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Einleitung

1. Einleitung

1.1.Prostatakarzinom

Prostatakrebs (PCa) ist die am haufigsten diagnostizierte und am zweithaufigsten
zum Tode fiihrende nicht kutane maligne Erkrankung des Mannes'?. Aus
histologischer Sicht handelt es sich in tber 90% der Falle um Adenokarzinome
ausgehend von entarteten azinaren Prostataepithelzellen der peripheren Zone3.
Davon abzugrenzen sind die deutlich selteneren Varianten des sarkomatoiden
oder neuroendokrinen PCa, welche mit einer deutlich schlechteren Prognose
vergesellschaftet sind3. Auf Grund seiner hohen Inzidenz und Mortalitat stellt das
PCa eine groBe Belastung fur das Gesundheitssystem dar. Wahrend in
Deutschland im Jahr 2012 63.710 Neuerkrankungen diagnostiziert wurden,
werden laut einer Hochrechnung fur 2016 allein in den USA ca. 181.000 neue
Erkrankungsfalle erwartet*>. Nach Angaben des Robert Bosch Instituts lagen die
direkten Krankheitskosten fir Deutschland im Jahr 2002 bei ca. 1.174 Millionen
Euro®. In einer aktuellen australischen Kostenanalyse wurden die initialen
Behandlungskosten fir Patienten mit einem lokal begrenzten Tumorstadium mit
16.923% und 39.101$ fur Patienten mit fortgeschrittenen Tumoren beziffert’. War
anschlielend eine Behandlung im metastasierten Setting notwendig, stiegen die
Kosten um weitere 55.370%’. Die Auswahl des Therapieverfahrens ist vom
klinischen Tumorstadium, dem histologischen Subtyp, der kdrperlichen
Gesamtverfassung und insbesondere dem Therapiewunsch des Patienten
abhangig. Daher wird im klinischen Alltag oft von einer ,stadien-adaptierten
Therapie“des PCa gesprochen.

Unerlasslich zur Diagnosesicherung und Bestimmung des histologischen Subtyps
ist eine Gewebegewinnung zur pathologischen Begutachtung. Dies geschieht
klassischerweise mittels Prostatastanzbiopsie. Gelegentlich wird ein PCa jedoch
auch zufallig im Rahmen anderer Operationen wie der transurethralen Resektion
der Prostata (TURP), zur Behandlung einer gutartigen Prostatavergrof3erung
(BPH), oder der radikalen Zystoprostatovesikulektomie, zur Therapie eines
Blasenkarzinoms (BCa), entdeckt. In diesen Fallen spricht man von einem

inzidentellen PCa.

Adenokarzinome konnen anhand ihres Wachstumsmusters in 5 Gleason-Grade

eingeteilt werden (1= gut differenziert, 5= schlecht differenziert)®. Der
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vorherrschende und der am schlechtesten differenzierte Wachstumstyp werden
dann zum sogenannten Gleason-Score zusammen gezahlt. Hieraus ergibt sich
formal ein minimaler Score von 2 und ein maximaler Score von 108. Der Gleason-
Score korreliert im Allgemeinen gut mit der Prognose des PCa®. Daher kann eine
Risikogruppenzuordnung der PCa-Patienten nach D’Amico in Abhéangigkeit des
Gleason-Scores und des PSA-Wertes (Prostata-spezifisches-Antigen) erfolgen®.
Hiernach kodnnen Patienten in eine Niedrig-Risiko (low-risk: PSA<10 ng/ml,
Gleason <6), eine Intermediare (intermediate-risk: PSA=10-20 ng/ml, Gleason=7)
und eine Hoch-Risiko-Gruppe (high-risk: PSA>20 ng/ml, Gleason =8) zugeordnet
werden'®. Aktuell wird diese Klassifikation jedoch durch die International Society
of Urological Pathology (ISUP) erganzt bzw. Uberarbeitet. Sarkomatoide und
neuroendokrine PCas zeigen ein anderes Wachstumsmuster und kénnen durch
immunhistochemische  Farbungen von Adenokarzinomen unterschieden

werden??,

Im Falle des Vorliegens eines Adenokarzinoms stehen dann stadienadaptiert
verschiedene  Therapieoptionen zur  Verflgung. Zu den  kurativen
Therapieansatzen zahlen sowohl die chirurgische Sanierung mittels radikaler
Prostatovesikulektomie, als auch verschiedene Formen der Radiotherapie®. Ein
kurativer Ansatz ist jedoch nur im nicht metastasierten Setting mdglich. Im
Rahmen der Niedrig-Risiko-Gruppe kann unter bestimmten Voraussetzungen eine
aktive Krankheitsiberwachung (active-surveillance) erfolgen. Im Allgemeinen
werden hierfur Patienten mit Tumoren im Stadium cT1 oder cT2a, einem PSA
<10ng/ml, einem Gleason-Score <6 und mit einem Tumornachweis in <2
Prostatastanzen mit weniger als <50% Tumoranteil pro Stanze fur geeignet
erachtet. Eine Therapiednderung erfolgt erst bei Befundprogress oder Wunsch
des Patienten®. Hiervon zu unterscheiden ist das sogenannte watchful-waiting.
Hierunter versteht man ein zundchst beobachtendes Vorgehen bei Patienten
ohne Kkurative Zielsetzung, welche meist aufgrund von Komorbiditdten eine
eingeschrankte Lebenserwartung von <10-15 Jahren besitzen. Eine Therapie
wird erst beim Auftreten von Symptomen beispielsweise in Form einer
antiandrogenen Therapie (ADT) oder palliativen Strahlentherapie

vorgenommen?o,
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Trotz der Fortschritte im Bereich der PCa-Fruherkennung prasentieren sich ca.
20% der Patienten mit einem lokal fortgeschrittenen, operativ nicht kurablen oder
metastasierten Tumorstadium®3. Die Behandlung dieser Patienten bedarf in der
Regel eines multimodalen Therapiekonzeptes und ist sehr anspruchsvoll. Sie
beinhaltet u.a. eine symptomatische Basistherapie bestehend aus Analgesie
sowie Behandlung von Knochenmetastasen mittels Bisphosphonaten,
Denosumab, Calcium- und Vitamin D3-Substitution oder lokaler Radiotherapie®®.
Zusatzlich konnen je nach Metastasenlast auch operative Interventionen
erfolgen. Obwohl es gegenwartig noch keine fundierte Datenlage beziglich der
radikalen Prostatovesikulektomie im metastasierten Setting gibt, wird diese in
einzelnen Zentren im Sinne einer Zytoreduktion insbesondere im lymphonodal
positiven Stadium durchgefiihrt!4. Daher ist zukinftig auch ein Trend hin zur
Metastasenchirurgie denkbar. Den Therapiestandard fur diese Patientengruppe
bildet jedoch nach wie vor die antihormonelle (antiandrogene) Therapie (siehe
unten) bzw. im weiteren Krankheitsverlauf eine Taxan-basierte Chemotherapie

(z.B. mit Docetaxel oder Cabazitaxel)*°.

Neuroendokrine Prostatakarzinome verhalten sich auf3erst maligne und bedurfen
daher eines anderen Therapiekonzeptes als Adenokarzinome?!?, Dieses sollte,
falls moglich, im Rahmen einer interdisziplinaren Tumorkonferenz festgelegt
werden. Typisches Charakteristikum dieser Tumore auf molekularer Ebene ist das
Fehlen des Androgen-Rezeptors (AR)'>18, Dies macht eine ADT wirkungslos und
erfordert in der Regel eine Kombinationstherapie aus radikaler
Prostatovesikulektomie und Chemotherapie nach dem PEB-Schema (Cisplatin,

Bleomycin, Etoposid)*©.

Neben genetischer Pradisposition und molekularen Veranderungen spielen vor
allem die mannlichen Sexualhormone eine entscheidende Rolle in der
Tumorprogression der Adenokarzinome!’. Da bereits in sehr friihen Studien der
wachstumsfordernde Einfluss von Androgenen auf diese PCa-Zellen
nachgewiesen werden konnte, ist die Modulation der Androgen-Achse mit dem
Ziel der Hemmung des Tumorwachstums  Ansatzpunkt moderner

Therapiestrategien fur Patienten mit metastasiertem Adeno-PCa%10.17,
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1.2. Androgene

Androgene sind Steroidhormone, die u.a. fur die Entwicklung des ménnlichen
Phanotyps wahrend der Embryonalentwicklung, das Erreichen der sexuellen
Reifung in der Pubertdt sowie der Aufrechterhaltung der mannlichen
Fortpflanzungsfunktion im Alter verantwortlich sind. Darliber hinaus beeinflussen
sie auch eine Vielzahl von nicht-reproduktiven Geweben und spielen eine
kritische Rolle in der Tumorgenese des PCa'®. Etwa 90% der Androgene werden
in den Leydig-Zellen des Hodens und 10% in der Nebennierenrinde produziert?®.
Zur Klasse der Androgene gehdren neben dem Testosteron und seiner biologisch
aktiveren Form, dem Dihydrotestosteron (DHT), auch Androsteron, Androstendiol,

Corticosteron und Dehydroepiandrosteron (DHEA).

Testosteron ist jedoch hinsichtlich seiner biologischen Funktion das wichtigste
zirkulierende Androgen fur den Urogenitaltrakt, im Speziellen fir die Prostata. In
einer Metaanalyse war eine Serum-Testosteronkonzentration im oberen
Grenzbereich mit einem 2,3fach hoheren PCa-Erkrankungsrisiko assoziiert®.
Dennoch gilt es diesbeziglich nicht als prakanzerogen, sondern eher als
Promotor wachsender Tumore!’. Die Bildung von Testosteron unterliegt einem
komplexen Regelkreis zwischen Hypothalamus, Hypophyse und Hoden. Im
Hypothalamus wird das Gonadotropin-freisetzende Hormon (Gonadotropin
Releasing Hormone, GnRH) gebildet. Dieses regt in der Hypophyse die
Freisetzung der Gonadotropine LH (Luteinisierendes Hormon) und FSH (Follikel-
stimulierendes Hormon) an. FSH unterstitzt die Spermatogenese. LH hingegen
wirkt stimulierend auf die Testosteronbildung in den Leydigzellen des Hodens.
Testosteron wird aus den Hoden in die Blutbahn freigesetzt und gelangt so an die
unterschiedlichen Zielorgane. Nur ein kleiner Teil des zirkulierenden Testosterons
(ca. 3%) liegt in seiner aktiven (freien) Form vor'®, Der Rest gelangt gebunden an
das Sexualhormon-bindende Globulin (SBG) oder Albumin ins Blut. Um eine
UberschieRende Hormonproduktion zu vermeiden, bewirkt ein steigender
Testosteronspiegel die Auslosung eines negativen Ruckkopplungsmechanismus,
welcher die weitere Freisetzung von GnRH, LH und FSH hemmt und somit die
Testosteronproduktion reguliert. Um in Prostatazellen aktiv wirken zu kdnnen,
muss Testosteron durch die 5a-Reduktase enzymatisch in DHT umgewandelt

werden. Dieses besitzt eine funffach héhere Affinitat fir den Androgen-Rezeptor
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(AR)®.  Nach Aktivierung steuert der AR u.a. Wachstums- und
Differenzierungsvorgange der Prostatazellen. Die medikamentdse Blockade der

Androgen-Achse wird daher zur Hemmung des Zellwachstums genutzt.

1.3.Androgen-Rezeptor

Als Liganden-aktivierter Transkriptionsfaktor gehoért der AR zur Superfamilie der
nukledren Rezeptoren. Dies sind Proteine, die erst durch die Bindung eines
Liganden (meist Hormone) in der Lage sind, an die DNA zu binden und die
Transkription eines oder mehrerer Gene zu beeinflussen. Seine Funktion wird
durch ein komplexes Netzwerk bestehend aus Co-regulatorischen Proteinen und
Signalkaskaden gesteuert?®. Im Prostatagewebe bewirkt er u.a. die Sekretion des

PSA, stimuliert die Epithelzellerneuerung und reguliert die Zelldifferenzierung?°.

qli-12
X-Chromosom [ - )
] -2 = S
AR-Gen S 1 =2 0=
. Hinge
AR-Protein ( NTD [CDoBD_ [ LBD )
\ =1} \
1 537 625669 919
L J L |
AF-1 AF-2

Abbildung 1: Molekularer Aufbau des Androgen-Rezeptorgens und des Androgen-
Rezeptorproteins (modifiziert nach Lorente D. et al., Nature Reviews Urology 2015)
AR = Androgen-Rezeptor, NTD = Amino-terminale Doméne, DBD = DNA-Bindungsdoméne,

LBD = Liganden-Bindungs-Doméne, AF-1 + AF-2 = Liganden-unabhangige Transkriptionsaktivierungseinheiten

Das AR-Gen ist auf dem langen Arm des X-Chromosoms lokalisiert. Dieses
codiert das 919 Aminosauren lange und 110 kDa groRe AR-Protein?'. Wie andere
Mitglieder der Kernrezeptorfamilie weist der AR einen spezifischen Aufbau aus
vier funktionellen Domanen auf (Abbildung 1)?!. Diese werden durch 8 Exons

verschlusselt. Er gliedert sich in eine amino-terminale Doméane (NTD), eine DNA-
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Bindungsdoméne (DBD), eine flexible hinge-Domane und eine Liganden-
Bindungs-Domaéane (LBD)?2.

Die NTD beinhaltet die Liganden-unabhangige Transkriptionsaktivierungseinheit
(AF-1)2t.  Innerhalb dieser AF-1 befinden sich neben den beiden
Transkriptionsaktivierungsuntereinheiten TAU-1 und TAU-5 eine variable Anzahl
von homopolymeren CAG- bzw. GGN-Repeats, codierend fur Polyglutamin bzw.
Polyglycin?t. In gesunden Individuen finden sich in der Regel zwischen 8 bis 31
solcher Polyglutaminrepeats??. Ein vermehrter Einbau von tber 40 Repeats kann
zur Ausbildung einer Muskelatrophie (SBMA bzw. Kennedy’'s Erkrankung)
fuhren?3. Eine verkirzte Repeatlange hingegen kann durch eine gesteigerte

transkriptionelle Aktivitat des AR die Entstehung eines PCa begtinstigen?.

