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1 Abkürzungsverzeichnis 

 
Abkürzung  Erläuterung 
 
°C    Grad Celsius 
 
µ    Mikro (10-6) 
 
A    Ampere 
 
A. bidest   Aqua bidestillata 
 
Abb.    Abbildung 
 
APS    Ammoniumpersulfat 
 
AR    Androgenrezeptor 
 
BPH    Benigne Prostatahyperplasie 
 
BSA    Bovines Serumalbumin 
 
bzw.    beziehungsweise 
 
ca.     circa 
 
cDNA    komplementäre DNA 
 
CRPC    kastrationsresistentes Prostatakarzinom 
 
CYP17A1   Cytochrom P450 17α-Hydroxysteroid Dehydrogenase 
 
Da    Dalton 
 
DEPC    Diethylpyrocarbonat 
 
DHT    Dihydrotestosteron 
 
DMSO    Dimethylsulfoxid 
 
DNA    Desoxyribonukleinsäure 
 
DNase    Desoxyribonuklease 
 
dNTP    Desoxyribonukleotidtriphosphat 
 
DPBS    Dulbecco ´s Phosphat gepufferte Salzlösung 
 
DTT    1,4 – Dithiothreitol 
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ECL    verstärkte Chemolumineszenz 
 
EDTA    Ethylendiamintetraacetat 
 
EZM    Extrazellulärmatrix 
 
FCS    fetales Kälberserum 
 
FSH    Follikelstimulierendes Hormon 
 
g    Gramm 
 
GAPDH   Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase 
 
GnRH    Gonadotropin freisetzendes Hormone 
 
h    Stunde(n) 
 
H2O    Wasser 
 
H2O2    Wasserstoffperoxid 
 
HCl    Salzsäure 
 
HSP 27   Hitzeschockprotein 27 
 
k    Kilo 
 
KCl    Kaliumchlorid 
 
KH2PO4   Kaliumdihydrogenphosphat 
 
l    Liter 
 
LAP    „Latency associated protein“ 
 
LTBP    „Latent TGF- binding protein“ 
 
LNCaP Prostatakarzinomzelllinie isoliert aus  

Lymphknotenmetastase 
 
LH    Luteinisierendes Hormon 
 
M    Molar 
 
m    Milli- 
 
MAPK    Mitogen aktivierte Proteinkinase 
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min    Minute(n) 
 
mRNA    messenger- (Boten)ribonukleinsäure 
 
n    Nano 
 
Na2HPO4   Dinatriumhydrogenphosphat 
 
NaCl    Natriumchlorid 
 
NaF    Natriumfluorid 
 
p    p-Wert, Signifikanzwert 
 
p15    Protein 15 Tumorsuppressorgen 
 
p21    Protein 21 Tumorsuppressorgen 
 
PAGE    Polyacrylamid-Gelelektrophorese 
 
PBS    Phosphat gepufferte Salzlösung 
 
PC-3    androgenunabhängige Prostatakarzinomzelllinie 
 
PCa    Prostatakarzinom 
 
PCR    Polymerasekettenreaktion 
 
PI3K    Phosphoinositol-3 Kinase 
 
PMSF    Phenylmethylsulfonylfluorid 
 
pH    potentia Hydrogenii 
 
PSA    Prostata spezifisches Antigen 
 
qRT-PCR   quantitative real-time PCR 
 
rcf    relative centrifugal force 
 
RIPA    Radioimmunopräzipitationsassay 
 
RNA    Ribonukleinsäure 
 
RNase    Ribonukleinase 
 
RPLP0    Large Ribosomal Protein P0 
 
RPMI Medium  Roswell-Park-Memorial-Institute Medium 
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rt    real time 
 
SDS    Natriumdodecylsulfat 
 
sec.    Sekunde 
 
Smad    Homolog der Proteine SMA und MAD 
 
TBS    Tris gepufferte Salzlösung 
 
TBS-T    TBS mit 0,1% Tween 20 
 
TEMED   N,N,N´,N – Tetramethylethylendiamin 
 
TGF- 1, 2, 3   „Transforming Growth Factor“  
    Transformierender Wachstumsfaktor beta  
    Isoformen 1, 2, 3 
 
TGF-R1   TGF- Rezeptoruntereinheit 1 
 
TGF-R2   TGF- Rezeptoruntereinheit 2 
 
TGF-R3   TGF- Rezeptoruntereinheit 3 
 
Tris    Tris(hydroxymethyl)aminomethan 
 
u.a.    unter anderem 
 
u/ µl    Einheiten pro Mikroliter 
 
U/min    Umdrehungen pro Minute 
 
V    Volt 
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2 Einleitung 

 

2.1 Die Prostata  

 
Die Prostata zählt zu den akzessorischen Geschlechtsdrüsen des Mannes. Mit ihrer Basis liegt 

sie kaudal der Harnblase und mit der Apex dem Diaphragma urogenitale kranial auf.1 

Als Teil des hypothalamischen-hypophysären Regelkreislaufs unterliegt ihr Wachstum dem 

Einfluss des Dihydrotestosterons. Wird Gonadotropin-releasing Hormon (GnRH)  im 

Hypothalamus freigesetzt, wirkt dieses stimulierend auf die Freisetzung von 

follikelstimulierendem Hormon (FSH) und luteinisierendem Hormon (LH) im 

Hypophysenvorderlappen. LH fördert die Produktion und Freisetzung des Testosterons in den 

Leydigzellen des Hodens. Testosteron wird durch die 5α-Reduktase in Dihydrotestosteron 

umgewandelt. Als Ligand des Androgenrezeptors (AR) hat Dihydrotestosteron eine 

wesentlich höhere Affinität als Testosteron und ist daher für Wachstum und Entwicklung der 

Prostata essentiell. 2 

Histologisch gliedert sich die Prostata in 4 Zonen. Eine ventrale fibroblastische 

Stromaschicht, eine Innenzone, eine Transitionalzone, welche häufiger Ursprung der 

benignen Prostatahyperplasie (BPH) ist, 3 sowie eine periphere Zone, in welcher 80% der 

Prostatakarzinome – zumeist Adenokarzinome – entstehen.4,5 

Die Prostata umschließt die Harnröhre in der Pars prostatica, dort münden ihre ca. 30-40 

Einzeldrüsen gemeinsam mit Ausführungsgängen der Samenblasen und Samenleiter am 

Colliculus seminalis ins Harnröhrenlumen. Während die Samenblasen den Großteil des 

männlichen Ejakulats sekretieren, macht das leicht saure Sekret der Prostata davon ca. 25 – 30 

% aus und besteht neben Zink im wesentlichen aus der sauren Phosphatase sowie dem 

Prostata-spezifischen Antigen (PSA). Aufgabe des Prostatasekrets ist es, die Agilität der 

Spermien durch enzymatische Spaltung des Proteins Semenogelin durch PSA zu erhöhen und 

die Überlebenschance selbiger im sauren Scheidenmilieu zu steigern. Gleichzeitig hat der 

PSA-Wert im Blut eine entscheidende Rolle bei der Diagnose des Prostatakarzinoms (PCa).6,7  
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2.2 Diagnose und Therapie des Prostatakarzinoms 

 

Wesentlich bei der Früherkennung des PCa ist neben einem auffälligen digital-rektalen 

Tastbefund eine Erhöhung der Konzentration des PSA-Wertes im Blut. Dieser stellt einen 

organspezifischen Marker dar, da er ausschließlich von der Prostata gebildet wird.7 

Trotz ihrer routinemäßigen Verwendung ist die PSA-Wert Bestimmung bei Diagnostik eines 

PCa nicht unumstritten, spielt aber bei der Beurteilung des Verlaufs der Erkrankung und 

Erfolg einer Therapie eine entscheidende Rolle. Liegen eine Verdachtsdiagnose und 

auffälliger Tastbefund vor,  werden mittels einer transrektalen Prostatastanzbiopsie  10-12 

Gewebezylinder Sonographie gesteuert aus der Prostata entnommen und histologisch 

bezüglich ihrer Drüsenarchitektur untersucht.  Dabei werden der häufigste und der am 

schlechtesten differenzierte Gleason-Grad zum Gleason-Score addiert. Dies erlaubt eine 

Aussage über die Malignität des Tumors. Umstritten ist die Aussage dieses Verfahrens 

allerdings sowohl hinsichtlich Aggressivität und Verlauf des Prostatakarzinoms als auch im 

Hinblick auf eine Therapiebedürftigkeit des Patienten.7-10 Es birgt einerseits die Gefahr, dass 

Patienten behandelt werden, die trotz des Befundes keinen Therapiebedarf gehabt hätten, 

andererseits besteht das Risiko, einen aggressiven und für den Patienten tödlichen Verlauf 

nicht zu erkennen.11, 12 

Im Vordergrund aller Therapieoptionen steht deshalb eine stadiengerechte Behandlung des 

PCa. Dabei werden derzeit kurative und palliative Behandlungskonzepte von einer reinen 

Überwachung der Tumorprogression (Active Surveillance), mit regelmäßigem Re – Staging 

unterschieden. 13,19 

Kriterium für eine Active Surveillance ist eine begrenzte Malignität des PCa. Das bedeutet, 

dass ein niedriger Gleason-Score oder PSA-Wert vorliegt, oder der Tumor eine höhere 

Differenzierung aufweist. Sinn dieses Konzeptes ist es überflüssige Eingriffe zu vermeiden, 

denen keine Therapiebedürftigkeit zugrunde liegt. Der Übergang zu einem kurativen Ansatz 

ist bei Progression des Tumors jedoch stets möglich.14-16 

 

Die Entscheidung für eine bestimmte Therapie ist von mehreren individuellen Aspekten 

abhängig. Wesentlich bei der Therapiewahl ist neben Patientenwunsch und -alter sowie 

Komorbiditäten vor allem die Prognose. Prognostisch bestimmend ist außer PSA-Wert, 

Gleason-Score und Stanzbiopsien vor allem das klinische Stadium (TNM-Klassifikation).17 
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So stellt bei einem kurativen Therapieansatz und einem klinisch nicht metastasiertem PCa, die 

operative radikale Resektion den Goldstandard unter den primären Therapieoptionen dar.13 

Eine Bestrahlung kann bei einer kurativen Therapie ebenso primär wie auch adjuvant zu einer 

operativen Resektion erfolgen.18 Auch eine Hormontherapie kann adjuvant nach einer 

operativen Resektion herangezogen werden. Palliativ wird hingegen behandelt, wenn  

kurative Therapien versagt, oder das PCa bereits metastasiert hat.19 Als „Watchful Waiting“ 

wird dabei ein klassisches palliatives Behandlungskonzept bezeichnet. Sinn dieses Konzeptes 

ist es, Komplikationen wie Sterilität, Stressinkontinenz oder erektile Dysfunktion zu 

vermeiden, die sich aus einer Prostatektomie oder einer Bestrahlung ergeben können. 

Unabhängig vom Tumorstadium ist es bei älteren Patienten mit einer Lebenserwartung von 

weniger als 10 Jahren indiziert. Palliativ behandelt wird erst dann, wenn Symptome 

auftreten.
20 Erste Wahl bei Behandlung eines metastasierten PCa ist eine 

Androgendeprivation mittels Hormontherapie, die bei Symptomen wie 

Harnwegsobstruktionen durch eine Strahlentherapie unterstützt werden kann.
21 Ziel dieser ist 

es, die androgenabhängige Proliferation und Progression des PCa zu verhindern. Dies wurde 

früher chirurgisch mittels Orchektomie durchgeführt, erfolgt jedoch wegen zahlreicher 

Nebenwirkungen inzwischen medikamentös.22  

Zentraler Ansatzpunkt der medikamentösen Therapie ist der hypothalamische-hypophysäre 

Regelkreislauf. Ziel ist, die Produktion des Testosterons bzw. die Wirkung des 

Dihydrotestosterons zu unterdrücken. Der GnRH-Agonist Leuprorelinacetat bindet mit 

höherer Affinität an die Rezeptoren des physiologischen Releasing-Faktors. Initial führt dies 

zwar zu einer Stimulation und Freisetzung von FSH und LH, doch zieht die permanente 

Aktivierung  eine Desensibilisierung der Rezeptoren nach sich.23,24 

Häufig wird deshalb von einer Kombinationstherapie aus LH-RH-Analoga (Gn-RH-Analoga) 

wie Leuprorelinacetat und Antiandrogenen Gebrauch gemacht. Durch die Verwendung 

nichtsteroidaler Antiandrogene wie Flutamid oder Bicalutamid wird der Androgenrezeptor 

kompetitiv gehemmt, sodass ein Anstieg der Androgene bei LH-RH-Gabe verhindert werden 

kann.25 

Auch das steroidale Antiandrogen Cyproteronacetat bietet durch Hemmung der 

Androgenbiosynthese eine Option in der medikamentösen Hormontherapie.26 Eine weitere 

Möglichkeit besteht in der Gabe von GnRH-Antagonisten, wie z.B. Degarelix.27 Hierbei lässt 

sich im Gegensatz zur Verabreichung von Agonisten keine kurzzeitige Testosteronproduktion 

sondern ein schnellerer Wirkungseintritt feststellen.28 
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Dennoch ist auch die Hormontherapie langfristig in ihren Möglichkeiten eingeschränkt, weil 

Tumorzellen im Verlauf der Erkrankung resistent gegenüber der Androgendeprivation 

werden. Ihr Wachstum erweist sich als androgenunabhängig. Klinische Manifestation ist 

hierbei ein Anstieg des PSA-Wertes. Bei dieser Progression des PCa spielen sowohl bereits 

sehr geringe Androgenkonzentrationen im tumorösen Gewebe als auch eine variable 

Aktivierung der Androgensignalkaskade eine entscheidende Rolle.21,29 

Diskutiert wird bei dieser Progression und der Aktivierung der Androgensignalkaskade vor 

allem der Einfluss molekularer Faktoren wie der des Transforming Growth Factors  (TGF-

), die womöglich die Fähigkeit von Tumorzellen zur Proliferation trotz Androgendeprivation 

fördern.30 In diesem Stadium spricht man von einem kastrationsresistenten PCa (CRPC). Es 

stellt die Indikation für den Einsatz von Chemotherapeutika dar. Es kommen die Zytostatika 

Docetaxel und Cabazitaxel zum Einsatz deren Wirkung die Überlebenszeit von Patienten mit 

CRPC signifikant verlängert. 31,32  

Auch neuere Therapeutika wie Enzalutamid, welches durch Blockade des AR und seiner 

Translokation in den Nukleus wirkt und Abirateron, das essentielle Enzyme der 

Androgensynthese inhibiert, bieten im Stadium der Kastrations-  und/oder Taxanresistenz 

einen zusätzlichen Ansatz. 33,34 

 

2.3 Die Zytostatika Docetaxel und Cabazitaxel 

 

Die Zytostatika Docetaxel und Cabazitaxel zählen zur Klasse der Taxane. Diese werden seit 

mehr als 10 Jahren bei der Therapie des CRPC eingesetzt.35 

2004 konnte in der TAX-327 Studie gezeigt werden, dass Docetaxel dem bis dahin 

verwendeten Mitoxantron in vielerlei Hinsicht überlegen ist. So wird die Lebenszeit bei 

Patienten mit CRPC durch Gabe von Docetaxel signifikant verlängert, auch Lebensqualität 

und die Reduktion des PSA-Wertes weisen eine signifikante Verbesserung auf.36 

Während Docetaxel als First-line Medikament beim CRPC Anwendung findet, werden 

Patienten, die trotz einer Behandlung mit Docetaxel eine Progression beim CRPC aufweisen 

mit Cabazitaxel therapiert.35,37  

In der TROPIC-Studie wurden 755 Männer mit CRPC, die eine Progression unter Docetaxel-

Therapie aufwiesen, entweder mit Cabazitaxel oder Mitoxantron behandelt. Hier zeigte auch 

Cabazitaxel gegenüber Mitoxantron eine signifikante Verlängerung der Überlebensrate und 

Reduktion des PSA-Wertes.38, 39 



 14 

Die bessere Wirkung des Cabazitaxels in diesem Stadium beruht womöglich auf seiner 

geringeren Affinität zum MDR. Hierbei handelt es sich um ein P-Glykoprotein aus der 

Familie der ABC-Transporter, das den Efflux der Taxane aus dem Zytoplasma fördert.37 

 

Beide Taxane wirken durch eine Bindung und Inhibition von Mikrotubuli. Mikrotubuli sind 

längliche röhrenförmige und dynamische Mikrofilamente, die aus α- und -Tubulin-

Heterodimeren bestehen. Als Teil des Zytoskeletts formieren und deformieren sie zyklisch 

und nehmen eine essentielle Rolle bei vielen zellulären Prozessen ein. Die Inhibtion der 

Mikrotubuli-Formation beruht auf einer irreversiblen Bindung der Taxane an -Tubulin. 

