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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Anatomie der Prostata

Die kastaniengroRe Prostata (Vorsteherdriise) ist eine exokrine Drise und liegt
extraperitoneal im Becken des Mannes der Faszie des Musculus transversus perinei
profundus auf (siehe Abb. 1). Als grofRte akzessorische Geschlechtsdriise umschlief3t sie
unterhalb der Harnblase die Pars prostatica der Urethra (Harnréhre) und beide Ductus
ejaculatorii (Spritzkanélchen) [1, 2]. Mit einer derben, fibromuskularen Kapsel grenzt die
Prostata nach dorsal an das Rektum, durch welches sie bei einer digitalen rektalen
Untersuchung (DRU) tastbar ist [1, 3]. Ventral ist die Drise durch das Ligamentum

puboprostaticum am Hinterrand der Symphyse befestigt [3].

Promontorium = Os sacrum

Vesica urinaria

Rectum
Symphysis pubica
& Prostata
P~ L= R
3 M. transversus perinei profundus
Urethra

Abb. 1: Anatomische Lage der Prostata im méannlichen Becken
Ansicht von lateral, Sagittalschnitt (modifiziert nach [2])

Es werden vier bis funf Zonen der Prostata unterschieden (siehe Abb. 2). Die periurethrale
Zone als Kleinster Organanteil umgibt die Pars prostatica der Urethra. Darauf folgt die
zentrale Zone (auch Innenzone genannt), welche keilfdrmig die Ductus ejaculatorii umfasst.
Den gréften Anteil bildet die periphere Zone (AufRenzone) [1]. Im ventralen Bereich der
Prostata liegt die drisenfreie anteriore Zone. In manchen Einteilungen wird noch eine
schmale Transitionszone (Ubergangszone) unterschieden [3]. Die Zonengliederung der
Prostata ist klinisch bedeutsam, da benigne Prostatahyperplasien meist in der zentralen
Zone entstehen, wahrend maligne Prostatakarzinome oft in der peripheren Zone lokalisiert
sind [4].



Einleitung

A B

periurethrale Zone \ Harnblase
: -~ 7zentrale Zone
Transitionszone —*-—"/
periphere Zone

anteriore Zone ————— ' s

M. transversus perinei profundus

Harnréhre s

Abb. 2: Anatomische Lage und Zonengliederung der Prostata
A: Ansicht von lateral, Sagittalschnitt (modifiziert nach [5])
B: Ansicht von kaudal, Horizontalschnitt (modifiziert nach [5])

Histologisch besteht die Prostata aus 30 - 50 verzweigten tubuloalveoldaren Einzeldriisen,
welche uber 15 - 30 Ausfihrungsgénge zusammen mit den Ductus ejaculatorii am Colliculus
seminalis (Samenhigel) in die Urethra minden [6]. Die Drisen besitzen ein zweireihiges
Epithel mit Basalzellen und Hauptzellen. Die Epithelh6he ist von der sekretorischen Aktivitat
abhangig. Aulerdem finden sich im Epithel Stammzellen und endokrine Zellen. Die
zahlreichen glatten Muskelzellen im Stroma dienen der Emission des Sekrets in die Urethra.
Im Drusenlumen entstehen gelegentlich Prostatasteine — kleine konzentrische Konkremente
aus verkalktem abgeschilferten Epithel und Sekretbestandteilen [2, 7].

Die exokrine Drise produziert ein schwach saures Sekret (pH 6,4) und tragt 30 %
Volumenanteil des Ejakulats bei. Diagnostische Bedeutung hat das enthaltene Prostata-
spezifische Antigen (PSA), welches bei Erkrankungen des Organs wie Prostatakarzinom
oder benigner Prostatahyperplasie (BPH) in erhéhten Mengen vorliegt. Dieses Glykoprotein
ist eine Serinprotease und verflissigt das koagulierte Ejakulat durch Spaltung von
Semenogelin-1 [7-8]. Als weitere Bestandteile enthdlt das Prostatasekret saure
Phosphatase, Proteasen, Zitronenséure, Immunglobuline und das Polyamin Spermin,

welches die Spermienmotilitdt erhoht [1, 6].
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1.2 Das Prostatakarzinom

Das Prostatakarzinom ist der haufigste urologische Tumor des Mannes, der mit Hilfe des
PSA-Tests und der Biopsie frih entdeckt und mit Prostatektomie, Bestrahlung oder
Hormonablation therapiert werden kann [9]. Uber die letzten Jahrzehnte hat sich diese
Erkrankung zu einem der bedeutsamsten Malignome mit der zweithaufigsten Krebs-
todesursache in den westlichen Industrielandern entwickelt. Epidemiologisch auffallig ist die
unterschiedliche Inzidenz des Prostatakarzinoms zwischen verschiedenen ethnischen
Gruppen [10]. Die Neuerkrankungsrate pro 100.000 Einwohner schwankt zwischen 10 in der
asiatisch-pazifischen Region [11], 250 in der schwarzen US-Bevolkerung [12] und 120 in
Deutschland (2007/2008) [13]. Als hochster Risikofaktor ist das Alter bekannt. Wéahrend der
Tumor bei Patienten unter 40 Jahren eine Seltenheit darstellt, werden 75 % der
Erkrankungsfélle bei Mannern Gber 65 Jahren diagnostiziert [14]. Weitere Faktoren fir die
Entstehung des Prostatakarzinoms wie familidre Haufigkeit, ethnische Herkunft, Ernahrung,
Infektionskrankheiten und Hormone konnten ebenfalls bisher bestimmt werden [15-17].

Die klinische Symptomatik der Patienten ist vom Stadium des Tumors abhangig. Frihe
Stadien sind oft symptomlos, wahrend spéter Obstruktionssymptome, Hamaturie oder
Skelettbeschwerden durch Knochenmetastasen auftreten konnen. Die steigenden
Inzidenzraten sind u.a. auf verbessertes Screening und Friherkennung zurtickzufiihren.
Durch die Ende der 1980er-Jahre neu etablierte PSA-Bestimmung erfolgte statistisch
gesehen eine Stadienverschiebung der diagnostizierten Prostatakarzinome [10, 18].
Wahrend friher ein Grof3teil der Karzinome in einem organiuberschreitenden Stadium
befundet wurde, werden heute mehr lokal begrenzte Tumoren mit kurativer Therapieoption
entdeckt. Der PSA-Wert ist ein Organmarker, weniger ein Tumormarker, da dieser neben
Prostatakarzinom auch pharmakologisch bedingt bei anderen prostatischen Erkrankungen
(BPH, Prostatitis) oder urologischer Manipulation (Biopsie, DRU) erhéht sein kann. Anstelle
des Normwertes von < 4 ng/ml wird inzwischen ein altersspezifischer Grenzwert definiert,
was mit der steigenden PSA-Konzentration mit zunehmendem Alter begriindet wird [8].
Méannern ab dem 45. Lebensjahr wird auf3erdem die digital-rektale Untersuchung empfohlen,
bei der durch das Rektum Knoten oder derbe Veranderungen der Prostata getastet werden
kénnen. Liegt eine PSA-Erhéhung oder ein suspekter digitorektaler Tastbefund vor, folgt
nach der aktuellen S3-Leitlinie vom Dezember 2016 eine Stanzbiospie unter transrektal-
sonografischer Kontrolle und Antibiotikaprophylaxe, bei der zehn bis zwdlf Gewebezylinder
entnommen werden [19]. Diese Gewebeproben werden histologisch untersucht und dienen
gegebenenfalls der Stadieneinteilung des Malignoms.

95 % der Prostatatumoren stellen Adenokarzinome mit Ursprung vom azindren Prostata-
epithel dar. Seltene kleinzellige, neuroendokrine und sarkomatoide Karzinome sind von

grol3er klinischer Relevanz, da beide eine dul3erst ungiinstige Prognose vorweisen [20-21].
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Neben der TNM-Klassifikation und Beurteilung der Resektionsflachen gehdért das Grading
nach Gleason zu den drei wichtigsten prognostischen Kriterien weltweit [22]. Der sogenannte
Gleason-Score beruht auf der histologischen Architektur des Drisenmusters. Die
zunehmende Entdifferenzierung des Tumors wird in finf Muster eingeteilt (siehe Abb. 3).
Liegen verschiedene Wachstumsmuster nebeneinander vor, wird die Summe aus dem
haufigsten und zweithaufigsten Drisenmuster ermittelt. Bei einheitlichem Differenzierungs-

grad wird der Gleason-Grad verdoppelt.