Die zentral gelegene DBD besteht u.a. aus Cysteinresten, welche zur Ausbildung
zweier Zinkfingermotive beitragen. Diese verleihen dem AR seine Funktion als
Transkriptionsfaktor?. Wahrend das erste Zinkfingermotiv entscheidend fir die
spezifische DNA-Erkennung ist, ist das zweite an der AR-Dimerisierung beteiligt.
Die Rezeptordimerisierung ist ein entscheidender Schritt, da der AR nur als
Homodimer an sogenannte ,AR response elements“ (ARE) der DNA binden
kann?°. Zusatzlich befindet sich ein Teil der Kernlokalisationssequenz (NLS)
innerhalb der DBD. Der andere Teil der NLS befindet sich in der hinge-Domane.
Diese ist u.a. beteiligt an der Translokation, Dimerisierung und DNA-Bindung des
AR. Die LBD besteht aus 12 a-Helices und beinhaltet die Liganden-abhangige
Transkriptionsaktivierungseinheit (AF-2). Die Bindung des Liganden bewirkt eine
Konformationsanderung innerhalb der LBD und ermdglicht so intra- und
intermolekulare Interaktionen des AR?°. Zusétzlich ist die LBD an der Interaktion
des AR mit ihn stabilisierenden Hitzeschockproteinen (HSP) beteiligt?®. Im
inaktiven Zustand liegt der AR eingebunden in einen Komplex aus
Hitzeschockproteinen (u.a. HSP90 + HSP70 + HSP40) und anderen Co-
Chaperonen im Zytosol vor (Abbildung 2)?>26. Die Bindung eines Androgens an
die LBD bewirkt eine Konformationsanderung und Phosphorylierung des AR,
sowie eine Stabilisierung des Liganden-Rezeptor-Komplexes?’. Der Liganden-
aktivierte AR induziert Uber die p38-Kinase die Phosphorylierung des HSP27,

wodurch dieses das HSP90 aus dem AR-Komplex verdrangt?’.

10
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Cytoplasm

Transcription of
AR-dependent genes

Nucleus

Abbildung 2: Aktivierung des Androgen-Rezeptors (modifiziert nach Azad et al., Nature
Reviews Urology 2015)

AR = Androgen-Rezeptor, DHT = Dihydrotestosteron, P = Phosphorylierung, HSP = Hitzeschockprotein,
ARE = AR response elements

Nach anschlie3ender Dimerisierung transloziert der AR in den Nucleus und bindet
mit Hilfe der Zinkfingerelemente an die AREs der DNA und entfaltet so seine
transkriptorische Aktivitat. Auf Grund des engen funktionellen Zusammenhangs
zwischen dem AR und dem HSP27 scheint letzteres ein wichtiges Protein in der

Regulation der Androgen-Achse zu sein.

1.4.Antiandrogene Therapie

Die antiandrogene Therapie (ADT) stellt den aktuellen Therapie-Goldstandard fur
Patienten mit biochemischem Rezidiv nach kurativ intendierter Primartherapie
oder lokal fortgeschrittenem bzw. metastasiertem PCa dar!®. Sie beruht auf dem
Umkehrschluss der 1941 von Huggins und Hodges gemachten Entdeckung eines
gesteigerten Wachstums von PCa-Zellen nach Androgenstimulierung?.
Unterstitzt wurde diese Theorie durch die Beobachtung, dass Eunuchen

(Kastration vor der Pubertat) nicht am Prostatakarzinom erkrankten?®. Ziel der
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ADT ist die Absenkung des Testosterons auf das sogenannte Kastrationsniveau
(unter 50ng/dL)*°. Neuere Studien zeigten jedoch einen gréRBeren Therapiebenefit
bei Testosteronwerten unter 20ng/dL3-*2. Ein Androgenentzug kann entweder
mittels chirurgischer Kastration (bilaterale Orchiektomie) oder medikamentos
erzielt werden. Das pharmakologische Spektrum beinhaltet Ostrogene, LH-RH-
Agonisten, LH-RH-Antagonisten und Antiandrogene (steroidale und nicht-
steroidale). Ostrogene werden auf Grund ihrer vielzahligen kardiovaskularen
Nebenwirkungen jedoch nicht mehr zur Erstlinienbehandlung empfohlen'3. Der
Wirkmechanismus der LH-RH-Agonisten bzw. LH-RH-Antagonisten beruht auf
einer negativen Ruckkopplung bzw. kompetitiven Hemmung der LH-Ausschiittung
aus der Hypophyse, wodurch die testikulare Testosteronproduktion sinkt33. Die
Wirkung der Antiandrogene entfaltet sich durch eine kompetitive Hemmung des
AR®, Je nach gewahltem Pharmakon konnen erhebliche unerwiinschte
Arzneimittelnebenwirkungen, wie beispielweise Libidoverlust, Gyndkomastie oder
Durchfall auftreten!®. Allen Substanzklassen gemein ist das Auftreten von

Hitzewallungen?.

Obwohl in mehreren Studien ein initialer Therapiebenefit der ADT gezeigt werden
konnte, erleidet die Mehrheit der Patienten nach ca. 2-3 Jahren einen Progress
hin zu einem kastrationsresistenten Tumorstadium (CRPC)%. CRPC-Zellen
zeichnen sich u.a. durch eine intrazellulare Testosteronsynthese aus®¢. Diese
bleibt von der herkdmmlichen ADT unbeeinflusst®’. Daher sind diese Zellen trotz
laufender ADT in der Lage, eine ausreichend hohe Testosteronbereitstellung zu
gewahrleisten3®. Therapeutischer Ansatzpunkt fiir dieses Patientenkollektiv sind
neuere Antiandrogene wie Abirateronacetat oder Enzalutamid®. Abirateronacetat
bewirkt Uber die Hemmung des Cytochrom-P-17 eine Hemmung der
Testosteronsynthese®®. In einer Studie konnte eine Verlangerung des Uberlebens
(14,8 vs. 10,9 Monate; Abirateronacetat 1000mg/d + Prednisolon 10mg/d vs.
Placebo) nach Versagen einer Docetaxel-Chemotherapie gezeigt werden®. Aber
auch die Applikation vor einer Docetaxel-Chemotherapie war mit einer
Verlangerung des progressionsfreien Uberlebens assoziiert (16,5 vs. 8,3
Monate)*°. Enzalutamind z&hlt wie Bicalutamid zu den AR-Antagonisten*l. Es
zeichnet sich jedoch durch eine starkere Bindung an den AR aus und kann die
Translokation des aktivierten AR in den Zellkern verhindern*t. Auch fir

Enzalutamid (4x40mg/d) konnte eine Verlangerung des Gesamtiberlebens (18,4

12
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vs, 13,6 Monate) nach Docetaxel-Chemotherapie gezeigt werden*?. Weitere

Kombinationstherapien sind Gegenstand aktueller Studien.

1.5.Kastrationsresistentes Prostatakarzinom

Unter einem kastrationsresistenten PCa (CRPC) versteht man das Fortschreiten
der Erkrankung nach anfanglichem Therapieansprechen trotz medikamentoser
oder chirurgischer Kastration. Dieser Progress kann entweder klinisch durch die
Neuentstehung von Metastasen bzw. das Fortschreiten der bestehenden
Erkrankung oder aber biochemisch durch einen kontinuierlichen PSA-Anstieg
tber Nadir in 3 aufeinanderfolgenden Messungen bei fortbestehendem
Serumtestosteron unterhalb der Kastrationsgrenze (<50 ng/dL) in Erscheinung
treten “3. Der Entstehungsmechanismus dieser Kastrationsresistenz ist bis heute
ungeklart. Die in vitro Entwicklung eines androgen-unabhangigen Phanotyps
beruht in der Regel auf einem vollstandigen Verlust des AR. Interessanterweise
gibt es Hinweise aus verschiedenen klinischen Studien, dass der AR in in vivo
CRPC-Zellen nur selten verloren geht*4>. Dies erlaubt die Schlussfolgerung,
dass die Resistenz gegen die herkdmmliche ADT eventuell Folge einer de- bzw.
co-regulierten Androgen-Achse ist. Entgegen friherer Vermutungen besteht auch
in diesem Tumorstadium eine Hormonsensitivitdt. Daher ist der traditionell
verwendete Begriff des ,hormonrefraktaren PCa“ nicht mehr zulassig. Vielmehr
scheinen u.a. molekulare  Veranderungen wie beispielsweise AR-
Genamplifikationen, die Uberexpression anti-apoptotischer Proteine, die
Steigerung der AR-Aktivitat durch co-regulatorische Signalkaskaden oder aber
eine verdnderte Androgensynthese die Kastrationsresistenzentstehung bei
erhaltener  Androgen-Sensitivitit ~ zu  beglnstigen?t4°.  Die  weitere
Charakterisierung dieser Signalkaskade mit dem AR als Schlisselprotein
erscheint daher ein vielversprechender Ansatz zum besseren Verstandnis dieser

Mechanismen.

13
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1.6.Hitzeschockprotein HSP27

Hitzeschockproteine (HSP) sind hochkonservierte Proteine, die zur Erhaltung der
Zellhomdostase unter Stressbedingungen wie Hypoxie, Hypoglykamie, aber auch
emotionaler, mechanischer oder medikamenteninduzierter Belastung beitragen
und so das Zelliberleben ermoglichen®%-°2, lhre Regulation erfolgt entweder
konstitutiv oder induktiv®3, Benannt werden die HSPs nach ihrer MolekulgréRe.
Im humanen Organismus spielen vor allem das HSP90, HSP70, HSP60, HSP40
und das kleine HSP27 eine wichtige Rolle. Wahrend HSPs mit hohem
Molekulargewicht in der Regel als ATP-abhéngige Chaperone agieren, sind die
kleineren HSPs meist ATP-unabhangig®. In ihrer molekularen Chaperonfunktion
regulieren sie u.a. die Proteinfaltung, den Proteintransport, die Proteinstabilitat
und die Ruckfaltung fehlgefalteter Proteine®4. Durch die ,Uberwachung“ wichtiger
Onkogene beeinflussen sie somit sowohl pro- als auch anti-apoptotische
Signaltransduktionswege®®. Auf Grund der hoheren Stoffwechselanforderungen in
malignen Zellen weisen viele Tumoren eine deutliche Uberexpression
verschiedener HSPs im Vergleich zum gesunden Gewebe auf®t. In
verschiedenen Studien konnte gezeigt werden, dass eine HSP-Uberexpression
mit einem gesteigerten Tumorwachstum, erhéhtem Metastasierungspotential und
der Entwicklung von Resistenzmechanismen gegentber medikamentosen
Therapien assoziiert ist>3%¢. Auch in PCa-Zellen wurde eine deutliche
Uberexpression des HSP27 im Vergleich zu normalem Prostatagewebe

detektiert®’.

Serin15 Serin78 + 82 Threonin143
1- HZN - - 4 NTD . -
1 1
® PR ®

o-Kristallin-Domane ————— COOH - 205

Abbildung 3: Molekularer Aufbau des Hitzeschockproteins 27 (modifiziert nach Katsogiannou
M. et al., Frontiers in Genetic 2014)

S = Serin, T = Threonin, NTD = Amino-terminale Doméne, P = Phosphorylierung
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HSP27 besteht aus 205 Aminosduren und besitzt eine charakteristische a-
Kristallin-Domane (Abbildung 3)°8. Seine Funktion ist u.a. abhéngig vom
Phosphorylierungszustand. Uber eine groRe Anzahl von Kinasen, einschlieRlich
der MAPKAP Kinase 2 und 3, p90Rsk, PKC, PKD und PKG, kann eine reversible
Phosphroylierung an 3 Serinresten (15, 78 und 82) sowie am Threonin 143
erfolgen®®. Dies beeinflusst dann die Oligomerisierung des Proteins und moduliert
damit die Chaperonfunktion. Zentrales Regulationsprotein der HSPs in
Prostatazellen ist der AR. Daher liegt die Vermutung nahe, dass HSPs eventuell
auch an der Entwicklung der Kastrationsresistenz im PCa beteiligt sind. Wahrend
im inaktiven Zustand vor allem das HSP90 zur AR-Stabilisierung beitragt, wird
u.a. die Translokation in den Nukleus und die Bindung an AREs durch das
HSP27 gesteuert®®. Damit nimmt es entscheidenden Einfluss auf die
transkriptorische Aktivitat des AR. Die genauen Interaktionswege zwischen dem
AR und dem HSP27 sind jedoch noch ungeklart. Auch der Einfluss weiterer Co-
Regulatoren, die wiederum die Integritdt des HSP27 oder des AR beeinflussen,

ist weitgehend unerforscht.

1.7.MikroRNA miR-1

Einen moglichen Regulator der AR bzw. HSP27-Integritat stellt die Gruppe der
MikroRNAs dar. Dies sind kleine, nicht-codierende RNA-Molekiile, welche meist
aus 18-25 Nukleotiden aufgebaut sind. Erstmals beschrieben wurden diese
kleinen RNA-Molekile 1993 in einer Versuchsreihe am Fadenwurm
Caenorhabditis elegans®®. Sie konnten aber auch in tber 60 humanen Geweben
nachgewiesen werden®. Bis zum heutigen Tag wurden bereits ber 2500
MikroRNAs identifiziert. Man geht davon aus, dass ca. 60% aller Protein-
codierenden Gene durch MikroRNAs beeinflussbar sind®:. Da MikroRNAs keine
Kodierungsfunktion besitzen, beruht ihre Regulationsfunktion am ehesten auf der
Beeinflussung der Stabilitat und Translation anderer RNA-Molekile mittels
sogenannter ,Gen-Silencing-Prozesse“®?. Hierunter versteht man den gezielten
Abbau einzelner mRNA-Molekile oder deren Translationshemmung. Die
MikroRNA-Biosynthese unterscheidet sich von der anderer RNA-Molekile
(Abbildung 4)83,
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Abbildung 4: MikroRNA-Biosynthese und Wirkmechanismus
(entnommen aus Wienholds E. et al., FEBSPress 2005)

Die Transkription der MikroRNA-Gene erfolgt durch die RNA-Polymerase Il. Dies
fuhrt zur Bildung der pri-MikroRNA, welche anschlieBend von der RNase Drosha
zu pre-MikroRNA weiter prozessiert wird®*. Die pre-MikroRNA besteht in der
Regel aus ca. 70 Nukleotiden. Ein Teil dieser Nukleotidsequenz kann von der
GTPase Exportin 5 erkannt werden, welche dann den Export ins Zytosol
bewirkt®®. Hier erfolgt die weitere Prozessierung durch die zweite RNase Dicer zur
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reifen doppelstrangigen MikroRNA®>. Durch das Zusammenwirken von Dicer mit
dem RNA-Bindeprotein TRBP wird der Doppelstrang entwunden und getrennt.
Nach der Spaltung wird ein Einzelstrang in den sogenannten RISC-Komplex
eingebaut. RISC steht fur ,RNA-induced-silencing-complex® und spiegelt die
Funktion der MikroRNAs wider®®, Dieser besteht dann aus bis zu 25 Nukleotiden
und beinhaltet am 5-Ende eine Seed-Sequenz, welche komplementar zu
verschiedenen 3-UTR-mRNA-Sequenzen ist und dadurch eine Bindungsspeazifitat
zwischen MikroRNA und Ziel-mRNA herstellt. Vermittelt durch RNA-Bindeproteine
der Argonaut-Familie, lagert sich die MikroRNA an den komplementéaren Ziel-
mRNA-Strang an®. In Abh&ngigkeit der Ubereinstimmung der Bindungsstellen
entfaltet sich die Wirkung der MikroRNA. Sollte eine sehr hohe oder vollstandige
Bindungskompatibilitat vorliegen, wird der Ziel-mRNA-Strang zerschnitten und
abgebaut. Dementsprechend kann aus diesem mRNA-Strang keine
Proteinsynthese mehr erfolgen. Sollte eine geringe Bindungskompatibilitéat
vorliegen, kommt es zu einer Hemmung der Translation der durch den Ziel-
mRNA-Strang kodierten Proteine (Abbildung 4)%3. Die Auswirkungen dieses Gen-
Silencings sind sehr variabel. Je nach Gewebeart fungieren einige MikroRNAs als
Tumorsuppressor, andere hingegen eher als Onkogene®®-68, Der Einfluss auf den
Urogenitaltrakt ist bisher weitgehend ungeklart. Es konnte jedoch gezeigt werden,
dass sich das Expressionsmuster verschiedener MikroRNAs im PCa-Gewebe
deutlich von dem in benignem Gewebe unterscheidet®®-%°, Dies trifft auch fir die
MikroRNA miR-1 zu®®. Auf Grund ihrer hohen Expressionsraten im Herz- und
Skelettmuskel nahm man urspringlich an, dass es sich hierbei um eine
muskelspezifische MikroRNA handelt’®. In der Tat konnte sie jedoch in einer
Vielzahl maligner Tumoren nachgewiesen werden®-6%, Sowohl im Lungenzell- als
auch Leberzellkarzinom konnte eine verringerte Expressionsrate detektiert
werden’2, Da nach Re-expression ein vermehrtes Tumorzellsterben
nachgewiesen werden konnte, gilt sie in diesen Geweben als potentieller
Tumorsuppressor’t72, Kiirzliche Untersuchungen weisen darauf hin, dass auch
im PCa-Gewebe eine geringere MikroRNA miR-1 Expression vorliegt®®. Zusatzlich
konnte gezeigt werden, dass sie in die Regulation verschiedener HSP
eingebunden ist und so eine proapoptotische Wirkung entfalten kann’3. Dies
erlaubt die Vermutung, dass sie durch eine HSP-vermittelte Interaktion eventuell

auch in die Regulation der Androgen-Achse eingebunden ist.
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2. Zielstellung der Arbeit

Diese Arbeit soll durch die Charakterisierung der Androgen-Rezeptor-Achse zu
einem besseren Verstandnis der Kastrationsresistenz in PCa-Zellen beitragen
und so zur Entwicklung bzw. Verbesserung der therapeutischen Mdoglichkeiten

beitragen.