Durch diese Bindung werden Signalkaskaden aktiviert, die letztlich auf den programmierten 

Zelltod – die Apoptose – hinauslaufen.40 

So löst die Bindung der Taxane an -Tubulin einen Arrest der Zelle in der G2-Phase der 

Mitose aus, was in der Apoptose resultiert.41  

Zusätzlich bewirken Taxane durch Stabilisierung der Mikrotubuli eine Aktivierung des pro-

apoptotischen Proteins Bcl-2.42 Auch eine verminderte Translokation des Androgenrezeptors 

in den Nukleus wird als Wirkmechanismus der Zytostatika-Therapie diskutiert.43 

Jedoch zeigen sich auch unter Taxan-Behandlung Einschränkungen im Therapieerfolg des 

CRPC. Diese werden auf Resistenzmechanismen zurückgeführt die entweder – wie bei ca. 

einem Drittel der Patienten - primär vorhanden sind oder im Verlauf entstehen.44 

Von Bedeutung dürfte dabei das MDR1-Protein sein. Als ABC-Transportprotein fördert es 

den Efflux der Zytostatika aus dem Zytosol, was dort deren Konzentration und somit auch 

Wirkung verringert.37 So konnten Zhu et al. zeigen, dass eine Inhibition des MDR1-

Transporters die Wirksamkeit des Docetaxels erhöht.45 

Auch werden unter Gabe von Docetaxel Gene, wie das des TGF-R3, hochreguliert welche 

eine Umwandlung von Tumorzellen vom epithelialen zum mesenchymalen Typ 

begünstigen.46 

Diese Resistenzmechanismen bieten zwar Ansätze für die Erklärung des Therapieversagens, 

sind allerdings nicht ausreichend, sodass es notwendig ist neben, HSP27 weitere molekulare 

Schalter wie TGF- hinreichender zu entschlüsseln.47, 48 
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2.4 Das Therapeutikum Abirateron – Wirkweise und Resistenzen 

 

Es konnte gezeigt werden, dass Abirateron als PCa-Therapeutikum der neuen Generation bei 

Patienten mit CRPC auch post-Docetaxel-Therapie und unter geringen Nebenwirkungen zu 

einer signifikanten Lebenszeitverlängerung führt.34, 49 

Es wird angenommen, dass es bei Progression und Proliferation des CRPC intratumoral zur 

de novo Synthese von Androgenen aus Vorstufen wie Cholesterol oder Progesteron kommen 

kann. 50,51 

Eine zentrale Rolle bei intratumoraler Androgensynthese und somit auch bei 

Tumorprogression hat das Enzym Cytochrom P450 17α-Hydroxysteroid Dehydrogenase 

(CYP17A1) inne.52 Die Expression dieses Enzyms konnte auch im CRPC nachgewiesen 

werden sodass sich an dieser Stelle ein neuer therapeutischer Ansatzpunkt bietet.53 Diesen 

therapeutischen Ansatzpunkt macht man sich durch die Gabe von Abirateron zu Nutzen. 

Tumorwachstum, PSA-Wert und der intratumorale Androgenspiegel zeigten durch 

Behandlung mit diesem Therapeutikum eine deutliche Reduktion.54 

Es entfaltet seine antitumoröse Wirkung durch irreversible Hemmung des Enzyms CYP17A1. 

Dieses katalysiert die Umwandlung von Pregnenolon und Progesteron zu 17α-

Hydroxypregnenolon bzw. 17α-Hydroxyprogesteron und spaltet anschließend diese C21-

Körper mittels seiner Lyase-Aktivität zu den C19-Körpern Dehydroepiandrosteron (DHEA) 

bzw. Androstendion.52 Eine Inhibition von CYP17A1 führt jedoch ebenso zu einer 

verminderten Synthese von Glukokortikoiden. Induziert wird so ein Anstieg des ACTH, 

welcher in erhöhten Mineralkortikoid-Konzentrationen und damit verbundenen Symptomen 

wie Bluthochdruck oder Hypokaliämie resultieren kann. Zwingend notwendig ist deshalb eine 

zusätzliche Gabe von Prednisolon oder Dexamethason.55, 56 

Interessanterweise wurde Abirateron als Inhibitor des Enzyms CYP17A1 entwickelt, zeigt 

jedoch – womöglich wegen seiner steroidalen Struktur – weitere Wirkmechanismen, die 

potenziell dazu beitragen könnten, den therapeutischen Benefit zu steigern. 

So bewirkt die Gabe von Abirateron nicht nur eine Inhibition des Enzyms 3-

Hydroxysteroiddehydrogenase, welches wie CYP17A1 bei der Androgensynthese fungiert, 

sondern weist zusätzlich einen kompetitiven Antagonismus am AR auf. 57 Dieser Effekt wird 

allerdings geringer als der von nicht-steroidalen Inhibitoren (Bicalutamid) beschrieben.58 

Hingegen darf nicht außer Acht gelassen werden, dass ca. ein Drittel aller Patienten mit 

CRPC primär eine Resistenz bei Gabe von Abirateron zeigt.34 
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Auch führt eine Behandlung mit Abirateron zur vermehrten Expression des AR und von 

ligandenunabhängigen Splice-Varianten des AR die mögliche Resistenzen erklären.59 

Zusätzlich induziert es Enzyme der Steroidsynthese, so u.a. auch die Bildung des Enzyms 

CYP17A1.54, 60 

Hier verdeutlicht sich die Komplexität und gleichzeitig vielfältige Wirkweise des Abiraterons, 

die offensichtlich nicht einzig auf der irreversiblen Inhibition von CYP17A1 und 

Androgensynthese beruht, sondern weitere molekulare Signalkaskaden beeinflussen dürfte. 

 

2.5 Transforming Growth Factor  (TGF-) 

 

Transforming Growth Factor  (TGF-) stellt einen zentralen autokrinen Regulator im 

Gewebe dar, der an der Steuerung zahlreicher zellulärer Signalkaskaden und Prozesse wie 

Zellzyklus, Apoptose und Proliferation beteiligt ist. Auch übt er durch Regulation von 

Zellmigration, Angiogenese sowie der Suppression einer Immunantwort Einfluss auf die 

Zellumgebung aus.30 Aus diesem Grund nimmt TGF- auch bei Proliferation und Progression 

des PCa eine wichtige Rolle ein. 

Alle drei Isoformen TGF- 1-3 werden gemeinsam mit dem „latency associated protein“ 

(LAP) als inaktiver Komplex sezerniert und zur extrazellulären Speicherung in der EZM 

durch das „latent TGF- binding protein“ (LTBP) gebunden.61 Gelöst aus diesem Komplex 

bindet TGF- als Dimer an seinen Rezeptor einen heterotetrameren Komplex aus 2 

transmembranären Rezeptortyrosinkinasen. Dabei fungiert die TGF- Rezeptoruntereinheit 2 

(TGF-R2)  als ligandenbindender Teil und die TGF- Rezeptoruntereinheit 1 (TGF-R1) als 

intrazellulärer Signalüberträger.62 Neben der MAPK (mitogen-activated protein kinases) oder 

der PI3K (phosphoinositol-3 kinase) werden vor allem die Proteine der Smad-Signalkaskade 

– Smad2 und Smad3 – durch TGF-R1 phosphoryliert.63 Diese gelangen als Komplex 

gemeinsam mit Smad4 in den Zellkern und werden dort transkriptionell aktiv (Abb. 1).64 So 

reguliert TGF- mit Hilfe der Smad-Signalkaskade die Expression zahlreicher Gene und 

steuert Zellzyklusarrest und Apoptose. Über die Smad-Proteine werden die Cyclin-dependent 

Kinase Inhibitoren p15 und p21 aktiviert und die Expression des Protoonkogens c-Myc 

inhibiert. So bewirkt TGF- Zellzyklusarrest sowie Apoptose und hat initial eine 

antiproliferative Wirkung auf epitheliale Zellen der Prostata.65, 66 

Jedoch werden Prostataepithelzellen im Verlauf des PCa resistent bzw. insensitiv gegenüber 

den antiproliferativen Wirkungen von TGF-. Zwar wird dessen Expression hochreguliert, 
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doch geht dies mit einem Verlust zellulärer TGF--Rezeptoren einher.67, 68 Zudem hat sich 

gezeigt, dass ein erhöhter TGF--Plasmaspiegel und eine schlechtere Prognose beim PCa 

miteinander korrelieren.69 Durch die Insensitivität der Tumorzellen gegenüber den 

wachstumshemmenden Eigenschaften des TGF- können dessen proonkogene Effekte so 

überwiegen,  dass Tumorprogression und Metastasierung gefördert werden.72 

Als proonkogener Effekt wird auch eine Interaktion der Smad-Proteine 3 und 4 mit der 

Androgensignalkaskade diskutiert. Durch diesen als „cross-talk“ bezeichneten Mechanismus 

übt TGF- in hormonabhängigen malignen Zellen potenziell einen wachstumsfördernden 

Einfluss aus bzw. seine antiproliferativen Signale werden reprimiert.70,71 Auch sein fördernder 

Einfluss auf Angiogenese und immunsuppressive Wirkung über Il-8 in der Tumorumgebung 

fördern Tumorprogression und Metastasierung.72  

So zeigen sich viele zelluläre Prozesse an denen TGF- maßgeblich beteiligt ist. Strittig ist 

jedoch, inwiefern diesen eine tumorfördernde bzw. –hemmende Wirkung zukommt. Umso 

interessanter ist es daher, deren Rolle bei Progression des PCa weiter zu entschlüsseln, 

insbesondere in fortgeschritteneren Tumorstadien und in Interaktion mit Chemotherapeutika. 

 

 

Abbildung 1: TGF- Signalweg über Smad-Proteine; Abbildung von Stope, M.B. aus „Transforming growth 
factor  in prostate cancer: cellular effects and basic molecular mechanisms“ 30. 
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2.6 Zielsetzung dieser Arbeit 

 

Bei Therapie und Progression des PCa sind sowohl Chemotherapeutika als auch TGF- von 

wesentlicher Bedeutung. Dies vor allem wegen Insensitivität gegenüber antipoliferativen 

Effekten von TGF- oder Resistenzen gegenüber einer Therapie mit  Chemotherapeutika, die 

entweder primär vorhanden sind, oder sich im Verlauf entwickeln. Um eine mögliche 

unterschiedliche Modulation im Verlauf aufzuzeigen wurden die hormonabhängigen LNCaP-

Zellen verwendet. Diese stellen ein androgensensitives Stadium des PCa dar.  Als Modell für 

das kastrationsresistente Stadium des PCa dienten PC-3-Zellen, die androgenunabhängiges 

Wachstum zeigen.  

So waren Ziele und Fragestellungen der vorliegenden Arbeit: 

 

• Welchen Einfluss übt TGF- auf die Proliferation der in unserem Zellkultursystem 

verwendeten Zelllinien LNCaP und PC-3 aus?  

• Wird die Expression von TGF- und einer TGF--Signalkaskade durch die 

Chemotherapeutika Abirateron, Cabazitaxel und Docetaxel moduliert?  

• Bestehen dabei Unterschiede im Hinblick auf den Status der Hormonabhängigkeit des 

PCa (LNCaP- und PC-3-Zellen)? 

• Sind mögliche Modulationen der Expression von TGF- und einer TGF--

Signalkaskade als Wirkmechanismus der Chemotherapeutika oder Resistenz 

einzuordnen? 
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3 Methoden 
 

3.1 Zellbiologische Methoden 

 

3.1.1 Zelllinien – Lagerung und Passagierung  

Für die Durchführung der Versuche wurden 2 immortalisierte PCa-Zelllinien verwendet. 

LNCaP- und PC-3-Zellen wurden in den 1970iger Jahren aus der Ethnie des Kaukasiers 

isoliert.  

Die aus Knochenmetastasen stammenden PC-3-Zellen zeigen weder eine Expression des AR, 

noch eine Sekretion von PSA. Ihr Wachstum ist unabhängig von Androgenen. In LNCaP-

Zellen ist die Expression des AR hingegen nachweisbar. Ihr Wachstum ist androgenabhängig. 

Sie stammen von Tumorzellen, die in supraklavikuläre Lymphknoten metastasiert sind.73 

Um beide Zellinien dauerhaft lagern zu können, erfolgte die Konservierung mittels 

Flüssigstickstoffs in Kyroröhrchen. Dafür wurden die Zellen beider Zellinien einer niedrigen 

Passage durch Trypsin aus einer 75 cm2 Zellkulturflasche gelöst und mit 3 ml Vollmedium 

resuspendiert. Darauf erfolgte eine Zentrifugation für 5 min bei 3000 U/min. Nach Verwerfen 

des Überstands wurde das Pellet in 3 ml Einfriermedium resuspendiert. Anschließend wurde 

die Zellzahl mittels CASY Modell TT System (Roche) bestimmt. 1,2 *  Zellen wurden in 

einem Kyrovat bei -80 °C tiefgekühlt und folgend in Flüssigstickstoff gelagert.  

Für eine Rekultivierung wurden die eingefrorenen Zellen auf 37 °C erwärmt und in 3 ml 

erwärmten Vollmedium resuspendiert. Es wurde bei 3000 U/min  für 5 min zentrifugiert, die 

Zellen des Pellet nach Verwerfen des Überstands erneut vereinzelt. Die Suspension von 3 ml 

Volumen wurde einer 75 cm2 Zellkulturflasche, in der 17 ml Vollmedium vorgelegt waren, 

zugegeben. Kultiviert wurden die ausgesäten Zellen bei 37 °C in 5 % CO2 gesättigter Luft. 

Die Passagierung von PC-3 und LNCaP-Zellen erfolgte bei Konfluenz des Zellrasenes 

zweimal pro Woche in 75 cm2 Zellkulturflaschen. 

Hierfür wurde das alte Medium abgesaugt, anschließend wurden 2 ml DPBS für ca. 30 sec. 

zugegeben. Nach Absaugen des DPBS wurden die Zellen mittels Trypsin/EDTA vom Boden 

der Zellkulturflasche gelöst. Die Inkubationszeit des Trypsins betrug 2-3 min, leichtes 

Klopfen erleichterte das Ablösen der Zellen vom Boden der Zellkulturflasche. Nach 

zusätzlicher Zugabe von 3 ml Vollmedium konnten die Zellen der Suspension durch 
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mehrfaches Resuspendieren vereinzelt werden.  Ein Teil des Volumens der Suspension wurde 

einer neuen Zellkulturflasche mit frischem Vollmedium zugegeben. Additiv ergab sich für 

den Anteil aus Zellsupension und frischem Vollmedium stets ein Volumen von 20 ml. PC-3-

Zellen wurden im Verhältnis 1:6 bzw. 1:8 umgesetzt, LNCaP-Zellen jeweils 1:3 bzw. 1:4. 

