
nur eingeschrankt moglich. Das als first-line Medikament eingesetzte Docetaxel
entwickelt Uber die Induktion des zytoprotektiven Faktors HSP27 eine sekundare
Resistenz.”* Um zu verstehen, weshalb das ebenfalls zur Familie der Taxane
gehdrende Cabazitaxel nach Docetaxel-Behandlung als second-line Medikament
Wirkung zeigt, wurden zellulare und molekulare Effekte von Cabazitaxel in
Prostatakarzinomzellen (PCa) untersucht.

Die Erkenntnisse der zellularen und molekularen Wirkungsweise kénnen Aufschluss
Uber Wege zur Vermeidung von induzierten Resistenzen geben. Dartber hinaus
wirden die Kenntnisse der molekularen Wirk- und Resistenzmechanismen und der
Unterschiede im Allgemeinen sowie das Wissen um die Funktionalitdt von Docetaxel
und Cabazitaxel eine Moéglichkeit zur Eingliederung der Therapeutika der neueren
Generation (z.B. Abirateron, Enzalutamid) in die bestehenden Therapieoptionen
ergeben.

Fir diese Arbeit wurden PCa-Zellkultur-Modelle verwendet, mit denen Cabazitaxel-
Inkubationen durchgefuhrt wurden. Die molekulare Analyse beinhaltet den fur das
PCa Wachstum wichtigen proliferativen Faktor AR sowie sein Transkriptionsprodukt
PSA-mRNA. Des Weiteren wurden AR-assoziierte Faktoren wie HSP27, HSP70,
HSP90a/B, HSP40 und HOP untersucht. Zur Differenzierung der Cabazitaxel-
Wirkung auf den Apoptose-Signalweg wurden die Proteine p53, PARP und HSP60 in
Betracht gezogen. Die molekulare Charakterisierung erfolgte in dieser Arbeit mittels
Westernblot und rtPCR.
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3 Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Gerate

Gerat

Hersteller

CASY TT Cellcounter and Analyser
CFX96™ Real-Time-System
Dokumentationseinheit ChemiDoc XRS +

Heizblock QBT 1 CLF

Magnetrihrer Magnetic Stirrer R 1000
Mikroskop IT400+
Neubauer-Zellzahlkammer

pH-Meter

Pipettensatz 0,5 — 1000 pl
Reinwasser Milli-Q®

Rotilabo® -Mikrozenrifuge
Spektralphotometer Nano-Drop 2000c
Stromversorgungsgerat Power Pack™

Thermocycler T3000

Tecan readers with i-control microplate
reader software / infinite M200 Pro

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

Vakuumpumpe Vacusip

Roche Dicagnostics, Basel, Schweiz
Bio-Rad Laboratories, Miinchen
Bio-Rad Laboratories, Miinchen

CLF analytische Laborgerate,
Elmersacher
Carl Roth, Karlsruhe

VWR International, Darmstadt

Carl Roth, Karlsruhe

Denver Instrument, Gottingen
Baacklab®, Schwerin

Millipore, Billerica, USA

Carl Roth, Karlsruhe

Thermo Scientific, Wilmington, USA
Bio-Rad Laboratories, Minchen
Biometra, Gottingen

Tecan Group Ltd, M&nnedorf, Schweiz

Bio-Rad Laboratories, Munchen
BioSan, Riga, Lettland
Elma, Singen/Hohentwiel

Integra Biosciences, Fernwald
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Waage

Wasserbad W14 Memmert
Wippschuttler UNITWIST-RT
Zentrifuge Centrifuge 5415R
Zentrifuge PerfectSpin P
Zentrifuge Jouan MR1822

KERN&Sohn, Balingen-Frommern
Grant Instruments, Cambridge, GB
Baacklab ®, Schwerin

Eppendorf, Hamburg

Peglab, Erlangen

Jouan, Unterhaching

3.1.2 Verbrauchsmaterial

Material

Hersteller

15ml R6hrchen

50ml Falcon

Filterpapier

Filterspitzen SafeSeal Tips Professional
Gewebekulturschale 9 cm?
Gewebekulturflasche 75 cm?
Glaspasteurpipette

Kapillarspitze MultiFlex Round Tip
Klebefolie BZO Seal Film fur PCR

Nitrilhandschuhe Micro-Touch® Nitra-

Tex®

Nitrozellulosemembran PROTRAN®
PCR-96-Well TW-MT Platte weil3
Pipettenspitze

Reagiergefald 1,5ml

Reagiergefald 2ml, SafeSeal
Reagiergefald 0,5ml
Schutzhandschuhe Sterling Nitrile
KC300

Sarstedt, NUmbrecht

BD Biosiences, Heidelberg

Whatman, Dassel

VWR, Leuven, Belgien

Sarstedt, NUmbrecht

Sarstedt, NUmbrecht

VWR International, Darmstadt

BioSience, Salt Lake City, USA

Biozym, Wien, Osterreich

Ansell Healthcare, Brissel, Belgien

Whatman, Dassel

Biozym, Wien, Osterreich

Sarstedt, NUmbrecht

Sarstedt, Nimbrecht

Sarstedt, NUmbrecht

Sarstedt, Nimbrecht

Kimberly-Clark, Roswell, USA
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Serologische Pipette 1ml, 2ml, 5ml,
10ml, 25ml
Zellkulturplatte CELL * 6 well

Zellkulturplatte CELL T 24 well

Zellschaber

ZipTip® Piptette Tips

Sarstedt, NUmbrecht

Sarstedt, NUmbrecht
Sarstedt, NUmbrecht

TPP Techno Plastic Products AG,
Trasadingen, Schweiz
Millipore, Billerica, USA

3.1.3 Chemikalien

Chemikalie

Hersteller

1-Brom-3-Chlorpropan
2-Mercaptoethanol

Albumin Fraktion 5
Ammoniumpersulfat
Bromphenolblau
Calciumchlorid

Complete™ Mini, EDTA-frei
Coomassie® Brilliant Blue G250
Diethylpyrocarbonat (DEPC)
Desoxycholséure Natriumsalz
Dimethylsulfoxid (DMSO)

Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)
Dinatrumsalz Dihydrat (Titrierkomlex )

Essigsaure

Ethanol

Glycerol
Glycerol-2-Phosphat
Glycin

Carl Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Steinheim

Carl Roth, Karlsruhe

Carl Roth, Karlsruhe
Feinchemie K.-H.Kallies KG, Sebniz
Merck, Darmstadt

Roche Diagnostics, Mannheim
Fruka, Buchs, Schweiz

Carl Roth, Karlsruhe

Carl Roth, Karlsruhe

Carl Roth, Karlsruhe

Carl Roth, Karlsruhe

Carl Roth, Karlsruhe
Carl Roth, Karlsruhe
Carl Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Steinheim

Carl Roth, Karlsruhe
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Harnstoff

Isopropanol

Kaliumacetat

Kaliumchlorid

Luminol Natriumsalz
Methanol

Natriumchlorid
Natriumfluorid
Para-Hydroxycoumarinsaure
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)
Ponceau S

RedSafe™ Nucleic Acid Staining
Solution
Sodium dodecyl sulfat (SDS)

Tetramethylethylendiamin (TEMED)
Thioharnstoff

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

Trypsin, Sequencing Grade

Tween® 20

Carl Roth, Karlsruhe
Carl Roth, Karlsruhe
Carl Roth, Karlsruhe
Ferak, Berlin
Sigma-Aldrich, Steinheim
Carl Roth, Karlsruhe
Carl Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Carl Roth, Karlsruhe
INtRON biotechnology, Seongnam,

Sudkorea
SERVA Electrophoresis, Heidelberg

Carl Roth, Karlsruhe
Merck, Darmstadt

Carl Roth, Karlsruhe
Carl Roth, Karlsruhe
Ferak, Berlin

Promega, Madison, USA
Sigma-Aldrich, Steinheim
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3.1.4 Puffer und Losungen

Puffer/L6sungen Zusammensetzung
10% SDS 10% w/v SDS-Pellets
10x 192 mM Glycin
Laufpufferstocklosung | 24,8 mM Tris

pH 8,3

1x SDS Laufpuffer

10% v/v 10 Laufpufferstock
0,1% v/v 10% SDS

10x PBS

1,37 M NaCl

26,8 mM KCl

101,1 mM NayHPO4 x 2H,0
17,6 mM KH,PO,

pH 7,4

1x TBS-T

10% v/v 10x TBS
0,1% v/v Tween 20

5x Proteinladepuffer

156 mM Tris, 6,8

25% v/v Glycerol

5% v/v SDS

12,5% v/v B-Mercaptoethanol
0,2% w/v Bromphenolblau

Antikdrperldésung

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

Blockierlosung

10% v/v Rotiblock 10x Konzentrat

Bradford-Reagenz

10% w/v Coomassie® Brilliant Blue G250
5% v/v Ethanol
8,5% v/v H3POq4

BSA-Standard in
A.bidest

100% w/v BSA

CASY ton

154 mM NacCl
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0,1 mM EDTA
In A. bidest

DEPC-Wasser

0,1% v/v DEPC autoklaviert

ECL-LOsung A

25% wi/v Luminol Natriumsalz
In 0,1 M Tris, pH 8,6

ECL-L6sung B

110% w/v para-Hydroxycoumarinsaure in DMSO

Ponceau-S 0,2% w/v Ponceau S
3% v/v Trichloressigsaure
Lysepuffer- 50 mM Tris, pH 7,5

Stammldsung

5 mM EDTA, pH 8,0
150 mM NacCl

10 mM K;HPO4
10% v/v Glycerol
1% v/v Triton X-100
0,05% v/v SDS

Lysepuffer-

Gebrauchsldsung

67% v/v RIPA-Stammlésung

1 mM SV

20 mM NaF

20 mM Glycerol-2-Phosphat

0,1 mM PMSF

20% w/v Complete™ Mini EDTA-frei

Sammelgelpuffer

0,5 M Tris, 6,8

Transferpuffer

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

Trenngelpuffer

1,5 M Tris, pH 8,8
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3.1.5 Kommerzielle Losungen

Produkt

Hersteller

Gene Ruler DNA Ladder Mix
PageRuler Prestained Protein Ladder
peqGOLD TriFast™

Roti-Block 10x Konzentrat
Rotiphorese Gel 30(37,5:1)