Hierzu wurde der regulatorische Einfluss von HSP27 auf die Expression und die

Funktion des AR in PCa-Zelllinien untersucht.

Fur die experimentellen Ansatze zur molekularen Charakterisierung der
Kastrationsresistenz wurde ein in vitro Zellmodell bestehend aus den beiden
etablierten Zelllinien LNCaP und PC3 verwendet. LNCaP-Zellen wurden aus
einem supraklavikularen Lymphknoten eines 50-jahrigen kaukasischen Mannes
mit gesicherter Diagnose eines metastasierten Prostatakarzinoms (mPCa) isoliert.
Diese Zelllinie ist Androgen- und Ostrogenrezeptor positiv und sensitiv gegeniiber
DHT’4. PC3-Zellen wurden aus einer Knochenmetastase eines 62-jahrigen
kaukasischen Mannes mit gesicherter Diagnose eines fortgeschrittenen mPCa
isoliert. Diese Zelllinie zeigt nur eine geringe 5-Alpha-Reduktaseaktivitat und ist

nur minimal bis gar nicht DHT-sensitiv’°.

Der Einfluss von HSP27 auf die AR-Funktion wurde nach gentechnischer
Modulation des Hitzeschockproteins mittels zellbiologischer und
molekularbiologischer Techniken durchgefihrt. Zur Analyse weiterer Faktoren, die
an der HSP27-vermittelten Kontrolle des AR beteiligt sind, wurde abschlie3end

die MikroRNA miR-1 als potentieller Regulator der AR-Funktionen untersucht.
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3. Material und Methoden

3.1.Material

3.1.1. Chemikalien und Reagenzien

Produkt

1,4-Dithiothreitol
1-Brom-3-Chlorpropan
2-Mercaptoethanol
E-Aminocapronsaure
Acrylamid Rotiphorese® Gel 30
Acrylan®

Agarose
Ammoniumperoxodisulfat
Bromphenolblau

CHAPS

Coomassie Brilliantblau G-250
Deionisiertes Wasser
Dinatriumhydrogenphosphat
Dimethylsulfoxid

DPBS

EDTA

Essigsaure (295,9%)
Ethanol, unvergallt (96%)
Ethanol, vergallt (96%)
Fibronektin

Fetales Kalberserum
Film-Entwickler
Film-Fixierer

Formaldehyd

Formamid

G418

Material und Methoden

Hersteller

ROTH

Sigma

ROTH

Sigma

ROTH

Antiseptika

Biozym

ROTH

Feinchemie K.H. Kallies KG
ROTH

Fluka

Millipore

ROTH

AppliChem

Gibco

ROTH

ROTH
Universitatsapotheke
Universitatsapotheke
Sigma

SAFC Biosciences
AGFA

AGFA

ROTH

ROTH

ROTH
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GeneRuler™ DNA Ladder Mix
Glycin
Guanidiniumhydrochlorid
Harnstoff

Isopropanol
Kaliumdihydrogenphosphat
LB-Agar

LB-Medium

Lipofectamine™ 2000
LumiGLO®

Methanol

MOPS

Natriumazid

Natriumchlorid

PageRuler™ Prestained Protein Ladder
Penicillin/Streptomycin
peqGOLD TriFast™

Ponceau S

RedSafe™

RevertAid™ First Strand cDNA Synthesis Kit
RNase A

Roti®-Block

Salzsaure

SensiMix™ SYBR Kit

SDS

siLentFect®

SuperSignal®

TEMED

Thioharnstoff
Trichloressigsaure

Tris

Material und Methoden

Fermentas
ROTH
AppliChem
ROTH

ROTH

Merck

ROTH

ROTH
Invitrogen
Cell Signaling
ROTH

ROTH

ROTH

ROTH
Fermentas
PAA Laboratories
peqglab
SERVA
Intron Biotechnology
Fermentas
ROTH

ROTH

Merck

Bioline
SERVA

Bio Rad
Thermo Scientific
ROTH, Gibco
ROTH

ROTH

ROTH
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Trypsin

Tween

3.1.2. Verbrauchsmaterialien

Produkt

6-Well-Zellkulturschalen
96-Well-Platten

96-Well-Platten, PCR

Becherglaser, versch.Grol3en
Einfrierboxen Kryosafe

Falcon® 50ml

Filterpapier

Glasflaschen (100/500/1000/2000ml)
Handschuhe

Kryoréhrchen, 1,8ml

Messkolben

Messzylinder
Nitrozellulosemembran PROTRAN®
Pasteurpipetten

PCR-Folien

Pipettenspitzen, gefiltert
Pipettenspitzen, ungefiltert
serologische Pipetten, steril/unsteril
Reaktionsgefalie, 0,2ml (PCR-tubes)
Reaktionsgefalle, 1,5 ml/2 ml
ReaktionsgefalRe, 15 ml/50 ml
Zellkulturflaschen, T75

Zellschaber

ZipTip® Pipette

Material und Methoden

Promega

ROTH

Hersteller
Greiner

Greiner

VWR

Jenaer Glas
National Lab
Biosciences
Whatman

Schott Duran
Kimberly Clark
NUNC
Labortherm
Duran®; Scherf®
Whatman

VWR

Applied Biosystems
Sarstedt
Sarstedt
Sarstedt

Biozym

Sarstedt

BD FalconTM
Sarstedt; Greiner

Techno Plastic Products

Millipore
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3.1.3. Gerate

Produkt
Absorptionsmessgeréat
Agarose-Gelelektrophorese
Auflichtmikroskop Telaval 3
Autoklaven

Brutschrank
Eismaschine
Electroblotting System
Feinwaage

Filmkassette
Gefrierschranke (-20°C)
Gefrierschranke (-80°C)
Geldokumentationsgeréat
Heizblock QBT 1
Kihlschranke (~4°C)
Laminarbox
Magnetruhrer
Mikrowelle

Nano-Drop

pH-Meter

Photometer

Pipetten

Pipettierhilfe

Pumpe

Reinstwasseranlage Milli-Q Synthesis A 10

gRT-PCR-Cycler
Schittler Vibramax 100

SDS-PAGE-Platten und Kammersystem
Spektralphotometer Nano-Drop 2000c

Stromversorgungsgerat PowerPack™

ThermalCycler
Thermocycler T3000

Material und Methoden

Hersteller

Tecan infinite M200
BioRad, Biometra
Zeiss

Systec

Cell MMM-Group
Enodis

BioRad

Sartorius

AGFA / Kodak

AEG,; Foron; Liebherr; Miele
Jouan; Nuaire; NUNC
Intas

Sarstedt

Miele

Biohit

Variomag Multipoint HP
micromaxx

BioRad

Orion

Eppendorf
Eppendorf; Biohit
Pipeo
PharmaciaLKB
Millipore

BioRad CFX96
Heidolph Instruments
BioRad

Thermo Scientific
Bio-Rad

Eppendorf

Biometra
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Thermogefald fur flussigen Stickstoff
Uberkopfschuttler Multi Bio RS-24
Ultraschallbad

Vakuumpumpe

Waage

Wasserbad

Wippschiittler

Zahlkammer (Neubauer)
Zentrifuge Centrifuge 5415R
Zentrifuge PerfectSpin P
Zentrifuge Jouan MR1822

3.1.4. Zelllinien

LNCaP
Hersteller

Material und Methoden

Isotherm

BioSan

Transsonic

Integra Biosciences
Sartorius

Grant
UNITWIST-RT
Optik Labor
Eppendorf

Peglab

Jouan

American Type Culture Collection, Manassas, USA

Charakteristik Der LNCaP-Klon wurde 1977 von J. S. Horoszewicz et al. mittels

Aspirationsbiopsie aus einem supraklavikularen Lymphknoten

eines 50-jahrigen

kaukasischen Mannes mit gesicherter

Diagnose eines metastasierten Prostatakarzinoms isoliert. Diese

Zelllinie ist Androgen-

und Ostrogenrezeptor positiv und

empfindsam gegeniber 5-Alpha-Dihydrotestosteron.

PC3

Hersteller

American Type Culture Collection, Manassas, USA

Charakteristik  Der PC3-Klon wurde 1979 von M. E. Kaighn et al. aus einer

Knochenmetastase eines 62-jahrigen kaukasischen Mannes mit

gesicherter Diagnose eines metastasierten Prostatakarzinoms

(Grad 1V) isoliert. Diese Zelllinie zeigt eine nur geringe 5-Alpha-

Reduktaseaktivitat und ist daher nur minimal bis gar nicht

empfindsam gegentiber 5-Alpha-Dihydrotestosteron.
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PC3-HSP27

Hersteller

Charakteristik

Material und Methoden

American Type Culture Collection, Manassas, USA (PC3-Klon)
Molekular-urologisches Forschungslabor Universitatsmedizin
Greifswald, Deutschland (PC3-HSP27-Klon)

Der PC3-HSP27-Klon wurde durch molekularbiologische
Modifikation des urspringlichen PC3-Klons durch
M.B. Stope et. al. hergestellt. Hierbei handelt es sich um eine
stabile Zelllinie, in welcher im Gegensatz zum Ausgangsklon das

Hitzeschockprotein27 stabil Giberexprimiert wird.

3.1.5. Antikorper

Primarantikdrper Hersteller

anti-AR-N rabbit polyclonal 1gG Cell Signaling
anti-GAPDH rabbit monoclonal IgG Cell Signaling
anti-HSP27 mouse monoclonal IgG Cell Signaling
Sekundarantikorper Hersteller

goat anti-rabbit-IgG Cell Signaling
horse anti-mouse-IgG Cell Signaling

3.1.6. Primer und Vektoren

Primer
Zielstruktur
AR
AR FOR
AR REV

Sequenz

5-TGCCTGATCTGTGGAGATGA-3'
5-CGAAGACGACAAGATGGACA-3
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HSP27
HSP27 FOR
HSP27 REV

PSA
PSA FOR
PSA REV

Material und Methoden

5-AAGCTAGCCACGCAGTCCAA-3
5-CGACTCGAAGGTGACTGGGA-3

5-CCGGAGAGCCTGTGTCACC-3
5-GTGCAGCACCAATCCACGTC-3’

Ribosomales Protein LPO (housekeeping)(RPLPO)

RPLPO FOR
RPLPO REV

MikroRNA miR-1
miR-1 FOR

Universal reverse Primer

sSnRNA RNUG6B (housekeeping)

U6 FOR

Universal reverse Primer

Vektoren
Produkt
pcDNA3.1
pcDNA3.1-HSP27
SiRNA-HSP27 |
SIRNA-HSP27 II

3.1.7. Zellkulturmedien

Produkt

RPMI 1640 mit Phenolrot
RPMI 1640 ohne Phenolrot

5-CAATGGCAGCATCTACAACC-3
5-ACTCTTCCTTGGCTTCAACC-3

5-ACATACTTCTTTACATTCCA-3
5-TGGTGTCGTGGAGTCCGGT-3'

5-CTCGCTTCGGCAGCACA-3'
5-TGGTGTCGTGGAGTCGT-3'

Hersteller

Invitrogen

MB Stope / C. Kubisch
Signal Silence

Signal Silence

Hersteller
PAN Biotech, Aidenbach
PAN Biotech, Aidenbach
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3.1.8. Kits

Produkt

mirPremier microRNA Isolationskit

miScript PCR Starter Kit

miScript Primer Assay

RevertAid™ First Strand cDNA Synthesis Kit

3.1.9. Computerprogramme

Programm

Microsoft Word 2011
Microsoft Excel 2011
GraphPad Prism 5

CFX Manager (Version 2.0)
EndNote 6

Material und Methoden

Hersteller
SIGMA
Qiagen
Qiagen
Fermentas

Hersteller
Microsoft

Microsoft
GraphPad Software
BioRad

Thomson Reuters
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3.2.Methoden
3.2.1. Zellkultur

Sowohl der LNCaP- als auch der PC3-Klon wurden k&uflich tUber die Firma
American Type Culture Collection erworben und nach Herstellerangaben
kultiviert. Nach ausreichendem Anwachsen wurde ein Teil der Zellen in die
Routinezellkultur Uberfihrt bzw. zur dauerhaften Lagerung in flissigem Stickstoff

eingefroren.

3.2.2. Auftauen der Zellen

Es wurde je ein Kryo-Réhrchen pro Zell-Klon aus dem flussigen Stickstoff
entnommen und bei 37°C aufgetaut. AnschlieRend wurden die Zellen vorsichtig
resuspendiert und in 3ml Vollmedium umgesetzt. Nach 5-mindtiger Zentrifugation
bei 3000U/min wurde der Uberstand verworfen und das Sediment erneut in 3ml
Vollmedium resuspendiert. Diese Zellsuspension wurde in eine mit 17ml
Volimedium geftllite 75cm? Zellkulturflasche tberfihrt und im Brutschrank bei
37°C und 5%CO2-Gehalt kultiviert. Es folgte die tagliche lichtmikroskopische
Begutachtung und im Falle von Konflueszenz ein Wechsel des Vollmediums.