Das kleinere Umsatzverhältnis fand bei beiden Zelllinien Anwendung beim Kultivieren über 

vier Tage, das Größere über drei Tage.  

 

3.1.2 Zellzahlbestimmung mittels CASY Cell Counter + Analyser Model TT 

Das Gerät CASY Modell TT System Roche fand Anwendung bei Bestimmung der absoluten 

Zellzahl. Neben dieser Möglichkeit der quantitativen Messung erlaubt dieses Verfahren 

ebenso qualitative Aussagen zu machen, und bezüglich Zelltrümmern sowie zwischen toten 

und vitalen Zellen unterscheiden zu können. Möglich ist dies dadurch, dass unbeschädigte 

Zellen eine intakte Zellmembran besitzen. Ihr elektrischer Widerstand unterscheidet sich 

somit von dem toter Zellen, oder dem von Zellen mit beschädigter Zellmembran.  

Von der zu messenden Zellsuspension werden 100 μl zu 10 ml einer speziellen 

Elektrolytlösung (CASY Ton) zugegeben. Das Gerät rechnet somit mit einer 

Verdünnungsstufe von 1:100. Von dieser Lösung, bestehend aus Zellsuspension und CasyTon 

wird jeweils dreimal ein kleiner Anteil durch eine Messkapillare angesaugt. Beim Ansaugen 

wird um die Messkapillare durch 2 Elektroden ein elektrisches Feld erzeugt. Bei konstanter 

Fließgeschwindigkeit unterscheidet sich die elektrische Leitfähigkeit in Abhängigkeit von 

Zellzahl, Zellvolumen und Zelltrümmern in der Probe. Aus drei Messdurchgängen wird ein 

Durchschnittswert  der Anzahl lebender Zellen bestimmt. 

 

3.1.3 Behandlung mit Chemotherapeutika 

In den Versuchen kamen drei Chemotherapeutika zum Einsatz, welche bei der Therapie des 

PCa Anwendung finden. Dies waren Abirateron, sowie die Zytostatika Cabazitaxel und 

Docetaxel. 

Dimethylsulfoxid (DMSO) diente der Herstellung der jeweiligen Chemotherapeutika-

Stammlösungen. Aufbewahrt wurden sämtliche Stammlösungen, wie auch das DMSO bei -20 

°C. Die Konzentrationen der Stamm- und Gebrauchslösungen unterschieden sich bei PC-3- 

und LNCaP-Zellen (Tab. 1, Tab. 2). 
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Tabelle 1: Konzentration der Gebrauchslösungen 

 PC-3 LNCaP 

Abirateron 30μM 10μM 

Cabazitaxel 0,3nM 0,3nM 

Docetaxel 10nM 10nM 

 

Tabelle 2: Konzentration der Stammlösungen 

 PC-3 LNCaP 

Abirateron 30mM 10mM 

Cabazitaxel 1μM 1μM 

Docetaxel 10μM 10μM 

 

24 h vor Applikation von Chemotherapeutika oder DMSO in das Medium der Zellen erfolgte 

deren Aussaat in Schalen mit entweder 3,5 cm oder 10 cm Durchmesser. Die benötigte Menge 

der jeweiligen Chemotherapeutikum-Stammlösung wurde mit Vollmedium (RPMI+++) 

verdünnt, um die in Tab. 1 ersichtlichen Gebrauchskonzentrationen zu erhalten. Die 

Verdünnung betrug bei Abirateron und Docetaxel 1:1.000, bei Cabazitaxel 1:3.333. Mit den 

entsprechenden Volumina DMSO erfolgte die Behandlung der Zellen der Kontrollansätze. 

Für die mit DMSO inkubierten Kontrollansätze wurde im folgenden Ergebnisteil der Wert 1 

festgelegt. Die Wirkung der genannten Medikamente wurde dazu ins Verhältnis gesetzt. 

Somit ließen sich Aussagen zur relativen Wirkung von Abirateron, Cabazitaxel und Docetaxel 

auf PC-3- und LNCaP-Zellen machen. 

 

3.1.4 Behandlung mit TGF-1- und TGF-2-Peptid 

Sowohl TGF-1 (2 μg) als auch TGF-2 (1 μg) lagen in kristalliner Form vor und mussten für 

die Zugabe zu den ausgesäten Zellen in Suspension gebracht werden. Als Lösungsmittel 

diente 4 mM HCl 0,1 %ige BSA-Lösung.  

Vor Zugabe der Lösung wurden die Peptide zentrifugiert (1000 U/min, 1 min). Beide Peptid-

Stammlösungen hatten eine Konzentration von 10 μg/ml. Nach 1 h Schütteln bei 4 °C wurden 

die Lösungen zu je 25 μl in sterile 1,5 ml Eppendorfgefäße aliquotiert. Gelagert wurden die 

Stammlösungen der Peptide sowie die 4 mM HCl 0,1 %ige BSA-Lösung, deren Zugabe zum 

Kontrollansatz erfolgte bei -20 °C. In den Versuchen der TGF--Peptidinkubationen fand eine 
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Konzentration von 10 ng/ml - also eine 1:1.000 Verdünnung der Stammlösung - Anwendung. 

Die Verdünnung erfolgte mittels Vollmedium (RPMI+++). Vor Inkubation der Zellen wurden 

alle Stammlösungen bei Raumtemperatur aufgetaut. 

 

3.1.5 Transfektion mit Elektroporation 

Eine Transfektion ermöglicht das Einbringen fremder DNA in eukaryonte Zellen. Hierzu 

wurde zunächst konditioniertes Medium hergestellt, welches zu 80 % aus frischem 

Vollmedium (RPMI+++), und zu 20 % aus verbrauchtem Medium der jeweiligen Zelllinie 

bestand. 8,9 ml dieses konditionierten Mediums wurden in ein 15 ml Falcon gegeben.  

Die Ernte der Zellen aus der Zellkulturflasche erfolgte wie bei der Passagierung der Zelllinie. 

Darauf wurde mit CASY Modell TT System Roche die Zellzahl bestimmt. Pro Transfektion 

wurden 3,5 Millionen Zellen benötigt. Diese wurden in ein weiteres 15 ml Falcon gegeben 

und bei 1000 U/min für 5 min zentrifugiert. Nach Absaugen des Überstands wurde das 

verbliebene Pellet mit 1ml DPBS resuspendiert, darauf erneut bei 1000 U/min für 5 min 

zentrifugiert. Das DPBS wurde abgesaugt, das Zellpellet mit 500 μl Elektroporationspuffer 

resuspendiert und 15 μg DNA des zu transfizierenden Vektors zugegeben. Dieses Gemisch 

wurde in eine Elektroporationsküvette gegeben und elektroporiert (PC-3-Zellen: 300 V und 

1500 μF; LNCaP-Zellen: 250 V und 1600 μF). Unmittelbar nach der Elektroporation wurde 

500 μl erwärmtes FCS (37 °C) hinzu pipettiert. Mittels einer Pasteurpipette wurde diese 

Zellsuspension den 8,9 ml konditionierten Medium im 15 ml Falcon zugegeben. Nach 

erneuter Resuspendierung der Zellen im konditionierten Medium wurden 1,5 ml dieser 

Suspension pro 3,5 cm Schale ausgesät und bei 37 °C und 5 % CO2 für 24 h, 48 h, 72 h, 96 h 

und 120 h im Brutschrank inkubiert. 

 

3.1.6 Ernte der Zellen aus 3,5cm- und 10cm-Schalen, sowie 24 Well-Platte 

Die Ernte der transfizierten PC-3- und LNCaP-Zellen aus 3,5 cm-Schalen erfolgte mittels 

DPBS. Dieses wurde dreimal mit einem jeweiligen Volumen von 400 μl zugegeben. Nach 

Abschaben der Zellen, wurden diese in sterile 1,5 ml Eppendorfgefäße pipettiert und die 

Zellzahl durch CASY Modell TT System (Roche) bestimmt. 

Im 24-Well wurde initial mit 200 μl Trypsin/EDTA für 2-3 min inkubiert. Nach mehrfachem 

Resuspendieren wurde die Zellsuspension in sterile 1,5 ml Eppendorfgefäße pipettiert. Die 

anschließende zweimalige Gabe von jeweils 300 μl DPBS wurde ebenfalls in das 

Eppendorfgefäß überführt und die Zellzahl bestimmt. 
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Die in 10 cm-Schalen gewachsenen Zellen wurden mit zweimaliger Zugabe von 1 ml DPBS 

und Zellschaber geerntet. Überführt wurden die Zellen in sterile 2 ml Eppis, und folgend bei  

3 rcf für 5 min zentrifugiert. Je nach Größe des Pellet wurden nach Absaugen des Überstands 

ca. 100 μl RIPA-Lysepuffer hinzugegeben, die entstandene Suspension, bis zum 

„Aufschließen“ durch den Ultraschallprozessor bei -20 °C gelagert. 

 

3.2 Biochemische Methoden 

 

3.2.1 Proteinisolierung 

Um das Gesamtprotein der mit RIPA-Lysepuffer versehenen Proben zu extrahieren, wurden 

diese durch Ultraschall aufgeschlossen. Dies erfolgte bei einer Stoßzahl von 30, bei 0,3 

Zyklen und einer Amplitude von 40 %. Sämtliche Proben wurden während der Prozedur auf 

Eis gelagert. 

 

3.2.2 Proteinbestimmung nach Bradford 

Ziel der Proteinbestimmung nach Bradford ist es die Konzentration der einzelnen 

Proteinproben zu bestimmen, um bei einer SDS-Gelelektrophorese gleiche Mengen an 

Proteinen auftragen zu können. Essentiell ist die Bindung des Farbstoffes Coomassie Brilliant 

Blue G250 an Proteine, sein Absorptionsmaximum verschiebt sich dabei auf 595 nm. Dies 

erfordert eine Inkubationszeit von 5min. Bei der Wellenlänge von 595 nm misst das Gerät 

NanoDrop 2000 die jeweilige Extinktion der Proteinproben. Je höher die Absorption, desto 

höher auch die Proteinkonzentration der Proben. Die Extinktion der Proben wird in Bezug zur 

Extinktion einer Eichreihe aus definierten in H2O gelösten BSA-Standards gesetzt, anhand 

dieser kann die Konzentration bestimmt werden. Gleiche Mengen an Protein wurden 

zusammen mit Aqua bidest. und 5*Proteinladepuffer in 1,5 ml Eppendorfgefäße überführt. 

Vor einer SDS-Polyacrylamidgel-Elektrophorse wurden die Proteine 5 min bei 95 °C 

denaturiert, 2 min auf Eis gelagert und darauf für 30 sec. bei 1000 U/min zentrifugiert. Das 

Zentrifugieren diente dem Sammeln der gesamten Proteinprobe am Grund des 1,5 ml 

Eppendorfgefäßes. 
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3.2.3 SDS-Gelelektrophorese 

Durch eine SDS-Gelelektrophorese können Proteine aufgrund ihres unterschiedlichen 

Molekulargewichts voneinander getrennt werden. Durch Komplexbildung mit 

Natriumdodecylsulfat bekommen alle Proteine eine negative Gesamtladung. Eine 

Auftrennung ist möglich, da kleinere Proteine das Gel schneller durchlaufen als größere.  

Die Gele wurden zwischen 2 Glasplatten gegossen, und waren aus einem 10 %igen Trenngel 

(prozentualer Acrylamid-Anteil), sowie einem Sammelgel zusammengesetzt (Tab. 3). 

 

Tabelle 3: Zusammensetzung eines SDS-Polyacrylamidgels 

Komponente Trenngel (10 %) Sammelgel 

A. bidest 2,4 ml 2,1 ml 

Trenngelpuffer 1,5 ml     - 

Sammelgelpuffer     - 375 μl 

Rotiphorse® Gel 30 2 ml 500 μl 

10 % SDS 60 μl 30 μl 

10 % APS 60 μl 30 μl 

TEMED 6 μl 3 μl 

  

 

Die Glasplatten wurden in die Gelelektrophoreseapparatur eingespannt, diese wurde darauf 

mit 1*SDS-Laufpuffer befüllt. 

Die Proteinproben wurden in die vorgesehenen Taschen im Sammelgel pipettiert. Zusätzlich 

wurde in eine Sammeltasche pro Gel 4 μl eines Proteinmarkers aufgetragen. Dies diente als 

Größenstandard für die vertikal zur Anode laufenden Proteine. Ihre Auftrennung erfolgte 

zwischen 80 V-140 V und nahm ca. 90 min bis 120 min in Anspruch. 

3.2.4 WesternBlot 

Ein WesternBlot erfolgt im Anschluss an eine SDS-Gelelektrophorese und dient der 

Darstellung von Proteinbanden mittels Antikörper. Diese können spezifisch an diese Banden 

binden. Dafür wurde zunächst das Gel aus den Glasplatten gelöst, und das Sammelgel am 

oberen Teil abgetrennt. Das verbliebene Trenngel wurde in der Blotapparatur zwischen 

Nitrozellulose-Membran und Filterpapieren gelagert, nachdem diese vorher in Transferpuffer 
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feucht gehalten wurden. Vor dem Blotten wurden überschüssige Flüssigkeit und mögliche 

Luftblasen im Gel-Membran-Sandwich durch Abrollen eines 50 ml Falcons entfernt. 

Die Reihenfolge des Gel-Membran-Sandwichs sah dabei von Anode zu Kathode wie folgt 

aus: 4 Filtermembranen, 1 Nitrozellulosemembran, Polyacrylamidgel, 4 Filtermembranen. 

Durch den Stromfluss von Kathode zu Anode wurden die im Polyacrylamidgel gelaufenen 

und negativ geladenen Proteine auf die Nitrozellulosemembran übertragen. Das Blotten nahm 

bei 0,06 A pro Membran 1 h Zeit in Anspruch. 

Um zu schauen, ob eine Proteinübertragung von Polyacrylamidgel auf 

Nitrozellulosemembran erfolgt war, wurde nach dem Blotten für 3 min mit Ponceau S 

inkubiert. Danach wurde zweimal mit A. bidest und einmal mit 1*TBS-T gewaschen. Mittels 

1*Rotiblock-Lösung wurde vor Zugabe des Primärantikörpers für 1 h inkubiert. Die 

Inkubation mit Primärantikörper, der in Antikörperlösung verdünnt wurde, erfolgte bei 4 °C 

auf einem Schüttler über Nacht. 

Am folgenden Tag wurde die Membran dreimal für 5 min mit 1*TBS-T gewaschen und 

anschließend für 1 h mit Sekundärantikörper (in 1:5.000 Verdünnung) inkubiert, welcher in 

1*Rotiblockierlösung gelöst war. Nach erneutem Waschen mit 1*TBS-T, wurde 

Detektionslösung auf die Membran gegeben, sodass sich durch deren Reaktion mit einem 

Enzym, das der Sekundärantikörper gebunden hatte, ein Lichtsignal detektieren ließ. Pro 

Membran wurden 2 ml Solution A, 600 μl Solution B und 0,6 μl Meerrettichperoxidase 

verwendet. Die Detektion der Lichtsignale der Proteinbanden erfolgte mittels ChemiDoc 

XRS+, eine Quantifizierung  ermöglichte die Software Image Lab Software Version 3.0.. 