Sensimix SYBR Hi-ROX

SuperSignal West Dura

Fermentas, St.Leon-Rot
Invitrogen, Darmstadt
Peglab, Erlangen

Carl Roth, Karlsruhe
Carl Roth, Karlsruhe
Bioline, Luckenwalde

Thermo Scientific, Rockford, USA

3.1.6 Enzyme

Produkt

Hersteller

M-MLV Reverse Transkriptase
Ribolock™ RNase Inhibitor

Promega, Mannheim

Fermentas, St.Leon-Rot

3.1.7 Antikdrper

o Gebrauchs-
Spezifitat Herkunft ) Hersteller
verdinnung
_ ™ . monoclonal Cell Signaling,
Anti AR-XP rabbit 1:10000
fo[€} Danvers, USA
) monoclonal Cell Signaling,
Anti-HSP27 mouse 1:10000
IgG1 Danvers, USA
monoclonal Cell Signaling,
Anti-HSP70 rat 1:3000
lgG1 Danvers, USA
) _ monoclonal Cell Signaling,
Anti-HSP90a rabbit 1:5000
IgG Danvers, USA
_ _ Cell Signaling,
Anti-HSP90B rabbit polyclonal 1:3000
Danvers, USA
Anti-HSP40 rabbit monoclonal 1:3000 Cell Signaling,
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lgG Danvers, USA
_ . Cell Signaling,
Anti-HOP rabbit polyclonal 1:1000
Danvers, USA
) _ Thermo
Anti-HOP rabbit polyclonal 1:1000 S
Sientific
_ monoclonal Cell Signaling,
Anti-p53 mouse 1:10000
IgG1 Danvers, USA
_ _ monoclonal Cell Signaling,
Anti-HSP60 rabbit 1:15000
1gG Danvers, USA
_ . Cell Signaling,
Anti-PARP rabbit polyclonal IgG  1:10000
Danvers, USA
Sekundar- Gebrauchs-
. ) Hersteller
Antikorper Verdlinnung
. . . Cell Signaling,
goat-anti-rabbit IgGm HRP-linked 1:5000
Danvers, USA
_ _ Cell Signaling,
horse-anti-mouse 1gG HRP-linked 1:5000
Danvers, USA
_ Cell Signaling,
Anti-rat 19G 1:5000
Danvers, USA
3.1.8 Primer
Primer far rtPCR Sequenz (5"'nach 3")
PSA-24 FOR CCGGAGAGCTGTGTCACCAT
PSA-96 REV GTGCAGCACCAATCCACGTC

HSP27-324 FOR
HSP27-544 REV
RPLPO0O-582 FOR
RPLP0-910 REV

GCTGACGGTCAAGACCAAGGATG
GGATGGTGATCTCGT TGGACTGC
CAATGGCAGCATCTACAACC
CAATGGCAGCATCTACAACC
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3.1.9 Zelllinien

Zelllinie Hersteller

22Rv1 American Type Culture Collection, Manassas, USA
LNCaP American Type Culture Collection, Manassas, USA
PC3 American Type Culture Collection, Manassas, USA
PC3-HSP27 84

3.1.10 Zellkultur: Medien und Zuséatze

Produkt

Zusammensetzung/ Hersteller

Trypsin-EDTA (10x)
0,5/ 0,2% in PBW

PAN Biotech, Aidenbach

2x Trypsin/ EDTA

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

DPBS

PAN Biotech, Aidenbach

Einfriermedium

70% v/v RPMI 1640 mit Phenolrot
20% v/v FCS
10% v/iv DMSO

Fotales Rinderserum (FCS)

Invitrogen, Darmstadt

Konditioniertes Medium

80% RPMI 1640 mit Phenolrot
20% verbrauchtes Medium der jeweiligen

Zellline

RPMI 1640 mit Phenolrot

PAN Biotech, Aidenbach

Transfektionsmedium (RPMI™)

RPMI 1640 mit Phenolrot

Penicillin/Streptomycin
10000 U/ml Penicillin
10 mg/ml Streptomycin

PAN Biotech, Aidenbach

Geneticin (G-418)

Carl Roth, Karlsruhe
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3.2 Methoden

3.2.1 Zellbiologische Methoden

3.2.1.1 Einfrieren, Auftauen und Kultivieren von Zellen
Die eingesetzten Zelllinien wurden dauerhatft in flissigem Stickstoff gelagert. Hierfur
wurden die Zellen einer Passage aus dem jeweiligen Zellkulturgefald geerntet. Die
Ernte erfolgte mittels Trypsin und anschlielender Resuspension im Vollmedium. Die
Zellsuspension wurde anschlie3end fur finf Minuten bei 1000 U/min zentrifugiert.
Der Uberstand aus Trypsin und Volimedium wurde abgesaugt. Die Zellen wurden in
Einfriermedium resuspendiert und die Anzahl der Zellen wurde im CASY Cell
Counter System bestimmt. Pro Kryo-Réhrchen wurden 3x10° Zellen eingefroren. Die
Kryo-Réhrchen wurden langsam bei -80°C in einem mit Isopropanol geftiliten Gefald
fur 24h eingefroren und anschlief3end bei -160°C eingelagert.
Das Auftauen der Zellen erfolgte langsam bei 37°C. Die aufgetauten Zellen wurden
in 3 ml Vollmedium resuspendiert. Das Gemisch aus Einfriermedium und Vollmedium
wurde bei 1000 U/min fiir funf Minuten abzentrifugiert und der angefallene Uberstand
abgesaugt. Das entstandene Zellpellet wurde in 3 ml Vollmedium resuspendiert und
die Suspension anschlieBend in eine mit 17 ml Vollimedium befilite T75-
Zellkulturflasche gegeben. Die Kultivierung der Zellen erfolgte in einem Brutschrank
bei 37°C, 5% CO, und gesattigter Luftfeuchtigkeit. Die Konfluenz wurde téaglich
mikroskopisch Uberprift und die Zellen nach ca. zwei Wochen in den laufenden

Versuchsablauf mit eingebunden.

3.2.1.2 Passagieren von Zellen
Die Passage der PCa-Zelllinien erfolgte zweimal wochentlich. In einem ersten Schritt
wurde zuerst das verbrauchte Zellkulturmedium abgesaugt und die T75-
Zellkulturflasche mit 2 ml DPBS gewaschen. Das zur Waschung eingesetzte DPBS
wurde bei den PC3-, PC3-HSP27- und den 22Rvl- Zellen nach Absaugung
verworfen. Bei den sehr empfindlichen androgensensitiven LNCaP-Zellen wurde das
DPBS von den Zellen abgenommen und aufgehoben. Das Losen der Zellen vom
Zellkulturflaschenboden erfolgte nach dem Waschen mit 1 ml Trypsin und einer

Inkubation des Trypsins fur drei Minuten. Die 22RV1-Zellen wurden hingegen bei
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37°C fur funf Minuten im Brutschrank inkubiert. Die Zellen wurden anschlieRend in
Vollmedium aufgenommen und in eine T75-Zellkulturflasche mit 19 ml Vollmedium
gegeben. Das Umsetzen der Zellen erfolgte bei LNCaP-, PC3-HSP27- und 22Rv1-
Zellen in einem Verhaltnis von 1:3 und 1:4 und die PC3-Zellen im Verhaltnis von 1:6
und 1:8 fiur jeweils drei oder vier Tage. Fur die Versuche wurden Zellen der

Passagen 7 bis 35 genutzt.

3.2.1.3 Aussaat und Zellzahlbestimmung mittels CASY Cell Counter
Die Zellen wurden fur die verschiedenen Versuche in unterschiedlich grol3e
ZellkulturgefalRe ausgesat. Fur die Kinetiken wurden jeweils 30000 Zellen in einem
24-Well-Mal3stab ausgeséat und mit Cabazitaxel behandelt. Die Ernte der Zellen
erfolgte alle 24 Stunden nach Beginn der Cabazitaxel-Behandlung. Die Zellen
wurden mit 200 pl Trypsin und 2x 600 pl RPMI” Medium geerntet. Von den
angefallenen 1,4 ml Zellsuspension wurden 100 pl in 10 ml CASYton Lésung
Uberfahrt. Nach dreiRigfacher Resuspension mit der Pipette wurde das CASYton
Rohrchen noch funfmal per Hand durchmischt. Im Anschluss erfolgte die
Lebendzellzahlbestimmung im CASY Cell Counter. In drei Zyklen wurde vom Gerét
die relative Zellzahl pro Milliliter bestimmt. Fiur jede Zelllinie wurde ein Programm
eingestellt. Das Programm konnte die jeweilige ZellgréRe beachten, wodurch es dem
Gerat moglich war eine Unterscheidung zwischen toten und lebenden Zellen

durchzufihren.

3.2.1.4 Behandlung von Zellen mit Cabazitaxel
Das Zytostatikum Cabazitaxel wurde in DMSO als LOsungsmittel gelost. Eine
Stammldsung wurde fiir die verschiedenen Versuche weiter verdinnt und dem
Vollmedium zugegeben. 24 Stunden nach Aussaat konnte eine Zytostatika-
Behandlung durchgefuhrt werden. Um die ICso von Cabazitaxel zu ermitteln wurden
30000 Zellen in 24-Well-Zellkulturschalen ausgesat. Die Zellen wurden mit
verschiedenen Cabazitaxel-Konzentrationen behandelt. Die mitgefuhrte
Kontrollgruppe wurde immer mit einer &quivalenten Menge an DMSO behandelt. Von

den geernteten Zellen wurde die Lebendzellzahl pro Milliliter bestimmt und mittels
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statistischer Auswertung im Microsoft-Excel-2010-Programm die 1Cs, ermittelt. Die

IC50 von 0,3 nM Cabazitaxel wurde im Rahmen dieser Arbeit bestimmt.

3.2.2 Proteinbiochemische Methoden
3.2.2.1 Proteinisolierung

Fur die Proteingewinnung mit anschlieRender Westernblot-Analyse wurden jeweils
80000 (PC3, PC3-HSP27) und 100000 (LNCaP) Zellen in einem 6-Well-Mal3stab
oder einer 3,5 cm Zellkulturschale ausgeséat und nach 24, 48 und 72 Stunden
geerntet. Die Ernte erfolgte durch Absaugen des verbrauchten Zellkulturmediums
und anschlielBender Zugabe von dreimal 400 ul 1xPBS auf die Zellen. Die Zellen
wurden mittels Zellschaber vom Boden des Zellkulturgefal3es gelost. Die geernteten
Zellen wurden bei 3000 U/min fur funf Minuten abzentrifugiert. Das entstandene
Zellpellet wurde eingefroren oder sogleich mit ca. 40-100 pl RIPA-Lysepuffer
versetzt. Das RIPA-Zelllysat wurde zusatzlich mit Ultraschall aufgeschlossen. Dabei
wurde das Zelllysat mit 30 UltraschallstoRen bei 0,3 Cycle und einer 40% Amplitude
behandelt. Das Lysat wurde bis zur anschlieBenden Proteinbestimmung nach
Bradford bei -20°C gelagert.

3.2.2.2 Proteinbestimmung nach Bradford

Die Bestimmung der Proteinkonzentration nach Bradford basiert darauf, dass die
Bindung des Farbstoffes Coomassie Brilliant Blue G250 an verschiedene
Aminosaurereste der jeweiligen Proteine eine Anderung des Absorptionsmaximum
von 470 nm auf 595 nm bewirkt.