A B ¢
Grad 1
Grad 2 . ;
?‘&’9@%‘” —T& abnehmende \

28D Ss NS, Differenzierung ¢

Grad 3 _0g¢ %@@ B
2 @ P> Steigende 1
a0 Malignitat

Grad 4
Grad 5

Abb. 3: Histologisches Grading nach Gleason des Prostatakarzinoms

A: Die funf verschiedenen Drisenmuster (modifiziert nach [22])

B: Kribriformes Muster im Karzinom - Driise in Driise - entspricht einem Gleason-Grad 4, PSP-Immunhistologie
(modifiziert nach [23])

C: Hoch malignes, niedrig differenziertes Karzinom mit ausgepragter Kern- und Zellmorphologie entspricht einem
Gleason-Grad 5, HE-Farbung (modifiziert nach [22])

Im Rahmen der TNM-Klassifikation werden die lokale Ausdehnung des Priméartumors (T), der
regiondre Lymphknotenbefall (N) und das Vorhandensein von Fernmetastasen (M) beurteilt.
Dieses Staging dient der Auswahl einer entsprechenden Therapie sowie dem Treffen
prognostischer Aussagen [10]. Das Prostatakarzinom breitet sich lokal und entlang der
Nerven (perineural) aus und infiltriert im fortgeschrittenen Stadium umliegende Organe. Des
Weiteren metastasiert es lymphogen primér in Lymphknoten der Fossa obturatoria sowie der
lliakalgefaRe, spater in prasakrale und inguinale Lymphknoten. Bei 85 % der an dieser
Erkrankung verstorbenen Mé&nner wurde eine hamatogene Streuung (osteoblastische
Metastasen) in das Skelettsystem festgestellt [9]. Zur Entdeckung von Fernmetastasen in
Knochen wird bei Patienten mit einem fortgeschrittenen Tumorstadium eine Knochen-

szintigrafie durchgefihrt.
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Die Therapieform richtet sich danach, in welchem Stadium die Erkrankung diagnostiziert
wurde. FiUr Patienten mit einem auf die Prostata begrenzten Karzinom gibt es nach der
aktuellen S3-Leitlinie verschiedene Behandlungsoptionen: radikale Prostatektomie, Strahlen-
therapie, Brachytherapie und Lymphadenektomie [19]. Die radikale Prostatektomie wird
retropubisch, perineal laparoskopisch oder roboterassistiert operiert. Hierbei werden das
gesamte Organ, die Samenblasen sowie regiondre Lymphknoten entfernt werden.

Patienten mit einem metastasierten Prostatakarzinom wird eine hormonablative Therapie
angeboten. Dieser Ansatz begrindet sich auf biochemische Zusammenhénge von
Hormonen und der Tumorprogression sowie der Tatsache, dass Eunuchen und Manner mit
defekter 5a-Reduktase kein Prostatakarzinom entwickeln [24-25]. Die Aktivitat und das
Wachstum der Prostata sind abhangig von endogenen Geschlechtshormonen. Das
Androgen Testosteron wird durch die 5a-Reduktase Typ-2 in den Stromazellen zu dem
aktiven Metaboliten Dihydrotestosteron reduziert, welches an die gleichen Rezeptorproteine
wie Testosteron bindet, jedoch mit hherer Affinitat [6, 26-29]. Die biologische Aktivitat nimmt
durch die Umwandlung um etwa das Zweieinhalbfache zu [28]. Durch Bindung an den
inaktiven Androgenrezeptor (AR) im Zytoplasma von Epithel- und Stromazellen der Prostata
erfolgt eine Dissoziation der zuvor gebundenen Hitzeschockproteine (Hsp90). Der Hormon-
Rezeptor-Komplex dimerisiert zu einem Homodimer, wird phosphoryliert und in dieser Form
in den Zellkern transportiert, wo er an die DNA bindet und der Transkriptionsapparat aktiviert
wird [28-29]. In diesen Signalweg wird bei der Hormonablation an verschiedenen Stellen mit
Medikamenten eingegriffen. Die Therapieform ist jedoch rein palliativ und fihrt selten zu
einer Remission. Ziel dabei ist die Pravention oder Verzégerung der Entwicklung eines
hormonrefraktaren Stadiums und eine moglichst lange Erhaltung der Hormonsensitivitat des
Tumors [10]. Nach einigen Jahren schreitet die Erkrankung fort und es bildet sich ein
kastrationsresistentes Prostatakarzinom verbunden mit Verdnderungen des Androgen-
rezeptors, wie Genamplifikationen, Uberexpression des Proteins, Mutationen oder

Phosphorylierungen [30-31].
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1.3 Tumorproteinfamilie D52 und PC-1

1995 wurde das Tumorprotein D52 erstmals von Byrne et al. in Karzinomzellen und
Fibroadenomen der Brustdrise detektiert und beschrieben [32]. Spater konnte durch weitere
Untersuchungen gezeigt werden, dass TPD52 in anderen Geweben wie Lungen-, Prostata-,
oder Ovarialtumoren Uberexprimiert vorkommt [33-36]. Die Gensequenz liegt auf dem
Chromosom 8921 und codiert fur kleine hydrophile Polypeptide [37]. Die Proteinfamilie
umfasst das Tumorprotein D52, D53, D54 und D55, welche alle ein coiled-coil-Motiv von
50 Aminosauren zur Interaktion mit homologen und heterologen Molekiillen sowie C- und
N-terminale PEST-Sequenzen besitzen [37-39]. Durch alternatives SpleiBen entstehen
mehrere Isoformen der Tumorproteinfamilie [40-41]. Wéhrend die Transkriptvariante 3 (laut
NCBI-Nomenklatur) von TPD52 in verschiedenen Organen exprimiert wird, wurde die
Transkriptvariante 1, auch PC-1 oder PrLZ genannt, in der Prostata sowie in geringen
Mengen in Drisengeweben und im Gastrointestinaltrakt gefunden [35, 42]. Durch
Dihydrotestosteron oder das synthetische Androgen R1881 kann die Proteinexpression von
TPD52-Isoform 1 (PC-1) gesteigert werden, im Gegensatz dazu ist die Expression von
TPD52-Isoform 3 Androgen-unabhéngig [34-35].

Die Isoform 1 des Tumorproteins spielt bei der Proliferation und Tumorprogression eine
entscheidende Rolle, indem es die AR- und PSA-Expression steigert [43-44]. Es wurde
nachgewiesen, dass PC-1 sowohl in der prostatischen intraepithelialen Neoplasie als auch
im Prostatakarzinom Uberexprimiert ist [35]. Durch AR-Transaktivierung unter Androgen-
ablatierten Bedingungen und Aktivierung des Proteinkinase B/Akt-Signalweges beglinstigt
PC-1 die Entwicklung eines kastrationsresistenten Karzinoms [45-47]. Kirzlich wurde
auBerdem gezeigt, dass die Isoform 1 Interleukin-6-abhéngig die neuroendokrine Trans-
differenzierung beeinflusst, welche mit dem hormonrefraktaren Stadium der Erkrankung

assoziiert ist [44].
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1.4 Arginase und Argininstoffwechsel

Die Arginase, ein 36 kDa schweres Enzym, hydrolysiert L-Arginin zu L-Ornithin und
Harnstoff. Bisher sind zwei Isoformen des Proteins bekannt, welche sich in ihren
Organverteilungen, subzellularen Lokalisationen sowie den physiologischen Funktionen
unterscheiden [48]. Die Arginase-1 (ARG1), welche vorwiegend im Zytoplasma von
Hepatozyten aber auch in Zellen der Prostata vorkommt, dient als Bestandteil des
Harnstoffzyklus der Entgiftung von Ammoniak im Kd&rper. Die mitochondriale Arginase-2
(ARG2) wird in verschiedenen Geweben wie Niere, Prostata, Gehirn und Skelettmuskel
exprimiert und ist an der Biosynthese von Polyaminen, Glutamat und Prolin sowie der
Modulierung der Stickstoffmonooxidsynthese beteiligt [49-51].