 

3.3 Molekularbiologische Methoden 

 

3.3.1 Zellernte mittels TriFAST und Präparation von RNA 

Bei der Ernte mit TriFAST zur Gewinnung der RNA wurden die Zellen nach Absaugen des 

Mediums für 5 min mit 3 ml 1*PBS pro 3,5 cm Schale gewaschen. Danach wurden pro 

Schale 500 μl TriFast hinzugegeben, und für 5 min inkubiert. Hierdurch sowie durch Schaben 

mit der Pipettenspitze lösten sich die Zellen vom Schalenboden. Die Suspension aus Zellen 

und TriFast wurde nach 10-15* Auf- und Abpipettieren anschließend in 1,5 ml 

Eppendorfgefäße überführt. 

Zugegeben wurden im Anschluss 50 μl 1-Bromo-3-Chloropropan. Diese Suspension wurde 

vor einer Inkubationszeit von 5 min, auf einem Vortexer für 15 sec. gemischt.  



 26 

Nach Zentrifugation für 15 min bei 12.000 U/min und 4 °C war eine Auftrennung in eine 

untere organische Proteinphase, eine mittlere weißliche DNA-Phase und eine oben liegende 

wässrige RNA-Phase zu erkennen. Diese wurde entnommen und in ein neues 1,5 ml 

Eppendorfgefäß gegeben. 250 μl Isopropanol wurden hinzupipettiert, es wurde invertiert und 

die Proben für 10 min bei Raumtemperatur inkubiert. Nach erneuter Zentrifugation für 10 min 

bei 12.000 U/min und 4 °C wurde der Überstand abgesaugt und das verbliebene RNA-Pellet 

mit 500 μl 75 % Ethanol gewaschen. Dem folgte eine fünfminütige Zentrifugation bei 4 °C 

und 7.500 U/min. Nachdem der Überstand verworfen war, wurde das RNA-Pellet je nach 

Größe zur Entfernung des Alkohols für ca. 5-10 min luftgetrocknet und anschließend in 

DEPC-Wasser gelöst. Pro Pellet wurden 32 μl DEPC-Wasser hinzugegeben und mehrfach 

resuspendiert.  

Durch das Gerät NanoDrop 2.000 konnte die Konzentration der RNA in den einzelnen Proben 

bestimmt werden. Als Referenzwert galt dabei reines DEPC-Wasser. Die Proben konnten 

umgehend revers transkribiert oder bei -20 °C gelagert werden. 

 

3.3.2 Reverse Transkription 

Dieses Verfahren ermöglicht es, durch eine RNA-abhängige DNA-Polymerase RNA in 

komplementäre DNA (cDNA) umzuschreiben. Mittels dieser kann folgend die Genexpression 

untersucht werden. In diesem Fall der Transkription wird der Begriff revers verwendet, da 

nicht wie sonst üblich DNA in RNA transkribiert wird. 

Für ein Umschreiben der RNA in cDNA wurde von jeder RNA-Probe 1 μg benötigt. Dem 1 

ug RNA wurden im ersten Schritt 1 μl Oligo-dT-Primer und RNAse-freies Wasser zum 

Auffüllen auf 13,7 μl hinzugegeben. Durch Denaturierung der RNA bei 65 °C  für 5 min wird 

die Sekundärstruktur aufgehoben, die RNA-Stränge liegen dann linear in ihrer Primärstruktur 

vor. Da lediglich mRNA-Stränge einen Poly-A-Schwanz besitzen, wird durch Anlagerung des 

Oligo-dT-Primers sichergestellt, dass nur mRNA in cDNA umgeschrieben wird.  

Danach wurde den Proben 6,3 μl Mastermix zugegeben. Dieser bestand aus 4 μl 

5*Reaktionspuffer, 1 μl dNTP-Mix 10 mM (alle DNA-Basen enthaltend), 0,5 μl RiboLock 40 

u/μl und 0,8 μl M-MLV Reverse Transkriptase 200 u/μl. Jede Probe hatte nun ein Volumen 

von 20 μl. Die cDNA-Synthese erfolgt in 1 h bei 42 °C. Die anschließende zehnminütige 

Inkubation bei 72 °C inaktiviert die reverse Transkriptase. Die cDNA-Proben wurden 

unverdünnt bis zur weiteren Analyse der Genexpression bei -20 °C gelagert. 
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3.3.3 Real-Time PCR 

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) ermöglicht es kleinste Mengen an DNA in vitro stark 

zu vermehren. Die Amplifikation der DNA erfolgt dabei exponentiell. Dies basiert auf einem 

sich wiederholenden Zyklus, der in drei Teilschritte unterteilt wird, bestehend aus 

Denaturierung, Annealing (Hybridisierung) und Elongation (Verlängerung).  

Während der Denaturierung werden die komplementären Stränge der cDNA bei 95 °C 

aufgetrennt. Wegen der hohen Temperatur ist es wichtig, eine hitzestabile DNA-Polymerase 

(Taq-Polymerase) zu verwenden. Beim Vorgang des Annealing (Hybridisierung) binden die 

jeweiligen Primer spezifisch an die in Einzelsträngen vorliegende DNA. Somit kann die 

DNA-Polymerase vom 3´-Ende des Primers beginnend einen neuen Molekülstrang 

synthetisieren. Die Durchführung der Real-Time PCR erfolgte nach dem SYBR-Protokoll.  

Bei einer quantitativen rtPCR kann zusätzlich zum Nachweis der DNA auch die genaue 

ursprüngliche DNA-Menge in der Probe errechnet werden. Im Falle der Real-Time PCR ist 

die Bestimmung der amplifizierten DNA-Menge nach jedem durchlaufenen Zyklus möglich. 

Dies erlaubt, Rückschlüsse auf die in der Probe enthaltene Menge an mRNA zu ziehen. 

Nach Vorlegen von 1 μl unverdünnter cDNA wurden anschließend 19 μl des Mastermixes in 

die jeweiligen Wells der 96-Wellplatte gegeben. Zur Fehlerminimierung wurde jede Probe 

doppelt pipettiert (Tab. 4). 

Der Farbstoff SYBR Green (im Sensimix enthalten) lagert sich zwischen die amplifizierte 

doppelsträngige DNA. Dieser Farbstoff fluoresziert wenn er mit Licht angeregt wird. Die 

Zunahme der Fluorreszenz von SYBR Green ist proportional zur Zunahme der amplifizierten 

DNA im Laufe der PCR. 

Es erfolgte eine relative Quantifizierung der Genexpression der untersuchten Targets (TGF-

1, TGF-2, TGF-R2). Deren Expression wurde in Bezug zu der des Referenztranskripts 

Ribosomales Protein, large P0 (RPLP0) gesetzt. Die Genexpression der DMSO behandelten 

Ansätze wurde gleich 1 gesetzt, die der wirkstoffinkubierten Ansätze dazu relativ in Bezug 

gesetzt. Hierzu wurde die Software CFX Manager 2.0. (Bio-Rad) verwendet. 

 

Tabelle 4: Pipettierschema Real Time PCR pro Well 

cDNA Primer FOR Primer REV mPor H2O SYBR Sensimix 

1 μl 1 μl 1 μl 7 μl 13 μl 
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3.4 Materialien 

 

3.4.1 Geräte + Verbrauchsmaterialien 

 

Gerät/Material       Hersteller 

15 ml Röhrchen Sarstedt, Nümbrecht 

50 ml Falcon® BD Biosciences, 

Heidelberg 

CASY® Cell Counter Analyzer Modell TT                             Roche Innovatis AG, 

Reutlingen     

CASY – Cups  Roche Innovatis AG, 

Reutlingen 

CFX 96™ Real-Time-PCR Detection System                                  Bio-Rad, München       

ChemiDoc XRS+ System Bio-Rad, München  

Eppendorf-Reaktionsgefäße (0,5 ml, 1,5 ml, 2 ml) Sarstedt, Nümbrecht 

Filterpapier Whatman, Dassel 

Filterspitzen SafeSeal Tips Professional Biozym Scientific, 

Hessisch Oldendorf  

Glaspasteurpipetten (1 ml-25 ml) Sarstedt, Nümbrecht 

Heizblock QBT 1 CLF Laborgeräte 

Infinite® 200 PRO NanoQuant Tecan Group Ltd., 

Männedorf 

Klebefolie für 96-Wellplate Biozym, Wien, Österreich 

Kyroröhrchen Sarstedt, Nümbrecht 

Magnetrührer Magnetic Stirrer R 1000 Carl Roth, Karlsruhe 

Nitrilhandschuhe Micro-Touch® Nitra-Tex® Ansell Healthcare, Brüssel, 

Belgien 

Nitrozellulosemembran PROTEAN® Whatman, Dassel 

pH-Meter Denver Instruments, 

Göttingen 

Pipettensatz, 0,5 μl -  1000 μl    BioHit, Rosbach 

Pipettenspitzen Sarstedt, Nümbrecht 

Reinstwasseranlage Milli-Q® Millipore, Billerica, USA 

Rotilabo®-Mikrozentrifuge Carl Roth, Karlsruhe 
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Schüttler Vibramax 100 Heidolph Instruments, 

Schwabach 

SDS-Page Glassplatten (8*8 cm) Bio-Rad, München 

Spektralphotometer Nano-Drop 2000c Thermo Scientific, 

Wilmington, USA 

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

Ultraschallgerät Hielscher Ultrasonics 

GmbH, Teltow 

Waage KERN & Sohn, Balingen-

Frommern 

Wasserbad W14 Grant Instruments, 

Cambridge, Großbritannien 

Zellkulturflasche 75 cm Sarstedt, Nümbrecht 

Zellkulturschalen 3,5 cm, 10 cm Sarstedt, Nümbrecht 

Zellschaber TPP Techno Plastic 

Products AG, Trasadingen, 

Schweiz 

Zentrifuge Centifuge 5415R Eppendorf, Hamburg 

 

3.4.2 Chemikalien 

 

Chemikalie Hersteller 

1-Brom-3-Chloropropan Sigma-Aldrich, München 

2-Mercaptoethanol Carl Roth, Karlsruhe 

Abirateron Jansen – Cilag GmbH, 

Neuss 

Bromphenolblau Freinchemie Kallies KG, 

Sebnitz 

Cabazitaxel Sanofi-Aventis, Frankfurt-

Höchst 

Calciumchlorid Merck, Darmstadt 

Complete™ Mini, EDTA-frei Roche Diagnostics, 

Mannheim 

Coomassie® Brilliant Blue G 250 Fluka, Buchs, Schweiz 
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DEPC Carl Roth, Karlsruhe 

DMSO Carl Roth, Karlsruhe 

Docetaxel Sigma Aldrich, München 

EDTA Dinatriumsalz Dihydrat Carl Roth, Karlsruhe 

Essigsäure Carl Roth, Karlsruhe 

Ethanol Carl Roth, Karlsruhe 

Glycerol Carl Roth, Karlsruhe 

Glycerol-2-Phosphat Sigma-Aldrich, München 

Glycin Carl Roth, Karlsruhe 

Harnstoff Carl Roth, Karlsruhe 

Isopropanol Carl Roth, Karlsruhe 

Kaliumacetat Carl Roth, Karlsruhe 

Kaliumchlorid Ferak, Berlin 

Luminol Natriumsalz Sigma-Aldrich, Steinheim 

Methanol Carl Roth, Karlsruhe 

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 

SDS SERVA Electrophoresis, 

Heidelberg 

TEMED Carl Roth, Karlsruhe 

Thioharnstoff Merck, Darmstadt 

Trichloressigsäure Carl Roth, Karlsruhe 

Tris Carl Roth, Karlsruhe 

Triton® X-100 Ferak, Berlin 

Tween® 20 Sigma-Aldrich, Steinheim 
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3.4.3 Puffer und Lösungen 

Sofern nicht anders angegeben, wurden sämtliche Lösungen in A. bidest angesetzt. 

 

Lösung                                                                                 Komponenten 

4 mM HCl 0,1 %ige BSA-Lösung                                        4 mM 37 % HCl 

0,1 % BSA 

10 % SDS                                                                             10 % w/v SDS-Pellets 

10* Laufpufferlösung                                                           192 mM Glycin 

24,8 mM Tris 

pH 8,3 

1* SDS-Laufpuffer                                                               10 % v/v 10*Laufpufferlösung 

0,1 % v/v 10 % SDS 

10* PBS       1,37 M NaCl 

26,8 mM KCl  

101,1 mM Na2HPO4*2H2O  

17,6 mM K2HPO4 

        pH 7,4 

10* TBS       0,2 M Tris   

1,5 M NaCl  

pH 7,6 

TBS-T        10 % v/v 10* TBS 

0,1 % v/v Tween 20® 

5* Proteinladepuffer      156 mM Tris, pH 6,8 

25 % v/v Glycerol 

5 % v/v SDS 

12,5 % v/v -Mercaptoethanol 

0,2 % w/v Bromphenolblau 

Antikörperlösung      5 % w/v BSA 

        10 % v/v 10* TBS 

        0,001 v/v Tween-20 

Blockierlösung    10 % v/v Rotiblock  

10* Konzentrat 
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Bradford-Reagenz                                                     10 % w/v Coomassie®  

Brilliant Blue G250 

       5 % v/v Ethanol 

       8,5 % v/v Hydrogenphosphat 

BSA-Standard in A. bidest    100 % w/v BSA 

CASY Ton      0,9 % NaCl 

       0,1 mM EDTA 

       pH 8,0 

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 

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 

       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 10* Laufpufferlösung 

Trenngelpuffer     1,5 mM Tris, pH 8,8 
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3.4.4 Kommerzielle Lösungen / Kits 

 

Produkt      Hersteller 

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

peqGOLD TriFast™     Peqlab, Erlangen 

Roti®-Block 10* Konzentrat    Carl Roth, Karlsruhe 

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

Sensimix™ SYBR Hi-ROX    Bioline, Luckenwalde 

3.4.5 Antikörper 

Tabelle 5: Verwendete Antikörper 

Antigen Art.-Nr./ 

Hersteller 

Gebrauchs- 

verdünnung 

α Smad3 Zymed, San 

Francisco, USA 

1:500 

α Smad 4 Zymed, San 

Francisco, USA 

1:500 

α TGFR1 Sc 398 / 399 

SantaCruz 

Dallas, USA 

1:2000 

α TGFR2 Sc 1700 / 220 

SantaCruz 

Dallas, USA 

1:200 

α GAPDH #2118L Lot. 8 

Cell Signaling, 

Danvers, USA 

1:10000 

goat α Rabbit 

HRP-linked 

7074 S Lot25 

Cell Signaling 

Danvers, USA 

1:5000 

horse α Mouse 

HRP-linked  

7076 S Lot 27 

Cell Signaling, 

Danvers, USA  

1:5000 
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3.4.6 Enzyme 

 

Produkt      Hersteller 

dNTP-Mix 10 mM     Fermentas, St. Leon-Rot 

M-MLV Reverse Transkriptase   Promega, Mannheim 

RiboLock™ RNase Inhibitor    Fermentas, St. Leon-Rot 

Reaktionspuffer 5*     Promega, Mannheim 

 

3.4.7 Vektoren & Peptide 

 

Vektor / Peptid     Hersteller 

pcDNA3.1      Invitrogen, Darmstadt 

pcDNA3.1 TGF-  1     Vektor erhalten von Knabbe, C.74 

pcDNA3 Smad3flag     Vektor erhalten von Knabbe, C.75 

         

Recombinant Human TGF-1   PeproTech, USA 

Recombinant Human TGF-2   PeproTech, USA 

 

3.4.8 Primer 

 

Primer für rtPCR  Sequenz 

TGF- 1 FOR   5´ GCCCTGGACACCAACTATTG 3´ 

TGF- 1 REV   5´ CGTGTCCAGGCTCCAAATG 3´ 

TGF- 2 FOR   5´ATGCGGCCTATTGCTTTAGA 3´ 

TGF- 2 REV   5´ CAAGCATCATCGTTGTCCTC 3´ 

TGF-R2 FOR  5´ TCACCTCCACAGTGATCACACTC 3´ 

TGF-R2 REV  5´ TCGGTCTGCTTGAAGGACTC 3´ 

RPLP0 FOR   5´ CAATGGCAGCATCTACAACC 3´ 

RPLP0 REV   5´ ACTCTTCCTTGGCTTCAACC 3´ 
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3.4.9 Zelllinien 

 

Zelllinie      Hersteller 

PC-3 American Type Culture Collection, 

Manassas, USA  

LNCaP American Type Culture Collection, 

Manassas, USA 

3.4.10 Software 

 

Software Produzent 

CFX Manager™ Software 2.0 Bio-Rad Laboratories, München 

Image Lab 3.0 Bio-Rad Laboratories, München 

i-control 1.9 Tecan, Österreich 

3.4.11 Medien und Zusätze Zellkultur 

 

Produkt Hersteller/Zusammensetzung 

Trypsin-EDTA (10*) PAN Biotech, Aidenbach 

0,5/0,2 % in PBS 

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

 in DPBS 

Einfriermedium 70 % v/v RPMI 1640 mit Phenolrot 

 20 % v/v FCS 

 10 % v/v DMSO 

Fetales Rinderserum (FCS) Invitrogen, Darmstadt 

Penicillin/Streptomycin PAN Biotech, Aidenbach 

10000 U/ml Penicillin 

10 mg/ml Streptomycin 

Natriumpyruvat PAN Biotech, Aidenbach 

RPMI 1640 mit Phenolrot PAN Biotech, Aidenbach 

Vollmedium (RPMI +++) RPMI 1640 mit Phenolrot 

 1 % Penicillin/Streptomycin (+) 

 1 % Pyruvat (+) 

 10 % FCS (+)
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4 Ergebnisse 

 

4.1 Proliferation von PC-3– und LNCaP-Zellen nach Überexpression von  

TGF- 1 

   
Um zu untersuchen, inwiefern zytostatische (Cabazitaxel und Docetaxel) und antiandrogene 

Therapien (Abirateron) die Expression von TGF- und den Proteinen der TGF- - 

Signalkaskade in PCa-Zellen beeinflussen, wurde zunächst der Effekt von TGF- auf die für 

die Inkubationsversuche verwendeten PC-3- und LNCaP-Zellen betrachtet.  