Fiur die Proteinkonzentrationsbestimmung wurde eine Standardgerade angelegt.
Hierfur sind die mit Lysepuffer versetzten Proteinproben sowie in A. bidest gelGstes
BSA in eine dafir vorgesehene 96-Well-Mikrotiterplatte nach folgendem Schema

pipettiert worden.
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Tabelle 1: Bradford-Pipettierung

Proteinmenge A.bidest BSA-Standard in  Bradfordreagenz
in ug in ul A.bidest in pl in ul
0 20 0 300
0,4 18 2 300
0,8 16 4 300
1,2 14 6 300
1,6 12 8 300
2,0 10 10 300
2,4 8 12 300
2,8 6 14 300
3,6 2 18 300
Probe in Lyse- A.bidest Bradfordreagenz
puffer in pl in pl in ul
2 18 300

Nach Beschickung der 96-Well-Mikrotiterplatte wurde die Platte 5-20 Minuten in
einem dunklen Schrank inkubiert. Im Anschluss wurde die Extinktion bei 595 nm im
Tecan reader gemessen. Die Referenzwellenlange betrug 360 nm. In der mit dem
Tecan reader verbundenen i-controll microplate reader software konnte eine
Standardgerade gezeichnet werden. Die bestimmten Proteinkonzentrationen der
Versuchsproben wurden dann mit der Standardgerade in Zusammenhang gebracht.

3.2.2.3 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese
Mit der Methode der SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) lassen sich
die Proteine nach ihrer unterschiedlichen Molekilmasse und -ladung trennen. Je
grolRer die jeweilige Ladung und je kleiner das Protein ist, desto schneller lauft das
Protein durch das Gel. In dieser Arbeit wurde fir die SDS-PAGE ein
diskontinuierliches Gelsystem (5% Sammelgel, 10% Trenngel) verwendet. Mit dem
zugegebenen Sodiumdodecylsulfat (SDS) wurde sichergestellt, dass alle Proteine
eine negative Ladung haben und die Auftrennung aufgrund der Molekullgréfiie
erfolgte. Die Proteine wurden nach Anlegen einer Spannung durch die porenartige
Struktur des polymerisierten Acrylamid-Gels in Richtung Anode gezogen. Zur
Beurteilung der MolekulgréRe wurde ein entsprechender Marker (PageRuler

Prestained Protein Ladder) mitgefiihrt. Fir die Herstellung der Gele wurde das
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Biorad-System benutzt und das folgende Pipettierschema verwendet.

Tabelle 2: Pipettierschema SDS-Gel

10% Trenngel 5% Sammelgel

A.bidest 2,4 ml 2,1 ml
Trenngelpuffer 1,5 ml -
Sammelgelpuffer - 375 ul
Rotiphorese® Gel 30 2,0 ml 500 pl

10% SDS 60 pl 30 pl

10% APS 60 pl 30 pl

TEMED 6,0 ul 3,0 pl

Zuerst wurde das Trenngel zwischen zwei Glasplatten gegossen und anschlieRend
mit A.bidest benetzt. Nach der Polymerisation des Trenngels bei Raumtemperatur
wurde das A. bidest mit einem Filterpapier entfernt. Das Sammelgel wurde auf das
Trenngel gegossen und fir die Taschen ein Kamm eingesetzt. Nach Polymerisation
wurde der Kamm entfernt. Die zwei Glasplatten mit dem vollstandigen Gel wurden
mit A. bidest abgespiilt und bei 4°C feucht im Kihlschrank gelagert.

Fur die Gelelektrophorese wurden die Glasplatten in eine dafir vorgesehene
Laufapparatur eingesetzt. AnschlieBend wurden mit kaltem 1xLaufpuffer die Taschen
gespult sowie die Apparatur befillt. Das aufgeschlossene RIPA-Zelllysat wurde mit
5x Proteinladepuffer versetzt und fur funf Minuten bei 95°C denaturiert. Die Proben
wurden anschlieBend fir zwei Minuten auf Eis gestellt und dann 30 Sekunden
abzentrifugiert, um einen moglichst kleinen Verlust der Probe zu erreichen. Die
Taschen wurden mit 4 pl Proteinmarker und mit 25-30 pl Proteinlysat beladen. Die
Gelelektrophorese wurde bei 80 V gestartet und nach ca. zehn Minuten auf 150 V

fortgefuhrt, bis die Lauffront das Gel-Ende erreicht hatte.

3.2.2.4 Westernblot
Bei einem Westernblot werden Proteinbanden durch spezifische Antikorper

nachgewiesen. Die sich im Polyacrylamidgel befindlichen Proteine wurden auf eine
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Nitrozellulose-Membran Ubertragen. Der Transfer der Proteine wurde mit einem
Semi-Dry-Blot durchgefiihrt. In Sandwich-Technik wurden vier passgenaue Lagen
Filterpapier, die Nitrozellulose-Membran, das gelaufene Gel und nochmals vier
Filterpapiere in Transferpuffer getrankt und anschlie3end gestapelt. Der Stapel
wurde durch Abrollen mit einem Glas- oder Falconrohrchen von Luftblasen befreit.
Der anschlieBende Blot erfolgte bei 0,06 A fir jede Membran fir eine Stunde. Nach
dem Blotten wurden die Filterpapiere und das Gel entsorgt. Die Membran mit den
transferierten Proteinen wurde fir ca. drei Minuten in Ponceau-S-Lésung gelegt.
Hiermit konnte man den Transfer der Proteine nachweisen. Nach Abspullen der
Ponceau-S-Losung mit A. bidest wurde die Membran fir 1-3 Stunden mit 1xRoti-
Blockierldsung blockiert. Die blockierte Membran wurde nach Abspilen mit IXTBS-T
mit einem spezifischen primaren Antikdrper belegt und Uber Nacht auf dem
Wippschuttler im 4°C Kuhlschrank inkubiert.

Am darauffolgenden Morgen wurde der primare Antikbrper abgenommen und die
Membran dreimal fur funf Minuten in TBS-T gewaschen. AnschlieBend erfolgte die
Inkubation mit dem sekundaren Antikorper in Blockierlésung (1:5000). Der sekundéare
Antikorper ruhte eine Stunde auf der Membran. Die Antikdrperldsung wurde von der
Membran abgenommen und diese erneut dreimal finf Minuten in TBS-T gewaschen.
Nach dem Waschen wurde die Membran mit entsprechender Detektionslésung
inkubiert. FiOr den Nachweis des Androgenrezeptors wurde die kommerzielle
Detektionslosung SuperSignal West Dura laut Herstellerangaben verwendet. Fur die
anderen untersuchten Proteine wurde eine eigene Detektionslosung angesetzt.

Die selbst hergestellte Detektionslosung (Home-made-Solution) bestand aus 2 ml
ECL-Solution A, 200 pl ECL-Solution B und 0,6 pl 30% H,0,. Uber eine Peroxidase
vermittelte, biochemische Reaktion, einer Oxidation des Luminols in der
Detektionslésung, konnte der enzymgekoppelte Sekundéarantikbrper nachgewiesen
werden. Der Signalnachweis, die Darstellung der Proteinbanden und die
Quantifizierung Uber Densitometrie erfolgte dann mit dem ChemiDoc XRS+ und dem

Image Lab Software Version 3.0.
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3.2.3 Molekularbiologische Methoden

3.2.3.1 RNA-Praparation mit TriFast

Der Nachweis einzelner RNA-Molekile wurde durchgefuhrt um die
proteinbiochemischen Mechanismen zu bekraftigen. So wurde HSP27-mRNA in
PC3- und LNCaP-Zellen in ihrer Expression und PSA-mRNA, als AR-
Aktivitdtsnachweis, in LNCaP-Zellen nachgewiesen.

Fir diese Versuche wurden 160000 (PC3) und 200000 (LNCaP) Zellen in
ZellkulturgefaRen mit 6 cm Durchmesser ausgesat. Eine Kontrolle sowie die mit
Cabazitaxel behandelten Zellen wurden parallel gefihrt. Zur Ernte der Zellen wurde
das Kulturmedium abgesaugt. Die Zellen wurden nachfolgend dreimal mit 2 ml PBS
gewaschen. Die Zellen wurden anschlieBend mit 500pl TriFast fur funf Minuten
inkubiert. Nach der Inkubation konnten die Zellen mit einer rotierenden Bewegung
der Pipettenspitze Uber den Gefalboden von diesem geldst und nach Resuspension
in ein 1,5 ml Reagiergefal? tberfuhrt werden. Danach erfolgte eine Zugabe von 50 pl
1-Brom-3-Chloropropan zum Zelllysat. Das Gemisch wurde 15 Sekunden lang
gevortext und nach einer Inkubation von finf Minuten bei Raumtemperatur fur 15
Minuten bei 11000 U/min und 4°C zentrifugiert. Bei der Zentrifugation entstanden
drei Phasen: Eine obere wassrige RNA-Phase, eine mittlere, weiRe und dinne DNA-
Schicht und eine untere organische Phase. Die DNA-Phase wurde verworfen
wohingegen man aus der organischen Phase mit weiteren Schritten die Proteine zur
weiteren Bearbeitung hatte gewinnen kénnen.

Die RNA-Phase wurde vorsichtig abgenommen, in sterile 1,5 ml Reagiergefalie
Uberfahrt und mit 250 ul Isopropanol versetzt. Das Gemisch wurde zehnmal invertiert
und fuir zehn Minuten bei Raumtemperatur inkubiert um anschlie3end erneut fiir zehn
Minuten bei 4°C zentrifugiert zu werden. Am Boden des Reagiergefélies setzte sich
das RNA Pellet ab. Der Uberstand wurde abgesaugt. Das Pellet wurde in 500 pl 75%
Ethanol gewaschen und fur funf Minuten bei 4°C und 9000 U/min zentrifugiert. Der
Uberstand wurde verworfen und das verbliebene RNA-Pellet fur ca. 15 Minuten
luftgetrocknet. Das getrocknete Pellet wurde anschlie3end je nach Volumen in 16-50
pl DEPC-Wasser fur 30 Minuten bei Raumtemperatur geldst. Mit dem
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Spektralphotometer NanoDrop wurde die RNA-Konzentration bestimmt, wobei
DEPC-Wasser als Referenzwert diente. Die Lagerung der RNA Proben erfolgte bei -
20°C.

3.2.3.2 Reverse Transkription
Die, aus den Zellen isolierte, mMRNA musste Uber die reverse Transkription in cDNA
umgeschrieben werden, da fir die anschlieende Polymerasekettenreaktion (PCR)
eine DNA-abhéngige DNA-Polymerase eingesetzt wurde.
Zu Beginn der reversen Transkription wurde die gewonnene RNA denaturiert um ihre
Struktur in eine lineare Form zu verandern. Anschliel3end erfolgte die Anlagerung
des Oligo-dT-Primers an die Poly-A-Sequenz der mRNA. Nach diesem Vorgang ist
gegeben, dass nur die mRNA in cDNA umgeschrieben werden kann. Die
entstandene cDNA kann anschlie3end fir rtPCR-Analysen genutzt werden.
Fur die reverse Transkription wurde 1 pg mRNA und 1 pl Oligo-dT-Primer mit 13,7 pl
RNase freiem Wasser versetzt. Dieser Ansatz wurde funf Minuten im Thermocycler
bei 65°C inkubiert. AnschlieRend wurde 6,3 pl eines selbst angesetzten Mastermixes,
bestehend aus 4 pl  5xReaktionspuffer, 1 upyl 10 mM  dNTP
(Desoxytrinucleotidtriphosphat), 0,5 ul RiboLock RNase Inhibitor (40 U/ul) und 0,8 ul
M-MLV RT (200 U/ul), zu den Proben hinzugegeben. Die nach ca. einer Stunde und
zehn Minuten entstandenen 20 pl cDNA wurden mit 280 pl A. bidest auf 300 pl
aufgefullt. Die entstandene Verdinnung (1:15) war fur die rtPCR gebrauchsfertig.