In Prostatakarzinomen wurde eine erhdhte Arginase-Aktivitat im Vergleich zu tumorfreiem
Prostatagewebe beschrieben [51-53]. AuR3erdem konnte in Brust-, Darm- und Nieren-
zellkrebs festgestellt werden, dass hohe Arginase-Aktivitdt mit steigender Proliferation
korreliert [54-57]. Als Enzym des Polyaminsyntheseweges produziert Arginase Ornithin,
welches Ausgangspunkt fur die Bildung von Putrescin, Spermidin und Spermin darstellt
(siehe Abb. 3) [28]. Diese Polyamine werden zur Zellteilung und Differenzierung benétigt.
Shipper et al. konnten 2003 zeigen, dass die Behandlung von Prostatakarzinomzellen mit
Polyaminanaloga oder Inhibitoren der Enzyme des Polyaminstoffwechsels zum Arrest des
Zellwachstums und zum Zelltod fihrt [58]. Erst kirzlich wurde Rosuvastatin mit protektiven
Wirkungen auf Brustkrebsentwicklung beschrieben. Als ein vielversprechendes Antikrebs-
medikament hemmt das Statin die Arginase-Aktivitdt und Polyaminbildung [59]. Weitere
Studien konnten zeigen, dass Hemmung bzw. Verminderung der Arginase mit Hilfe von
siRNA, Epilobiumextrakten (Weidenréschen) oder anderen Substanzen zu sinkenden
Proliferationsraten fuhrt [57, 60-61].

Des Weiteren spielt das Enzym Arginase eine Rolle bei der Immunsuppression in
Tumorgeweben, indem unter Argininmangel, induziert durch enzymatische Umsetzung zu
Ornithin, die T-Zellproliferation und NO-vermittelte Zytotoxizitat gehemmt werden [62-64].
Rotondo et al. konnten nachweisen, dass Arginase-1 in segmentkernigen, neutrophilen
Granulozyten gespeichert wird und nach Aktivierung der Zellen tber Exozytose der Granula
in den Extrazellularraum gelangt [65-66]. In vielen Studien wurde die Arginase im
Zusammenhang mit Makrophagen untersucht. ARG2 ist mit Funktionen von pro-
inflammatorischen M1-Makrophagen assoziiert, wohingegen ARG1 vorwiegend in anti-
inflammatorischen M2-Makrophagen von Bedeutung ist und weitgehend als M2-Marker dient
[67-68]. Ein Ungleichgewicht des M1/M2-Verhdaltnisses tragt zur Pathogenese einiger
entziindlicher bzw. entziindungsassoziierter Erkrankungen wie Karzinom, Infektion oder
Adipositas bei [69-70].



Einleitung

Arginin, eine proteinogene, semiessentielle, basische Aminoséure mit einer Guanidino-
gruppe in der Seitenkette, ist an verschiedenen biochemischen Prozessen im Korper
beteiligt. Hierzu zahlen Proteinsynthese, Synthese von Stickstoffmonooxid in Endothelien
sowie Biosynthese von Kreatin und Polyaminen [28, 71-72]. Im Harnstoffzyklus wird Arginin
durch die Arginase hydrolytisch zu Ornithin und Harnstoff gespalten. Der entstandene
Harnstoff wird anschlieend Uber die Nieren im Urin ausgeschieden, wahrend Ornithin, eine
nichtproteinogene Aminosaure, im Harnstoffzyklus durch Umsetzung zu Citrullin
wiederverwendet werden kann. Katalysiert wird diese Reaktion durch das Enzym
Ornithintranscarbamylase (OTC) im Mitochondrium. Die Argininosuccinatsynthetase (ASSY)
und Argininosuccinatlyase (ASL) wandeln Citrullin Uber Argininosuccinat schlief3lich in
Arginin um (siehe Abb. 4) [28, 72].
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Abb. 4: Argininstoffwechsel

ADC, Arginindecarboxylase; ARG, Arginase; ASL, Argininosuccinatlyase; ASSY, Argininosuccinatsynthetase;
NOS, Stickstoffmonoxidsynthase; OAT, Ornithinaminotransferase; ODC, Ornithindecarboxylase; OTC,
Ornithintranscarbamylase

Des Weiteren geht die Synthese der fur die Zellproliferation notwendigen Polyamine
Putrescin, Spermidin und Spermin mit Hilfe des Enzyms Ornithindecarboxylase (ODC) von
Ornithin aus [73]. Uber die Arginindecarboxylase (ADC) und Agmatinase existiert ein zweiter
Weg der Polyaminbiosynthese [74]. Die Ornithinaminotransferase (OAT) ist an der
Umwandlung von Ornithin in Glutamat und Prolin beteiligt, letzteres wird zur Kollagen-
biosynthese bendtigt [75-76]. Mumenthaler et al. konnten 2008 zeigen, dass die OAT und
ARG2 im umgekehrten Verhéltnis in verschiedenen Prostatakrebszelllinien exprimiert
werden. Es gibt Hinweise darauf, dass erhthte OAT-Expression zur Kompensation der

Ornithinbildung im Polyaminstoffwechselweg bei geringer ARG2-Expression dient [51].



Einleitung

1.5 Zielstellung

Arginase-1 fordert mit seinen immunsupprimierenden Eigenschaften und der Bildung von
Polyaminvorlaufern die Proliferation in verschiedenen Tumorgeweben. Die entscheidende
Rolle von PC-1 bei der Proliferation und Tumorprogression des Prostatakarzinoms konnte in
einer Reihe von Studien gezeigt werden. Sowohl der Einfluss dieses Proteins auf Prostata-
krebszellen als auch genaue Mechanismen des Androgen-abhangigen und Androgen-
unabhangigen Wachstums sind bis heute nicht vollstandig geklart. Beide Proteine, PC-1 und
ARG1, sind im Prostatakarzinom Uberexprimiert und beeinflussen auf noch unklare Weise
das Verhalten des Tumors.

Neben den Mdéglichkeiten der Analyse des Prostatakarzinoms anhand von Patientenmaterial
stellt die Nutzung von Modellzelllinien eine etablierte Methode dar, gewonnene Erkenntnisse
zu verifizieren und Funktionsanalysen durchzufuhren. In den am Institut fur Medizinische
Biochemie und Molekularbiologie in Greifswald angefertigten Graduierungsarbeiten
(Diplomarbeit von Marika Klein und Bachelorarbeit von Paula Heinke) wurde mit Hilfe von
Pulldown-Experimenten das Enzym Arginase-1 als moglicher Interaktionspartner von PC-1
identifiziert [77-78].

Basierend auf den Erkenntnissen der Interaktionsstudien in der Modellzelllinie LNCaP des
humanen Prostatakarzinoms sollen unter Androgen-ablatierten Zellkulturbedingungen die
Expressionsprofile von PC-1, Arginase-1 und weiteren Enzymen des Argininstoffwechsels
auf mRNA- und Proteinebene vergleichend quantifiziert werden. Zur Verifizierung der
Interaktion soll mit Hilfe der indirekten Immunfluoreszenz an fixierten Zellen sowie der Co-

Immunprézipitation eine Kolokalisation von PC-1 und Arginase-1 nachgewiesen werden.



2 Materialien und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Gerate und Verbrauchsmaterialien

Materialien und Methoden

Gerate

Firma, Ort

Agarosegelkammer mit Zubehor (Kamme,
Giel3stand, Geltrager)

BioPhotometer Spectrophotometer UV/VIS

Block-Thermostat QBT4
CFX96™ C1000 Touch™ Thermal Cycler

Eppendorf® Mastercycler personal

Eppendorf Reference® 2

EVOS® XL Core Imaging System
Feinwaage BP160P
Flussigkeits-Absaugsystem BVC control

Gel Imager

Gelelektrophoresekammer mit Zubehor

(Kamme, Glasplatten, Dichtungsgummis)

Heizblock QBT 4

Helios Beta Spectrophotometer
Heracell 240 Brutschrank

Konfokal-Mikroskop, Leica TCS SP5

Magnetrihrer IKA-RH basic 2

Memmert Wasserbad

Armin Baack Labor- und Medizintechnik,

Schwerin

Eppendorf Vertrieb Deutschland GmbH,

Wesseling-Berzdorf
Grant Instruments, Cambridge
Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen

Eppendorf Vertrieb Deutschland GmbH,

Wesseling-Berzdorf

Eppendorf Vertrieb Deutschland GmbH,

Wesseling-Berzdorf
Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Sartorius, Gottingen
Vacuubrand GmbH & Co KG, Wertheim

Intas Science Imaging Instruments
GmbH, Gottingen

Biometra, Gottingen

Grant Instruments Ltd, Royston,

Grol3britannien
Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Heraeus, Hanau

Leica Mikrosysteme Vertrieb GmbH,

Wetzlar
IKA® Werke, Staufen

Memmert GmbH + Co.KG, Schwabach
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Materialien und Methoden

Mikroskop, Telaval 3
Mikrowelle, MW 7803 silber
Mikrozentrifuge, Micro Star 17R
Milli-Q®-Anlage Millipore
Mono-Mixer

pH-Meter FE20-FiveEasy™
Pipettierhelfer pipeo®

Pumpe

Rollinkubator, RM5
Roéntgenkassette, CURIX
Rotilabo®-Mini-Zentrifuge
Scanner, ViewPix 1100