Die Zellen des Kontrollansatzes wurden mit dem Leervektor pcDNA3.1 transfiziert. Die 

Überexpression von TGF-1 wurde durch Transfektion des Konstrukts pcDNA3.1 TGF-1 

bewirkt. 

Die Zellen im Kontrollansatz zeigten ein vielfach geringeres TGF-1 mRNA – Level als die 

pcDNA3.1 TGF-1 transfizierten Zellen (Abb. 2C, D). Der Nachweis der TGF-1 

Überexpression erfolgte auf mRNA – Ebene, da TGF-1 wegen seines geringen 

Molekulargewichts mittels WesternBlot nur schwierig quantifizierbar ist und alternative 

Nachweismethoden, z.B. ELISA, im Labor nicht etabliert sind.  

Resultat der Überexpression von pcDNA 3.1 TGF-1 in PC-3 Zellen - verglichen mit den 

Kontroll-Zellen - war ein vermindertes Zellwachstum,  das nach 48 h und 72 h statistisch 

signifikante Unterschiede zeigte (48 h: 1,57× , p0,01; 72 h: 2,25× , p 0,05).  

Die Unterschiede waren zu anderen Zeitpunkten nicht signifikant, doch TGF-1 

überexprimierende PC-3 Zellen zeigten auch zu diesen stets eine in der Tendenz geringere 

Zellzahl (Abb. 2A). Eine Überexpression von TGF-1 wirkte sich somit  antiproliferativ auf 

PC-3- Zellen aus.  

Bei LNCaP Zellen hatte eine Transfektion mit pcDNA3.1 TGF-1 ebenfalls einen geringen 

antiproliferativen Effekt. Dieser trat 72 h nach durchgeführter Transfektion deutlicher hervor, 

erwies sich aufgrund einer hohen Standardabweichung aber nicht als signifikant. Jedoch lag 

die absolute Zellzahl des Kontrollansatzes stets über der der TGF- 1 überexprimierenden 

LNCaP-Zellen (Abb. 2B). 
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Abbildung 2: Überexpression von TGF-1 in PC-3- und LNCaP-Zellen.  

(A) Die Überexpression von TGF-1 führte in PC-3-Zellen zu einem antiproliferativen Effekt. Dieser  zeigte 

im T-Test statistische Signifikanz bei den nach 48 h (p0,01) bzw. 72 h (p 0,05) gemessenen Werten. 

(B) Die Überexpression von TGF-1 hatte auf LNCaP-Zellen einen antiproliferativen Effekt. Deutlich 

unterschieden sich die absoluten Zellzahlen nach 96 h und 120 h. 

(C)  mRNA-Level der mit pcDNA3.1 TGF-1 transfizierten PC-3-Zellen. Die Darstellung erfolgte relativ 

zum Level der mit pcDNA3.1 transfizierten Zellen des Kontrollansatzes. Dieser wurde gleich 1 gesetzt 

und ist nicht dargestellt. 

(D) mRNA-Level der mit pcDNA3.1 TGF-1 transfizierten LNCaP-Zellen. Die Darstellung erfolgte relativ 

zum Level der mit pcDNA3.1 transfizierten Zellen des Kontrollansatzes. Dieser wurde gleich 1 gesetzt 

und ist nicht dargestellt. 

 

Ausgewertet wurden mindestens 3 unabhängige Experimente, dargestellt sind jeweils die 

Durchschnittswerte mit Standardabweichung. Signifikanz wurde mittels T-Test bestimmt.    
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4.2 Proliferation von PC-3- und LNCaP-Zellen nach Inkubation mit TGF-

1 + TGF-2 Peptid 

 

Zur Bestätigung der TGF-1-Überexpressionsversuche nach Transfektion und zur 

Unterscheidung der Effekte von TGF-1 und TGF-2 wurden PC-3– und LNCaP- Zellen 

über 240 h bzw. 192 h  mit den Peptiden TGF-1 + TGF-2 inkubiert. TGF--Peptid wurde 

im Abstand von 48 h in einer Konzentration von 10 ng/ml zugegeben. Bei PC-3 Zellen 

erfolgte dies wegen des raschen Zellwachstums mit einem Mediumwechsel. Als 

Kontrollansatz diente die Zugabe von 4 mM HCl 0,1 %-iger BSA-Lösung, die ebenfalls im 

Abstand von 48 h erfolgte. 

Mit TGF-1 und TGF-2 Peptiden inkubierte PC-3 Zellen zeigten über die gesamte 

Inkubationszeit einen vergleichbaren Wachstumsverlauf. Bis zu 96 h war kein Unterschied 

zum Wachstum der PC-3 Zellen im Kontrollansatz ersichtlich.  Ein antiproliferativer Effekt 

mit statistisch signifikanten Unterschieden war nach 144 h sowohl bei TGF-1- (1,2×  

p 0,05) als auch bei TGF-2 – Inkubation (1,6× ; p 0,05) zu erkennen. Dies zeigte der 

Vergleich mit dem Kontrollansatz (2,5× ).  

Auch nach 192 h und 240 h zeigte sich bei PC-3-Zellen ein antiproliferativer Effekt mit 

statistisch signifikanten Unterschieden durch TGF-1 - (192 h: p 0,05; 240 h: p 0,01) und 

TGF-2 – Peptidinkubation (192 h: p0,05; 240 h: p 0,05) (Abb. 3A). 

Keinen antiproliferativen Effekt zeigten die TGF--Peptidinkubationen bei LNCaP-Zellen. 

Ein 240 h – Wert konnte wegen abgestorbener Zellen in allen Ansätzen nicht erhoben werden.  

Bei LNCaP-Zellen zeigten die drei Wachstumskurven einen deckungsgleichen Verlauf. 

Lediglich nach 192 h lag die absolute Zellzahl der TGF-1 inkubierten LNCaP-Zellen 

deutlich über der des Kontrollansatzes. Dieser Unterschied erwies sich jedoch nicht als 

signifikant.  Die Standardabweichung war zu diesem Zeitpunkt beträchtlich (Abb. 3B) 
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Abbildung 3: Einfluss von TGF- 1 & 2 Peptid auf PC-3- und LNCaP-Zellen 

PC-3-Zellen (A) und LNCaP-Zellen (B) wurden über den angegebenen Zeitraum mit 4 mM HCl 0,1% BSA 

Lösung, + TGF-1, + TGF-2 inkubiert. Die Behandlung zeigte bei PC-3-Zellen nach 96 h sowohl für TGF-1 

als auch TGF-2 einen antiproliferativen Effekt. Dieser Effekt konnte bei LNCaP-Zellen nicht festgestellt 

werden. Ausgewertet wurden mindestens 3 unabhängige Experimente, dargestellt sind jeweils die 

Durchschnittswerte mit Standardabweichung. Signifikanz wurde mittels T-Test bestimmt. 

 

 

4.3 Regulation der TGF--Signalkaskade durch Chemotherapeutika 

 

Mittels qRT-PCR wurde untersucht, inwiefern Abirateron und zytostatische Wirkstoffe die 

Expressionslevel von TGF- 1 & 2  sowie TGF-R2 auf mRNA-Ebene modulieren (Abb. 4).  

Die Darstellung  des Vergleichs der mRNA-Level der mit Wirkstoff behandelten Zellansätze 

erfolgte relativ zu den mit DMSO inkubierten Zellen, deren mRNA-Level gleich 1 gesetzt 

wurde. 

Unter Einfluss von Abirateron und Cabazitaxel zeigten PC-3-Zellen zu keinem der 

untersuchten Zeitpunkte (24 h, 48 h und 72 h) wesentliche Änderungen ihrer relativen TGF-

1 mRNA. Unter der Exposition von Docetaxel hingegen wiesen PC-3-Zellen durchweg eine 

Induktion von TGF-1 auf mRNA-Ebene auf. Diese zeigte teils Signifikanz (24 h: p 0,05) 

und erwies sich nach 24 h und 72 h als ca. doppelt so hoch wie die relative Expression von 

TGF-1 bei den mit DMSO inkubierten PC-3-Zellen (Abb. 4A). 
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Die Behandlung von PC-3 Zellen mit Abirateron führte zu einer signifikanten Repression des 

TGF-2 mRNA Levels nach 24 h (p0,05). Anhaltend war diese Repression nicht, was die 

nachfolgenden 48 h- und 72 h- Werte trotz hoher Standardabweichung zeigten (Abb. 4B). 

Die Inkubation mit Cabazitaxel und Docetaxel führte hingegen zu einer deutlichen Induktion 

des TGF-2 mRNA-Levels. Dieses war bei Gebrauch von Cabazitaxel zu allen Zeitpunkten 

ca. doppelt so hoch wie das im DMSO inkubierten Kontrollansatz. Es zeigte nach 48 h und 72 

h statistische Signifikanz (48 h: p0,05; 72 h: p0,05). Unter der Exposition mit Docetaxel 

zeigten PC-3 Zellen ebenfalls einen stellenweise ca. 4fach erhöhten TGF-2 mRNA-Level.  

Eine Induktion um mindestens das Doppelte war bei Messung zu allen drei Zeitpunkten 

feststellbar (Abb. 4B). Bei zwei Messpunkten zeigte der Vergleich der relativen mRNA-Level 

von DMSO und Docetaxel behandelten PC-3-Zellen statistische Signifikanz (48 h: p0,05; 72 

h: p0,001). 

Der  mögliche Einfluss der Chemotherapeutika auf einen TGF--Signalweg wurde anhand 

des mRNA-Levels von TGF-R2 untersucht (Abb. 4C).  Unter Gabe von Abirateron zeigte 

sich eine relative Repression auf das 0,66- und 0,62-fache nach 48 h bzw. 72 h. Auch hier 

erfolgte ein Vergleich von DMSO und Chemotherapeutika inkubierten Zellen.  Statistisch 

signifikant waren beide Werte nicht.  

Ein Vergleich der relativen mRNA-Level zeigte bei mit Cabazitaxel behandelten PC-3-Zellen 

weder eine Induktion noch eine Repression des TGF-R2 an.  Unter Einfluss von Docetaxel 

war eine Induktion des Targets TGF-R2 festzustellen (Abb. 4C). Bereits nach 24 h zeigte 

sich eine Erhöhung um mehr als das 3fache (p0,001). Diese Induktion konnte auch am 48h - 

und 72 h- Wert mit statistischer Signifikanz festgestellt werden (48h: p0,05). Der mRNA-

Level der Docetaxel inkubierten Zellen betrug zu diesem Zeitpunkt mehr als das Zweifache 

(72 h). 

Durchgeführt wurde eine qRT-PCR zur Detektion der genannten 3 Targets ebenfalls bei 

LNCaP-Zellen. 

In zwei voneinander unabhängigen Versuchen waren weder TGF- 1 & 2 noch TGF-R2 auf 

mRNA-Ebene nachzuweisen, oder das detektierte Level erwies sich als zu gering um eine 

Darstellung der relativen Expression im Vergleich mit DMSO inkubierten Zellen zu 

ermöglichen.   
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Abbildung 4: Einfluss von Zytostatika auf mRNA-Level von TGF- 1 (A), TGF- 2 (B) sowie TGF-R2 (C) in 

PC-3-Zellen. 

PC-3-Zellen wurden über einen Zeitraum von 72 h mit Abirateron, Cabazitaxel, oder Docetaxel inkubiert. Als 

Kontrolle diente DMSO in 1:1.000 Verdünnung.  Sowohl die TGF--Moleküle als auch die TGF-R2 

Untereinheit wurden auf mRNA-Ebene durch Docetaxel induziert. Tendenziell zeigte Cabazitaxel  eine leichte 

Induktion. Unter Einfluss von Abirateron war stellenweise eine Repression der Targets zu erkennen  Die 

Ergebnisse stammen aus mindestens 4 unabhängigen Experimenten, dargestellt sind die erhobenen 

Durchschnittswerte mit Standardabweichung. Signifikanz wurde mittels T-Test ermittelt. 

 

 

Abirateron zeigte folglich insgesamt geringe Auswirkungen auf die m-RNA Level der 

untersuchten Targets, zeigte aber stellenweise eine Tendenz zur Repression. Die Inkubation 

mit Cabazitaxel, dessen Wirkung lediglich nach 48 h und 72 h signifikant erhöhte mRNA-
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Level für TGF-2 aufweisen konnte, zog ebenso weder eine klare Induktion noch eine 

Repression von TGF-1 oder TGF-R2 nach sich. Docetaxel hingegen zeigte als einziges 

Zytostatikum eine deutliche Tendenz. Sämtliche Targets wiesen in PC-3-Zellen erhöhte 

Levels auf. Für jedes Target konnte zumindest für einen Zeitpunkt Signifikanz in der 

Induktion durch Docetaxel nachgewiesen werden. 

 

4.4 Expression der TGF--Signalkaskade nach Inkubation mit 

Chemotherapeutika 

 

Interessant war es nun zu untersuchen, ob auf Proteinebene eine Regulation der TGF--

Signalkaskade festgestellt werden konnte, nachdem auf mRNA-Ebene Docetaxel als einziges 

der verwendeten Chemotherapeutika einen deutlichen Effekt aufwies.  

Untersucht wurde, inwiefern die Inkubation mit Abirateron, Cabazitaxel und Docetaxel 

Einfluss auf die Expression der TGF--Signalkaskade nahm. Die auf Proteinebene mittels 

WesternBlot untersuchten Targets dieser TGF--Signalkaskade waren deren wesentliche 

Signalmoleküle Smad3, Smad4, sowie die beiden Untereinheiten des TGF--Rezeptors, TGF-

R1 und TGF-R2 (Abb. 5). Der Einfluss auf die Expression von TGF-1 und TGF-2 

konnte nicht ermittelt werden, weil dafür geeignete Nachweismethoden im Labor nicht 

etabliert sind. 