3.2.3.3 Real-time Polymerasekettenreaktion (rtPCR)
Die Polymerasekettenreaktion (PCR) ist eine Methode zur Vervielfaltigung von DNA-
Sequenzen. Die amplifizierte DNA wird dabei durch die Wahl des Primers bestimmt.
Zu Beginn der PCR wird der DNA-Doppelstrang bei 95°C denaturiert. An die
entstandenen Einzelstrange lagern sich Primer an (Annealing). Fur die Versuche in
dieser Arbeit wurden die Primer von HSP27 und PSA verwendet. Der Anlagerung
folgte eine Synthese des komplementdren DNA-Stranges (Elongation). Durch die
Wiederholung der vorangegangenen Schritte wird mit jedem Zyklus die DNA-
Sequenz amplifiziert. Bei der real-time PCR, die auf der Grundlage der PCR beruht,

wird die Menge des amplifizierten DNA-Abschnittes in Echtzeit gemessen. In
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unseren Versuchen konnte der Fluoreszenzfarbstoff SYBR-Green nach Anlagerung
an die doppelstrangige DNA gemessen werden. Das Fluoreszenzsignal ist dabei
proportional zu der in der rtPCR exponentiell in jedem Zyklus entstandenen Menge
an amplifizierten Produkten. Da die Reaktionsbedingungen in der exponentiellen
Phase fur jeden Zyklus gleich sind, konnte eine Quantifizierung des entstandenen
Produktes erfolgen. Es wurden die relative und die absolute Quantifizierung
unterschieden. Bei der relativen Quantifizierung wurde das Expressionsverhaltnis
von der Zielsequenz zu einer Referenzsequenz gebildet. Voraussetzung hierfir war,
dass die Expression der Referenz nicht durch Verbrauchsparameter reguliert wurde.
Fur die rtPCR der cDNA, welche aus mRNA gewonnen wurde, wurden jeweils 3 pl
cDNA, 5 pl Milipore Wasser, 1 pl forward Primer, 1 ul reverse Primer und 10 pl
Sensimix SYBR-HI-ROX in eine 96-Well Platte pipettiert. Fur die Wasserprobe
wurden die 3 pl cDNA durch Millipore-Wasser ersetzt. Als Kontrolle diente RPLPO.
Die Analyse erfolgte im CFX96 real-time System mit der CFX Manager Software

Version 2.0. Fur die Durchfiihrung wurde folgendes Protokoll verwendet.

Tabelle 3: Ablaufschema rtPCR

Temperatur Zeit
Initiale Denaturierung der DNA 95°C 10 min
Denaturierung 95°C 10 sec
Annealing 60°C 15 sec
Elongation 72°C 20 sec
Schmelzkurvenanalyse 65°C-95°C in 0,5°C Schritten
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3.2.4 Statistische Auswertung

Die statistische Analyse der Daten erfolgte mit Microsoft Excel 2010, die
Ausarbeitung der Diagramme mit Graphpad 5.0. Die Daten der Abbildungen stellen
reprasentative  Ergebnisse  oder  Mittelwerte und die  dazugehorige
Standardabweichung dar. Wenn nicht anders beschrieben, wurden jeweils
mindestens drei unabhangige Versuche ausgewertet. Fir den Westernblot diente
GAPDH als Ladekontrolle, auf die die speziellen Proteinsignale standardisiert
wurden. Zur Quantifizierung der real-time PCR Signale wurde RPLPO als Prtfung
herangezogen.

Die Auswertung erfolgte mit dem ungepaarten Student’s t-Test. Die Signifikanzen
wurden dabei wie folgt unterteilt p<0,05 (*), p<0,01 (**) und p<0,001 (***).
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4 Ergebnisse

4.1 Zytostatischer Effekt von Cabazitaxel und Bestimmung der ICsg

In den PCa-Zelllinien LNCaP, 22Rv1 und PC3 wurde der zytostatische Effekt des
Zytostatikums Cabazitaxel untersucht. Darlber hinaus wurde die halbmaximale
inhibitorische Konzentration (ICsp) bestimmt. In der Pharmakologie wird dieser
halomaximale Effekt eines Wirkstoffes eingesetzt, um die Wirkstarke eines
Pharmakons zu beschreiben.®

Durch Anderungen der Cabazitaxel-Konzentration in den nachfolgenden Versuchen
kann der zytostatische Effekt und somit die Proliferation der PCa-Zellen gehemmt
oder gefordert werden.

Die Proliferation der drei Zelllinien unter Cabazitaxel-Behandlung wurde mittels einer
Lebendzellzahlbestimmung im CASY® Cell Counter System (Roche Applied Sience)
erhoben. Dabei wurde die Zellzahl pro Milliliter der mit Cabazitaxel-behandelten
Zellen mit denen der DMSO-L6sungsmittel Kontrolle verglichen.

Fir die Versuche wurden 30000 Zellen pro Well in 24-Well-Zellkulturschalen
ausgesat. Bei dieser Zellzahl war gewahrleistet, dass die Zellen fir mindestens 120h
ausreichend Platz zum Wachsen hatten und nicht schon vorzeitig an
Nahrstoffmangel und durch Konfluenz an ihrem Wachstum gehindert wurden.

Zu Beginn wurden als Konzentrationen eine 1 nM, 10 nM und 100 nM Cabazitaxel-
Konzentration fir PC3-Zellen und die letzten beiden Konzentrationen fur die LNCaP-
Zellen getestet. Die Konzentrationen zeigten eine zu hohe antiproliferative Wirkung.
In einer weiteren Versuchsreihe wurden die Wachstumskinetiken mit geringeren
Konzentrationen von 0,1 nM, 0,3 nM, 0,5 nM und 1,0 nM Cabazitaxel durchgefihrt.
In Abbildung 3 ist der antiproliferative Effekt von Cabazitaxel zu erkennen. Die
Proliferation der PCa-Zellen bei Cabazitaxel-Konzentrationen = 0,5 nM war stark
gehemmt. Die mit 0,1 nM behandelten Zellen zeigten ein &hnliches Wachstum wie
die DMSO-behandelten Zellen der Kontrolle. Eine halbmaximale Wirkung zeigte sich

bei einer Cabazitaxel-Konzentration von 0,3 nM nach 72 Stunden fir LNCaP- und
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PC3-Zellen sowie nach 96 Stunden fur 22Rv1-Zellen. Aufgrund der statistischen
Signifikanz bei einer Cabazitaxel-Konzentration von 0,3nM nach 72 Stunden oder 96

Stunden wurde die ICx fUr alle drei Zelllinien auf 0,3nM festgelegt.

A LNCaP Zellen C 22Rv1 Zellen
200000 A —e— Konfrole DMSO 200000 A~ —e— Kontrolle DMSO
E =—m= 0 1nM Cabazitaxel E -+ 0,1nM Cabazitaxel
E 150000 - & = 0,3 nM Cabazitaxel %150000 i .4+ 03 nM Cabazitaxel
% —#— 1,0 nM Cabazitaxel N -#- 0,5nM Cabazitaxel
m 100000 - -©- 10 nM Cabazitaxel ﬁ 100000 - -~ 1,0nM Cabazitaxel
= Q
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Abbildung 3: Einfluss von Cabazitaxel auf das Wachstum der Prostatakarzinomzelllinien
Dargestellt ist die absolute Zellzahl unter verschiedenen Cabazitaxel-Konzentrationen. Die Zellzahl

wurde mittels CASY ® Cellcounter bestimmt. Die ICsy von Cabazitaxel wurde in allen drei
Prostatakarzinomzelllinien LNCaP (A), PC3 (B) und 22Rv1 (C) auf 0,3 nM festgelegt.

Die jeweilige Kontrolle wurde mit dem Ldsungsmittel DMSO &quivalent behandelt.

Alle Experimente wurden mit Student’s t-Test statistisch ausgewertet. Die Zellzahlen der Kontrolle und
der 0,3 nM Cabazitaxel-behandelten LNCaP-Zellen zeigten einen statistisch signifikanten Unterschied
in ihrer Proliferation nach 72h (p= 0,00123), 96h (p=0,0013) und nach 120h (p=0,0005). Ein
signifikanter Unterschied in der Proliferation war bei den PC3-Zellen ebenfalls nach 72h zu
beobachten gewesen (72h; p= 0,0049, 96h; p=0,0066, 120h; p= 0,0102). Ein statistisch signifikanter
Unterschied in der Proliferation zeigte sich in der mutierten PCa-Zelllinie 22Rv1 erst nach 96h
(p=0,0411) und 120h (p=0,0016). Die ICs, in LNCaP- und PC3- Zellen ist nach 72h und in 22Rv1-
Zellen nach 96h dargestellt.
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4.2 Molekulare Charakterisierung der Cabazitaxel Wirkung

4.2.1 Androgenrezeptor Expression und Aktivitat in LNCaP Zellen

Im Mittelpunkt unserer Untersuchungen stand der Androgenrezeptor (AR), da dieser
ein  wichtiger  proliferativer = Faktor und bei der Entwicklung von
Resistenzmechanismen beteiligt ist. In einer friheren Arbeit aus unserer Gruppe
konnte ein Einfluss auf den proliferativen und zytoprotektiven Signalweg der PCa-
Zellen bei der Behandlung mit Docetaxel gezeigt werden. Aufgrund der proliferativen
Eigenschaften des AR wurde dies als Entwicklung einer sekundéaren Resistenz
interpretiert.”* Da nur die hormonsensitiven LNCaP-Zellen den AR exprimieren,
wurde das AR-Protein nicht in den AR-negativen PC3-Zellen untersucht. In den hier
gezeigten Versuchen wurde das AR-Protein Uber den Zeitraum von 72 Stunden in
Cabazitaxel-behandelten LNCaP-Zellen supprimiert. Die statistische Auswertung mit

p<0,01 erfolgte zu allen drei analysierten Zeitpunkten.