3.2.3. Passagieren der Zellen

Die Passage aller 3 Zelllinien erfolgte 2-mal wéchentlich. Hierzu wurde nach
lichtmikroskopischer Begutachtung zunachst das Vollmedium abgesaugt und die
Zellen anschlieBend 2-mal mit einer 1%igen PBS-Lésung gewaschen.
Anschlie3end wurde der Zellrasen mit 1ml einer 2-fach Trypsin/EDTA benetzt und
fir 2 min inkubiert. Durch vorsichtiges Beklopfen der Zellkulturflasche wurden die
Zellen vollstandig abgeltst. Es folgte die Zugabe von 2ml Vollmedium und
Resuspension der Zellen. Zur weiteren Passage wurde 1ml dieser Zellsuspension
in eine neue mit 17ml Vollmedium gefillte 75cm? Zellkulturflasche Uberfuhrt. Fir
die folgenden Versuchsreihen wurden alle 3 Zelllinien in mit Fibronektin
beschichteten 6-Well Zellkulturplatten ausgeséht. Hierbei wurden 2-3x10°
LNCaP-Zellen verwendet, bzw. PC3 und PC3-HSP27-Zellen im Verhaltnis 1:6 bis
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1:8 eingesetzt. Die Zellzahlung erfolgte mittels Neubauer-Zahlkammer. Zur
Sicherstellung einer ausreichenden Zellvitalitat wurden die Zellen nach maximal

25-facher Passagierung verworfen.

3.2.4. Einfrieren der Zellen

Die Herstellung neuer Kryokonserven erfolgte aus Zellen junger Passage, welche
nicht fir Versuchszwecke oder die Routinezellkultur benétigt wurden. Hierzu
wurden die in Vollmedium suspendierten Zellen 5 min bei 3000U/min zentrifugiert.
AnschlieBend wurde der Uberstand verworfen und die Zellen in 3ml
Einfriermedium vorsichtig suspendiert. Die Zellzdhlung erfolgte mittels Neubauer-
Zahlkammer. Pro Kryokonserve wurden 1,2x108 Zellen eingesetzt. Diese wurden
fur 24 Stunden bei -80°C langsam heruntergekuhlt und anschliel3end in flissigem

Stickstoff eingefroren.

3.2.5. Transfektion der Zellen

Zur Untersuchung des Einflusses des Hitzeschockproteins 27 auf den Androgen-
Rezeptor wurden verschiedene Transfektionsversuche durchgefiihrt. Hierfar
wurden entweder cDNA-Uberexpressionsvektoren oder small interfering RNAs
(SiRNA) zum gezielten Gen-Knock-Down verwendet.

3.25.1. Knock-Down von HSP27 in LNCaP Zellen

Fur gezielte Knock-Down Versuche des HSP27 in LNCaP Zellen wurden diese
mit spezifischen siRNAs transfiziert. FUr ein bestmogliches Ergebnis wurde eine
Kombination aus zwei siRNAs (SiIRNA-HSP | und siRNA-HSP II, SignalSilence)
und siLent Fect verwendet. SIRNAs gehotren zur Kategorie doppelstrangiger
RNA-Molekule, welche eine wichtige Rolle bei der RNA-Interferenz spielen, indem
sie die Expression spezifischer Gene mittels komplementéarer
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Nukleotidsequenzen hemmen. LNCaP Zellen wurden in mit Fibronektin
beschichteten 6-Well Platten ausgesat. Im Falle ausreichender Adhéarenz erfolgte

die Vorbereitung der Transfektionsreagenzien pro Well nach folgendem Ansatz:

Gesamtmedium pro Well =15ml

-> Transfektionsansatz pro Well =0,25ml

-> vorzulegendes Medium pro Well =1,25ml

siRNA-Transfektionsansatz: Kontrolltransfektionsansatz:
125 ul RPMI Medium 125 pl RPMI Medium

+ 2,25ul SiRNA-HSP27 |
+ 2,25ul sSiRNA- HSP27 11

siLentFect-Transfektionsansatz:
125 pl RPMI Medium
+ 0,75 ul siLF (siLent Fect)

Alle 3 Transfektionsansatze wurden separat hergestellt. Danach wurde der
SiIRNA- bzw. Kontrolltransfektionsansatz mit dem siLentFect Transfektionsansatz
sorgfaltig vermischt und dber 20 min bei Raumtemperatur inkubiert.
Zwischenzeitlich wurde das verbrauchte Medium von den Zellen abgesaugt und
durch je 1,25ml frisches Transfektionsmedium ersetzt. Anschliel3end wurden je
0,25ml Transfektionsansatz- bzw. Kontrolltransfektionsansatzreagenz auf ein 6-
Well getropft und durch vorsichtiges Bewegen der gesamten Zellplatte mit dem
vorgelegten Medium vermischt. Danach wurden die Zellen fur 72h bis zur Ernte

im Brutschrank kultiviert.

3.2.5.2. Uberexpression von HSP27 in PC3 Zellen

Eine  Uberexpression des HSP27 in PC3-Zellen wurde mittels
Expressionsvektoren erzielt. Expressionsvektoren sind Klonierungsvektoren, mit

denen eine codierende DNA-Sequenz in mRNA transkribiert und nachfolgend in
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ein Genprodukt translatiert werden kann. Die Transfektion erfolgte mittels dem
pcDNA-HSP27-Vektor bzw. dem Kontrollvektor pcDNA 3 sowie Lipofectamine.
Pro Transfektion wurden 5ug DNA eingesetzt. PC3 Zellen wurden in mit
Fibronektin beschichteten 6-Well Platten ausgesat. Im Falle ausreichender
Adhéarenz erfolgte die Vorbereitung der Transfektionsreagenzien pro Well nach

folgendem Ansatz:

Gesamtmedium pro Well =3ml

- Transfektionsansatz =1ml

- vorzulegendes Medium =2ml

pcDNA-HSP27-Transfektionsansatz: pcDNA-3Kontrolltransfektionsansatz:
500 pl RPMI Medium 500 pl RPMI Medium

+ 5ug pcDNA-HSP27 + 5ug pcDNA-3

Lipofectamine-Transfektionsansatz
500 pl RPMI Medium
+ 7,5ul Lipofectamine

Alle 3 Transfektionsansatze wurden separat hergestellt und fur 5 min bei
Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend wurde der pcDNA-HSP27- bzw. der
pcDNA-3-Kontrolltransfektionsansatz mit dem Lipofectamine-Transfektionsansatz
vermischt und erneut fir 20 min bei Raumtemperatur inkubiert. Zwischenzeitlich
wurde das verbrauchte Medium von den Zellen abgesaugt und durch je 2ml
frisches  Transfektionsmedium ersetzt. Anschlieend wurden je 1ml
Transfektionsansatz- bzw. Kontrolltransfektionsansatzreagenz auf einen 6-Well
Trager getropft und durch vorsichtiges Bewegen der gesamten Zellplatte mit dem
vorgelegten Medium vermischt. Danach wurden die Zellen fur 72h bis zur Ernte

im Brutschrank kultiviert.
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3.2.6. Protein- und RNA-Isolierung

Reagenzien
PBS (pH 7,4) 1,06 MM KHPO

155,17 mM NaCl

2,97 mM Naz2HPO4 x 2H20
peqlabGOLD TriFast

1-Bromo-3-Chloropropan

Isopropanol

75% Ethanol, unvergallt

95% Ethanol, unvergallt

Guanidinium-HCI-Lésung 50ml Ethanol 95%, unvergallt
1,433g Guanidinium-HCI

2D-Lysispuffer 2,49 Harnstoff
0,769 Thioharnstoff
0,29 CHAPS
0,1 DTT
0,048g Tris
5ml Aqua bidest

Die RNA- und Proteinisolierung erfolgte mittels TriFast. Pro Zelllinie und Versuch
wurde je eine 6-Well Zellkulturschale geerntet. Nach lichtmikroskopischer
Begutachtung wurde das Medium jeder 6-Well Zellkulturschale abgesaugt und die
Zellen 1 mal mit 3ml PBS gewaschen. Anschlieend wurden die Zellen durch
Zugabe von 500ul TriFast und 5 minttiger Inkubation bei Raumtemperatur lysiert.
Danach wurden die Zellen mittels Zellschaber gelost, das Lysat in ein
Reaktionsgefal Uberfihrt und erneut homogenisiert. Im Anschluss wurden 100pl
1-Bromo-3-Chloropropan zugegeben und das Reaktionsgefal3gefald far 15
Sekunden gevortext. Nach 5 mindtiger Inkubation bei Raumtemperatur folgte eine
15 mindtige Inversion und anschlieRende Zentrifugation bei 15.000rpm und 4°C
fur 15 min. Zur Verbesserung der Phasentrennung wurden die Proben 3 min auf

Eis gestellt. AnschlieRend wurde die obere wassrige Phase durch vorsichtiges
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Abpipettieren ohne Kontamination durch die Interphase in ein neues
Reaktionsgefal? Uberfuhrt. Interphase und organische Phase wurden im

Reaktionsgefal? belassen und bis zur Proteinpréaparation auf Eis gelagert.

3.2.6.1. RNA-Préaparation mit TRIZOL

Zur Fallung der RNA wurde die wassrige Phase mit 250ul Isopropanol versetzt,
10 mal invertiert und fur 10 min bei Raumtemperatur inkubiert. Anschliel3end
folgte die Zentrifugation bei 15.000rpm und 4°C fir 10 Minuten. Der Uberstand
wurde durch vorsichtiges Absaugen entfernt und das RNA-Pellet mit 75%igem
Ethanol durch 5-10 mindtige Inversion und anschlieBende 5 mindtige
Zentrifugation bei 12.000rpm und 4°C gewaschen. Dieser Vorgang wurde 3 mal
wiederholt. Danach wurde der Uberstand verworfen und das RNA-Pellet firr 5-10
Minuten luftgetrocknet. AbschlieBend wurde das RNA-Pellet je nach Pelletgrofl3e
in 22-32ul RNase freiem Wasser gel6st und bis zur Weiterverarbeitung auf Eis

gelagert.

3.2.6.2. Protein-Praparation mit TRIZOL

Zur Ausfallung der DNA (Interphase) wurde das auf Eis zwischengelagerte
Reaktionsgefal? mit 150ul 95%igem Ethanol versetzt, 10 mal invertiert, 3 Minuten
bei Raumtemperatur inkubiert und bei 600rpm und 4°C fir 5 Minuten zentrifugiert.
Der Uberstand (ca. 400ul) wurde in ein neues Reaktionsgefal wberfuhrt, mit
750ul Isopropanol versetzt, 20 Minuten invertiert und bei 15.000rpm und 4°C fir
10 Minuten zentrifugiert. Das Proteinpellet wurde vom Uberstand befreit, mit 1ml
Guanidinium-HCI versetzt, fur 20 Minuten auf dem Rollinkubator gewaschen, bei
12.000rpm und 4°C fur 5 Minuten zentrifugiert und abschlie3end erneut vom
Uberstand befreit. Dieser Vorgang wurde 3 mal wiederholt. AnschlieBend wurde
das Proteinpellet mit 1ml 95%igem Ethanol fur 20 Minuten auf dem Rollinkubator
gewaschen und bei 12.000rpm und 4°C furr 5 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand

wurde erneut verworfen und das Pellet fir 10 Minuten vakuumgetrocknet.
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AbschlieBend wurde das Proteinpellet je nach Pelettgrof3e in 100-200ul 2D-

Lysepuffer durch 45 minutige Inversion gelost.

3.2.6.3. MikroRNA-Préaparation

Reagenzien:

mirPremier® microRNA Isolations Kit

HBSS-Puffer 8¢/l NaCl
0,49/l KCL
0,069/l KH2PO4
0,098¢g/l MgSO4
0,048g/l NazHPO4
0,149/l CaCl2
0,35g/l NaHCO3
19/l Glucose
0,019/l Phenolrot (Natriumsalz)

Lysepuffer (300ul pro 6well) 70% MikroRNA Lysis Buffer
30% Binding Solution
10pl/ml Mercaptoethanol

Die MikroRNA-Isolation erfolgte gemafld den Herstellerangaben des mirPremier®
microRNA Isolations Kits. Dieses Isolationsverfahren beruht auf einem speziellen
Lysepuffer ~ sowie = mehreren  Filtrationsschritten  mittels  spezifischer
Kieselgelsédulen. Pro Zelllinie und Versuch wurde je eine 6-Well Zellkulturschale
geerntet. Nach lichtmikroskopischer Begutachtung wurde das Medium jeder
6-Well Zellkulturschale abgesaugt und die Zellen 2 mal mit 2ml HBSS
gewaschen. Anschliel3end wurden die Zellen durch Zugabe von 300ul Lysepuffer
und 5 mindtiger Inversion bei Raumtemperatur lysiert. Das Lysat wurde
anschlieend in ein Reaktionsgefald tberfihrt und bei 16.400rpm und 4°C fir 5
min zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen und in ein neues
Reaktionsgefal® uberfuhrt. AnschlielRend wurde das 1,1-fache Volumen 95%-igen

Ethanols dazugegeben und vorsichtig vermischt. Danach wurde das Gemisch auf
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die Kieselgelsaule pipettiert und bei 16.400rpm und 4°C fur 30 Sekunden
zentrifugiert. Die Kieselgelsédule wurde in ein neues Reaktionsgefald eingesetzt
und 1 mal mit 700ul 95% Ethanol gewaschen. Danach erfolgte ein zweiter und
dritter Waschschritt mittels Kit-spezifischer Wash-Solution und anschliel3ender
Zentrifugation bei 16.400rpm und 4°C fir 30 Sekunden. Im Anschluss wurde die
Saule 1 Minute luftgetrocknet und in ein neues Reaktionsgefal® Uberfihrt. Durch
Zugabe von 20-40ul Kit-spezifischer Elution-Solution, 1 mindtiger Einwirkzeit und
anschlieBender Zentrifugation wurden die MikroRNAs aus der Saule gelost.
Durch Wiederholung dieses Schrittes konnte eine hohere MikroRNA-Ausbeute
erzielt werden. AbschlieBend erfolgte die Lagerung auf Eis bis zur

Weiterverarbeitung.

3.2.6.4. Zelllyse mittels RIPA-Lysepuffer

Reagenzien
PBS (pH 7,4) 1,06 mM Kz2HPO4

155,17 mM NacCl
2,97 mM Na2HPOs x 2H20

RIPA-Stammldsung 50 mM Tris (pH 7,5)
5 mM EDTA (pH 8,0)
150 mM NacCl
10 mM K2HPO4
10% Glycerol
1% Triton X-100
0,05% SDS

RIPA-Gebrauchslésung 67% RIPA-Stammldsung
1 mM SV
20 mM NaF
20 mM Glycerol-2-Phosphat
0,1 mM PMSF
20% Complete™ Mini EDTA-frei
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Pro Zelllinie und Versuch wurde je eine 6-Well Zellkulturschale geerntet. Nach
lichtmikroskopischer Begutachtung wurde das Medium jeder 6-Well
Zellkulturschale abgesaugt und die Zellen 1 mal mit 3ml PBS gewaschen.
Anschlieiend wurden Zellen mittels Zellschaber in 1ml PBS geerntet und bei
3000 U/min fiir 5 min bei 4 °C sedimentiert. Der Uberstand wurde abgenommen
und das Sediment je nach Zelldichte in 100-200ul RIPA-Puffer resuspendiert.
Anschlieend wurde die Suspension fir 1 Stunde auf Eis inkubiert und
abschieBend fur ca. 30 Sekunden mittels Ultraschall aufgeschlossen. Die
Zelllysate wurden bis zur Weiterverarbeitung auf Eis gelagert.