Semi-Dry Blotter

Spectrophotometer NanoDrop 2000c

Thermo-Shaker TS-100

Tischzentrifuge, MR1822
Transferpetten

Uniequip Unitwist RT

Unipack 250 Power supply Stromgerat

Universal 320 R

Universal Schwenkmischer SM
Vortexer LabDancer

VWR® PCR plate spinner

Waage, PT1200

Carl Zeiss Micoscropy GmbH, Géttingen
Severin, Sundern

VWR International GmbH, Darmstadt
Merck Millipore, Billerica, USA

Sarstedt AG & Co., Numbrecht
Mettler-Toledo GmbH, GielRen

Vitlab, GroRostheim

Laborbedarf Erich Wiegand GmbH,
Hamburg

Karl Hecht GmbH&Co KG, Sondheim
AGFA-Gevaert N.V., Mortsel, Belgien
Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Biostep GmbH, Jahnsdorf

Armin Baack Labor- und Medizintechnik,

Schwerin
Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

PEQLAB Biotechnologie GmbH,
Erlangen

Jouan GmbH, Unterhaching
Brand GmbH & Co KG, Wertheim

UniEquip Laborgeratebau- und Vertriebs

GmbH, Planegg

UniEquip Laborgeratebau- und Vertriebs

GmbH, Planegg

HETTICH AG, Bach, Schweiz
Sarstedt AG & Co., Niumbrecht

VWR International GmbH, Darmstadt
VWR International GmbH, Darmstadt

Sartorius, Gottingen
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Materialien und Methoden

Wasserbad WiseCircu

Wipp-Schiittler 3013

XRF & RFS Model, Flake Ice Machine

Zellkultur-Sicherheitswerkbank Maxisafe 2020

Witeg Labortechnik GmbH, Wertheim

GFL Gesellschaft fur Labortechnik
GmbH, Burgwedel

Manitowoc Company Inc., Manitowoc,
USA

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Verbrauchsmaterialien

Materialien

Firma, Ort

15 mI-Rdhrchen
50 ml-Réhrchen

Amersham™ Protran™ 0.2 um

Nitrocellulose Blotting Membrane
Biosphere® Filterspitzen 20 pl

BZO Adhesive Optical Seal Film

Extra Thick Western Blotting Filter Paper
Filterpapier
Handschuhe Peha-soft Nitrile

Low binding SafeSeal-Tips professional
Filterspitzen 10 pl, 100 pl, 200 pl, 1250 pl

PCR 96-Well TW-MT-Platte, weif3

PCR SoftTubes, 0,2 ml

Pipettenspitzen ohne Filter
10 pl, 250 pl, 1000 pl

ratiolab® Pipettenspitzen Makro 11 5.000 pl
Reaktionsgefalie 1,5 mlund 2 ml

Roéntgenfilme

Sarstedt AG & Co., Nimbrecht
Sarstedt AG & Co., Nimbrecht

GE Healthcare Europe GmbH, Freiburg

Sarstedt AG & Co., Numbrecht

Biozym Scientific GmbH, Hessisch
Oldendorf

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Whatman GmbH, Dassel
Paul Hartmann AG, Heidenheim

Biozym Scientific GmbH, Hessisch
Oldendorf

Biozym Scientific GmbH, Hessisch
Oldendorf

Biozym Scientific GmbH, Hessisch
Oldendorf

Sarstedt AG & Co., NUimbrecht

Ratioloab GmbH, Dreieich
Sarstedt AG & Co., Numbrecht

CAE, Hamburg
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Materialien und Methoden

Rotilab® Einmalkuvetten 1,6 ml

Rotilabo®-Reagenzréhrchen

Serologische Pipetten steril, 5 ml, 10 ml

SpinTrap (IP-Séaulen)

SuperFrost® Plus Objekttrager

Superior Deckglaser

SurPhob SafeSeal® LOW BINDING
Filterspitzen 10 pl, 100 pl, 200 pl

Transferpipetten 3,5 ml
Vernichtungsbeutel
Zellkulturflasche 75 cm?
Zellkulturplatten 6-Well
Zellkulturschalen 35, 60, 100 mm

Zellschaber 30 cm

Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Sarstedt AG & Co., Numbrecht

GE Healthcare Europe GmbH, Glattbrugg,

Schweiz

R. Langenbrinck Labor- und Medizintechnik,

Emmendingen
Paul Marienfeld GmbH, Lauda-Kdnigshofen

Biozym Scientific GmbH, Hessisch
Oldendorf

Sarstedt AG & Co., Niimbrecht
Sarstedt AG & Co., Niimbrecht
Sarstedt AG & Co., Niimbrecht
Sarstedt AG & Co., Niimbrecht
Sarstedt AG & Co., Niimbrecht

TPP, Trasadingen CH

2.1.2 Chemikalien und gebrauchsfertige Losungen

Chemikalie

Firma, Ort

2-Mercaptoethanol

Agarose
Ammoniumperoxodisulfat (APS)
Albumin Fraktion V (BSA)
Bromphenolblau

CHAPS

Chloroform

Complete™ Mini Proteaseinhibitor

Coomassie Brilliant Blue G-250

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Kallies Feinchemie AG, Sebnitz

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

Fluka Chemie GmbH, Buchs
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Materialien und Methoden

DAPI
dATP, dCTP, dGTP, dTTP
DEPC

Dinatriumhydrogenphosphat
(NazHPO4 x 2 HzO)

DMSO

DMSO steril
Doxycyclin
EDTA
Essigsaure
Ethanol

Ethanol, vergallt
Glycin

Glycerol, 87 %

Guanidin-Hydrochlorid
Harnstoff
a-lsonitrosopropiophenon
Isopropanol

Kaliumchlorid (KCI)
Kaliumdihydrogenphosphat (KH2POa4)
Kaliumphosphat

L-Arginine Hydrochloride
Luminol
Magnesiumchloridhexahydrat
Magnesiumsulfat-7-hydrat
Methanol

Natriumazid (NaNs)

Natriumchlorid (NaCl)

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

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

AppliChem GmbH, Darmstadt
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Universitatsapotheke Greifswald, Greifswald
Universitatsapotheke Greifswald, Greifswald
Carl Roth GmbH, Karlsruhe

GE Healthcare Europe GmbH, Glattbrugg,
Schweiz

AppliChem GmbH, Darmstadt
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Laborchemie Apolda GmbH, Apolda
Merck KGaA, Darmstadt

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Merck KGaA, Darmstadt

Laborchemie Apolda GmbH, Apolda
Universitatsapotheke Greifswald, Greifswald
Merck KGaA, Darmstadt

Carl Roth GmbH, Karlsruhe
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Natriumdeoxycholat
Natriumfluorid
Natriumhydroxid (NaOH)
Natriumvanadat
Nonidet®P-40 (NP-40)
ortho-Phosphorsaure, 85 %

para-Hydroxycoumarinsaure

2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-

ethansulfonsaure (HEPES)

Paraformaldehyd

Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)

Ponceau S

R1881

Salzséaure (HCI), 37 %
Saponin
Schwefelséure, 96 %
SDS

TEMED
Thioharnstoff
Trichloressigsaure
Tris Base
Triton®X-100

Wasserstoffperoxid (H20z), 30 %

Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Merck KGaA, Darmstadt

ICN Biomedicals GmbH, Eschwege
Fluka Chemie GmbH, Buchs

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

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

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

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Merck KGaA, Darmstadt

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Ferak Berlin GmbH, Berlin

Carl Roth GmbH, Karlsruhe
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Gebrauchsfertige LOsungen

Materialien und Methoden

Losung

Firma, Ort

6 x DNA Loading Dye
Acrylamidlésung Rotiphorese® Gel 30
Dako Fluorescent Mounting Medium

Dulbecco’s PBS, steril

Fetales Kalberserum (FCS)
Fetales Kalberserum, c.t.
G153A, B Developer (Entwickler)
G354 Rapid Fixierer
GeneRuler™ DNA Ladder Mix

ImmunoPure® Immobilized Protein A

(Protein A-Sepharose-Beads)

jetPRIME® Transfection Reagent

jetPRIME® buffer

5 x M-MLV-Puffer

M-MLV-RTase (200 U/ul)
Oligo-d(T)15-Nukleotid

PageRuler™ Unstained Protein Ladder
Paneticin G418
Penicillin/Streptomycin-L6sung (100 x)
peqGOLD TriFast™

pH Puffer-Losungen HI 7009, 7006, 7004

RedSafe™ (100.000 x)

Restore™ Western Blot Stripping Buffer

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Agilent Technologies, Santa Clara, USA