Verglichen wurde die relative Proteinexpression der wirkstoffinkubierten Zellen mit der der 

DMSO behandelten Zellen der jeweiligen Zelllinie. Die Proteinexpression des 

Kontrollansatzes wurde bei der Quantifizierung gleich 1 gesetzt. 

Unter Exposition von Abirateron zeigten PC-3-Zellen eine deutliche Reduktion der 

Proteinexpression von Smad3 und Smad4.  Bei Smad3 war diese nach 24 h durchschnittlich 

um ca. 50 % reduziert, und sank danach auf weniger als das 0,5fache des Kontrollansatzes 

(Abb. 5C). Diese Repression war zu allen Zeitpunkten statistisch signifikant (24 h, 48 h und 

72 h: p 0,001). Auch bei Smad4 ergab die Quantifizierung eine Repression um die Hälfte. 

Dieser Unterschied zeigte ebenfalls Signifikanz (72 h: p0,05). Nach 24 h und 48 h war 

dieser Effekt jedoch noch nicht zu erkennen (Abb. 5D).  

Einen ähnlichen Einfluss auf PC-3-Zellen wies Abirateron bei deren Rezeptoruntereinheiten 

TGF-R1 und TGF-R2 auf (Abb. 5A, B). Beide zeigten über die gesamte Zeitdauer der 

Wirkstoffinkubation eine deutliche Repression um ca. die Hälfte. Lediglich die Reduktion des 

48h-Wertes der TGF-R2-Proteinexpression betrug durchschnittlich 30 %. Zu allen 
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gemessenen Zeitpunkten ließ sich ein statistisch signifikanter Unterschied zu den Kontrollen 

feststellen (TGF-R1; 24 h und 48 h: p0,05; 72h: p0,001). Dies galt ebenso für die 

Repression des TGF-R2 (24 h und 48 h: p0,001; 72h: p0,05).  

Betrachtete man den Einfluss von Cabazitaxel und Docetaxel auf PC-3-Zellen, zeigte sich,  

dass die Inkubation mit beiden Zytostatika eine Repression des TGF--Signalwegs erkennen 

ließ. Die relative Expression des Smad3 Proteins war nach 72 h jeweils um durchschnittlich 

mehr als 50 % reduziert (Abb. 5C). Bei beiden Wirkstoffen konnte für PC-3-Zellen zu diesem 

Zeitpunkt statistische Signifikanz ermittelt werden (72 h; Cabazitaxel: p0,05; Docetaxel: 

p0,001). Auch Messungen an vorherigen Zeitpunkten zeigten eine Signifikanz der 

Repression von Smad3 durch Cabazitaxel (24 h: p0,05) und Docetaxel (24 h und 48 h: 

p0,05).  

Die Expression von Smad4 zeigte sich unbeeinflusst von Cabazitaxel (Abb. 5D). Reprimiert 

um mehr als 30 % wurde es auch durch die Behandlung der PC-3-Zellen mit Docetaxel erst 

nach 72 h (p0,01). 

Hingegen führte die Behandlung mit beiden Zytostatika zu einer deutlichen Verminderung 

der Proteinexpression von TGF-R1 und TGF-R2 (Abb. 5A, B). Die Stärke der Repression 

nahm bei PC-3-Zellen unter Einfluss von Cabazitaxel ab, sodass sich diese für TGF-R1 nach 

24 h mit 48 % und 48 h mit 28 %, sowie bei TGF-R2 nur nach 24 h mit mehr als 50 % 

feststellen ließ. Statistische Signifikanz war zu allen Zeitpunkten vorhanden (p 0,05). 

Docetaxel wirkte ebenfalls mindernd auf die Expression beider Rezeptoruntereinheiten. So 

war die TGF-R1 Untereinheit an allen drei Messpunkten auf Proteinebene stellenweise um 

bis zu 50 % reprimiert (Abb. 5A). Signifikant waren die Unterschiede nach 48 h und 72 h 

(p0,05). Die Repression der TGF-R2 Untereinheit durch Docetaxel war ebenfalls nicht von 

Dauer (Abb. 5B). So lag die Expression nach 48 h wieder auf Regelniveau. Dies blieb auch 

nach 72 h bestehen. Die verminderte Expression dieser Rezeptoruntereinheit war wie bei 

Cabazitaxel nur nach 24 h festzustellen und zeigte hier statistische Signifikanz (p0,05). 

Zusammenfassend lässt sich sagen, dass der Effekt der verminderten Expression dieser TGF-

-Signalkaskade durch Abirateron am stärksten auszumachen war. Dies konnte über die 

gesamte Zeitdauer des Versuchs gezeigt werden. Auch Inkubationen mit Cabazitaxel und 

Docetaxel ziehen diesen Effekt nach sich. Auffallend ist aber, dass dieser bei einigen Targets 

entweder schwächer oder nur kurzzeitig ausgeprägt gewesen ist. 
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Abbildung 5: Proteinexpression von TGF-R1 (A), TGF-R2 (B), Smad 3 (C) und Smad 4 (D), in PC-3-Zellen 

nach Inkubation mit Abirateron, Cabazitaxel und Docetaxel.  

Die Behandlung mit Chemotherapeutika führte zu einer verminderten Expression der TGF--Signalkaskade. 

Dieser Effekt war besonders deutlich durch die Wirkung von Abirateron erkennbar. Ausgewertet wurden 

mindestens 3 unabhängige Experimente, dargestellt sind jeweils die Durchschnittswerte mit 

Standardabweichung. Signifikanz wurde mittels T-Test ermittelt. Die gezeigten Blotbilder stehen repräsentativ 

für mindestens drei unabhängige Experimente.                                         

 

In LNCaP-Zellen wurde die Expression der gleichen Teile der genannten TGF--

Signalkaskade nach Inkubation mit den Chemotherapeutika untersucht (Abb. 6). Sehr 

auffällig war hier, dass Abirateron in LNCaP-Zellen weder auf die Expression der Smad-
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Proteine (Smad3&4) noch auf die der beiden Rezeptoruntereinheiten (TGF-R1 & 2) 

reprimierend wirkte. Es konnte hingegen eine Induktion von Teilen der Signalkaskade durch 

Abirateron ermittelt und statistische Signifikanz konnte für das TGF-R2 Protein nach 24h 

festgestellt werden (24h: p0,05). Zu diesem Zeitpunkt war dessen Level mehr als doppelt so 

hoch wie das der mit DMSO behandelten Zellen (Abb. 6B). Auch zu weiteren Zeitpunkten 

war die Expression dieser Rezeptoruntereinheit erhöht. Dies galt ebenso für Smad 3 und TGF-

R1. Diese zeigten ebenfalls durch Abirateron eine eindeutige Tendenz zur erhöhten 

Expression (Abb. 6A, C). Signifikanz zeigten  diese Werte jedoch nicht. Wenig Einfluss 

zeigte Abirateron auf den Level von Smad 4 in LNCaP-Zellen (Abb. 6D).    

Ähnlich wie in PC-3-Zellen führten Cabazitaxel und Docetaxel auch in LNCaP-Zellen zu 

einer Repression dieser TGF--Signalkaskade auf Proteinebene.  

Jeweils nach 48h und 72h zeigten sich die beiden Rezeptoruntereinheiten TGF-R1 und  

TGF-R2 durch Docetaxel stark reprimiert. Zu diesen Zeitpunkten sanken die Levels um ca. 

50%. Statistisch signifikant war diese Repression ebenfalls (TGF-R1; 48 h und 72 h: p0,01; 

TGF-R2; 48 h: p0,05, 72 h: p0,001). Der Effekt von Cabazitaxel war ebenfalls deutlich. 

So zeigte TGF-R2 nach 72h eine Reduktion der Expression auf  das 0,47fache des 

Kontrollansatzes (72 h: p0,01) und auch die Expression von TGF-R1 war zu 24h 

durchschnittlich auf das 0,76fache und nach 48h auf das 0,64fache reduziert (24 h: p0,05; 48 

h: p0,01). Die Expressionslevel des  Smad 3 wurden von beiden Zytostatika stark reduziert. 

Dies konnte zu allen Zeitpunkten festgestellt werden. Docetaxel inkubierte LNCaP-Zellen 

wiesen zu allen Zeitpunkten Werte auf, die um das 0,5fache des Smad 3 Levels der mit 

DMSO inkubierten Zellen lagen. Diese Werte waren allesamt signifikant. Der Effekt von 

Cabazitaxel war ähnlich, die Minderung der Expression von Smad3 jedoch nicht so stark wie 

die durch Docetaxel. Dieser betrug ca. 60 % des Kontrollansatzes und wies Signifikanz auf 

(p0,001). Das Smad 4 Level zeigte sich durch Cabazitaxel unbeeinflusst. Docetaxel führte 

hingegen zu einer leichten Reduktion der Expression dieses Proteins (48 h und 72 h: p0,01). 

Auffällig war vor allem die gegensätzliche Wirkung von Abirateron in PC-3- und LNCaP-

Zellen. Während sowohl Cabazitaxel als auch Docetaxel in beiden Zelllinien die 

Signalkaskade reprimierten, schien Abirateron diese in LNCaP-Zellen zu induzieren. 

Erstaunlicherweise wurden allerdings die gleichen Teile dieses TGF--Signalwegs in PC-3-

Zellen durch die Wirkung von Abirateron sehr deutlich reprimiert. 
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Abbildung 6: Proteinexpression von TGF-R1 (A), TGF-R2 (B), Smad3 (C) und Smad4 (D), in LNCaP-Zellen 

nach Inkubation mit Abirateron, Cabazitaxel und Docetaxel.  

Nach Wirkstoffinkubation erfolgte die Ernte alle 24h. Die Behandlung der LNCaP-Zellen mit Cabazitaxel und 

Docetaxel führte wie in PC-3-Zellen zu einer deutlichen Repression der Proteine der untersuchten TGF--

Signalkaskade. Sämtliche untersuchten Faktoren wurden unter Einfluss von Abirateron tendenziell vermehrt 

exprimiert. Ausgewertet wurden mindestens 3 unabhängige Experimente, dargestellt sind jeweils die 

Durchschnittswerte mit Standardabweichung. Signifikanz wurde mittels T-Test ermittelt. Die gezeigten 

Blotbilder stehen repräsentativ für mindestens drei unabhängige Experimente.                                         
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4.5 Abirateron mindert antiproliferativen Effekt von TGF-1 auf PC-3-

Zellen nach Überexpression von Smad3 

 

Im vorangegangenen Versuch konnte gezeigt werden, dass durch die Wirkung von Abirateron 

eine TGF--Signalkaskake reprimiert wurde, die wesentlich am antiproliferativen Effekt von 

TGF- 1 und 2 beteiligt ist. Die Vermutung war, dass die Inkubation mit Abirateron 

womöglich eine Resistenz in PC-3-Zellen hervorruft, der antiproliferative Effekt von TGF- 

also abgeschwächt wird.  

PC-3-Zellen mit Leervektor oder Smad3-Vektor transfiziert, wurden in 5 Ansätzen über einen 

Zeitraum von 96 h mit a) TGF-1, b) TGF-1 + Abirateron, c) TGF-2, d) TGF-2 + 

Abirateron und e) Abirateron inkubiert.  

In den Abbildungen ist jeweils das Zellwachstum der mit pcDNA3Smad3flag transfizierten 

PC-3-Zellen aus jeweils drei Ansätzen (1. TGF-1/2, 2. TGF-1/2 + Abirateron, 3. 

Abirateron) zu sehen.  Dies ist relativ zum Wachstum der PC-3-Zellen aller 3 Ansätze 

dargestellt, die mit pcDNA3.1 – einem Leervektor - transfiziert wurden. Deren Zellwachstum 

wurde über die gesamte Zeitdauer des Versuchs gleich 1 gesetzt. 

Ersichtlich wurde, dass die Überexpression von Smad3 antiproliferativ in jedem der drei 

Ansätze wirkte. Im Zeitrahmen von 24 h - 72 h zeigten die Wachstumskurven aller 3 Ansätze 

(1. TGF-1, 2. TGF-1 + Abirateron, 3. Abirateron) einen nahezu deckungsgleichen Verlauf.  

Ihr relatives Zellwachstum lag an diesen Messpunkten durchschnittlich zwischen dem 0,6 – 

0,7fachen der PC-3-Zellen des Kontrollansatzes. Beim Betrachten des 96 h-Wertes fiel auf, 

dass TGF-1 das Wachstum der PC-3-Zellen auf das 0,69fache des Kontrollwertes senkte 

(Abb. 7A). Erfolgte zusätzlich zu TGF-1 eine initiale Gabe von Abirateron, betrug die 

verminderte Zellzahl der PC-3-Zellen lediglich das 0,84fache des Kontrollansatzes. Ähnlich 

sah dies in dem Ansatz aus, bei dem keine TGF--Zugabe, sondern nur eine Inkubation mit 

Abirateron (20 M) nach der Transfektion erfolgte. Hier lag die relative Zellzahl nach 96 h 

ca. beim 0,9fachen (Abb. 7A).  Die antiproliferative Wirkung von TGF-1 war somit nach 96 

h um 15 % bzw. gut 20 % stärker, wenn kein Abirateron im Ansatz gegeben wurde. Erfolgte 

nach Überexpression von Smad3 im Ansatz lediglich die Gabe von Abirateron war der 

antiproliferative Effekt der Überexpression von Smad3 nach 96 h noch schwächer. 

Obwohl im zweiten Versuchsteil TGF-1 durch TGF-2 ersetzt wurde, zeigte sich, dass auch 

in diesem Fall die Überexpression von Smad3, unabhängig vom Ansatz, antiproliferative 

wirkte. Die 3 Ansätze (1. TGF-2, 2. TGF-2 + Abirateron, 3. Abirateron) hatten wie im 
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ersten Versuchsteil einen nahezu deckungsgleichen Verlauf (Abb. 7B). Die relativen 

Zellzahlen aller 3 Ansätze pendelten zwischen 24 h und 72 h durchschnittlich um das 

0,6fache der PC-3-Zellen des Kontrollansatzes. Erst beim Betrachten der Werte nach 96 h 

wurden Unterschiede ersichtlich. Diese fielen jedoch beim Vergleich von Ansatz 1 und 2 

nicht auf. Hier betrugen die relativen Zellzahlen das 0,8- (TGF-2) und 0,76fache (TGF-2 + 

Abirateron), und lagen somit weiterhin fast deckungsgleich beieinander. Der Vergleich von 

Ansatz 1 (TGF- 2) mit Ansatz 3 (Abirateron) hingegen zeigte ebenfalls eine stärker 

verminderte relative Zellzahl der PC-3-Zellen im Ansatz ohne Abirateron. Hier betrug der 

Unterschied ca. 10%. 

Gezeigt werden konnte, dass die Zugabe von Abirateron den antiproliferativen Effekt von 

TGF-, besonders von TGF- 1 in diesem Experiment minderte, und keine Summation einer 

möglichen doppelten antiproliferativen Wirkung von TGF- und Chemotherapeutikum die 

Folge war. 

 

 

 
Abbildung 7: Transfektion PC-3-Zellen mit pcDNA3Smad3flag (A und B); Nachweis Überexpression Smad3 (C). 