3.2.7. Proteinanalyse
3.2.7.1. BRADFORD-Assay

Der Bradford-Assay ist eine photometrische Methode zur quantitativen
Bestimmung von Proteinen. Er beruht auf der Komplexbildung des Farbstoffes
Coomassie Brilliant Blue G250 mit Proteinen. Durch die Komplexbildung mit
Proteinen wird der Farbstoff in seiner Sulfonatform stabilisiert und das
Absorptionsmaximum verschiebt sich von 470nm nach 595nm. Der Standard zur
Ermittlung der Proteinmenge wurde nach folgender Tabelle pipettiert und nach 5

minttiger Inkubation die Extinktion bei 595nm am Photometer gemessen.

TriFast-Proben RIPA-Proben
BSA-Standard in 2D- Bradford- BSA-Standard in
A. bidest ) A. bidest
2D-Lysepuffer Lysepuffer Reagenz A. bidest

30 pl 70 pl 1,9 ml - 100 pl

1p 29 ul 70 ul 1,9 ml 1p 99 ul

2ul 28 ul 70 ul 1,9 ml 2ul 98 ul

4 pl 26 pl 70 ul 1,9 ml 4 pl 96 pl

6 pl 24 pl 70 pl 1,9 ml 6 pl 94 pl

10 ul 20 pl 70 pl 1,9 ml 10 pl 90 pl

20 pl 10 pl 70 pl 1,9 ml 20 pl 80 pl

2D-
Probe A. bidest Probe A. bidest
Lysepuffer
2ul 28 ul 70 ul 1,9 ml 2ul 98 ul
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3.2.7.2. SDS-Page

Reagenzien

10x Laufpufferstocklésung

1x SDS-Laufpuffer

5x Proteinladepuffer

Sammelgelpuffer

Trenngelpuffer

Material und Methoden

192 mM Glycin
24,8 mM Tris
(pH 8,3)

10%10x Laufpufferstocklosung
0,1% 10% SDS

156 mM Tris (pH 6,8)
25% Glycerol

5% SDS

12,5% B-Mercaptoethanol
0,2% Bromphenolblau

0,5 M Tris (pH 6,8)
10%210x Laufpufferstocklosung

1,5 M Tris (pH 8,8)

SDS-PAGE ist eine Variante der Polyacrylamid-Gelelektrophorese zur Trennung

von Proteinen in einem elektrischen Feld in Abhangigkeit von der Moleklilmasse.

Die Eigenladung der Proteine wird durch das im Gel enthaltene anionische SDS

maskiert. GroR3ere Proteine bewegen sich langsamer durch das Feld als kleinere

und kdnnen so voneinander getrennt werden. Zur Beurteilung der MolekulgroRRe

wird ein Proteingrol3en-Marker mitgefuihrt. Trenn- und Sammelgel wurden wie

folgt hergestellt:
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10% Trenngel Sammelgel
A. bidest 2,4 ml 2,1 ml
Trenngelpuffer 1,5ml -
Sammelgelpuffer - 375 ul
Rotiphorese® Gel 30 2 ml 500 pl
10% SDS 60 pl 30 ul
10% APS 60 pl 30 ul
TEMED 6 pl 3ul

Die Proteinproben wurden mit 5xProteinladepuffer versetzt. RIPA-Lysate wurden
anschlieend fir 5 min denaturiert, auf Eis heruntergekihlt und abzentrifugiert. Es
wurde das SDS-System von BioRad verwendet. Pro Gel-Tasche wurden 20ug
Protein aufgetragen. Der Gel-Lauf erfolgte bei 120V und wurde beendet, bevor
das Farbband des Ladepuffers das untere Gel-Ende erreicht hatte.

3.2.7.3. Western-Blot

Reagenzien
Antikdrperlésung 5% BSA

10% 10x TBS

0,001 Tween-20
Blockierungslésung 1x Roti®-Block
Lumineszenslésung 5% LumiGLO®-Reagent A (20x)

5% LumiGLO®-Reagent B (20x)
Ponceau S-LOsung 0,2% Pongeau S

3% Trichloressigséaure
Sekundarantikérperlésung 1x Roti®-Block
TBS-T 20 mM Tris
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138 NacCl

0,1% Tween 20

(pH 7,6)
Entwickler nach Herstellerprotokoll
Fixierer nach Herstellerprotokoll

Als Western Blot bezeichnet man die Ubertragung von Proteinen auf eine
Tragermembran, die anschlie@end Uber unterschiedliche Reaktionen

nachgewiesen werden konnen.

Nach Beendigung des Gellaufs wurde die Gel-Haltvorrichtung vorsichtig
entnommen, das Trenngel vom Sammelgel mittels Spatel geldst und in
Transferpuffer legt.  Zusatzlich wurden 8  Filtermembranen und 1
Nitrozellulosemembran in Transferpuffer aquilibriert. Der Aufbau des Blots

erfolgte wie folgt:

Kathode

4 Filterpapiere
Arcylamidgel
Nitrozellulosemembran
4 Filterpapiere

Anode

Luftblasen wurden durch Abrollen mit einer Glasrohre entfernt. Anschlie3end
wurde bei 1,2mA pro cm? fiir 1 Stunde geblottet. Zur Transferkontrolle wurde die
Nitrozellulosemembran 5 min in eine Ponceau S-LOsung eingelegt und
anschlieBend begutachtet. Im Falle eines erfolgreichen Transfers wurde die
Membran mit TBS-T und A. bidest gewaschen und fur 1 Stunde mit Roti-Block-
Losung blockiert. Danach erfolgte die Inkubation der Membran mit dem
Priméarantikdper bei 4°C Uber Nacht. Zur optimalen Benetzung wurde das
Inkubationsbehaltnis auf einem Wippschuttler gelagert. Am Folgetag wurde die
Primarantikdrperlosung abgenommen und die Membran 3 mal fir 5 min mit TBS-
T gewaschen. AnschlieBend wurde die Membran mit dem zum Priméarantikbper

passenden Sekundarantikoper fur 1 Stunde bei Raumtemperatur und Inversion
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inkubiert. Der Sekundarantikbper wurde verworfen und die Membran nochmals 3
mal fir 5 min mit TBS-T gewaschen. Zwischenzeitlich wurden die
Lumineszenslésung und die Filmkassette vorbereitet. Jede Membran wurde mit
Lumineszenslosung betraufelt und fur 2-3 min inkubiert. Hiernach wurde die
Membran in die Filmkassette gelegt. In der Dunkelkammer wurde unter
vollstdndigem Lichtausschluss ein Rontgenfilm in die Kassette gelegt, nach
entsprechender Expositionszeit wieder entfernt, im Entwickler inkubiert und im

Fixierer abgestoppt. Abschlie3end wurde der Film densitometrisch ausgewertet.

3.2.8. Nukleinsaureanalytik
3.2.8.1. Photometrische RNA-Konzentrationsbestimmung

Die photometrische RNA-Konzentrationsbestimmung erfolgte mittels Nano-Drop-

Messsystem bei 260nm. Als Leerwert wurde DEPC-Wasser verwendet.

3.2.8.2. Reverse Transkription von RNA

Reverse Transkription (RT) bezeichnet die Umschreibung von RNA in
komplementdre DNA. Hierzu werden spezielle RNA-abhéngige DNA-
Polymerasen und Oligo-dT-Primer bendétigt. Es wurde das ,RevertAid™ First
Strand cDNA Synthesis Kit* verwendet. Die Reaktion erfolgte in 20ul Ansatzen
nach folgendem Protokoll:

Reagenzien Inkubationsprotokoll
1. Schritt 1pg RNA 65°C fur 5 Minuten
1,5ul Oligo-dT-Primer

RNase-freies H20

2. Schritt 6l Reaktions-Puffer 42°C fur 60 Minuten
1,5ul RiboLock 72°C fur 10 Minuten
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3ul dNTP-Mix
1,5ul RevertAid RT

3. Schritt (Abkuhlphase) 4°C flir «

AbschlieRend wurden die Proben mit 200-300pl A.bidest aufgefillt und bis zur

Weiterverwendung auf Eis gelagert oder tiefgefroren.

3.2.8.3. Reverse Transkription von MikroRNA

Die RT der MikroRNA erfolgte mit dem ,miScrpit Reverse Transcription Kit*. Im
Unterschied zur RT von RNA wird bei der Umschreibung von MikroRNA diese
mittels einer Poly-A-Polymerase zusatzlich polyadenyliert und somit flr einen
Oligo-dT-Primer erkennbar. Die Reaktion erfolgte in 10yl Ansétzen nach

folgendem Protokoll:

Reagenzien Inkubationsprotokoll
1. Schritt 1ug RNA 37°C fiur 60 Minuten
2ul Reaktions Puffer 95°C fur 5 Minuten

0,5ul Reverse Transkriptase

RNase freies Wasser

2. Schritt (Abkuhlphase) 4°C fir «

Abschlieend wurden die Proben 1:4 mit A.bidest aufgefullt und bis zur

Weiterverwendung auf Eis gelagert oder tiefgefroren.
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3.2.8.4. Quantitative Real-time PCR nach reverser Transkription der
RNA

Eine quantitative Real-time PCR ist eine Vervielfaltigungsmethode fir
Nukleinsauren. Sie beruht auf dem Prinzip der Polymerase-Kettenreaktion (PCR)
und ermdglicht zuséatzlich die Quantifizierung der gewonnenen DNA. Die
Quantifizierung wird mittels Fluoreszenz-Messung wahrend eines PCR-Zyklus
durchgefiihrt. Die PCR gliedert sich in eine Denaturierungs-,
Primerhybridisierungs- und Elongationsphase. Je nach Protokoll werden diese
20-50 mal durchlaufen. Es wurde das SensiMix™ SYBR® Kit verwendet.
Zusatzlich wurde je ein spezifischer Forward- und Reverse-Primer (HSP27, AR,
PSA) eingesetzt. Als Housekeeping Gen wurde RPLPO verwendet. Alle Ansatze
wurden als Duplikate gemessen. Zuséatzlich wurde ein Standard bestehend aus
dem Pool aller verwendeten Proben eingesetzt. Zur Reinheitskontrolle wurde
stets eine Wasserprobe mitgefuihrt. Die Reaktion erfolgte in 20ul Ansétzen nach

folgendem Protokoll:

Mastermix + 3ul cDNA

1pl Forward-Primer (10uM)
1pl Reverse-Primer (10uM)
10pl SensiMix™ SYBR®
5ul Millipore-Wasser

Das Ansetzen der Duplikate erfolgte auf Eis in einer 96-Well Platte. Der
Mastermix wurde fir jedes Primer-Paar in benétigter Menge angefertigt und auf
Eis gelagert. Danach wurden je 3ul cDNA bzw. Millipore-Wasser fur die
Reinheitskontrolle pro Well vorgelegt und mit 17ul Mastermix durch mehrmaliges
Auf- und Abpipettieren vermischt. AnschlieBend wurde die Platte mit einer
Thermocylerfolie verschlossen und abzentrifugiert. Die PCR wurde nach

folgendem Protokoll durchlaufen:
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1. Schritt: initiale Denaturierung der DNA
2. Schritt: Denaturierung

3. Schritt: Annealing der Primer

4. Schritt: Strangsynthese

Wiederholung Schritt 2-4

5. Schritt: Denaturierung

6. Schritt: Schmelzkurvenanalyse

Material und Methoden

95°C fur 10 Minuten
95°C fur 10 Sekunden
60,1°C fur 15 Sekunden
72°C fur 10 Sekunden
44x
95°C fur 10 Sekunden
65°C bis 95°C; in 0,5°C
Schritten

Anschliel3end erfolgte eine Schmelzkurvenkontrolle und Prifung der Duplikatqualitat.

Im Falle von Suffizienz erfolgte die Endauswertung mit dem CFX-Manger (BioRad).

3.2.8.5. Quantitative Real-time PCR nach reverser Transkription der

MikroRNA

Die quantitative Real-time PCR von umgeschriebener MikroRNA erfolgte mit dem
,miScript PCR Starter Kit‘. Im Unterschied zur RT-PCR mit mRNA werden in
diesem Falle statt eines spezifischen Forward- und Reverse-Primerpaares ein

Universalprimer (UP), welcher den Poly-A-Schwanz erkennt (siehe oben), und ein

Forward-Primer, welcher spezifisch fur die jeweilige MikroRNA ist, bendtigt. Als

Housekeeping Gen wurde snRNA Rnu6 (U6 Primer) verwendet. Alle Ansatze

wurden als Duplikate gemessen. Zusétzlich wurde ein Standard bestehend aus

dem Pool aller verwendeten Proben eingesetzt. Zur Reinheitskontrolle wurde

stets eine Wasserprobe mitgeftihrt. Die Reaktion erfolgte in 10ul Ansatzen nach

folgendem Protokoll:

Mastermix

1pl Universalprimer

3ul cDNA

1pl MikroRNA spezifischer Primer (miR-1 oder U6)

5ul SYBR® Green
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Das Ansetzen der Duplikate erfolgte auf Eis in einer 96-Well Platte. Der
Mastermix wurde in bendtigter Menge angefertigt und auf Eis gelagert. Danach
wurden je 3ul cDNA bzw. Millipore-Wasser pro Well vorgelegt und mit 7pl
Mastermix durch mehrmaliges Auf- und Abpipettieren vermischt. Anschlie3end
wurde die Platte mit einer Thermocylerfolie verschlossen und abzentrifugiert. Die

PCR wurde nach folgendem Protokoll durchlaufen:

1. Schritt:  Aktivierung 95°C fur 10 Minuten

2. Schritt:  Denaturierung 95°C fur 10 Sekunden

3. Schritt:  Annealing der Primer 55°C fur 15 Sekunden

4. Schritt: ~ Strangsynthese 72°C fur 10 Sekunden

Wiederholung Schritt 2-4 44x

5. Schritt:  Schmelzkurvenanalyse 65°C bis 95°C; in 0,5°C-
Schritten

AnschlieBend erfolgte eine Schmelzkurvenkontrolle und Prifung der
Duplikatqualitat. Im Falle von Suffizienz erfolgte die Endauswertung mit dem
CFX-Manger (BioRad).