GE Healthcare Europe GmbH,
Glattbrugg, Schweiz

Life Technologies, Darmstadt
PAN-Biotech GmbH, Aidenbach
Agfa-Gevaert N.V., Mortsel, Belgien
Agfa-Gevaert N.V., Mortsel, Belgien
Fermentas-Thermo Scientific, Schwerte

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Polyplus transfection SA, llkirch,
Frankreich

Polyplus transfection SA, llkirch,

Frankreich

Promega Corporation, Madison
Promega Corporation, Madison
Invitrogen, Carlsbad
Fermentas-Thermo Scientific, Schwerte
PAN-Biotech GmbH, Aidenbach

PAA Laboratories, Piscataway, USA
Peglab, Erlangen

Hanna Instruments Deutschland GmbH,
Kehl am Rhein

INtRON Biotechnology, Seongnam Korea

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
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Materialien und Methoden

RNasin® Plus (40 U/ul), RNase Inhibitor
Roti®Block (10 x)

Roti®Blot A

Roti®Blot K

Rotiphorese® Gel 30 (Acrylamid)

RPMI 1640 mit Phenolrot

RPMI 1640 ohne Phenolrot

Sensimix™ SYBR® Hi-ROX

Sodium Pyruvate (100 mM)

SuperSignal™ West Dura Extended Duration
Substrate

Trypsin EDTA (10 x)

Tween®20

Promega Corporation, Madison
Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Carl Roth GmbH, Karlsruhe
PAN-Biotech GmbH, Aidenbach
PAN-Biotech GmbH, Aidenbach
Bioline GmbH, Luckenwalde

GE Healthcare Europe GmbH,
Glattbrugg, Schweiz

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

PAA Laboratories, Piscataway, USA

Carl Roth GmbH, Karlsruhe
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Materialien und Methoden

2.1.3 Zelllinien und Kulturmedien

Zelllinien Firma, Ort

LNCaP Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen
GmbH (DSMZ), Braunschweig

LNCaP-PC-1 LNCaP (CLS Cell Lines Service GmbH, Eppelheim) stabil

transfiziert mit prtTAneo-PC-1;
ermoglicht Doxycyclin-induzierte Uberexpression von PC-1

(im Institut etabliert, zur Nutzung zur Verfiigung gestellt)

LNCaP-Zellen sind hormonsensitive, humane Prostatakarzinomzellen und entstammen der

linken supraklavikularen Lymphknotenmetastase eines 50-jahrigen Mannes (Ethnie:

Kaukasier) aus dem Jahr 1977.

Kulturmedien

Zusammensetzung

Vollmedium fir
LNCaP-Zellen
(Standardmedium; STM)

RPMI-1640 mit Phenolrot

20 % (v/v) hitzeinaktiviertes FCS
100 U/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin

Androgen-freies Medium
fir LNCaP-Zellen
(charcoal-treated Medium;
CTM)

RPMI-1640 ohne Phenolrot

10 % (v/v) hitzeinaktiviertes c.t. FCS
100 U/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin

Vollmedium fiir LNCaP-
PC-1-Zellen
(Standardmedium;
STM-PC-1)

RPMI-1640 mit Phenolrot

10 % (v/v) hitzeinaktiviertes FCS

1 mM Natrium-Pyruvat (Sodium Pyruvate)
300 pg/ml Paneticin G418

Androgen-freies Medium
fur LNCaP-PC-1-Zellen
(charcoal-treated Medium;
CTM-PC-1)

RPMI-1640 ohne Phenolrot

10 % (v/v) hitzeinaktiviertes c.t. FCS
1 mM Natrium-Pyruvat

300 pg/ml Paneticin G418
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2.1.4 Plasmide und Primer

Plasmide

Materialien und Methoden

PEYFP-N-PC-1

pcDNA3.1 (+)

im Institut etabliert, zur Nutzung zur Verfugung gestellt

im Institut etabliert, zur Nutzung zur Verfugung gestellt

Primer
Genname Kurzel Sequenz (5> 37) Annealing- Produkt-
Temperatur  lange

Arginase-1 ARGl for  TTG GCT TGA GAG ACG TGG AC 65 °C 394 bp
ARGlrev  CGA GCA AGT CCG AAA CAA GC

Arginase-2 ARG2for  GAATCC ACG CTC AGT GGG TC 65 °C 359 bp
ARG2rev  AAT GTT CAG GAG GGT CCA CG

Arginin- ADC for GAG ATG GAG TTG GTC CAG CAT 56 °C 179 bp

decarboxylase ADCrev  AGA ACC ATC TTG GCA CTG GG

Argininosuccinat- ASL for AAG CGG ATC AAT GTC CTG CC 65 °C 318 bp

lyase ASL rev CCG GAT CAG CTC CAA ACT GT

Argininosuccinat- ASSY for GAG GGG GCC AAG TATGTGTC  65°C 268 bp

synthetase ASSYrev  GGT TCT CCA GGA TTC CAG CC

Ornithinamino- OAT for GGC TGG AGAGACTGC CTG TA 65 °C 259 bp

transferase OATrev  TTC TAC CAT GAA CGC AGC CA

Ornithin- ODC for GTT TGA CTG CCACTT CCTCG 65 °C 177 bp

decarboxylase ODCrev  GCA TAA AAG GGG GTG ACA CG

Ornithin- OTC for TGG CTG ATTACC TCACGCTC 56 °C 261 bp

transcarboxylase - yre oy ATA CAT TGC CTC CAT GCG CT

Tumorprotein D52  PC-1 for CCG GAT CACCTACTCTTC AG 60 °C 371 bp

IFL (PC-1) PC-1 rev GAT GAC TGA GCC AAC AGA CG
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2.1.5 Antikorper

Primarantikorper

Materialien und Methoden

Antikorper Spezies Verdlinnung Verdinnung Firma, Ort
IF

anti-TBA Maus 1:50.000 Abcam, Cambridge,
GrolR3britannien

anti-ARG1 Kaninchen  1:5.000 1:20 Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Steinheim

anti-ARG2 Kaninchen 1:10.000 1:20 Thermo Fisher Scientific,
Waltham, USA

anti-ASSY Maus 1:50.000 1:5.000 Thermo Fisher Scientific,
Waltham, USA

anti-CREB Kaninchen  1:1.000 Cell Signaling, Frankfurt am
Main

anti-OAT Kaninchen 1:2.000 1:100 Thermo Fisher Scientific,
Waltham, USA

anti-OTC Kaninchen 1:1.500 1:20 Thermo Fisher Scientific,
Waltham, USA

anti-PC-1 Kaninchen  1:1.000 1:100 institutseigen, hergestellt von
Tom Moritz

[o[€ Kaninchen Santa Cruz Biotechnology,
Inc., Dallas, USA

Sekundéarantikorper

Antikorper gekoppeltes Verdinnung Verdinnung Firma, Ort

Enzym WB IF

anti-Kaninchen  Meerettich- 1:10.000, Cell Signaling Technology,

19G peroxidase 1:15.000 Frankfurt am Main

anti-Maus IgG Meerettich- 1:10.000, Cell Signaling Technology,

peroxidase 1:15.000 Frankfurt am Main

20



Materialien und Methoden

anti-Kaninchen  Alexa Fluor® 1:500 Life Technologies,
IgG 488 Carlsbad, USA
anti-Maus IgG Alexa Fluor® 1:500 Abcam, Cambridge,
488 GrofRbritannien
anti-Kaninchen  Cy3® 1:500 Jackson

IgG

ImmunoResearch, Suffolk

GrolRbritannien

2.1.6 Software

Software

Firma, Ort

Adobe Photoshop CS6

CFX Manager™ Software

Version 2.0

GraphPad PRISM® Version 6.03

ImagelJ

Intas GDS?

Leica Application Suite X

NanoDrop 2000

ViewPixControl

Adobe Systems Software Ireland Limited, Dublin

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen

GraphPad Software, La Jolla, USA

National Institute of Health, Bethesda, USA

Intas Science Imaging Instruments GmbH, Gottingen
Leica Mikrosysteme Vertrieb GmbH, Wetzlar
Fermentas-Thermo Scientific, Schwerte

Biostep GmbH, Jahnsdorf
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Materialien und Methoden

2.2 Methoden

2.2.1 Zellkultur

Kultivieren und Passagieren der Zellen

Das Kultivieren der Prostatakarzinomzellen erfolgte in 75 cm?2-Zellkulturflaschen in einem
Begasungsbrutschrank mit konstantem Milieu von 37 °C und 5 % CO.-Atmosphare. Die
Zellen wurden im Abstand von drei bis vier Tagen nach Erreichen einer Konfluenz von 80 bis
90 % passagiert. Sowohl die Zellkulturmedien als auch 2 x Trypsin wurden im Wasserbad
vor Verwendung auf 37 °C erwarmt.