A Abbildung  4:  Westernblot  und

Quantifizierung der Expression von AR
Inkubation [h] 24 48 72 Protein
Cabazitaxel = + - + - +
jmm 130 kDa
" o LNCaP (A) Zellen wurden mit 0,3 nM
OAR ["— ‘”-mokna ( )
St > Cabazitaxel fur 72h inkubiert. Relative

Expression des AR.
40 kDa
GGAPDH | 45408 GAPDH diente als Ladekontrolle. Die
Quantifizierung (B) erfolgte mittels Image
Analysis Software (Bio-Rad®). Die

B AR Protein Expression des AR wurde auf GAPDH
1.0 normiert und als relative Expression
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Nach der Untersuchung des AR-Proteins wurde in weiteren Versuchen die mRNA
des prostataspezifischen Antigens (PSA) untersucht. Da PSA durch AR als
Transkriptionsfaktor reguliert ist, kann die Expression von PSA-mRNA als
Transkriptionsaktivitat des AR-Komplexes definiert werden. Die PSA-mRNA wurde in
dieser Arbeit in den AR-exprimierenden LNCaP-Zellen mittels quantitativer rtPCR
untersucht. In den mit Cabazitaxel-behandelten LNCaP-Zellen zeigte die PSA-mRNA
nach 24 Stunden eine starke 2,8-fache Expression der PSA-mRNA. Nach 48 und 72
Stunden wurde die PSA-mRNA weniger induziert. Eine statistische Signifikanz der

PSA-mRNA Expression lag zu keinem der analysierten Zeitpunkte vor.
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Abbildung 5: PSA mRNA Expression in LNCaP Zellen

LNCaP Zellen wurden mit 0,3 nM Cabazitaxel fur 72h inkubiert. Die Aktivitat des AR ist als PSA
mMRNA Expression gezeigt. RPLPO ist als Kontrolle eingesetzt und auf den Wert 1 normiert.
Dargestellt ist der Mittelwert mit Standardabweichung. Die statistische Auswertung mittels Student's t-

Test ergab keine signifikante Repression der PSA mRNA.

4.2.2 Expression des AR-Repressors Prohibitin (PHB)

Das ubiquitar vorkommende PHB ist ein den Zellzyklus regulierendes Protein und als
Co-Repressor vom AR am Zellwachstum beteiligt.>® In beiden PCa-Zelllinien, LNCaP
und PC3, wurde mittels Westernblot-Methode die Expression des PHB-1 Proteins
untersucht. Diese Versuche wurden durchgeftihrt um eine Beteiligung an der AR-
Repression von PHB festzustellen. Das PHB-1 Protein, welches sich in der Zell- und

Mitochondrienmembran befindet, ist an der Transkription von
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Steroidhormonrezeptoren sowie am Zellzyklus mit einer chaperonéhnlichen Funktion
regulatorisch beteiligt.®® In LNCaP-Zellen wurde PHB unter Cabazitaxel-Behandlung
nicht induziert (p=0,0227). In den AR-negativen PC3-Zellen wurde die PHB
Expression induziert. Eine statistische Signifikanz lag fur die drei analysierten
Zeitpunkte nicht vor.
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Abbildung 6: Westernblot und Quantifizierung der Expression von PHB

LNCaP- (A) und PC3- (B) Zellen wurden mit 0,3 nM Cabazitaxel fur 72h inkubiert. Relative Expression
des PHB.

GAPDH diente als Ladekontrolle. Die Quantifizierung (C) erfolgte mittels Image Analysis Software
(Bio-Rad®). Die Expression von PHB wurde auf GAPDH normiert und als relative Expression
PHB/GAPDH angegeben. Dargestellt ist der Mittelwert mit Standardabweichung. Die statistische
Auswertung mittels t-Test ergab einen signifikanten Unterschied der PHB Expression in den LNCaP
Zellen bei 72h (p=0,0227).

4.2.3 Expression AR-assoziierter Hitzeschockproteine

In PCa-Zellen sind Hitzeschockproteine an verschiedenen Funktionen beteiligt. Unter
anderem sind HSP70, HSP90a/B und die Co-Chaperone HSP40 und HOP an der
Bildung des AR-Komplexes beteiligt.”* HSP70 verbunden mit HSP40 sowie
HSP90a/f und HOP bilden einen Multi-Chaperonkomplex. Dieser Komplex
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verhindert den Abbau des inaktiven AR im Zytosol.> Durch Hormone wie die
Steroidhormone Testosteron und Dehydrotestosteron wird der AR aus dem Komplex
herausgeldst, er dimerisiert und wird aktiviert und bei der Translokation zum Zellkern
unterstiitzt.>* Dort kann der AR als Transkriptionsfaktor an den Hormon-responding-
elements (HRE) agieren. Im Folgenden werden die AR-assoziierten HSPs HSP70,
HSP90a, HSP90B und die Co-Chaperone HSP40 und HOP sowie HSP27 in ihrer

Proteinexpression gezeigt.

Hitzeschockprotein HSP70

HSP70 liegt im Zytosol vor und ist am Multi-Chaperonkomplex mit HSP90a/p und
den Co-Chaperonen HSP40%” und HOP an der Stabilisierung unter anderem des
Hormonrezeptors AR beteiligt. Dartiber hinaus verhindert er mit Hilfe von HSP40%
die Akkumulation von gefalteten Proteinen im Zytosol. In unseren Versuchen wurde
die HSP70 Expression nach Stressinduktion durch Cabazitaxelgabe in LNCaP- und
PC3-Zellen untersucht. Uber den Zeitraum von 72 Stunden konnte in der
Westernblot-Analyse kein signifikanter Unterschied der Proteinexpression zwischen

Kontrolle und Cabazitaxel-behandelten Zellen gezeigt werden.
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Abbildung 7: Westernblot und Quantifizierung der Expression von HSP70

LNCaP- (A) und PC3- (B) Zellen wurden mit 0,3 nM Cabazitaxel fur 72h inkubiert. Relative Expression
des HSP70. GAPDH diente als Ladekontrolle. Die Quantifizierung (C) erfolgte mittels Image Analysis
Software (Bio-Rad®). Die Expression von HSP70 wurde auf GAPDH normiert und als relative
Expression HSP70/GAPDH angegeben. Dargestellt ist der Mittelwert mit Standardabweichung. Die

statistische Auswertung mittels Student’s t-Test ergab keinen signifikanten Unterschied (p> 0,05).

Hitzeschockprotein HSP90a

Das ebenfalls am Multi-Chaperonkomplex beteiligte Protein HSP90a wurde in
LNCaP- und PC3-Zellen in seiner Expression untersucht. In der Westernblot-Analyse
konnte gezeigt werden, dass das HSP90a-Protein in LNCaP-Zellen tendenziell
reprimiert wurde. Zum Zeitpunkt 48 Stunden zeigte sich ein signifikanter Unterschied
zur Kontrolle (p=0,0277). In den PC3 Zellen zeigte sich eine schwache Induktion
nach 24 Stunden und darauffolgend eine nicht statistisch signifikante Repression.
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Abbildung 8: Westernblot und Quantifizierung der Expression von HSP90a
LNCaP- (A) und PC3- (B) Zellen wurden mit 0,3 nM Cabazitaxel fir 72h inkubiert. Relative Expression

des HSP90a. GAPDH diente als Ladekontrolle. Die Quantifizierung (C) erfolgte mittels Image Analysis
Software (Bio-Rad®). Die Expression von HSP90a wurde auf GAPDH normiert und als relative
Expression HSP90a/GAPDH angegeben. Dargestellt ist der Mittelwert mit Standardabweichung. Die
statistische Auswertung mittels Student’s t-Test ergab fir die LNCaP-Zellen einen signifikanten
Unterschied bei 48h (p=0,0277).

Hitzeschockprotein HSP90B

Das ebenfalls am AR-Stabilisierungskomplex beteiligte Protein HSP90B verhalt sich
entgegengesetzt zu HSP90a. HSP90B wurde in den beiden untersuchten Zelllinien
LNCaP und PC3 Uber den Zeitraum von 72 Stunden in seiner Expression induziert.

Zu keinem analysierten Zeitpunkt ergab die statistische Auswertung eine Signifikanz.
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Abbildung 9: Westernblot und Quantifizierung der Expression von HSP90B

LNCaP- (A) und PC3- (B) Zellen wurden mit 0,3 nM Cabazitaxel fir 72h inkubiert. Relative Expression
des HSP90B. GAPDH diente als Ladekontrolle. Die Quantifizierung (C) erfolgte mittels Image Analysis
Software (Bio-Rad®). Die Expression von HSP90B wurde auf GAPDH normiert und als relative
Expression HSP90B/GAPDH angegeben. Dargestellt ist der Mittelwert mit Standardabweichung. Die

statistische Auswertung mittels Student’s t-Test ergab keinen signifikanten Unterschied (p> 0,05).

Hitzeschockprotein HSP40 und HSP70/HSP90-organizing-protein HOP

Nachdem die am AR-Komplex beteiligten Proteine HSP70 und HSP90 untersucht
worden waren, wurden die Co-Chaperone betrachtet. HOP ist dabei vor allem an der
Verkniipfung von HSP70 mit HSP90 beteiligt.®® Des Weiteren hilft HSP40 dem
HSP70 die Akkumulation von gefalteten Proteinen zu verhindern.®” Die beiden
kleinen HSP-Hilfsproteine sind somit indirekt an der AR-Stabilisierung beteiligt. Beide
Proteine kommen ubiquitar in verschiedenen Zellkompartimenten vor und werden bei

Stress induziert.

Hitzeschockprotein HSP40

Das hauptsachlich mit HSP70 interagierende Co-Chaperon HSP40®" wurde in
LNCaP- und PC3-Zellen uber den Zeitraum von 72 Stunden nach 0,3 nM
Cabazitaxel-Behandlung in seiner Expression nicht induziert. In LNCaP-Zellen wurde
das Protein tendenziell supprimiert mit einer detektierbaren statistischen Signifikanz

bei 48 Stunden. In PC3-Zellen wurde die HSP40-Expression ebenfalls eher
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supprimiert mit einer statistischen Signifikanz zum ersten untersuchten Zeitpunkt bei
24 Stunden.
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Abbildung 10: Westernblot und Quantifizierung der Expression von HSP40

LNCaP- (A) und PC3- (B) Zellen wurden mit 0,3 nM Cabazitaxel fir 72h inkubiert. Relative Expression
des HSP40. GAPDH diente als Ladekontrolle. Die Quantifizierung (C) erfolgte mittels Image Analysis
Software (Bio-Rad®). Die Expression von HSP40 wurde auf GAPDH normiert und als relative
Expression HSP40/GAPDH angegeben. Dargestellt ist der Mittelwert mit Standardabweichung. Die
statistische Auswertung mittels Student’s t-Test ergab einen signifikanten Unterschied fir LNCaP bei
48h (p=0,0444) und fur PC3 bei 24h (p= 0,241).
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HSP70/HSP90-organizing-protein HOP

Das Co-Chaperon HOP ist an der Verbindung von HSP70 und HSP90 beteiligt. Es ist
60kDa grof3 und zéhlt somit zu den groRen Co-Chaperonen. Die Hauptaufgabe von
HOP ist die Verlinkung der beiden HSPs® wodurch es an der Stabilisierung des AR-
Komplexes beteiligt ist.®® Nach Cabazitaxel-Inkubation in LNCaP- und PC3-Zellen
wurde HOP in seiner Expression tendenziell reprimiert, mit einem statistischen
signifikanten Wert bei 72 Stunden fir LNCaP- (p=0,020) und PC3-Zellen (p=0,0133).
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Abbildung 11: Westernblot und Quantifizierung der Expression von HOP