Nach 96h zeigten PC-3-Zellen in Versuchsteil 1 eine verminderte antiproliferative Wirkung durch TGF-1, wenn 

zusätzlich eine Gabe von Abirateron erfolgte. Erfolgte keine TGF-1-Zugabe war die antiproliferative Wirkung 

der Smad3-Überexpression am schwächsten (A). In Versuchsteil 2 war ein antiproliferativer Effekt der Smad3 

Überexpression ersichtlich. Die Ansätze mit TGF-2 und TGF-2 + Abirateron zeigten in ihrer relativen 

Zellzahl keine Unterschiede (B). Der Vergleich mit dem Ansatz der reinen Abiraterongabe zeigte bei beiden 

genannten Ansätzen nach 96h eine stärkere antiproliferative Wirkung (A&B). Das gezeigte Blotbild steht 

repräsentativ für die Überexpression in allen Ansätzen (C). Ausgewertet wurden mindestens 3 unabhängige 

Experimente, dargestellt sind jeweils die Durchschnittswerte mit Standardabweichung.   
   

In beiden Versuchsteilen (A und B) erfolgte in 3 

Ansätzen die Zugabe von  

a)  TGF-1/TGF-2  

b) Abirateron + TGF-1/TGF-2 und  

c) Abirateron  
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5 Diskussion 
 

Die Rolle des pleiotropen Wachstumsfaktors TGF- bei Proliferation und Progression  des 

kastrationsresistenten PCa ist vielseitig und hinsichtlich möglicher Therapieoptionen äußerst 

umstritten.76 Daher ist es von wesentlicher Bedeutung, das Wirkspektrum von TGF- sowie 

mögliche Interaktionen mit Chemotherapeutika, welche in der Therapie des 

kastrationsresistenten PCa Anwendung finden, hinreichend aufzuklären. 

Um nachfolgend den Einfluss von TGF- und einer Signalkaskade bei Progression und 

möglichen Resistenzen des PCa gegenüber den Chemotherapeutika Abirateron, Cabazitaxel 

und Docetaxel untersuchen zu können, wurde sein Effekt im Hinblick auf Proliferation 

unseres PCa-Zellkultur-Systems bestimmt. 

Hierzu wurden zwei Zelllinien verwendet. Zum einen LNCaP-Zellen, die einen AR 

exprimieren, androgenabhängig sind, und ein eher frühes Stadium des fortgeschrittenen PCa 

darstellen, zum anderen PC-3-Zellen. Diese stellen ein spätes Stadium des fortgeschrittenen, 

kastrationsresistenten PCa dar, exprimieren keinen AR und wachsen androgenunabhängig.73 

 

5.1 Antiproliferativer Effekt des TGF- im Zellkultursystem 

 

In den Versuchen konnte in vitro ein antiproliferativer Effekt von TGF- auf PC-3-Zellen 

gezeigt werden. Dieser wurde für TGF-1 sowohl bei Transfektion als auch bei Inkubation – 

hier auch für TGF-2 – nachgewiesen.  Eine Inkubation mit TGF-1 und TGF-2 zeigte bei 

LNCaP-Zellen keinen und bei Transfektion einen minimal antiproliferativen Effekt. Exogen 

zugeführtes TGF- minderte das Wachstum der PCa-Zelllinie PC-3, ebenso wie endogen 

durch Transfektion zugeführtes TGF-1. Vergleichbare Effekte von TGF- konnten in 

vorherigen in vitro-Versuchen bestätigt werden.77 

Paradoxerweise kann TGF- aber in vivo Tumorwachstum und Metastasierung von 

Prostatakarzinomen fördern.76,78 Hohe Expressionsraten von TGF- weisen eine positive 

Korrelation mit der Höhe des Gleason-Scores auf, und hohe Plasmaspiegel korrelieren bei 

einem Großteil von Patienten mit eher schlechter Prognose.69 

Anders als Smad2 und Smad4 korreliert auch die Expression des Proteins Smad3 wie TGF- 

selbst positiv mit der Höhe des Gleason-Scores. Dazu passt, dass das Expressionslevel von 

Smad3 mit Tumorprogression steigt und so auch in LNCaP-Zellen viel geringer als in PC-3 
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Zellen ist. So wird vermutet, dass außer TGF- vor allem Smad3 in vivo Metastasierung und 

Tumorprogression fördern könnte.79  

Gerade wegen dieser Widersprüche ist es von großem Interesse, das kontextabhängige 

Wirkspektrum von TGF- und seiner Signalkaskade zu untersuchen. 

Wesentlich für eine intakte TGF--Signalkaskade sind die Rezeptoruntereinheiten TGF-R1 

und TGF-R2 sowie die Smad-Proteine 2&3.80,81 Mittels WesternBlot konnte die 

Proteinexpression beider Rezeptoruntereinheiten sowohl in PC-3- als auch in LNCaP-Zellen 

in unserem Zellkultursystem nachgewiesen werden.  

Deutlich vermindertes Wachstum durch TGF- zeigten in den Versuchen einzig PC-3-Zellen. 

Diese verfügen über intakte TGF--Rezeptoren.82  

Trotz des Nachweises per WesternBlot der TGF-R1 und TGF-R2 Rezeptoruntereinheiten 

in LNCaP-Zellen, war bei diesen keine Antiproliferation durch exogen zugeführtes TGF- 

erkennbar. Bei Transfektion mittels Elektroporation war eine Wachstumsminderung im 

Vergleich zum Kontrollansatz festzustellen jedoch nur geringfügig. Womöglich ist der 

tendenziell antiproliferative Effekt bei Transfektion darauf zurückzuführen, dass TGF- hier 

in höheren Konzentrationen im Medium vorliegt und über die gesamte Versuchsdauer von 

120 h kein Wechsel dessen vorgenommen wurde. Durch den im Abstand von jeweils 48 h 

vorgenommenen Mediumwechsel bei exogener TGF- Zugabe wurde auch das von den 

LNCaP-Zellen sezernierte TGF- entfernt. Dies könnte insofern von Bedeutung sein, weil so 

die Konzentration des TGF-, welches extrazellulär nicht in der latenten Form gebunden 

vorliegt, erheblich gesenkt wurde. Wegen der Dauer von 192 h war ein Wechsel des Mediums 

notwendig, da die Zellen ansonsten abgestorben wären. Jedoch wurde ebenso bei PC-3-Zellen 

ein Mediumwechsel durchgeführt, dennoch zeigte TGF- bei dieser Zelllinie 

wachstumshemmenden Einfluss. Es ist somit davon auszugehen, dass PC-3-Zellen sensitiver 

gegenüber TGF- als LNCaP-Zellen sind und über funktional intakte TGF- Rezeptoren 

verfügen. Selbige konnten im WesternBlot zwar in LNCaP-Zellen nachgewiesen werden 

fraglich ist aber ihre Funktionalität bzw. ob Smad2 und Smad3 oder weitere TGF--

Signalkaskaden ausreichend aktiviert wurden. 

Ebenso haben Miles et al. demonstriert, dass eine verstärkte Wachstumsinhibition durch TGF-

1 eher in fortgeschritteneren PCa-Stadien (Zellinien C4-2 und C4-2B) als bei LNCaP-Zellen 

festzustellen ist. Interessant ist hierbei, dass auch in LNCaP-Zellen Zellzyklusarrest durch p15 

bzw. p21 und Antiproliferation über die Phosphorylierung der Proteine Smad2 und Smad3 
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vermittelt werden. Dies spricht für die Rezeptoruntereinheiten TGF-R1 und TGF-R2 als 

limitierenden Faktor bei der Vermittlung von TGF- Signalen.83 

Eine Insensitivität von LNCaP-Zellen gegenüber TGF- ist Thema umfangreicher 

wissenschaftlicher Diskussionen.  

Interessant sind hierbei teils widersprüchliche Ergebnisse, welche einerseits eine mangelnde 

Expression des TGF-R1 andererseits des TGF-R2  in Zusammenhang mit TGF-

Insensitivität von LNCaP-Zellen stellen.82, 84 

Die Veröffentlichungen zeigen aber auch: LNCaP-Zellen sind nicht per se TGF--insensitiv. 

So ziehen bestimmte Konzentrationen des Androgens DHT im Medium eine ausreichende 

Expression des TGF-R2 in LNCaP-Zellen nach sich. 85,86 

Hingegen haben Song et al. zeigen können, dass durch DHT die Bindung des 

Transkriptionsfaktors Sp1 an die Promoterregionen - sowohl von TGF-R2 als auch von 

Smad3 - und somit auch deren Transkription inhibiert wird. Lediglich die vermehrte 

Expression von Smad3 führte jedoch zu erneuter TGF- Sensitivität.87, 88 

Auch die Inkubation mit 5-Aza-2´-deoxycytidine (5-Aza), welche eine Methylierung von 

Promoterregionen der für TGF-R1 und TGF-R2 codierenden Abschnitte aufhebt, führt zu 

einer ausreichenden Expression der Rezeptoruntereinheiten.89  

Diese Publikationen weisen darauf hin, dass auch diese Zelllinie dem wachstumshemmenden 

Einfluss des TGF- bei bestimmten Konditionen unterliegen kann, sämtliche Effekte 

allerdings höchst kontextabhängig betrachtet werden müssen. 

Daher war es - trotz der Insensitivität der LNCaP-Zellen in unserem Zellkultursystem - von 

außerordentlichem Interesse den Einfluss der Chemotherapeutika auf TGF- und seine 

Signalkaskade auch bei dieser Zelllinie – repräsentativ für ein frühes und androgensensitives 

Stadium des fortgeschrittenen PCa - zu bestimmen. 
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5.2 Einfluss der Chemotherapeutika Abirateron, Cabazitaxel und 

Docetaxel auf TGF- und Smad-Signalweg 

 

Im Hinblick auf mögliche Resistenzen bzw. einem Erkunden von weiteren Wirkmechanismen 

der beim PCa verwendeten Chemotherapeutika war es nötig, deren Einfluss auf TGF- und 

seine Signalkaskade sowohl auf mRNA- als auch auf Proteinebene zu untersuchen. 

Eine Quantifizierung der Proteinexpression von TGF-1 und TGF-2 in LNCaP- und PC-3-

Zellen konnte nicht durchgeführt werden. Aufgrund der geringen Proteingröße des 

Wachstumsfaktors von 15kDa bietet der WesternBlot keine geeignete Nachweismethode. 

Ausreichend sensitive Verfahren wie beispielsweise ein Sandwich-ELISA sind im Labor zum 

gegenwärtigen Zeitpunkt nicht etabliert. 

 

In zwei von einander unabhängigen Durchgängen ließen sich bei LNCaP-Zellen mittels 

quantitativer RT-PCR TGF-1, TGF-2 oder TGF-R2 auf mRNA-Ebene nicht nachweisen, 

obwohl die RT-PCR als sehr sensitives Nachweisverfahren auf dieser Ebene gilt.  

Das bedeutet nicht, dass die untersuchten Targets auf mRNA-Ebene nicht exprimiert waren 

und somit keine Modulationen durch Zytostatika erfolgten. Vielmehr lässt die Tatsache, dass 

LNCaP-Zellen in unserem Zellkultursystem TGF-R2 auf Proteinebene exprimierten, auf 

eine posttranskriptionelle Regulation schließen. Diese ist für das TGF-1 Gen beschrieben 

und zeigt, dass Transkription des TGF- Gens und die Sekretion des Proteins nicht zwingend 

eine positive Korrelation aufweisen müssen.90 

Im Gegensatz zur Induktion der TGF-Signalkaskade (TGF-R2) auf mRNA-Ebene bei 

Inkubation mit Docetaxel zeigte diese auf Proteinebene eine signifikante Repression bei PC-

3-Zellen. Gleiches bewirkten auch Abirateron und Cabazitaxel. Diese Repression zeigte sich 

ebenfalls nicht auf mRNA-Ebene. Auch bei LNCaP-Zellen konnten die Moleküle der 

Signalkaskade auf Proteinebene detektiert werden, obwohl keine entsprechenden Transkripte 

nachweisbar waren. Dies bestätigt die Vermutung einer posttranskriptionalen bzw. –

translationalen Regulation dieser Moleküle, welche für TGF-1 bekannt ist.90, 91 

Dieser Gedanke wird weiter dadurch gestützt, dass eine Methylierung des für die 

Transkription wichtigen Transkriptionsfaktors Sp1 von TGF-R2 beschrieben ist. Die 

Methylierung an diesen Stellen zieht besonders in LNCaP-Zellen wiederum keine bzw. nur 

eine geringe Transkription dieses Targets nach sich.89,92 Weitere Publikationen von Kim et al. 

zeigen, dass TGF-R2 in LNCaP-Zellen auf mRNA-Ebene bei variierenden DHT 
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Konzentrationen mittels RT-PCR nicht detektiert werden konnte. Die mRNA-Expression von 

TGF-1 konnte hingegen nachgewiesen werden, zeigte sich aber abhängig von der 

Konzentration des DHT im Medium. So war auch die von Kim et al. durch RT-PCR 

detektierte mRNA-Expression von TGF-1 ohne DHT Zugabe sehr gering, steigerte sich aber 

bei höheren DHT Gaben.85,86  Die Bedingungen in unserem Zellkultursystem entsprachen 

denen keiner DHT Zugabe und bieten eine mögliche Erklärung dafür, dass die genannten 

Targets in LNCaP-Zellen nicht nachgewiesen werden konnten. 

Die beiden Taxane Cabazitaxel und Docetaxel finden in der Therapie des CRPC Anwendung 

und wirken im wesentlichen durch Inhibition von Mikrotubuli, welche essentiell für 

Zellintegrität und –stabilität sind.93 Auch die Aktivität des Androgenrezeptors wird durch 

Taxanwirkung eingeschränkt, da Mikrotubuli u.a. der Translokation des AR in den Nukleus 

dienen.43,94 PC-3-Zellen exprimieren jedoch keinen AR, unterliegen aber auch dem 

wachstumshemmenden Einfluss der Taxane. Dieser Sachverhalt machte die Untersuchung 

von TGF- und seiner Signalkaskade im Hinblick auf Resistenz oder Wirkmechanismus 

gegenüber diesen Chemotherapeutika besonders interessant. 

Durch Cabazitaxel zeigten sich die mRNA-Level nahezu unbeeinflusst. Lediglich TGF-2 

wurde leicht induziert. Allerdings konnte dies auf Proteinebene wegen mangelnder 

Nachweismethoden nicht verifiziert werden. Die Aussagekraft ist somit gering. 

Bei Inkubation mit dem Zytostatikum Docetaxel war die mRNA-Expression sämtlicher 

Targets in PC-3-Zellen deutlich erhöht. Für TGF-1 wird in vitro eine zytoprotektive Rolle 

bei PC-3-Zellen gegenüber Docetaxel beschrieben.46 So konnten Marin-Aguielra et al. zeigen, 

dass PC-3-Zellen unter Inkubation mit Docetaxel (7,5 nmol/L) und TGF-1 (10 ng/mL) nach 

72 h eine um 27 % höhere Zellvitalität verglichen mit reiner Docetaxelinkubation (7,5 

nmol/L) aufwiesen. Dies stellt womöglich einen Widerspruch zu vorliegenden Ergebnissen 

dar, weil TGF-1 und -2 in vitro – wie in der vorliegenden Arbeit gezeigt - antiproliferativ 

auf PC-3 Zellen wirken. Eine Gabe von TGF-1 zusätzlich zur Inkubation mit Docetaxel 

ließe daher eine noch geringere Zellvitalität von PC-3-Zellen vermuten.  

Jedoch ist die Aussagekraft des Vergleichs an dieser Stelle begrenzt, da nicht überprüft 

werden konnte, ob auch tatsächlich mehr TGF--Protein nach Induktion auf mRNA-Ebene 

sezerniert wurde. Auch der vorgenommene Vergleich von Zellvitalität mit Zellzahl ist nur 

bedingt aussagekräftig. 