3.2.8.6. Agarose-Gelelektrophorese der cDNA

Reagenzien
5x Ladepuffer 0,16% Bromphenolblaulésung,
gesattigt 4 mM EDTA
2,66% Formaldehyd
20% Glycerol
30,8% Formamid
40% 10x MOPS

10x MOPS 0,4 M MOPS
0,1 M Natriumacetat
10 mM EDTA
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(pH 7,0)

(lichtgeschitzt aufbewahrt)

50x TAE-Puffer 2 M Tris
0,95 M Essigsaure
50 mM EDTA
pH ~8,0
1x TAE-Puffer 0,02% 50x TAE
Agarosegel 1% Agarose

1x TAE-Puffer
0,005% RedSafe™

RedSafe™ (20.000x)

Die Agarose-Gelelektrophorese ist eine Methode zur Trennung von Nukleinsauren
in Abhangigkeit ihrer Gro3e. Es wurden 1%ige Agarosegele verwendet. Zuerst
wurde die Agarose in 1XTAE-Puffer aufgekocht und nach Erkalten auf ca. 60°C
mit RedSafe™ versetzt. AnschlieRend wurde das Gemisch in die Gelapparatur
gegossen und der passende Kamm eingesetzt. Nach Erkalten wurde der Kamm
vorsichtig entfernt. Die aufzutragende cDNA-Probe wurde mit 5xLadepuffer
versetzt und in die Kammer pipettiert. Anschlieend erfolgte der Gellauf bei 100V
fur ca. 30 Minuten. Abschliel3end wurde das Gel unter UV-Licht begutachtet und

ausgewertet.

3.2.9. Statistische Auswertung

Die Datenauswertung erfolgte mittels CFX-Manger (BioRad) und GraphPad Prism
5.0. Zur Normalisierung der Western-Blot Signale wurde die Glyceraldehyd-3-
Phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) als Housekeeping Gen verwendet. Die in
den Abbildungen gezeigten Daten stellen reprasentative Ergebnisse oder
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Mittelwerte mit Standardabweichungen (xSEM, standard error of the mean) aus
unabhéngigen Versuchen dar. Die Auswertung basiert auf mindestens 3
unabhangigen Versuchen. Die Ermittlung signifikanter Ergebnisse erfolgte mittels

ungepaartem T-Test. Das Signifikanzniveau wurde auf p<0.05 festgelegt.
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4. Ergebnisse

Zur Charakterisierung des Einflusses von HSP27 auf den AR und dessen Aktivitat
erfolgte zunéchst die Bestimmung der Basalexpression beider Proteine in LNCaP
und PC3-Zellen. Anschliel3end wurde durch Modulation der HSP27-Expression
der Einfluss auf den AR untersucht. Hierfir wurden einerseits
Transfektionsversuche in LNCaP und PC3-Zellen durchgefuhrt, als auch die
stabile  Zelllinie PC3-HSP27 verwendet. AnschlieRend erfolgte die
Charakterisierung des Einflusses der miR-1 auf den HSP27-AR Regelkreis.

4.1.Basalexpression von AR und HSP27 in Prostatakarzinomzellen
4.1.1. AR-Expression in Prostatakarzinomzellen

Nach o.g. Protokollen erfolgte die Protein-Extraktion aus unbehandelten LNCaP
und PC3-Zellen. Der Nachweis erfolgte mittels Western Blot. Als Housekeeping-
Gen wurde GAPDH verwendet.

aAR —

O GAPDH | e s

LNCaP PC3

Abbildung 5: Western Blot Signal zum Nachweis der AR-Proteinexpression in LNCaP
und PC3-Zellen

Zum Nachweis des Androgen-Rezeptors wurde ein gegen den N-Terminus gerichteter AntikGrper
verwendet. Als Housekeeping-Gen wurde GAPDH verwendet. AR = Androgen-Rezeptor; GAPDH =
Glyceraldehyd-3-Phosphate Dehydrogenase

Erwartungsgemalf? liel3 sich in den Androgen-abhangigen LNCaP-Zellen der AR
mittels eines an den N-Terminus des AR bindenden Antikdrpers nachweisen,
wohingegen in Androgen-unabhéngigen PC3 keine Expression detektierbar war
(Abbildung 5).
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4.1.2. HSP27-Expression in Prostatakarzinomzellen

Anschliel3end erfolgte die Ermittlung des endogenen HSP27-Proteinlevels in
unbehandelten LNCaP und PC3-Zellen. Der Nachweis erfolgte ebenfalls mittels
Western Blot. Als Housekeeping-Gen wurde GAPDH verwendet.

a HSp27 |W————

CX(S/\F”DP+ B

LNCaP PC3

Abbildung 6: Western Blot Signal zum Nachweis der HSP27-Expression in LNCaP und

PC3-Zellen
Zum Nachweis wurde ein spezifischer HSP27 Antikorper verwendet. Als Housekeeping-Gen wurde
GAPDH verwendet. HSP27 = Hitzeschockprotein 27; GAPDH = Glyceraldehyd-3-Phosphate
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Abbildung 7: Quantifizierung der Proteinexpression des HSP27 in LNCaP und PC3-

Zellen
Zum Nachweis wurde ein spezifischer HSP27 Antikdrper verwendet. Als Housekeeping-Gen wurde

GAPDH verwendet. HSP27 = Hitzeschockprotein 27; GAPDH = Glyceraldehyd-3-Phosphate

Dehydrogenase
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In den AR-positiven LNCaP-Zellen war im Vergleich zu den AR-negativen PC3-
Zellen ein deutlich hoheres endogenes HSP27-Proteinlevel nachweisbar
(Abbildung 6). Nach Quantifizierung der Western Blot Signale zeigte sich eine
lediglich 6,2%ige (p=0.027) basale Expression des HSP27 in PC3-Zellen im
Vergleich zu LNCaP-Zellen (Abbildung 7).

4.2.Charakterisierung des Einflusses von HSP27 auf den AR in

Prostatakarzinomzellen

Zur Untersuchung eines regulatorischen Einflusses von HSP27 auf den AR
erfolgten gezielte HSP27 Knock-Down-Experimente in LNCaP bzw.
Uberexpressionsversuche in PC3-Zellen.

4.2.1. Auswirkungen des Knock-Downs von HSP27 auf den AR

Nach o.g. Protokoll erfolgte die Transfektion von LNCaP-Zellen mit HSP27
spezifischer siRNAs. Laborinterne Vorversuche ergaben die hochste
Transfektionseffizienz durch Verwendung beider HSP27-spezischer siRNAs
(SIRNA-HSP27 | und siRNA-HSP27 1) und einer Transfektionszeit von 72

Stunden.

LNCaP

‘

a HSP27 ‘

a GAPDH ‘ . |
| C———a

siHSP27 Kontrolle

Abbildung 8: Western Blot Signal zum Nachweis der HSP27-Expression in LNCaP-
Zellen nach HSP27 Knock-Down mittels siRNA-HSP27 |+1]

Zum Nachweis wurde ein spezifischer HSP27 Antikdrper verwendet. Als Housekeeping-Gen wurde
GAPDH verwendet. HSP27 = Hitzeschockprotein 27; GAPDH = Glyceraldehyd-3-Phosphate

Dehydrogenase
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Die Sicherung des erfolgreichen Knock-Downs erfolgte mittels Western Blot
(Abbildung 8). Im Falle von Suffizienz folgte die Quantifizierung des AR mittels
RT-PCR und Western Blot. Der Einfluss auf die transkriptorische Aktivitat des AR

wurde durch Quantifizierung von PSA Transkripten ermittelt.

AR-Transkripte in LNCaP-Zellen
nach HSP27-Knock-Down
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Abbildung 9: Quantifizierung der AR-Transkripte in LNCaP-Zellen nach HSP27 Knock-

Down mittels sSiIRNA-HSP27 |+l
Zum Nachweis wurden spezifische Primer-Paare verwendet. Als Housekeeping-Gen wurde RPLPO

verwendet. AR =Androgen-Rezeptor; RPLPO = Ribosomales Protein LPO

AR-Proteinexpression in LNCaP-Zellen
nach HSP27-Knock-Down
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Abbildung 10: Quantifizierung der AR-Proteinexpression in LNCaP-Zellen nach

HSP27 Knock-Down mittels sSiRNA-HSP27 I+11

Zum Nachweis des Androgen-Rezeptors wurde ein gegen den N-Terminus gerichteter Antikdrper
verwendet. Als Housekeeping-Gen wurde GAPDH verwendet. AR = Androgen-Rezeptor; GAPDH =
Glyceraldehyd-3-Phosphate Dehydrogenase

49



Ergebnisse

Nach erfolgreichem HSP27 Knock-Down war eine signifikant verringerte Anzahl
an AR-Transkripten (78,2%) (p=0.05) wund signifikant niedrigere AR-
Proteinexpression (80,6%) (p=0.011) sowie und signifikant reduzierte
transkriptionelle Aktivitat (PSA-Transkripte) (78,3%) (p=0.031) nachweisbar
(Abbildung 9-11).

PSA-Transkripte in LNCaP-Zellen
nach HSP27-Knock-Down
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Abbildung 11: Quantifizierung der PSA-Transkripte in LNCaP-Zellen nach HSP27 Knock-

Down mittels sSiRNA-HSP27 |+l
Zum Nachweis wurden spezifische Primer-Paare verwendet. Als Housekeeping-Gen wurde RPLPO
verwendet. PSA = Prostata-spezifisches-Antigen; RPLPO = Ribosomales Protein LPO

4.2.2. Auswirkungen der Uberexpression von HSP27 auf den AR

Zur Uberprifung der Ko-Regulation des HSP27 und des AR folgten HSP27-
Uberexpressionsversuche in PC3-Zellen. Die Transfektion erfolgte nach o.g.
Protokoll. Die Transfektionszeit betrug ebenfalls 72 Stunden. Die Sicherung der
erfolgreichen Uberexpression erfolgte mittels Western Blot (Abbildung 12). Im
Falle von Suffizienz folgte die Quantifizierung des AR mittels RT-PCR und
Western Blot.
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Abbildung 12: Western Blot Signal zum Nachweis der HSP27-Uberexpression in PC3-
Zellen

Zum Nachweis wurde ein spezifischer HSP27 Antikorper verwendet. Als Housekeeping-Gen wurde
GAPDH verwendet. HSP27 = Hitzeschockprotein 27; GAPDH = Glyceraldehyd-3-Phosphate
Dehydrogenase

Eine erfolgreiche HSP27-Uberexpression filhrte zu einem signifikanten Anstieg
der AR-Transkripte (156,2%) (p=0.038) (Abbildung 13). Eine Re-Expression des
AR-Proteins oder ein Anstieg der PSA-Transkripte war jedoch nicht nachweisbar.
Auch nach stabiler HSP27-Uberexpression in PC3-HSP27 Zellen zeigte sich
lediglich eine Erh6hung der AR-Transkripte (Daten nicht gezeigt).

AR-Transkripte in PC3-Zellen
nach HSP27-Uberexpression
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(p=0.038)
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Abbildung 13: Quantifizierung der AR-Transkripte in PC3-Zellen nach HSP27
Uberexpression
Zum Nachweis wurden spezifische Primer-Paare verwendet. Als Housekeeping-Gen wurde RPLPO

verwendet. AR = Androgen-Rezeptor, RPLPO = Ribosomales Protein LPO
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4.3.Expression der MikroRNA miR-1 in Prostatakarzinomzellen

Zur Ermittlung eines mdglichen Einflusses der miR-1 auf den HSP27-AR-
Regelkreis erfolgte die Bestimmung des endogenen miR-1 Levels in LNCaP und
PC3-Zellen. Die miR-1 Isolation erfolgte aus unbehandelten LNCaP und PC3-
Zellen nach o.g. Protokoll.

MikroRNA miR-1
in Prostatakarzinomzellen
200 173,4%
180 1
= 160
e
= 140
Fé 120
E 100
E 80
o
i) 60
Z 40
20
0
LNCaP PC3

Abbildung 14: Quantifizierung der miR-1 in LNCaP und PC3-Zellen

Zum Nachweis wurde ein spezifischer miR-Primer verwendet. Als Referenz RNA wurde U6
verwendet. miR-1 = MikroRNA 1

In den Androgen-unabhangigen PC3-Zellen mit geringem endogenen HSP27
Level zeigte sich im Vergleich zu den Androgen-abhangigen LNCaP-Zellen mit
hohem endogenen HSP27 Level eine deutlich héhere miR-1-Rate (173,4%)
(Abbildung 14). Hieraus ergab sich eine hypothetischer modulatorischer Einfluss
von HSP27 auf die miR-1, und somit auf den AR-Regelkreis.

4.4 Interaktion der MikroRNA miR-1 und des HSP27

Zur Detektion einer mdglichen Interaktion der miR-1 und dem HSP27 erfolgte der
miR-1-Nachweis in der HSP27 stabil tberexprimierenden PC3-HSP27-Zelllinie.
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MikroRNA miR-1 nach stabiler HSP27-
Uberexpression in PC3-Zellen
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Abbildung 15: Quantifizierung der miR-1in PC3 und PC3-HSP27-Zellen

Zum Nachweis wurde ein spezifischer miR-Primer verwendet. Als Referenz RNA wurde U6
verwendet. miR-1 = MikroRNA miR-1

In den PC3-HSP27-Zellen (67,4%) zeigte sich eine deutlich geringere miR-1-Rate
im Vergleich zu unbehandelten PC3-Zellen (Abbildung 15). Gleiches zeigte sich

auch nach transienter HSP27-Uberexpression in PC3-Zellen (Daten nicht
gezeigt).
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5. Diskussion

Im Rahmen der Tumorgenese entwickeln Tumorzellen diverse Strategien, um
sich sowohl vor korpereigenen Abwehrmechanismen als auch medikamentésen
Therapien zu schitzen. Hierzu bewirken sie eine Veranderung ihres intra- und
extrazellularen Mikromillieus, um sich dieser ,Stresssituation® zu entziehen’®.
HSPs sind wichtige Faktoren, um Zellen vor einer Vielzahl potentieller Stressoren

zu schitzen und gelten daher als wichtige Mediatoren der Zellvitalitat’’.