Nach Absaugen des Mediums wurde der Zellrasen mit 7 ml DPBS gewaschen. Anschlie3end
erfolgte zum Abldsen der Zellen vom Flaschenboden eine Inkubation mit 2 ml 2 x Trypsin fur
3 min im Brutschrank. Die Trypsin-Aktivitdt wurde mit 12 ml Kulturmedium abgestoppt. Die
entstandene Zellsuspension wurde in ein 15 ml-R6hrchen tberfuhrt und 5 min bei 1.500 rpm
und 25 °C zentrifugiert. Dem Absaugen des Uberstandes folgte eine Zugabe von 2 bis 4 ml
Medium (je nach Splittungsverhaltnis) und grindliches Resuspendieren der Zellen. 1 ml
dieser Zellsuspension wurde fiir die Aussaat in eine neue 75 cm2-Zellkulturflasche mit 25 ml

frischem Medium verwendet.

Standardmedium flir LNCaP-Zellen: RPMI-1640 mit Phenolrot, 20 % (v/v) hitzeinaktiviertes FCS,
100 U/ml Penicillin, 100 pg/ml Streptomycin

Charcoal-treated Medium fur LNCaP-Zellen: RPMI-1640 ohne Phenolrot, 10 % (v/v) hitzeinaktiviertes
c.t. FCS, 100 U/ml Penicillin, 100 pg/ml Streptomycin

Standardmedium fur LNCaP-PC-1-Zellen: RPMI-1640 mit Phenolrot, 10 % (v/v) hitzeinaktiviertes FCS,
1 mM Natrium-Pyruvat, 300 pg/ml Paneticin G418

Charcoal-treated Medium fiir LNCaP-PC-1-Zellen: RPMI-1640 ohne Phenolrot, 10 % (v/v)
hitzeinaktiviertes c.t. FCS,1 mM Natrium-Pyruvat, 300 pg/ml Paneticin G418

Androgenablation

Zur Beurteilung des Einflusses von Androgenen auf die Prostatakarzinomzellen wurde
anstelle des FCS-haltigen Standardmediums (STM) ein hormonfreies, charcoal-treated
FCS-Medium (CTM) zum Kultivieren verwendet. Die Zugabe von 0,5 nM des synthetischen
Androgens R1881 in DMSO ermdglichte eine definierte Dosierung im Vergleich zu
Versuchen in Standardmedium. Zur Kontrolle erfolgte ein Ansatz mit DMSO ohne das
Hormon R1881.

Charcoal-treated Medium fir LNCaP-Zellen: RPMI-1640 ohne Phenolrot, 10 % (v/v) hitzeinaktiviertes
c.t. FCS, 100 U/ml Penicillin, 100 pg/ml Streptomycin

Charcoal-treated Medium fiir LNCaP-PC-1-Zellen: RPMI-1640 ohne Phenolrot, 10 % (v/v)
hitzeinaktiviertes c.t. FCS, 1 mM Natrium-Pyruvat, 300 pg/ml Paneticin G418
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Induzierbare Uberexpression von PC-1

Fur die induzierbare Uberexpression von PC-1 wurde mit stabil transfizierten LNCaP-PC-1-
Zellen gearbeitet. Die in Standardmedium kultivierten Zellen wurden fur Experimente in
Androgen-freies charcoal-treated Medium umgesetzt. Zur Induktion der Uberexpression von
PC-1 wurden den Zellen 0,5 ng/ml Doxycyclin in 50 % Ethanol zugesetzt und eine Kontrolle

mit gleicher Menge Losungsmittel mitgefihrt.

Standardmedium fir LNCaP-PC-1-Zellen: RPMI-1640 mit Phenolrot, 10 % (v/v) hitzeinaktiviertes FCS,
1 mM Natrium-Pyruvat, 300 pg/ml Paneticin G418

Charcoal-treated Medium fiir LNCaP-PC-1-Zellen: RPMI-1640 ohne Phenolrot, 10 % (v/v)
hitzeinaktiviertes c.t. FCS, 1 mM Natrium-Pyruvat, 300 pg/ml Paneticin G418

Transiente Transfektion von LNCaP-Zellen

Die transiente Transfektion von LNCaP-Zellen war Basis fir eine mikroskopbasierte
Kolokalisationsanalyse von Arginase-1 und PC-1 in LNCaP-Zellen. Dazu wurden die Zellen
in CTM auf Deckglasern kultiviert und mit den Plasmiden pEYFP-N-PC-1 und pcDNA3.1(+)
transfiziert. Das Einbringen der DNA wurde mit dem Transfektionsreagenz jetPRIME® nach
Protokoll des Herstellers durchgeftihrt. Pro Ansatz wurden 2 pug DNA bestehend aus 0,2 ug
PEYFP-N-PC-1 und 1,8 ug pcDNA3.1 eingesetzt. Nach dreitagiger Inkubation fand die
indirekte Immunfluoreszenzfarbung von Arginase-1 statt. Zur Detektion der Expression des
gelb fluoreszierenden Fusionsproteins EYFP-PC-1 und der indirekten Immunfluoreszenz von
ARGL1 in den Prostatakrebszellen wurde ein Konfokal-Mikroskop verwendet. Die Auswertung

der Bilder zur Kolokalisationsanalyse erfolgte mit der ImageJ Erweiterung JACoP [79].

2.2.2 Zellernte und Zelllyse

TriFast™-Praparation

Zur Gewinnung von RNA, genomischer DNA und Proteinen aus den Zellen wurde das
Reagenz peqGOLD TriFast™ verwendet. Die Zugabe von Chloroform und die anschlieRende
Zentrifugation fuhren zur einer Auftrennung des Homogenats in drei Phasen. Die obere,
wassrige Phase enthalt RNA, die Interphase genomische DNA und die organische,
phenolrote Phase Proteine.

Aufgrund der geringen Adharenz wurden die Zellen vor der Lyse dreimal in Suspension mit
PBS gewaschen. Die Zellen wurden daftir bei 3.000 rpm und 25 °C fir 3 min zentrifugiert
und anschlielend mit 1 ml PBS resuspendiert. Das Zellpellet wurde fur 5 min mit 0,5 ml
peqGOLD TriFast™ inkubiert und danach mit 0,1 ml Chlorform versetzt. Nach sofortigem

Invertieren und Inkubation Uber 3 min auf einer Wippe schloss sich ein 15-mindtiger
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Zentrifugationsschritt bei 12.000 x g und 4 °C an. Alle weiteren Zentrifugationen erfolgten
unter den gleichen Bedingungen, sofern nicht anders angegeben. Das Zelllysat trennte sich
in drei Phasen auf.

Zur Gewinnung der RNA wurde die obere, wassrige Phase vorsichtig in ein neues 1,5 ml
Reaktionsgefald tberfihrt und mit 250 ul Isopropanol durch Invertieren geféllt. Nach 10 min
Inkubation bei Raumtemperatur und 10 min Zentrifugieren wurde das entstandene RNA-
Pellet zweimal mit 75 %-igem Ethanol gewaschen und 3 min bei 7.500 xg und 4°C
zentrifugiert. AnschlieBend wurde der Uberstand abgesaugt und das Pellet unter einem
Abzug getrocknet. Es folgte eine Zugabe von 20 bis 50 ul DEPC-Wasser je nach Grol3e des
RNA-Pellets. Uber Nacht bei 4 °C wurde die RNA in diesem RNase-freien Wasser geldst.

Bei der Protein-Praparation wurden die zwei verbliebenen Phasen mit 150 pyl Ethanol
versetzt und die genomische DNA durch Invertieren gefallt. Nach 3 min Inkubation auf einer
Wippe schloss sich ein zweiminitiger Zentrifugationsschritt an. Der Uberstand mit den
enthaltenen Proteinen wurde in ein neues 2 ml Reaktionsgefal? uberfuhrt. Durch Zugabe von
0,75 ml Isopropanol, sofortiges Invertieren und 20 min Inkubation bei Raumtemperatur
erfolgte die Fallung der Proteine. Anschlieend wurde die Probe 5 min zentrifugiert, der
Uberstand abgenommen und das entstandene Proteinpellet viermal mit 1,5 ml Guanidin-HCI-
Losung fur 20 min gewaschen. Jedem Waschschritt folgte eine zweiminitige Zentrifugation.
Die Pellets wurden analog noch zweimal mit 1,5 ml Ethanol gewaschen und danach unter
dem Abzug getrocknet. Je nach GroRRe der Protein-Pellets wurden sie in 30 bis 180 pl

2D-Lysispuffer geldst und bei - 20 °C aufbewahrt.