LNCaP- (A) und PC3- (B) Zellen wurden mit 0,3 nM Cabazitaxel fir 72h inkubiert. Relative Expression
des HOP. GAPDH diente als Ladekontrolle. Die Quantifizierung (C) erfolgte mittels Image Analysis
Software (Bio-Rad®). Die Expression von HOP wurde auf GAPDH normiert und als relative
Expression HOP/GAPDH angegeben. Dargestellt ist der Mittelwert mit Standardabweichung. Die
statistische Auswertung mittels Student’s t-Test ergab einen signifikanten Unterschied fur LNCaP und
PC3 bei 72h (p= 0,020; LNCaP); (p= 0,0133; PC3).
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Hitzeschockprotein HSP27

In einer vorangegangenen Arbeit in unserer Arbeitsgruppe konnte gezeigt werden,
dass HSP27 nach Docetaxel-Applikation in seiner Expression stark induziert wurde.
Diese Induktion konnte als Docetaxel-induzierte, sekundare Resistenz gewertet
werden.” Daher wurde nach Cabazitaxel-Inkubation von LNCaP- und PC3-Zellen
das zytoprotektive HSP27-Protein’ untersucht. In LNCaP-Zellen ist HSP27 mit einer
hoheren basalen Expression zu finden als in hormonresistenten PC3-Zellen.®* Auf
der HSP27-mRNA-Ebene zeigte sich eine Repression fur die drei untersuchten
Zeitpunkte. In Westernblot-Analysen konnten wir in beiden Zelllinien eine Repression
in der HSP27 Expression verzeichnen. Eine statistische Signifikanz fur beide PCa-
Zelllinien war zu keinem der drei untersuchten Zeitpunkte auf Protein- noch auf
MRNA-Ebene gegeben (p> 0,05). Wie der Abbildung 12 B zu entnehmen ist, war
nach 24 Stunden eine leichte Induktion des Proteins in LNCaP-Zellen zu detektieren.
Im Gegensatz dazu war in den PC3-Zellen auf Protein-Ebene keine Induktion tGber
das Grundlevel hinaus detektierbar. Auf mMRNA-Ebene fand weder in LNCaP- noch in
den PC3-Zellen eine Modulation Uber die jeweilige Basisexpression statt. Eine
Ausnahme bildet dabei die Auswertung der mMRNA-Expression in den PC3-Zellen bei
48 Stunden. Dieser Wert entspricht nicht der erwarteten Expression und hat eine

hohe Standardabweichung.
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Abbildung 12: Westernblot und Quantifizierung der mRNA- und Proteinexpression von HSP27
LNCaP - (C) und PC3- (D) Zellen wurden mit 0,3 nM Cabazitaxel fur 72h inkubiert. Relative
Expression des HSP27. GAPDH und RPLPO dienten als Kontrolle. Die Quantifizierung (A, B) erfolgte

mittels Image Analysis Software (Bio-Rad®). Die Proteinexpression wurde auf GAPDH normiert und
als relative Expression HSP27/GAPDH (D) angegeben. Die Quantifizierung der HSP27-mRNA
Expression (C) wurde auf RPLPO normiert und als relative Expression HSP27/RPLPO angegeben.
Dargestellt ist der Mittelwert mit Standardabweichung. Die statistische Auswertung mittels Student’s t-
Test ergab weder in LNCAP noch in PC3 Zellen fur die Proteinexpression und die HSP27-mRNA

Expression einen signifikanten Unterschied (p>0,05).

4.3 Der zytoprotektive Effekt von HSP27

HSP27 ist nicht nur ein AR-assoziiertes Protein, sondern hat dariiber hinaus auch
zytoprotektive Eigenschaften.”* Dieser zytoprotektive Effekt von HSP27 ist vermutlich
auch mafRgeblich an der Docetaxel-induzierten, sekundaren Resistenz der LNCaP-
und PC3-Zellen beteiligt.”*?* Dieser Effekt auf PCa-Zellen wurde nach Cabazitaxel-
Applikation untersucht. Hierfir wurden die PC3- und die stabile PC3-HSP27-
Zellinie®® tber 120 Stunden mit 1,0 nM Cabazitaxel inkubiert. Die hohere
Cabazitaxel-Konzentration wurde eingesetzt um einen deutlicheren zytostatischen
Effekt in den Zellen sehen zu kénnen. Der relative zytoprotektive Effekt zeigt einen
annahernd gleichen Kurvenverlauf fur die beiden Zelllinien und ist in Abbildung 13
dargestellt. Die Wachstumskinetiken der beiden Zelllinien unterscheiden sich bei 96
Stunden statistisch signifikant (p=0,0312). Wodurch die Hypothese von HSP27 als

zytoprotektiven Faktor unter Cabazitaxel-Behandlung nicht bestatigt werden konnte.
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Abbildung 13: Einfluss von Cabazitaxel auf den zytoprotektiven Effekt von HSP27.
Dargestellt ist das relative Wachstum von PC3- und PC3-HSP27 Uberexprimierenden Zellen. Die

Zellen wurden mit 1,0 nM Cabazitaxel fur 120h inkubiert. Die Zellzahl wurde mittels CASY®
Zellcounter bestimmt. Die Zellzahlen/ml wurden auf den DMSO-Kontrollansatz (Ratiol,0 nM
Cabazitaxel/DMSO Kontrolle) bezogen. Drei unabhangige Experimente wurden mittels Student’s t-
Test statistisch ausgewertet (PC3-HSP27/PC3). Bei 96h konnte ein signifikanter Unterschied ermittelt
werden (p=0,0312).

4.4 Induktion apoptotischer Faktoren durch Cabazitaxel

4.4.1 Tumorsuppressor p53

In den meisten eukaryotischen Zellen wirkt p53 als Faktor, der Uber das Weiterleben
der Zelle entscheiden und nach irreparablen DNA-Schaden den programmierten
Zelltod (Apoptose) einleiten kann. Die Tumorzellen LNCaP und PC3 sind
hochproliferative Zellen, die mit Cabazitaxel einem Stress ausgesetzt wurden, wobei
wir p53 und PARP als apoptotische Faktoren untersuchten.

Die p53 negativen PC3-Zellen wurden auf das Verhalten von PARP und HSP60
Proteinexpression nach Cabazitaxel-Applikation untersucht. Die

androgenabhéngigen LNCaP-Zellen wurden 72 Stunden mit 0,3 nM Cabazitaxel
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inkubiert und die p53-Expression in einer anschlieBenden Westernblot-Analyse
detektiert. Dabei konnten wir zeigen, dass der Tumorsuppressor p53 in den LNCaP-
Zellen stark induziert wurde und sich eine statistische Signifikanz zu allen drei

untersuchten Zeitpunkten zeigte.
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Abbildung 14: Westernblot (A) und Quantifizierung (B) der Expression von Tumorsuppressor p53
LNCaP Zellen wurden mit 0,3 nM Cabazitaxel fur 72h inkubiert. Relative Expression des p53 Proteins.

GAPDH diente als Ladekontrolle. Die Quantifizierung erfolgte mittels Image Analysis Software (Bio-
Rad®). Die Expression des p53 wurde auf GAPDH normiert und als relative Expression p53/GAPDH
angegeben. Dargestellt ist der Mittelwert mit Standardabweichung. Die statistische Auswertung mittels
Student's t-Test ergab einen signifikanten Unterschied der p53 Expression bei 24h (p=0,0065), 48h
(p=0,0202) und 72h (p=0,0303).

4.4.2 Poly-(ADP-Ribose)-Polymerase PARP

Die Poly-(ADP-Ribose)-Polymerase PARP, ein p53-abhéngiger Effektor der
Apoptose, kann durch Caspase 3 Spaltung inaktiviert werden und so die irreversible
Phase des programmierten Zelltodes einleiten. Mit einem PARP-spezifischen
Antikorper wurden Westernblot-Analysen mit Cabazitaxel-behandelten LNCaP- und
PC3-Zellen durchgefuhrt. Eine Quantifizierung der Experimente war nicht notwendig,
da die Spaltung des 115kDa grofien PARP-Molekils in zwei Spaltprodukte mit
24kDa und 89kDa wichtig war. In unserer Arbeitsgruppe konnte gezeigt werden,
dass unter Docetaxel-Behandlung von LNCaP- und PC3-Zellen eine PARP-Spaltung
in den LNCaP-Zellen nach p53-Protein Akkumulation stattfand.”* Fir PC3-Zellen
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konnte in den hier vorliegenden Versuchen sowie in den vorangegangenen
Arbeiten’® keine Spaltung des PARP-Proteins gezeigt werden.

Nach Inkubation der PCa-Zellen mit Cabazitaxel konnte in dieser Arbeit keine PARP-
Spaltung Uber den Zeitraum von 72 Stunden gezeigt werden.
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Abbildung 15: Westernblot des an der Apoptose beteiligten Protein PARP
LNCaP- (A) und PC3- (B) Zellen wurden mit 0,3 nM Cabazitaxel und mit 10 nM Docetaxel fur 72h
inkubiert. Bei dem anschlieBenden Westernblot konnte eine PARP- Spaltung nur bei den LNCaP

Zellen unter Docetaxel Behandlung nachgewiesen werden. Unter Cabazitaxel fand keine PARP
Spaltung statt, eine Apoptose Einleitung ist dadurch nicht gezeigt worden.
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4.4.3 Hitzeschockprotein HSP60

Ein weiterer Faktor, der in der Literatur einerseits als Induktor der Apoptose und
andererseits als zytoprotektiver Faktor beschrieben ist, ist HSP60. *>°' Der Faktor
wurde in LNCaP- und PC3-Zellen mittels Westernblot-Analyse untersucht. Beide
Zelllinien wurden fur 72 Stunden mit 0,3 nM Cabazitaxel inkubiert. In den LNCaP-
Zellen gab es keine Induktion des HSP60-Proteins Uber das Grundlevel hinaus,
obgleich eine statistische Signifikanz in den LNCaP-Zellen bei 72 Stunden ermittelt
werden konnte (p= 0,0046). In den PC3-Zellen wurde HSP60 bei 24 Stunden leicht
induziert, darauffolgend wurde HSP60 eher reprimiert. Eine statistische Signifikanz

lag zu keinem der drei untersuchten Zeitpunkte vor.
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Abbildung 16: Westernblot und Quantifizierung der Expression von HSP60
LNCaP (A)- und PC3 (B) Zellen wurden mit 0,3 nM Cabazitaxel fur 72h inkubiert. Relative Expression

des HSP60. GAPDH diente als Ladekontrolle. Die Quantifizierung (C) erfolgte mittels Image Analysis
Software (Bio-Rad®). Die Expression von HSP60 wurde auf GAPDH normiert und als relative
Expression HSP60/GAPDH angegeben. Dargestellt ist der Mittelwert mit Standardabweichung. Die
statistische Auswertung mittels Student’s t-Test ergab einen signifikanten Unterschied fir LNCaP bei
72h (p=0,0046).
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5 Diskussion

Eine medikamentdse Therapie des CRPC war bis 2010 nur sehr eingeschréankt
maoglich. Eine Mdglichkeit hierfiir stellte das Taxan Docetaxel dar, weil es als einziger
Wirkstoff einen Uberlebensvorteil bei der Behandlung der PCa-Erkrankung erzielen
konnte.* Allerdings kommt es bei der chemotherapeutischen Behandlung des PCa
mit Docetaxel durch vorliegende oder entstehende Resistenzmechanismen zu einer
Tumorprogression.®® Daher wurden in den vergangenen Jahren weitere
chemotherapeutische Mdglichkeiten zur Behandlung des CRPC entwickelt.>>%? Viele
in der Onkologie eingesetzte Chemotherapeutika konnen aufgrund bestehender
primarer und entstehender sekundérer Resistenzen sowie Kreuzresistenzen nur
eingeschrankt wirken. Beispielsweise kdnnen die Taxane Paclitaxel und Docetaxel
klinisch und in vitro in soliden Tumoren sekundére Resistenzen entwickeln.** Fir die
post-Docetaxel-Behandlung beim fortgeschrittenen PCa wird seit 2010 das Taxan
Cabazitaxel als second-line Medikament eingesetzt.