Der regulatorische Einfluss des HSP27 wurde weitlaufig untersucht. In
neurogenen ,Alterskrankheiten® wie Alzheimer oder Parkinson ist eine gesteigerte
Expression mit der Auspragung einer milderen Kklinischen Symptomatik
vergesellschaftet’®82, In Abhangigkeit des untersuchten malignen Tumorgewebes
zeigt sich jedoch ein sehr heterogenes Wirkspektrum. Wahrend die Expression
des HSP27 beim Osophageal-Ca mit einer Verbesserung der Prognose korreliert,
scheint sie in hormonabhangigen Tumoren wie dem Mamma-Ca (MCa) eher mit
einem aggressiveren Tumorverhalten und geringerem Gesamtiiberleben einher
zu gehen®84 Auf Grund der gemeinsamen Zugehorigkeit des PCa und MCa zur
Klasse der hormonabhéngigen Tumore sind vor allem Untersuchungen im MCa
interessant. Hier konnte, wie auch im PCa, eine deutliche HSP27-Uberexpression
nachgewiesen werden®85, Zusatzlich zeigte sich eine positive Korrelation mit
dem Ostrogen- (ER) als auch dem Progesteron-Rezeptorstatus (PR)%. Dies
liegt in Ubereinstimmung mit den Ergebnissen dieser Arbeit. Auch hier konnte
eine positive Korrelation zwischen dem HSP27 und dem zentralen
Hormonrezeptor, dem AR, gezeigt werden. Wéhrend in der AR-negativen PC3-
Linie nur eine sehr geringe HSP27-Expression detektierbar war, zeigte sich in der
Androgen-sensitiven LNCaP-Linie eine deutlich hohere Nachweisrate. Diese
Korrelation konnte auch in anderen Versuchen bestatigt werden®’. Eine friihere
Versuchsreihe zeigte hingegen eine hohere HSP27-Expression in PC3 im
Vergleich zu LNCaP-Zellen®. Mdogliche Erklarungen fir diese gegensatzlichen
Ergebnisse sind die Verwendung unterschiedlicher Zell-Subpopulationen oder
abweichende Zellkulturbedingungen. Einen wichtigen Einfluss scheint hierbei vor
allem das Zellalter (Passagealter) zu haben. PCa-Zellen hohen Passagealters
(Uber 80 Passagen ohne zusatzliche Manipulation) wiesen im Vergleich zu

kurzpassagierten (unter 33 Passagen) eine deutlich héhere HSP27-Expression
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auf®. Dies kann einerseits Folge der vermehrten mechanischen Beanspruchung
durch den Passageprozess an sich oder den erhéhten Bedarf an Chaperonen
bedingt durch Zellalterungsprozesses sein. Da diese positive Korrelation
zwischen der HSP27-Expressionsrate und fortschreitendem Zellalter bereits in
verschiedenen Geweben nachgewiesen werden konnte, wurden die Zellen im

Rahmen dieser Arbeit nach maximal 25 Passagen verworfen®°.

Zur Charakterisierung maoglicher regulatorischer Zusammenhéange zwischen dem
HSP27 und dem AR wurden Knock-Down-Experimente in LNCaP-Zellen
durchgefuhrt. Hier zeigte sich ein signifikanter Abfall des nachweisbaren AR-
Proteins nach siRNA-vermitteltem HSP27-Knock-Down. Ursachlich hierfir kdnnte
ein gesteigerter proteosomaler AR-Proteinabbau sein. Unterstitzt wird diese
Vermutung durch den Nachweis einer gesteigerten proteosomalen Aktivitat in
MCa-Zellen nach HSP27-Inhibition®t. Der HSP-Knock-Down bewirkte eine
gesteigerte Synthese des Proteasomenaktivators Prohibitin®l. Dieses wiederum
ist ein  hochpotenter Repressor des Ostrogen-Rezeptors (ER)%.
Interessanterweise konnte diese repressorische Wirkung auch in Bezug auf den
AR in PCa-Zellen nachgewiesen werden. Eine vermehrte Prohibitin-Expression
fuhrte zu einer AR-Repression, wohingegen eine Inhibition mit einer gesteigerten
AR-Aktivitat assoziiert war®3%, Dies unterstreicht die Vermutung einer HSP27-
vermittelten AR-Regulation Uber proteosomale Abbauwege. Bewiesen wurde
diese Hypothese in einer Versuchsreihe, welche durch Verwendung des
Proteosomen-Inhibitors MG-132, den HSP27-Knock-Down-induzierten AR-
Abbau unterdriicken konnte®. Darliber hinaus konnte ein vermehrter AR-Abbau
nach HSP27-vermittelter Ubiquitination gezeigt werden®%. HSP27-Silencing
fuhrte zu einer erhdhten Aktivitat der Ubiquitin E3 Ligase (Mdm2). Dieses Enzym
bewirkte eine ,Ubiquitin-Markierung“® des AR und somit ebenfalls einen
gesteigerten proteosomalen Abbau9®>%,

Zur Untersuchung der funktionellen Aktivitat des AR als Transkriptionsfaktor
diente die Detektion von PSA-mRNA, da PSA zu den AR-abhangigen Genen
zahlt®”. Im klinischen Alltag dient es u.a. zur Verlaufskontrolle nach radikaler
Prostatovesikulektomie®. In Korrelation zur erniedrigten AR-Proteinexpression,

zeigte sich auch eine signifikante Reduktion der PSA-mRNA-Transkripte nach
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HSP27-Knock-Down in LNCaP-Zellen. Dies spricht dafir, dass die funktionelle
Aktivitat des AR direkt durch das HSP27 modifizierbar ist. Fur eine korrekte AR-
Funktion ist, wie oben beschrieben, u.a. eine HSP27 abhéngige AR-
Dimerisierung, Translokation in den Nukleus sowie zinkfinger-vermittelte Bindung
an AREs der DNA notig. Dies erlaubt den Rickschluss auf eine HSP27-
assoziierte nukleare Translokations- sowie ARE-Bindungsfahigkeit des AR. Diese
Hypothese konnte in einer anderen Studie bestatigt werden®. Spater zeigte sich,
dass dies durch eine HSP27-abhangige Aktivitat der Protein-Kinase-1 bedingt zu

sein scheint®,

Neben diesen Mechanismen kann die Transkriptionsaktivitat des AR durch
verschiedene Co-Regulatoren modifiziert werden®. Diese beeinflussen u.a. seine
DNA-Bindungskapazitat. Bis zum heutigen Tag wurden bereits tber 150 solcher
AR-Co-Regulatorproteine identifiziert®. lhre Wirkung entfaltet sich beispielsweise
durch Histonmodifikationen im Rahmen von Methylierungsprozessen. Zu den im
PCa Uberexprimierten Co-Regulatoren gehdren u.a. die Mitglieder der Steroid-
Rezeptor-Coaktivator-Familie (SRC 1-3)'°. Diese sind in der Lage, die AR-
Aktivitat zu steigern. lhre Wirkung entfalten sie u.a. Gber eine Epidermal-growth-
factor-Rezeptor (EGFR)-abhangige Signalkaskade'®l. Da in PCa-Zellen eine
positive Co-Regulation zwischen dem HSP27 und dem EGF zu bestehen scheint,
ist eine Beteiligung an diesem co-regulatorischen Regelkreis denkbar'®2, Dariiber
hinaus ist mdglicherweise schon die Chaperonfunktion des HSP27 an sich wichtig

fur die Stabilitat einiger Co-Regulatoren.

Eine weitere Beeinflussung der transkriptorischen Aktivitat des AR kann auf post-
translationaler Ebene durch Phosphorylierung, Acetylierung, Ubiquitinierung oder
Methylierung erfolgen'®. In den meisten Studien wurde meist nur eine dieser
Veranderungen auf die AR-Funktion untersucht. Es ist jedoch davon auszugehen,
dass alle Prozesse auch parallel ablaufen kénnen und sich dadurch gegenseitig
beeinflussen. Die Rolle des HSP27 innerhalb dieser post-translationalen
Modifikation ist noch nicht abschliel3end geklart. Eine Beteiligung des HSP27 an

Ubiquitinierungsprozessen ist jedoch wie oben beschrieben maoglich.

56



Diskussion

Interessanterweise konnte nach HSP27-Knock-Dowm in LNCaP-Zellen neben der
verringerten AR-Proteinexpression und Transkriptionsaktivitdt auch eine
signifikant niedrigere AR-mRNA-Rate detektiert werden. Ein moglicher Grund
dafir konnte ein verstarkter mRNA-Abbau durch die fehlende Wirkung HSP27-
abhagiger mRNA-Stabilisatoren sein. Diese Wirkung kann u.a. durch die
Interaktion mit Proteinen aus der Familie der RNA-Bindungsproteine (RBP)
entstehen. RBPs sind Proteine, die durch bisher nicht vollstdndig verstandene
Mechanismen zur Stabilisierung oder Destabilisierung der mRNA beitragen und
so die Genexpression verstarken oder hemmen koénnen®, Oftmals, aber nicht
immer, binden solche RBPs Uber spezifische Sequenzmotive an ihre Ziel-
MRNA%, Ein typisches Bindemotiv sind sogenannte AU-reiche-Bereiche der
MRNA (AURE) (=RNA-Abschnitte, die besonders viele A/U Nukleotide enthalten,
meist AUUUA)%, Mindestens 8% der humanen Gene codieren fir mRNAs, die
solche AURESs enthalten!%4, Hierzu gehort auch der AR, RBPs des AR sind u.a.
das human-antigen-R (HuR) und der AU-rich-binding factor-1 (AUF1)1%7,
Wahrend HuR eher eine stabilisierende Wirkung auf die AR-mRNA zu haben
scheint, wirkt AUF1 destabilisierend®. Kurzlich konnte gezeigt werden, dass es
Uber eine HSP27-abhangige Signalkaskade (p38 MAP kinase>MK2->Hsp27->-
TrCP->AUF1) zu einem verstarkten Abbau des AUF1 kommt!%9, Dies resultierte in
einer gesteigerten mMRNA-Stabilitat. Daher kdnnte die hier gezeigte niedrigere AR-
MRNA-Nachweisrate eventuell Folge eines vermehrten proteosomalen Abbaus,
bedingt durch eine verstarkte AUF1-assoziierte mRNA-Instabilitat durch fehlende
HSP27-Wirkung sein. Interessanterweise konnen AUF1 und HuR sowohl simultan
als auch kompetitiv an AUREs des AR binden'?. Daher bewirkt der fehlende
Abbau des AUF1 eventuell zusatzlich eine Verdrdngung des HuR aus seiner
AURE-Bindung, wodurch die destabilisierende Wirkung noch gesteigert wird.
Diese Ergebnisse legen eine direkte Beeinflussbarkeit des AR durch das HSP27

nahe.

Um dies weiter zu prifen, wurden vice-versa Experimente in PC3-Zellen
durchgefiihrt. Nach erfolgreicher HSP27-Uberexpression konnte in AR-negativen
PC3-Zellen ein signifikanter Anstieg der AR-mRNA gemessen werden. Trotz des
Nachweises einer gesteigerten Transkription konnte jedoch weder ein AR-Protein

noch eine Steigerung der transkriptionellen Aktivitat in Form von PSA-
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Transkripten detektiert werden. Zum Ausschluss einer zeitabhangigen HSP27-
AR-Regulation erfolgte die Etablierung einer stabilen PC3-HSP27-Zelllinie,
welche HSP27 permanent Gberexprimiert. Auch in dieser war unabhangig von der
Passageanzahl lediglich ein Anstieg der AR-mRNA-Rate nachweisbar. Mdgliche
Erklarungen fir dieses Phanomen liegen beispielsweise in einer fehlenden oder
nicht vollstandigen Funktionalitéat des HSP27 begrtindet. Diese ist u.a. von seinem
Phosphorylierungszustand an den 3 Serinresten (15, 78 und 82) bzw. Threonin
143 abhangig und wird in vivo durch verschiedene Kinasen (MAPK, Akt, MK2,
u.a.) reguliert'™, Qi et al. konnten zeigen, dass fiir die Aktivierung des ,pro-
survival* SRC->Akt->ERK-Signalweges der HSP27-Phosphorylierungsstatus (P-
HSP27) entscheidend ist'*?. Wahrend es unter Verwendung einer
phosphorylierten HSP27-Ser-78/82-Mutante zur Aktivierung der Signalkaskade
kam, blieb dies unter der HSP27-Ser15-Mutante aus*?. Auch die Interaktion des
HSP27 mit dem AR erfordert eine Phosphorylierung der Serine 78/82%. Im
Gegensatz dazu tritt die 0.g. Beeinflussung der RBPs erst nach Phosphorylierung
aller 3 Serinreste in  Kraft!®, In den hier durchgefihrten
Uberexpressionsversuchen wurde lediglich ein modifizierter HSP27-Vektor,
jedoch keine Phosphomutante verwendet. Daher mag die endogene Erhdhung
des modifizierten HSP27 zwar ausreichend fir eine Steigerung der AR-mRNA-
Synthese sein, jedoch nicht fir eine anschlieende Translation, da hierfur
bendtige Co-Faktoren nur durch das P-HSP27 induziert werden kdnnen. DarlUber
hinaus ist besonders interessant, dass die Phosphorylierung der Serinreste 78/82
in einer AR und p38-abhangigen Weise gesteuert werden kann®. Dies erlaubt die
Vermutung, dass in PC3-Zellen dieser HSP27-Aktivierungsschritt auf Grund des
fehlenden ARs nicht erfolgen und somit auch keine Protein-Co-Regulation in Kraft
treten kann. Ebenfalls denkbar ist, dass PC3-Zellen im Laufe ihrer Entwicklung
zuséatzliche AR-inhibierender Signalkaskaden generiert haben. Zur Klarung des
Phosphorylierungsstatus erfolgten einige Versuche, welche jedoch mangels
geeigneter Phosphorylierungs-spezifischer  Antikérper eingestellt werden
mussten. Zur weiteren Uberprifung dieser Phosphorylierungs-Hypothese ware
eine Versuchsreproduktion unter Verwendung etablierter HSP27-Phosphomuten
denkbar.
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Zellulare Signalkaskaden werden neben direkten Proteininteraktion Gber
vielzadhlige weitere Mechanismen und Mediatoren gesteuert. Ein mdglicher
Mediator o.g. Kaskaden ist die Gruppe der MikroRNAs. Da MikroRNAs keine
Kodierungsfunktion besitzen, beruht ihre Regulationsfunktion am ehesten auf der
Beeinflussung der Stabilitat und Translation anderer RNA-Moleklle mittels
sogenannter ,Gen-Silencing-Prozesse®. Im Gegensatz zu den HSPs, welche
erstmals 1962 durch Ritossa et al. untersucht wurden, befinden sich MikroRNAs
erst seit Kurzem im Fokus der Wissenschaft'. lhre Funktion auf den
Urogenitaltrakt ist daher noch weitgehend ungeklart. Durch ihre unterschiedliche
Expression in malignen Geweben und einfache Detektion haben sie jedoch
bereits Einzug in die Tumormarkerforschung des Urothel-Ca gehalten'3. Im PCa
kénnen sie Uber die Modulation des PTEN—->AKT-Signalwegs moglicherweise die
Entstehung eines CRPC beeinflussen'4. Der kirzliche Nachweis einer Interaktion
der MikroRNA miR-1 mit HSPs und folgender pro-apoptotischen Zellantwort,
machte diese MikroRNA zum weiteren Zieltarget dieser Arbeit'?’. Zu Beginn der
Versuchsreihe lagen nach unserem Wissen noch keine Daten Uber die Interaktion
der miR-1 mit dem HSP27 oder dem AR in PCa-Zellen vor. Uberraschenderweise
zeigte sich eine deutlich héhere miR-1-Expressionsrate in PC3 im Vergleich zu
LNCaP-Zellen. Dies erlaubte die Vermutung einer negativen Korrelation zwischen
dem HSP27 bzw. dem AR und der miR-1 und somit moglicher Co-Regulation der
HSP27-AR-Interaktion. Zur weiteren Untersuchung dieser Hypothese wurde die
miR-1-Rate in der stabilen PC3-HSP27-Zelllinie bestimmt. Hier zeigte sich eine
deutlich geringere Anzahl an miR-1-Transkripten als in PC3-Zellen. Das gleiche
Ergebnis konnte nach transienter HSP27-Uberexpression in PC3-Zellen detektiert
werden, was flur eine HSP27-vermittelte Modulierbarkeit der miR-1 spricht. Dies
unterstreicht die Vermutung einer negativen-Korrelation zwischen dem HSP27
und der miR-1 und macht diese MikroRNA zum potentiellen Co-Regulator der
HSP27-AR-Interaktion. So kdnnte beispielsweise die miR-1 am AR-Gensilencing
in PC3-Zellen und damit an der Androgen-AR-Signalkaskade beteiligt sein. Ob,
und wenn ja, wie dies der Fall ist, muss durch weitere Versuchsreihen untersucht

werden.