Es ist daher unklar, ob die Induktion von TGF-1 und -2 sowie TGF-R2 auf mRNA-Ebene 

zum Wirkmechanismus von Cabazitaxel und Docetaxel beiträgt, oder eine zytoprotektive 

Wirkung hat, was somit weiterer Aufklärung bedarf.  
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Das neue Chemotherapeutikum Abirateron, welches die Überlebenszeit beim CRPC nach 

unwirksamer Docetaxelbehandlung deutlich erhöht34, wirkt über eine Inhibition des 

CYP17A1 Enzyms. Dieses ist essentiell für die Steroidsynthese und somit für das 

Tumorwachstum beim CRPC.95 In unserem Zellkultursystem wirkte es sowohl auf LNCaP- 

als auch auf PC-3-Zellen antiproliferativ.96 Eine antionkogene Wirkung konnte so bestätigt 

werden.  

Die Expression von CYP17A1 konnte hingegen weder auf mRNA- noch auf Proteinebene in 

diesen Zelllinien nachgewiesen werden.97 PC-3-Zellen exprimieren keinen AR und sind 

androgeninsensitiv, trotzdem wirkte Abirateron auch auf diese Zelllinie antiproliferativ. Es 

besteht daher Anlass zu der Vermutung, dass Abirateron auch weitere antionkogene 

androgenunabhängige Wirkungen besitzt. Zwar blieb die Inkubation mit Abirateron ohne 

Effekt auf die mRNA-Level von TGF-1 und TGF-2, beeinflusste jedoch die TGF--

Signalkaskade.  

Dabei waren auf Proteinebene sowohl die beiden Rezeptoruntereinheiten TGF-R1 und TGF-

R2 als auch die Signalmoleküle Smad3 und Smad4 in PC-3-Zellen nach Inkubation mit 

Abirateron, Cabazitaxel oder Docetaxel signifikant vermindert exprimiert. Diese Repression 

war unter Einfluss von Abirateron am deutlichsten. Aus den Ergebnissen kann eine Reduktion 

dieses TGF--Signalwegs in PC-3-Zellen durch die verwendeten Chemotherapeutika 

geschlossen werden.  

Interessanterweise hatten die Zytostatika Cabazitaxel und Docetaxel den gleichen Effekt 

(Repression) auf den TGF--Signalweg in LNCaP-Zellen. Abirateron zeigte allerdings 

Tendenz, selbigen bei dieser Zelllinie zu induzieren. Beide Rezeptoruntereinheiten sowie 

Smad3 waren bei Inkubation mit Abirateron in LNCaP-Zellen tendenziell vermehrt  

exprimiert. 

Da TGF- Signalen im PCa sowohl pro- als auch antionkogene Eigenschaften zugeschrieben 

werden ist es schwierig, die Bedeutung der Modulation des TGF--Signalweges durch 

Chemotherapeutika einzuordnen.76,78 Dieses Problem wird durch eine gegensätzliche 

Wirkung auf diesen durch Abirateron in LNCaP- und PC-3-Zellen verstärkt. Zudem sind 

Tumoren und ihr Wachstumsverhalten hoch individuell, sodass die Erforschung weiterer 

molekularer Grundlagen, welche mögliche genannte Widersprüche erklären könnten, 

zwingend notwendig ist.  

So geht die erhöhte Expression von TGF- mit einer schlechteren Prognose beim PCa einher 

und fördert Tumorwachstum und Metastasierung.69 
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Dies erlaubt einerseits die Argumentation, dass die Effektivität von Cabazitaxel und 

Docetaxel durch Inhibtion einer potentiell onkogenen Signalkaskade verbessert wird. 

Andererseits wirkt Abirateron darüber hinaus trotz gegensätzlicher Regulation des 

Signalwegs – Induktion in LNCaP- Inhibition in PC-3-Zellen - auf beide Zelllinien 

antiproliferativ und antionkogen. Somit müssen weitere Signalkaskaden und Regulationen 

den antiproliferativen Effekt des Abiraterons im PCa – möglicherweise effektiver als dieser 

TGF--Signalweg - vermitteln. 

Nicht nur TGF- wird eine zentrale Rolle bei Proliferation und Progression des PCa 

eingeräumt, auch seine beiden Rezeptoruntereinheiten – insbesondere TGF-R2 – stehen im 

Fokus. Während die Expression von TGF- beim PCa erhöht ist und bei Progression dessen 

weiter steigt, nimmt die beider Rezeptoruntereinheiten in Prostataepithelzellen mit 

zunehmender Malignität deutlich ab. Es zeigt sich eine negative Korrelation mit der Höhe des 

Gleason-Scores beim PCa. Ferner korreliert eine verminderte Expression des TGF-R1 mit 

klinischem Stadium, 4-Jahresüberlebensrate sowie Rezdidivrate. 67, 98-100  

Die geringe Expression von TGF-R2 ist auch für andere Krebsentitäten, wie Brust- , 

Lungen- , Kolon- und Magenkrebs beschrieben und verdeutlicht erneut die Bedeutung der 

Rezeptoren bei Progression von Karzinomen.101-104 

Im Hinblick hierauf stellt die Induktion – insbesondere des TGF-R2 - der TGF--

Signalkaskade in LNCaP-Zellen durch Abirateron einen interessanten Aspekt dar. Durch 

Induktion dieser wäre ein vermehrtes Ansprechen auf TGF- denkbar. Eine Entwicklung, 

welche von einem androgensensitiven Stadium des PCa hin zur Kastrationsresistenz 

fortschreitet und dabei mit zunehmender Resistenz gegen antiproliferative TGF--Signale 

einhergeht, könnte so verlangsamt werden.  

Die Repression der Rezeptoren sowie der Smad-Proteine in LNCaP-Zellen durch die Taxane 

Cabazitaxel und Docetaxel könnte die Progression zum Stadium der Kastrationsresistenz 

hingegen begünstigen. Frühe Stadien des fortgeschrittenen PCa wären bei Repression der 

Signalkaskade womöglich noch insensitiver gegenüber antiproliferativen Signalen des TGF-

. 

Zwar sprechen PC-3-Zellen in vitro auf TGF- an, doch bei dieser Zelllinie konnte in den 

Versuchen der vorliegenden Arbeit ebenso eine Repression der TGF--Signalkaskade durch 

Abirateron, Cabazitaxel und Docetaxel festgestellt werden. Dieser Effekt erwies sich unter 

Inkubation mit Abirateron bei allen Targets mit Ausnahme von Smad 4 zu sämtlichen 

Zeitpunkten als signifikant. Das zeigt, dass Abirateron in PC-3-Zellen am deutlichsten eine 

Signalkaskade reprimiert, die eine antiproliferative Wirkung von TGF- übermittelt.83 
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Jedoch zeigte sich ebenfalls, dass eine Blockade von TGF- Signalen in vivo eine Progression 

des PCa vermindert.105  

Dieser Abwägung, ob durch Abirateron und Repression der Smad-Signalkaskade eine 

Resistenz hervorgerufen oder ein weiterer Wirkmechanismus bei Therapie des PCa erzielt 

wurde, wurde daher in dieser Arbeit weiter nachgegangen.  

Dabei wurden PC-3-Zellen in 3 Ansätzen mit einer Smad3-Überexpression jeweils mit a) 

TGF-1 / TGF-2, b) Abirateron 20 µM + TGF-1 / TGF-2 und c) Abirateron 20 µM 

inkubiert. Die Smad3-Überexpression wurde vorgenommen, um die TGF--Signalkaskaden 

zu aktivieren, denn in den Versuchen der Inkubation mit TGF-1 und TGF-2 hatte sich der 

antiproliferative Einfluss dieser erst bei 144 h gezeigt. 

Es wurde eine geringere Abirateronkonzentration von 20 µM für PC-3-Zellen gewählt, weil 

eine Konzentration von 30 µM - wie in den Versuchen zur mRNA- und Proteinexpression 

standardmäßig verwendet – bei einem Versuchszeitraum von 96 h im 24-Well sämtliche 

Zellen abgetötet hätte. Eine vergleichbare Zellzählung zwischen den Ansätzen wäre so nicht 

möglich gewesen. Aufgrund der geringeren Konzentration war ein Effekt durch Abirateron 

später zu erwarten, daher wurde ein Versuchszeitraum von 96 h veranschlagt. Größere 

Unterschiede zwischen den Zellzahlen wiesen die Zellen in Versuchsteil 1 (TGF-1) auf.  

Nach nahezu deckungsgleichem Verlauf bis 72 h zeigte sich nach 96 h die relative Zellzahl 

bei reiner Inkubation mit Abirateron am höchsten, während die der Ansätze „TGF-1 + 

Abirateron“ und  „TGF-1“ um 15 % bzw. 20 % darunter lagen. Dies zeigte sich ebenfalls – 

wenn auch mit geringerer Ausprägung – in Versuchsteil 2 (TGF-2).  

 

Der Vergleich der relativen Zellzahlen veranschaulicht, dass der antiproliferative Effekt von 

TGF-1 und TGF-2 auf PC-3-Zellen durch Abirateronzugabe abgeschwächt wurde. Diese 

Schlussfolgerung findet durch die im Western-Blot gezeigte Repression der TGF--

Signalkaskade Bestätigung und verdeutlicht einen Zusammenhang von Abirateron und 

antiproliferativen Effekt von TGF- auf PC-3-Zellen. Die Ergebnisse erlauben die 

Vermutung, dass die durch Abirateron bewirkte Suppression des TGF--Signalwegs eine 

Abschwächung der Abirateron-Wirkung bei dieser Zelllinie darstellt und daher als 

Resistenzmechanismus anzusehen ist. Abirateron inhibiert in PC-3-Zellen in vitro eine TGF-

-Signalkaskade und mindert somit den antiproliferativen Effekt von TGF-. 

Ähnliche Mechanismen wären auch bei Cabazitaxel und Docetaxel denkbar. Allerdings war 

die Inhibition der Signalkaskade durch beide Taxane in PC-3-Zellen weniger ausgeprägt als 
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bei Abirateron. Dennoch bedarf dies hinsichtlich eines möglichen Resistenzmechanismus 

weiterer Aufklärung.  

Fraglich ist auch, ob LNCaP-Zellen durch eine Induktion dieser Signalkaskade (durch 

Abirateron) tatsächlich TGF--sensitiver werden und ihre Entwicklung zur 

Kastrationsresistenz verzögert wird. Dies ist deshalb fragwürdig, da nur ein Wert (24 h, TGF-

R2) Signifikanz aufwies. Vielmehr stellten die übrigen gemessenen Werte lediglich eine 

Tendenz zur Induktion dar.  

Nicht nur wegen der gegensätzlichen Wirkung des Abiraterons auf eine androgensensitive 

(LNCaP) und eine androgeninsensitive (PC-3) Zelllinie ist es schwierig, die Ergebnisse der 

vorliegenden Arbeit in einen klinischen Kontext zu stellen. Verstärkt wird dies zusätzlich 

durch unterschiedliche Wirkungen von TGF- in vitro und in vivo. So stellt ein Tumor in 

vivo eine sehr heterogene Ansammlung von Zellen dar. All diese Zellidentitäten des CRPC 

stehen unter dem Einfluss von TGF- bzw. des eingesetzten Chemotherapeutikums. Daher ist 

nicht einzig die Wirkung von TGF- und Chemotherapeutikum unmittelbar auf Tumorzellen 

hinsichtlich ihrer Proliferation und ihres Wachstumsverhaltens von Bedeutung. Einfluss auf 

Angiogenese, Metastasierung  und Immunsystem sind dabei im Kontext zu betrachten. TGF- 

zeigte hierbei in vivo einen fördernden Einfluss auf Angiogenese. Seine Expression förderte 

darüber hinaus Metastasierung und hatte zudem eine immunsuppressive Wirkung.72, 105 

Von Interesse wäre daher, ob und inwiefern Chemotherapeutika auch andere Zelltypen - wie 

z.B. Fibroblasten, Immun - oder Endothelzellen - des CRPC gerade im Hinblick auf TGF--

Signale und somit Angiogenese, Metastasierungen und immunsuppressive Wirkung 

modulieren. 

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit lassen noch keine finalen Schlussfolgerungen für den 

klinischen Gebrauch der Chemotherapeutika Abirateron, Cabazitaxel und Docetaxel zu, 

verdeutlichen aber neue und wesentliche Ansatzpunkte der Komplexität ihrer vielfältigen 

Wirkweise. Verstärkt wird diese Problematik durch eine teils paradoxe Wirkung von TGF- 

selbst und der teils unterschiedlichen Modulation von selbigem und Signalkaskade durch 

Chemotherapeutika. Zugleich bieten jedoch gerade diese Modulationen weitere Ansatzpunkte, 

die Optionen bei Therapie des CRPC zu erweitern.  
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6 Zusammenfassung 
 

Bei individueller Tumorprogression und Kastrationsresistenz des Prostatakarzinoms (PCa) 

sind der Wachstumsfaktor „Transforming growth factor-“ (TGF-), die TGF--

Rezeptoruntereinheiten 1 & 2 (TGF-R1 & TGF-R2) und die Homologe der Proteine SMA 

und MAD (Smad-Proteine) wesentliche molekulare Schalter. Ihrem Wirken werden sowohl 

pro- als auch antionkogene Eigenschaften zugeschrieben. Leitliniengerecht kommen beim 

kastrationsresistenten PCa u.a. das antiandrogene Therapeutikum Abirateron sowie die 

Zytostatika Cabazitaxel und Docetaxel zum Einsatz. Ein Versagen der Wirkstoffe in diesem 

Stadium reduziert die Überlebenswahrscheinlichkeit des Patienten drastisch.  

Einen möglichen Anhaltspunkt für ein Versagen der Chemotherapie liefert die vorliegende 

Arbeit. Neben Modulationen auf mRNA-Ebene konnte eine deutliche Reduktion der 

Expression der Smad-Proteine und TGF-R1 und TGF-R2 durch sämtliche Therapeutika in 

PC-3 Zellen festgestellt werden. Zum anderen resultierte eine Repression selbiger durch die 

Zytostatika Docetaxel und Cabazitaxel - nicht jedoch durch Abirateron - in LNCaP-Zellen. 

Bei dieser Zelllinie zeigte Abirateron die Tendenz die Expression der TGF--Signalmoleküle 

zu induzieren. 

Die Wirkung von TGF- auf die PC-3 Zellen unserer Zellkultur war nach dessen 

Überexpression antiproliferativ. In LNCaP-Zellen war bei Transfektion mit TGF- eine leicht 

verminderte Zellzahl detektierbar. Diesen antiproliferativen Effekt des TGF- auf PC-3-

Zellen minderte die zusätzliche Inkubation mit Abirateron.  

Hieraus könnte man schließen, dass die Zytostatika Docetaxel und Cabazitaxel eine mögliche 

Resistenz des PCa dadurch hervorrufen, dass sie die Expression einer antiproliferativ 

wirkenden Signalachse reprimieren. Bemerkenswert ist hierbei der Wirkstoff Abirateron, der 

diese Repression in späten Stadien des PCa (PC-3-Zellen) ebenso bewirkt, aber in einem 

früheren Stadium (LNCaP-Zellen) durch eine Induktion der TGF--Signalmoleküle 

gegensätzlich wirkt.  

So sind die Wirkungen der Zytostatika Cabazitaxel und Docetaxel und des antiandrogenen 

Therapeutikums Abirateron auf TGF--Signalmoleküle im Hinblick auf die Zellproliferation 

von Tumorzellen teils als antitherapeutisch einzustufen. Möglich ist jedoch ebenso ein 

erweitertes Wirkspektrum bei Einsatz von Abirateron in früheren hormonsensitiven PCa-

Stadien. 
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