Der Vergleich der Phase lll Studien von Docetaxel und Cabazitaxel zeigte, dass das
first-line Medikament bei einer dreiwdchentlichen Gabe einen Uberlebensvorteil von
18,9 Monaten bot.*®* Wohingegen das second-line Medikament Cabazitaxel in der
klinischen Phase Ill Studie TROPIC einen Uberlebensvorteil von nur 15,1 Monaten
bot.>**! In beiden Phase Ill Studien wurden die Taxane jeweils mit dem zytostatisch
wirksamen und zur Behandlung des PCa eingesetzten Antibiotikum Mitoxatrone
verglichen 333441

Um unterschiedliche Cabazitaxel-Wirkungen fir weitere Versuche zu nutzen, wurde
fur die hier vorliegende Arbeit zunachst die 1Cso von Cabazitaxel bestimmt. Hierfur
wurden die drei PCa-Zelllinien LNCaP, PC3 und 22Rv1, welche alle einem anderen
Progressionsstadium zugeordnet werden kdnnen, verwendet. Die 1Cso-Konzentration
betrug fur alle drei Zelllinien 0,3 nM Cabazitaxel. Unsere eingesetzten Zellen
reagierten um ein vielfaches sensitiver auf Cabazitaxel als auf Docetaxel, fir welches
in unserem Labor eine Konzentration von 10 nM Docetaxel als ICsy bestimmt

wurde.” Beide Taxane sind antiproliferativ wirksam, wobei eine zehnfach starkere
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Wirkung von Cabazitaxel gegeniiber Docetaxel beschrieben wurde.*® Die ICsy von
Cabazitaxel wurde mit 4-41 nM von Vrignaud et al. und in der Phase | Studie von
Cabazitaxel (XRP6259) mit 3-29 nM fur Zelllinien von P-gp-Uberexprimierenden,
Docetaxel-resistenten und soliden Tumoren angegeben.®*** Die von uns bestimmte
fur PCa-Zellen eingesetzte Cabazitaxel-Konzentration von 0,3 nM (siehe Abbildung
3) ist wesentlich niedriger als die in der Literatur beschriebenen I1Cso-
Konzentrationen. Jedoch sind die unterschiedlichen |Cso-Cabazitaxel-
Konzentrationen aufgrund der unterschiedlichen eingesetzten Turmorzelllinien und
Inkubationszeiten nicht vollstandig vergleichbar.

Um die Wirkung von Cabazitaxel nach Docetaxel-Behandlung von PCa-Zellen zu
beschreiben, wurde in dieser Arbeit die Cabazitaxel-Wirkung auf zellularer und
molekularer Ebene untersucht. Es ist bekannt, dass viele solide Tumoren schon eine
priméare Resistenz besitzen oder mit der Zeit eine sekundare Resistenz entwickeln
konnen. Als ein Resistenz-Mechanismus gilt das P-Glykoprotein (P-gp), eine
energieabhangige Efflux Pumpe (ABC-Transporter).”® Zahlreiche P-gp abhangige
Kreuzresistenzen sind in der Literatur fir zytotoxisch wirksame Substanzen wie
Anthrazykline, Vinca-Alkaloide, Epipophylotoxine und Taxane zu finden.*® Fir
humane Tumorzellen wurde unter anderem schon fruh bei vermehrter P-gp-
Expression eine Paclitaxel-Resistenz beschrieben.®’ Dies trieb die Forschung nicht-
P-gp affiner Wirkstoffe voran.’” Die Cabazitaxel-Wirkung wurde von Oprea-Lager et
al. hinsichtlich der Expression eines zu den ABC-Transportern gehoérenden
Membranmolekils, ABCC4, in Docetaxel-resistenten PCa-Zellen und nicht
resistenten PC3-Zellen untersucht. Hierbei konnte Oprea-Lager et al. feststellen,
dass Cabazitaxel auch in vermehrt ABCC4-exprimierenden Zellen einen
therapeutischen Effekt hatte. Dies bekréftigt die Aussage, dass Cabazitaxel eine
geringere P-gp Affinitat aufweist.”® Jedoch scheinen die ABC-Transporter bei der
Chemoresistenz von PCa eher eine untergeordnete Rolle zu spielen.®® Weitere an
der Entstehung von Resistenzen Dbeteiligte Mechanismen konnten Apoptose
induzierende oder durch Karzinomzellen detoxifizierte Wirkstoffe sein.'®
Dahingehend wurden in unserem Labor in einer vorangegangenen Arbeit

Mechanismen, die in vitro zu einer Docetaxel-Resistenz fiuhren, untersucht.”* Ein
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dafir von uns zu Grunde gelegtes Schema (siehe Abbildung 17) zeigt die Docetaxel-
Resistenz durch die Uberexpression von HSP27'4 und die anschlieRende Induktion
des AR als proliferativen Faktor. In der hier vorliegenden Arbeit liel3 sich in den PCa-
Zellen LNCaP und PC3 keine Induktion des HSP27 sowie des AR unter Cabazitaxel-
Behandlung nachweisen. Eine sekundare Cabazitaxel-Resistenz hervorgerufen
durch den Mechanismus der starken HSP27-Expression und Induktion des
proliferativen Faktors AR kann somit ausgeschlossen werden. Der als proliferativer
Faktor geltende AR ist vor allem bei der anti-androgenen Therapie (ADT) im Rahmen
der PCa-Therapie beeinflusst.”® Hierbei kommt es zur Unterbrechung der AR-
Signalkaskade und zur Induktion der Apoptose bei noch hormonabhangigen
Tumorzellen.*®

Die ADT fuhrt nach durchschnittlich zwei Jahren zur Progression des Tumors in ein

hormonrefraktares PCa und Dbedingt dann die weitere Therapie mit
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Abbildung 17: Modell der Entwicklung einer sekundérer Resistenz nach Docetaxel Behandlung.
Mogliche Wirkungsweise von Cabazitaxel auf PCa-Zellen.
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Unter der first-line Docetaxel Therapie des CRPC kommt es zur dosisabhéngigen
AR-Repression und zur Repression des AR-Transkriptionsprodukts PSA in PCa-
Zelllinien.**® Dieses Ergebnis steht im Widerspruch zur klinischen Entwicklung des
PSA-Levels unter Docetaxel-Behandlung.'®® Nach unserem oben abgebildeten
Resistenzschema kann es nach Docetaxel-Behandlung zur Induktion des

zytoprotektiven Faktors HSP27"

kommen, was Uber die Induktion des proliferativ
wirkenden AR zur Zellproliferation fihrt. Die AR-Induktion und der darauf folgende
proliferative Effekt resultieren in einer sekundaren Resistenz gegen Docetaxel. Dies
entspricht wiederum der Kklinischen Entwicklung des CRPC nach Docetaxel-
Behandlung.'® Die Sensitivitat von PCa-Zellen auf eine Docetaxel-Behandlung ist
von Shiota et al. mittels knockdown des AR bestatigt worden.'® Eine niedrige
Androgenkonzentration kann durch den hochregulierten AR die Tumorprogression
fordern.*® Die durch den Transkriptionsfaktor AR gesteuerte PSA-Expression gilt als
Tumorprogressionsmarker.®*% Ein niedriger Serum-PSA-Wert wird auRBerdem als
Uberlebensvorteil bei PCa erkrankten Patienten beschrieben.®**** Fir diese Arbeit
wurde deshalb die PSA-mRNA Expression an Hand eines Zelllinien-Modells unter
Cabazitaxel-Behandlung untersucht. In den eingesetzten LNCaP-Zellen zeigte sich
eine starke PSA-mRNA Expression nach 24 Stunden Cabazitaxel-Inkubation (siehe
Abbildung 5). Zu den weiteren analysierten Zeitpunkten, 48 und 72 Stunden, kam es
zu einer PSA-mRNA Repression. Wir vermuten daher, dass Cabazitaxel die
Progression des Tumors im Modell aufhélt und, dass das PSA-Level weiter abfallt.
Fur den Wirkstoff Cabazitaxel konnte schon in der Zulassungsstudie ein Abfall des
Serum-PSA-Wertes in Patienten detektiert werden.®* Weiter untersuchten wir den als
potentiellen AR-Corepressor beschriebenen Faktor Prohibitin (PHB). PHB befindet
sich in der Mitochondrienmembran und im Zellkern vieler eukaryotischer Zellen, unter
anderem auch in den Zellen der Prostatadriise.®®%>'% Das PHB galt priméar auch als
Tumorsuppressor'®, vor allem weil es aufgrund seiner Lage in der inneren
Mitochondrienmembran mit der Apoptose in Verbindung gebracht wurde.'® Eine
starke PHB-Expression kann in LNCaP-Zellen den Eintritt in den Zellzyklus sowie ein
androgenabh&niges Wachstum der PCa-Zellen verhindern.®” AuBerdem kann eine

PSA-Repression durch eine vermehrte Expression von PHB kein
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androgenabhéngiges PCa-Wachstum bewirken.®® Unter Cabazitaxel-Behandlung
wurde PHB in den AR exprimierenden LNCaP-Zellen tendenziell supprimiert,
wohingegen in den AR-negativen PC3-Zellen der als Tumorsuppressor
beschriebenen Faktors PHB Uber 72 Stunden induziert wurde (siehe Abbildung 6).
Unsere Ergebnisse der PHB-Expression und die Literaturangaben bezuglich der
Auswirkung von PHB beschreiben, dass PHB nicht direkt mit AR interagiert und
diesen beeinflusst.®