Fur andere MikroRNAs konnte dies bereits aufgezeigt werden. Die miR125b

verfugt Uber ein Androgen-Response-Element und kann so ein Androgen-
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unabhangiges PCa-Zellwachstum begunstigen*®. Auf Grund der verstarkten
Expression der miR-1 in den Androgen-unabhangig wachsenden PC3-Zellen,
scheint daher eine dhnliche Regulation denkbar. Eine Uberexpression der miR21
in LNCaP-Zellen bewirkte eine Verschiebung des Proliferationsverhaltens hin zum
Androgen-unabhangigen Wachstumé, Auf Grund des miR-1-Expressionsmusters
(niedrig in Androgen-abhangigen LNCaP, hoch in Androgen-unabhangigen PC3)
ist auch eine derartige Wirkweise denkbar. Ahnlich wie das HSP27 ist die miR27
in die Regulation des Prohibitins und somit proteosomale Abbaumechanismen
involviert’”. Eine Androgen-stimulierte miR27-Uberexpression in LNCaP-Zellen
fuhrte Uber eine gesteigerte Prohibitin-Hemmung zu einem verminderten AR-
Abbau''’. Der Einfluss der miR-1 auf Prohibitin ist ungeklart. Basierend auf o.g.
Zusammenhang zwischen dem HSP27 und Prohibitin erlaubt die miR-1-
Expressionsrate daher die Vermutung einer Beteiligung an diesem Regelkreis
durch eine direkte Prohibitin-verstarkende Wirkung oder fehlende Prohibitin-
Hemmung durch Beeinflussung der HSP27-Expression. Daher ware es
beispielsweise wissenswert, wie sich eine miR-1-Inhibition bzw. Uberexpression
auf die Expression das HSP27 sowie den AR auswirkt und ob nach simultaner
HSP27-Uberexpression und miR-1-Inhibition eventuell wieder ein AR-Protein in

PC3-Zellen nachweisbar ist. Hierzu werden weitere Versuchsreihen folgen.

Parallel zur in vitro-basierten Erforschung HSP27-vermittelter Signalkaskaden
wurde sein in vivo Einfluss beleuchtet. Hier zeigte sich, dass eine vermehrte
Expression mit einer gesteigerten Progressions- sowie Metastasierungsneigung
einherging''®1?1,  Die hochste Expressionsrate war in Patienten mit
metastasiertem PCa nachweisbar'?2124, Diese Invasions-fordernde Wirkung liegt
beispielsweise in einer verstarkten Aktivitat der Matrix-Metalloproteinase 2 (MMP-
2) nach HSP27-Uberexpression begriindet'?®, Alternativ konnte dies auch fir
MKK4 (MEK4) bzw. p38 MAPK assoziierte Signalwege gezeigt werdent?6.127,
Daruber hinaus konnte eine Interaktion mit Aktin, einem zentralen Strukturprotein
des Zytoskeletts, nachgewiesen werden!?®, HSP27 (bt unter Stressbedingungen
einen stabilisierenden Effekt auf das Aktinzytoskelett aus, kann aber als
sogenanntes ,Capping-Protein“ auch die Aktinpolymerisation beeinflussen?9:130,
Dies ist wichtig fur das zellulare Remodelling und ermdglicht hierdurch

Zelladhasions- oder abloseprozesse. Auf Grund der Assoziation mit einem
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aggressiveren Tumorverhalten gilt es als unabhéngiger Préadiktor eines

schlechteren klinischen Outcomes31.132,

Von grolRer Bedeutung fur den klinischen Alltag ist die Entstehung von
Resistenzmechanismen gegen medikamentdse Therapien. Es konnte gezeigt
werden, dass das HSP27 mit verschiedenen Schlusselstrukturen apoptotischer
Signalwege interagieren kanntto:133, Resistenzmechanismen gegen
Chemotherapeutika koénnen beispielsweise Uber eine HSP27-vermittelte
Hemmung des Cytochrom C und der Procaspase 9 oder veranderter
Topoisomerses Il Aktivitat ~ entstehen'®*!%,  Die  Entstehung  der
Kastrationsresistenz ist jedoch nach wie vor nicht abschlie3end geklart. Aktuell
werden sowohl Androgen-abhéngige als auch -unabhdngige Mechanismen
diskutiert. Zu den Androgen-abhéangigen zahlen u.a. Amplifikationen, Mutationen,

und Isoformen des AR.

AR-Amplifikationen konnten in bis zu 80% der CRPC-Zellen nachgewiesen
werden, wohingegen dieses Phanomen in hormonnaiven PCa-Zellen sehr selten
ist136-138 - Sje sind eventuell Folge eines gesteigerten Selektionsdruckes unter
laufender ADT und bewirken durch eine Hypersensitivitat der Zellen gegeniber

sehr geringen Androgenspiegeln einen weiteren Tumorprogress*39:149,

Neben Amplifikationen konnen auch Mutationen innerhalb des AR-Genes
auftreten. Fur verschiedene Punktmutationen konnte eine gesteigerte AR-
Sensitivitdat nachgewiesen werden!#149 Auch der Austausch einer einzigen
Aminosaure innerhalb der 5-alpha-Reduktase bewirkt bereits eine massive
Zunahme ihrer Aktivitat, wodurch es zu einem hoheren DHT-Angebot bei

niedrigem Testosteronlevel kommen kannt59.151,

Darliber hinaus konnten verschiedene AR-Isoformen identifiziert werden®2-157,
Dies sind Splice-Varianten des AR, welche durch einen Verlust der LBD konstitutiv
aktiv sein konnen. Ihre genaue Bedeutung ist allerdings noch nicht abschlieRend
geklart. Bei Patienten mit metastasierten Tumoren konnte jedoch eine deutlich
hohere Anzahl solcher Isoformen nachgewiesen werden!®®, Zusatzlich scheinen
sie die Entstehung der Kastrationsresistenz zu férdern und sind daher mit einer
schlechteren Prognose assoziiert’®. Am Besten erforscht ist bisher die ARV7-
Variante. Diese besitzt keine LBD und ist daher konstitutiv aktiv>*1€0, Sje kann so

sowohl AR-abhangige als auch -unabhéngige Gene beeinflussen!4?148, Die
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ARVS8-Variante hingegen besitzt keine DBD wund verbleibt deshalb im
Zytoplasmal®’. Hier begunstigt sie die Phosphorylierung des AR und so dessen
Aktivitat!>’.

Neben Veranderungen im AR selbst, konnte auch eine veranderte Expression von
AR-Co-Aktivatoren bzw. Repressoren in Patienten nachgewiesen werdeni6l-171,
Interessanterweise konnte u.a. die in vitro gezeigte HSP27 vermittelte Interaktion
des AR mit der Steroid-Rezeptor-Coaktivator-Familie (SRC 1-3) (siehe oben)

auch in vivo bestatigt werden'’,

Zu den Androgen-unabhangigen alternativen Regelkreisen gehdren, neben
vielen anderen, die Wachstumsfaktor vermittelten  Signalwegel’%177,
Wachstumsfaktoren (growth factors) sind eine grof3e Gruppe von Proteinen, die
als ,Signal-Ubermittler fungieren. Ihre Wirkweise ist individuell verschieden. Der
Epidermal Growth Factor Rezeptor (EGFR) kann zur AR-Stabilitat und dessen
Aktivierung beitragen und so ein Androgen-unabhéngiges Wachstum fordernt’®
182 Der Insulin-like-growth-factor-1-Rezeptor (IGF-1R) und der Interleukin-6
Rezeptor (IL-6R) kontrollieren einige fur das Zelluberleben wichtige
Signalkaskaden, wie den P13K->AKT- oder MAP-Kinaseweg, und wirken so
wachstumsfordernd!83184, Andere, wie der Insulin-like growth factor (IGF) oder
der Keratinozyten-Wachstumsfaktor (KGF), kénnen direkt an den AR binden und
so aktivieren’618 |m CRPC spielt vor allem der Insulin-like growth factor-1 (IGF-
1) eine wichtige Rolle. Seine Expression steht in Korrelation zu einem hoheren
PCa-Erkrankungsrisiko, hoéherem Tumorstadium und vermehrter
Progressionsneigung®®-188 Bemerkenswerterweise konnte gezeigt werden, dass
es nach HSP27-Uberexpression zu einer gesteigerten IGF-1-vermittelten
Phosphorylierung von ERK, p90RSK sowie AKT kommt*®, Dies bewirkte eine
Stabilisierung des Bad/14-3-3-Komplexes und somit eine geringere Apoptose!®.

Die zunehmende Evidenz, die Ergebnisse dieser Arbeit eingeschlossen, dass
HSP27 durch die Beteiligung an Androgen-abhéangigen als auch -unabhéangigen
Signalkaskaden an der CRPC-Gene beteiligt zu sein scheint, machte es zum

Ansatzpunkt pharmakologischer Entwicklungen.
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Apatorsen (OGX-427 (OncoGenex Pharmaceuticals, Bothell, WA, USA)) ist ein
HSP27-Inhibitor der 1x wo6chentlich intravends verabreicht wird. Die erhoffte
Wirkweise dieses Pharmakons liegt in einer Durchbrechung der zelluléaren
Abwehrmechanismen des CRPC und somit Uberwindung der Therapieresistenz.
Im Mausmodel war die Verwendung von OGX-427 mit einer Reduktion der
Tumormetastasierung assoziiert'®. In der anschlieBenden Phase | Studie konnte
eine Reduktion der zirkulierenden Tumorzellen (CTCs) nachgewiesen werden'®,
Aktuell befindet sich Apatorsen in einer Phase Il Studie (NCT01120470) in
Kombination mit Prednisolon. Zielstellung ist eine Progressionsfreiheit in mind.
20% der Falle. Eingeschlossen wurden 74 Patienten. Die vorlaufigen Ergebnisse
scheinen vielversprechend. Bisher zeigte sich ein Therapiebenefit in Bezug auf
die Progressionsfreiheit (nach 12 Wochen: 71% im OGX-427 vs. 31% im
Kontrollarm), des PSA-Abfalls (um mindestens 50%: 41% vs 20%) sowie
Reduktion der CTCs!%. Die Kombination aus OGX-427-Prednisolon-Abirateron
wird gegenwartig in einer anderen Phase 1l Studie getestet (NCT01681433).

Dies unterstreicht die essentiellen Funktionen von HSP27 als mdglichem
Vermittler in der CRPC-Genese. Uber welche weiteren Signalkaskaden es seine
Wirkung entfaltet, und ob sich sein Einsatz im klinischen Alltag bewahrt, bleibt
Gegenstand weiterer Untersuchungen. Darlber hinaus bietet die weitere
Charakterisierung der miR-1 als moglichem Co-Regulator der HSP27-AR-
Signalkaskade oder potentiell eigenstandigem Interakteur der CRPC-Genese
Ansatzpunkt fur weitere spannende Versuchsreihen.

Es sei angemerkt, dass die Eigenschaften des hier verwendeten
Tumorzellmodells nicht zwingend mit den in vivo Tumoreigenschaften
Ubereinstimmen miuissen. Dies liegt u.a. in der Uniformitat der Zelllinien
begriindet. Wichtige Tumoreigenschaften wie die Interaktion verschiedener
Zellsubpopulationen (im PCa beispielsweise Epithelzellen, Fibroblasen und
neuroendokrine Zellen) sowie endokrinologische oder immunologische Prozesse
eines Gesamtorganismus konnen nicht abgebildet werden. Dennoch haben sich
Tumorzellmodelle  Gber Jahre in der Erforschung grundlegender
Karzinomeigenschaften bewahrt und finden auch im PCa weitlaufig Verwendung.
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6. Zusammenfassung

Der Androgen-Rezeptor ist zentraler Regulator der PCa-Zelle und maf3geblich an
der Entwicklung eines kastrationsresistenten Tumorstadiums beteiligt. Daher
sollten mogliche Interaktionspartner der Androgen-Rezeptor-Achse identifiziert

und deren regulatorischer Einfluss untersucht werden.

Im ersten Teil dieser Arbeit konnte einerseits eine positive Korrelation zwischen
dem AR und dem HSP27 in PCa-Zellen als auch eine direkte Beeinflussbarkeit
des AR durch das HSP27 gezeigt werden. In den Androgen-abhangigen LNCaP-
Zellen war ein hoheres endogenes HSP27-Level als in den Androgen-
unabhéngigen PC3-Zellen nachweisbar. Ein gezielter HSP27-Knock-Down in
LNCaP-Zellen fuhrte zu einer signifikanten Reduktion der AR-mRNA als auch des
AR-Proteins. Dartber hinaus zeigte sich eine Reduktion der transkiptionellen
Aktivitat des AR in Form einer verringerten Anzahl an PSA-Transkripten. In
Ubereinstimmung damit fiihrte eine HSP27-Uberexpression in PC3-Zellen zu
einer Re-Expression der AR-mRNA, obgleich kein funktionelles AR-Protein

nachweisbar war. Auch die transkriptionelle Aktivitat blieb unbeeinflusst.

LNCaP PC3
HSP27 »
- [—
miR1 ———

Verteilungsverhaltnis

Abbildung 16: vereinfachte schematische Darstellung des Verteilungsverhdaltnisses
des AR, des HSP27 und der miR-1 in LNCaP und PC3-Zellen
AR = Androgen-Rezeptor; HSP27 = Hitzeschockprotein 27; miR-1 = MikroRNA miR-1
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Als potentieller Modulator dieser AR-HSP27-Interaktion konnte die MikroRNA
miR-1 identifiziert werden. Diese stand in negativer Korrelation zum AR und dem
HSP27 in den verwendeten PCa-Zelllinien (Abbildung 16). So konnte in LNCaP-
Zellen mit hohem endogenen HSP27-Level eine niedrigere miR-1-Nachweisrate
als in den weniger HSP27 exprimierenden PC3-Zellen nachgewiesen werden. Ein
Beleg fur die direkte Interaktion des HSP27 mit der miR-1 ist die Tatsache, dass
in PC3-HSP27-Zellen eine deutlich niedrige miR-1-Expression als in PC3-Zellen

nachweisbar war.

Abschlie3end bestatigen diese Daten die direkte Beteiligung des HSP27 und der
miR-1 an der AR-Signalkaskade und die direkte Beeinflussbarkeit des AR durch
HSP27. Dies unterstreicht die potentielle pharmakologische Einsatzfahigkeit

beider Targets in der Therapie des Prostatakarzinoms.
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