1 x PBS: 136,9 mM NaCl, 2,7 mM KCI, 10,1 mM NazHPO4 x 2 H20, 1,8 mM KHzPOg4, in A. deionisata,

autoklaviert
DEPC-Wasser: 0,1 % (v/v) DEPC in A. deionisata, bei Raumtemperatur 24 h inkubiert, autoklaviert

Guanidin-HCI-Lésung: 0,3 M Guanidin-HCI in 95 %-igem Ethanol
2D-Lysispuffer: 8 M Harnstoff, 2 M Thioharnstoff, 4 % (w/v) CHAPS, 40 mM Tris Base, in A. deionisata

Zellernte mit RIPA-Puffer

Bei der Zellernte mit RIPA-Puffer wurden aus LNCaP-Zellen Gesamtproteinlysate gewonnen.
Nach Kultivierung der Zellen in einer 100 mm-Schale wurde das Medium abgesaugt, PBS
zugegeben und der Zellrasen mit Hilfe eines Zellschabers vom Boden geldst. AnschlieRend
wurden die Zellen in ein 1,5 ml Reaktionsgefald tberfihrt und bei 3.000 rpm und 25 °C fur
3 min zentrifugiert. Es folgten zwei Waschschritte mit 1 ml PBS im Reaktionsgefafl. Der
Uberstand konnte abgenommen und das Pellet in 200 bis 250 pl RIPA-Puffer gelost werden.
Nach einmaligem Einfrieren bei - 80 °C und Auftauen wurden die Zelltrimmer bei 16.000 x g
durch eine fiinfminitige Zentrifugation pelletiert, sodass der Uberstand in ein neues

Reaktionsgefald Uberfihrt werden konnte. Dieses Proteinlysat wurde bei - 20 °C aufbewahrt.
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1 x PBS: 136,9 mM NaCl, 2,7 mM KCI, 10,1 mM NazHPO4 x 2 H20, 1,8 mM KH2PO4, in A. deionisata,

autoklaviert

RIPA-Puffer: 150 mM NaCl, 50 mM Tris-HCI (pH 8,0), 5 mM Na-EDTA, 0,5 % (v/v) NP-40, 0,5 % (v/v)
Triton X-100, 0,5 % (w/v) Na-deoxycholat, 0,5 % (w/v) SDS, 1 mM NazVOs, 0,5 % (w/v) Complete™ Mini,
50 mM NaF, in A. deionisata

Zellfraktionierung

Zur Untersuchung der Lokalisation von Proteinen in der Zelle wurde eine Zellfraktionierung
nach Schreiber [80] durchgeflihrt, bei der eine Zytoplasma- und eine Zellkernfraktion
gewonnen wurden. Nach Lyse der Zellen in einem hypotonen Puffer flr die Proteine im
Zytoplasma konnten anschlieRend die Kernproteine in einem hypertonen Puffer extrahiert
werden. Alle Schritte der Methode mussten auf Eis durchgefiihrt und die verwendeten
Lésungen vorgekihlt werden. Kurz vor Verwendung wurden die Lagerlésungen von Puffer A
und Puffer C mit Complete™ Mini EDTA-free, PMSF und DTT versetzt.

LNCaP-Zellen wurden 3 Tage in einer 100 mm-Schale kultiviert und nach Absaugen des
Mediums zweimal mit 5 ml PBS gewaschen. AnschlieRend erfolgte die Zellernte mit PBS und
einem Zellschaber in ein 2 ml ReaktionsgefalR. Die Zellen wurden in einem flunfmindtigen
Zentrifugationsschritt bei 800 x g sedimentiert.

Bei der Gewinnung der Zytoplasmafraktion wurde das Pellet nach Verwerfen des
Uberstandes in 400 pl Puffer A resuspendiert. Einer Inkubation von 20 min auf Eis folgte die
Zugabe von 25 pl 10 %-igem NP-40 und sofortiges Invertieren fir 60 s. Anschliel3end wurde
das Lysat 30s bei 9.300 x g zentrifugiert und der Uberstand mit den enthaltenen
zytoplasmatischen Proteinen in ein 1,5 ml Reaktionsgefald Giberfuhrt.

Zur Gewinnung der Kernfraktion erfolgte nach dreimaligem Waschen des verbliebenen
Pellets mit 400 pl Puffer A durch zweiminutige Inkubation die Zentrifugation bei 9.000 x g fur
60 s. Das Pellet wurde in 80 ul Puffer C resuspendiert. Wahrend der sich anschlieRenden
15-mindtigen Inkubation auf Eis wurde das Lysat alle 2 min kraftig durchmischt. Im letzten
Schritt der Fraktionierung konnte nach 5 min Zentrifugation bei 16.000 x g der Uberstand mit
den Kernproteinen in ein neues Reaktionsgefald tberfuhrt werden. Die Aufbewahrung der

Zytoplasma- und Kernfraktion erfolgte bei - 20 °C.

Lagerlésung Puffer A: 10 mM HEPES (pH 7,9), 15 mM KCI, 2 mM MgClz, 0,1 mM EDTA (pH 8,0), in
A. deionisata

Puffer A: 0,5 % (w/v) Complete™ Mini EDTA-free, 1 mM DTT, 0,5 mM PMSF, in Lagerl6sung Puffer A
10 %-iges NP-40: 10 % (v/v) NP-40, in A. deionisata

Lagerlosung Puffer C: 20 mM HEPES (pH 7,9), 420 mM NCI, 25 % (v/v) Glycerol, 0,2 mM EDTA (pH
8,0), in A. deionisata
Puffer C: 0,5 % (w/v) Complete™ Mini EDTA-free, 0,5 mM DTT, 0,5 mM PMSF, in Lagerlésung Puffer C
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2.2.3 Molekularbiologische Methoden - Nukleins&ureanalytik

Bestimmung der RNA-Konzentration

Nach der TriFast™-Praparation erfolgte die Konzentrationsbestimmung der im DEPC-
Wasser gelésten RNA mit Hilfe des Spectrophotometers NanoDrop 2000c.

Zuerst wurde ein Leerwert durch Messung von 2 pl DEPC-Wasser definiert. Die Proben
wurden gut gemischt und 2 pl auf die Messoberflache pipettiert. Die Messung erfolgte bei
230 nm, 260 nm und 280 nm gegen den Leerwert. Die RNA-Konzentration wurde nach dem
Lambert-Beerschen-Gesetz von der Software berechnet.

DEPC-Wasser: 0,1 % (v/v) DEPC in A. deionisata, bei Raumtemperatur 24 h inkubiert, autoklaviert

cDNA-Synthese

Mit Hilfe der Reversen Transkriptase wird die bei der TriFast™-Praparation gewonnene RNA
in eine komplementare DNA (cDNA) umgeschrieben. Dabei werden 1,5 ug RNA mit 1 pl
Oligo-d(T)15-Nukleotid als Primer (0,5 pg/pl) und entsprechendem Volumen DEPC-Wasser
auf 13,5 ul aufgefiillt. Die Proben wurden fir 5 min bei 65 °C im Heizblock denaturiert,
abgekihlt und mit 6,5 pl Reaktionsansatz bestehend aus 4 ul 5 x M-MLV-Puffer, 1 yl 10 mM
dNTP-Mix, 0,5 ul RNasin® Plus sowie 1 yl M-MLV-RTase versetzt. Nachfolgend wurde fiir
eine Stunde bei 42 °C und dann fur 10 min bei 70 °C im PCR-Cycler inkubiert. Die 20 pl
Probe mit der neu synthetisierten cDNA wurden mit 180 pl A. deionisata verdinnt, in ein
1,5 ml Reaktionsgefald uberfiihrt und bei - 20 °C aufbewabhrt.

DEPC-Wasser: 0,1 % (v/v) DEPC in A. deionisata, bei Raumtemperatur 24 h inkubiert, autoklaviert
dNTP-Mix: 10 mM dATP, 10 mM dCTP, 10 mM dGTP, 10 mM dTTP, in A. deionisata

Quantitative Polymerase-Kettenreaktion (QPCR)

Bei der qPCR wird Uber Fluoreszenzfarbstoffe die exponentielle Vervielfaltigung von DNA
und damit die Menge von PCR-Produkten bestimmt. Fir die Messung wurde SYBR-Green
als Farbstoff verwendet, der nach Interkalation mit doppelstrangiger DNA Licht emittiert.