Eine weitere Beeinflussung des AR kann durch Verdnderungen in der Expression
von verschiedenen mit ihm assoziierten Co-Faktoren wie HSP27, HSP90a/B und
HSP70 erfolgen. Diese Faktoren zeigen je nach Tumorstadium eine unterschiedliche
Expression. HSP27 wird beispielsweise in den androgenabhangigen LNCaP-Zellen
exprimiert, wohingegen HSP27 in PC3-Zellen geringer exprimiert wird.®**®® Das
HSP27-Protein konnte im PCa einerseits primar stark exprimiert vorliegen und
andererseits beispielsweise nach Docetaxel-Behandlung eine sekundare Resistenz
entwickeln, wobei Docetaxel seinen zytotoxischen Effekt verliert.?*"#1%2 |n der
Literatur ist eine starke Expression von HSP27 in PCa-Zellen nach der
antiandrogenen Therapie beschrieben worden. Hierbei kommt es anschlie3end zum
androgenunabhangigen Tumorwachstum.®*®® HSP27-Protein lag in der hier
vorliegenden Arbeit nach Cabazitaxel-Inkubation reprimiert vor (Abbildung 12).
Dartber hinaus konnten keine zytoprotektiven Eigenschaften von HSP27 unter
Cabazitaxel-Behandlung im Vergleich von PC3- und PC3-HSP27-Zellen gezeigt
werden (Abbildung 13). Die weiteren mit AR interagierenden Faktoren HSP70 und
HSP90a/B sowie ihre Co-Faktoren HSP40 und HOP sind an der Stabilisierung des
AR beteiligt und wurden bezuglich ihrer Expression unter Cabazitaxel-Behandlung
untersucht. Die Proteine liegen als Multi-Chaperonkomplex im Zytoplasma vor und
sind in soliden Tumoren haufig heraufreguliert.>***'% Die héhere Expression der
HSPs in Tumoren dient der Uberwachung der Proteinfaltung und somit der
Proteinhomoostase.*®®” HSPs sind unter anderem auch in der Forschung als
Targeted-Therapie beim CRPC von Bedeutung, da durch sie eine Progression des
Tumors moglicherweise verhindert werden kann.** Im PCa sind HSPs an der

Translokation des AR zum Zellkern beteiligt, steuern indirekt die Expression von
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hormoninduzierten Genen mit und kénnen so bei Veranderungen die Progression
des Tumors bedingen.? Unter Cabazitaxel-Behandlung konnte keine signifikante
Induktion der Expression fur HSP70, HSP90a/3, HSP40 und HOP detektiert werden
(Abbildung 7-11). In diesem Fall lag nach Cabazitaxel-Inkubation meistens eine
tendenzielle Suppression der HSPs vor. In der Literatur wird bei einer vermehrten
Expression von HSP90, HSP70 und HSP27 eine Chemo- und Radiotherapie-
Resistenz sowie eine schlechtere Prognose fir den an PCa erkrankten Patienten
beschrieben,®0:61:89.110

Zum Beispiel kann eine durch ADT erh6hte HSP70 Expression mit Bicalutamide,
einem nichtsteroidalen Antiandrogen, herunterreguliert werden und den ebenfalls
durch ADT beeinflussten AR reprimieren.’*! Diese Arbeit konnte zeigen, dass AR
und HSP70 durch Cabazitaxel-Behandlung ebenfalls herunterreguliert wurden (siehe
Abbildung 4 und 7). Des Weiteren koénnen HSPs durch Hemmung von
Apoptosefaktoren in PCa-Zellen sowie diese durch Verlust der p53 Funktion die
Tumorprogression fordern.®>**? Aufgrund des Fehlens der erhhten Expression des
proliferativen Faktors AR und der durch AR genregulierten PSA-mRNA sowie von
zytoprotektiven HSPs kann die Hypothese aufgestellt werden, dass gegen
Cabazitaxel keine sekundare Resistenz vorliegt.

Bei der Karzinogenese und Entwicklung von Chemoresistenzen spielen nicht nur die
bereits genannten Faktoren eine Rolle, sondern auch Veranderungen in Apoptose-
Signalwegen. Um die Wirkung von Cabazitaxel weiter zu charakterisieren wurden
p53, PARP und HSP60 als Apoptosefaktoren untersucht. Haufig ist der
Tumorsuppressor p53 in Karzinomen mutiert und hierdurch inaktiviert.””> Dabei
kénnen therapeutische Resistenzen oder eine Apoptose-Resistenz entstehen.” Eine
signifikante Induktion der p53 Expression konnte von uns fir LNCaP Zellen gezeigt
werden (siehe Abbildung 14). Eine &hnliche Wirkung der PCa-Zellen durch

Behandlung mit Docetaxel ist in der Literatur beschrieben.’*3

p53 Akkumulation
fuhrt zur Arretierung des Zellzyklus. Wenn der entstandene DNA-Schaden nicht
behoben werden kann, kommt es durch Freisetzung von Cytochrom-c und
Aktivierung der Caspase 3, die p53 ab- und unabhangig ablaufen kann, zur Spaltung

von PARP.21!* Dieser Faktor ist ein Indiz fiir den irreversiblen Schritt der Apoptose.

53



5 Diskussion

In mit Cabazitaxel behandelten LNCaP- und PC3-Zellen konnte tber 72 Stunden
keine PARP Spaltung detektiert werden (siehe Abbildung 15). Wie in Abbildung 15
ebenfalls dargestellt, konnte eine PARP Spaltung unter Docetaxel-Behandlung
gezeigt werden. Dieses Ergebnis der PARP Spaltung unter Docetaxel-Behandlung
wurde in unserem Labor in einer vorherigen Arbeit fiir LNCaP-Zellen bestatigt.”* Da
PC3-Zellen p53 negativ sind’*, kénnten andere Wege der Aktivierung von Caspase 3
zu einer Spaltung von PARP fuhren. Diese Spaltung konnte unter Cabazitaxel-
Behandlung fir PC3-Zellen nicht nachgewiesen werden (siehe Abbildung 15). Bei
zeitlich geringeren Analyseabstanden sowie der Uberpriifung der Caspase-mRNA
konnte eine detaillierte Aussage uber die Einleitung der Apoptose getroffen werden.
HSP60 wird in der Literatur als pro- und anti-apoptotisch wirkender Faktor
beschrieben.828390.91.115 | der hier vorliegenden Arbeit ist die HSP60-Expression in
LNCaP- und PC3-Zellen untersucht worden. Eine Induktion von HSP60 in den
untersuchten Zellen lag nicht vor (siehe Abbildung 16). Eine pro-apoptotische
Funktion des HSP60, das durch mikro RNA-1 (miR-1) induziert wird, ist in der
Literatur fir Kardiomyozyten beschrieben worden.®! Das Verhalten von miR-1 unter
Cabazitaxel-Behandlung wurde nicht untersucht. miR-1 gilt als Tumorsuppressor*®.

17 und AR wird durch miR-1 reprimiert.”

Die Expression wird von HSP27 beeinflusst
Daher kénnte man annehmen, dass unter einer Cabazitaxel-Behandlung miR-1 als
Tumorsuppressor wirkt. Weitere diesbezigliche Untersuchungen konnten die Licke
der Erkenntnis schlie3en, warum Cabazitaxel, obwohl aus derselben Wirkstofffamilie
wie Docetaxel stammend, nach einer Docetaxel-Behandlung weiter eine gute

therapeutische Wirkung erzielt und entsprechend eingesetzt wird.

Abschiel3end betrachtet, konnte mit dieser Arbeit gezeigt werden, dass das Taxan
Cabazitaxel in vitro nicht durch Induktion von HSP27 und des proliferativen Faktors
AR eine sekundare Resistenz erzeugt. Das Zellmodell bestatigt somit die klinische
Wirkung einer Cabazitaxel-Behandlung, da Cabazitaxel als second-line Medikament
nach Docetaxel-Behandlung eingesetzt wird.>*** Die Cabazitaxel-Behandlung im in
vivo und am in vitro Zellmodell kann nicht vollstandig verglichen werden. Eine

ahnliche Verhaltensweise der Zellen kann jedoch vermutet werden. Weitere
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diesbezigliche Untersuchungen und die Untersuchung von Patientenmaterialien
konnten die Forschung auf Ebene der Resistenzmechanismen gegen

Chemotherapeutika voranbringen.
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6 Zusammenfassung

Cabazitaxel zahlt zur Familie der Taxane und wird seit seiner Zulassung 2010 fur das
fortgeschrittene CRPC als second-line Medikament eingesetzt.>* Es zeigte eine
antiproliferative Wirkung nach der first-line Docetaxel-Behandlung.®*

In dieser Arbeit wurde die Wirkung von Cabazitaxel auf zellularer und molekularer
Ebene in unterschiedlichen PCa-Zellen charakterisiert. Hierflir wurden verschiedene
PCa Zellstadien als Zellmodell eingesetzt. Zu Beginn wurde die ICso fUr die
hormonrefraktaren PC3-, LNCaP- und 22Rv1 Zellen bestimmt. Eine antiproliferative
Wirkung von Cabazitaxel konnte fur alle drei Zelllinien bestatigt werden. Die
Untersuchung des proliferativ wirkenden Faktors AR, welcher fir die Progression des
PCa verantwortlich gemacht wird, ergab eine Repression der AR-Protein Expression
unter Cabazitaxel-Behandlung in AR-positiven LNCaP-Zellen. Dartber hinaus wurde
auch die PSA-mRNA in LNCaP-Zellen nach kurzer Induktion weniger exprimiert. Von
Bedeutung war jedoch, dass auch in den AR-negativen PC3-Zellen eine Hemmung
der Proliferation zu zeigen war. Somit wurden in weiteren Westernblot-Analysen die
AR-assoziierten Proteine HSP27, HSP70, HSP90a/B und Co-Chaperone HSP40 und
HOP sowie der AR-Corepressor PHB hinsichtlich ihrer Expression in beiden
Zelllinien untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass HSP27 auf mRNA- und
Protein-Ebene in beiden Zelllinien reprimiert wurde. Ein zytoprotektiver Effekt des
HSP27 beim Vergleich von PC3 und PC3-HSP27 Zellen lag nicht vor. Des Weiteren
konnte keine signifikante Beeinflussung der Protein-Expression der bereits
genannten HSPs sowie des pro-apoptotisch wirkenden HSP60 in beiden Zelllinien
nach Cabazitaxel-Inkubation gezeigt werden. Die Auswirkung von Cabazitaxel auf
den Apoptoseweg konnte mit einer signifikanten Induktion der p53 Expression
gezeigt werden. PARP wurde unter Cabazitaxel-Behandlung nicht gespalten.
Schlussendlich muss man sagen, dass die Behandlung mit Cabazitaxel tUber die
Repression des HSP27-Proteins einen zytostatischen Effekt bewirkt, was einen
Unterschied zur Docetaxel-Behandlung von PCa-Zellen darstellt. Hierdurch kann

eine Docetaxel induzierte und HSP27-vermittelte Resistenz Uberwunden werden,
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was die Wirkung des second-line Medikaments auf molekularer Ebene erklaren

kann.
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