In eine 96-Well-Platte wurden 2,5 pl verdinnter cDNA der Proben vorgelegt und 12,5 pl
Mastermix zugesetzt. Dieser beinhaltete 7,5 pl Sensimix™ SYBR® Hi-ROX, 1,5 pl Primer mit
einer Konzentration von 5 pM (forward und reverse) und 3,5 pl A. deionisata. Fir jeden
Mastermix wurde auf der gleichen PCR-Platte eine Negativkontrolle (A. deionisata statt
cDNA) mitgefiuihrt. Alle Proben wurden in Duplikaten gemessen. Die optimale Temperatur fur
die Anlagerung der jeweiligen Primerpaare wurde vorher ermittelt.

Nach Versiegelung der Platte mit einer durchsichtigen Folie erfolgte die gPCR im
CFX96™ C1000 Touch™ Thermal Cycler. Das Protokoll bestand aus mehreren Phasen,

26



Materialien und Methoden

beginnend mit einer Initialisierung zur Aktivierung der Tag-Polymerase bei 95 °C fir 10 min.
Die anschliel3enden Schritte der Denaturierung bei 95 °C fur 10 s, Anlagerung der Primer flr
15 s und Elongation bei 72 °C fur 20 s wurden 44 Mal wiederholt. Nach jeder Elongation
wurde das Fluoreszenzsignal detektiert.

Zum Nachweis des Amplicons wurde nach Abschluss der PCR die Schmelzkurve der DNA
ermittelt. Dabei erfolgte nach einer Denaturierung bei 95 °C fir 20 s ein Absenken auf
Annealing-Temperatur gefolgt von einer schrittweisen Erhéhung der Temperatur um 0,5 °C
alle 5s. Wahrend dieser Zeit wurden die Fluoreszenzsignale kontinuierlich gemessen. Die
Auswertung konnte mit Hilfe der Software CFX Manager™ 2.0 durchgefiihrt werden. Die
Proben wurden gegen das House-keeping-Gen TATA-box-binding protein (TBP)

normalisiert.

Agarose-Gelelektrophorese

Mit Hilfe der Agarose-Gelelektrophorese konnen Nukleinsauren nach ihrer Grol3e
aufgetrennt werden. Hier wurde sie fur den Nachweis der korrekten Amplicongro3e genutzt.
Bei dieser Methode wurde stets ein 1,5 %-iges Agarose-Gel verwendet.

Fur das Gel wurden 0,75 g Agarose in 50 ml 1 x TAE in der Mikrowelle bis zum vollstéandigen
Losen erwarmt. Nach zehnminitigem Abkiihlen bei Raumtemperatur wurde RedSafe™ im
Verhéltnis von 1:100.000 hinzugegeben und das Gel luftblasenfrei in einen Geltrdger mit
entsprechendem Kamm gegossen. Wahrend der Polymerisation konnten die Proben
vorbereitet werden.

Dabei wurden 15 ul der zu untersuchenden qPCR-Proben mit 3 ul 6 x DNA Loading Dye
versetzt und gut gemischt. Nach Entfernen des Kammes aus dem Gel wurde der Geltrager
mit dem polymerisierten Gel in eine Laufkammer eingesetzt und diese mit 1 x TAE geflllt.
Der Marker GeneRuler™ DNA Ladder Mix (6 pl) sowie die Probengemische (10 pl) wurden
auf das Gel aufgetragen. Die elektrophoretische Auftrennung der Nukleinséduren erfolgte bei
einer konstanten Spannung von 80 V. Anschlieend wurden die unter UV-Licht sichtbaren

Banden mit dem Intas-System visualisiert und tberprift.

1 x TAE: 40 mM Tris Base, 20 mM Essigsaure, 1 mM EDTA (pH 8,0), in A. deionisata
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2.2.4 Proteinbiochemische Methoden

Proteinbestimmung nach Bradford

Die Konzentrationen der in 2D-Lysispuffer gelosten Proteine wurden mit Hilfe einer
modifizierten Methode nach Bradford bestimmt [81]. Der im Bradfordreagenz enthaltene
Farbstoff Coomassie Brilliant Blue G-250 verschiebt sein Absorptionsmaximum von 465 nm
auf 595 nm nach Komplexbildung mit Proteinen. Unter Verwendung einer Standardreihe
kann die Konzentration der Probelosung aus der photometrischen Messung berechnet
werden, da sich die Proteinkonzentration direkt proportional zur Extinktion bei 595 nm
verhalt. Die Standardreihe wurde anhand des in Tabelle 1 dargestellten Pipettierschemas

vorbereitet.

Tab. 1: Pipettierschema der Standardreihe bei der Proteinbestimmung nach Bradford

Proteinmenge StamBnigsung A.deionisata  2D-Lysispuffer Bradfordreagenz
(0,2 pg/pl)
0 ug Oul 98 ul 2 ul 1,5 ml
2 ug 10 pl 88 ul 2ul 1,5ml
4 ug 20 pl 78 ul 2 ul 1,5 ml
6 ug 30 ul 68 ul 2ul 1,5ml
8 ug 40 58 ul 2 ul 1,5 ml
10 ug 50 ul 48 ul 2ul 1,5ml
12 ug 60 pl 38 pl 2 pl 1,5ml
15 ug 75 23 ul 2ul 1,5ml

2 ul der Proben wurden jeweils mit 98 ul A. deionisata und 1,5 ml Bradfordreagenz gemischt.
Nach zehnminutiger Inkubation im Dunkeln erfolgte die Messung der Extinktionen in
Kivetten am Photometer. Mit Hilfe der Werte der Standardreihe konnte eine Regressions-
gerade erstellt und anschlieBend die Proteinkonzentrationen der zu untersuchenden Proben

berechnet werden.

Bradfordreagenz: 10 % (w/v) Coomassie Brilliant Blue G-250, 5 % (v/v) Ethanol, 8,5 % (v/v) ortho-

Phosphorséaure (85%), in A. deionisata

2D-Lysispuffer: 8 M Harnstoff, 2 M Thioharnstoff, 4 % (w/v) CHAPS, 40 mM Tris Base, in A. deionisata
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Eindimensionale Gelelektrophorese (1D-SDS-PAGE)

Die eindimensionale Gelelektrophorese dient der Auftrennung von Proteinen nach
Molekulargewicht. Durch Mitfihren eines Markers mit Proteinen bekannter GroRe kénnen
Molekilmassen bestimmt werden.

Bei der 1D-SDS-PAGE wurden 10 und 12 %-ige Trenngele sowie 4 %-ige Sammelgele
verwendet, deren Zusammensetzungen in Tabelle 2 dargestellt sind. Nach Giel3en des
Trenngels wurde dieses mit einem Gemisch aus 66 % Isopropanol in A. deionisata und einer
Spatelspitze Bromphenolblau Uberschichtet. Dadurch konnte eine gerade Grenzoberflache
des Gels erreicht werden. Nach der Polymerisation des Trenngels erfolgte das Abspilen des
Isopropanol-Gemisches und Gielien des Sammelgels mit Einsetzen eines Kammes zur
Bildung von Probentaschen (Polymerisationsdauer 30 min). Das Gel wurde anschliel3end
luftblasenfrei in eine mit SDS-PAGE-Laufpuffer vorbereitete Gelelektrophoresekammer
gesetzt. In dem Probenvolumen von 20 pl befanden sich 20 bis 30 pug Protein,
entsprechende Mengen 2D-Lysispuffer und 5 pl 4 x PPP. Als Marker wurde ein Gemisch aus
6 ul PageRuler™ Unstained Protein Ladder, 9 pl 2D-Lysispuffer und 5 pl 4 x PPP verwendet.
Die Gelelektrophorese erfolgte bei einer Spannung von 120 V, bis die Lauffront das Ende
des Trenngels erreichte.

SDS-PAGE-Laufpuffer: 192 mM Glycin, 24,8 mM Tris Base, 0,1 % (w/v) SDS, in A. deionisata
2D-Lysispuffer: 8 M Harnstoff, 2 M Thioharnstoff, 4 % (w/v) CHAPS, 40 mM Tris Base, in A. deionisata
4 x PPP: 250 mM Tris-HCI (pH 6,8), 8 % (w/v) SDS, 40 % (v/v) Glycerol, 4 % (v/v) 2-Mercaptoethanol,

0,04 % (w/v) Bromphenolblau, in A. deionisata
Sammelgelpuffer: 0,5 M Tris-HCI, in A. deionisata (pH 6,8)
Trenngelpuffer: 1,5 M Tris-HCI, in A. deionisata (pH 8,8)

Tab. 2: Zusammensetzung des Trenn- und Sammelgels bei der 1D-SDS-PAGE

Lésungen 10 % Trenngel 12 % Trenngel 4 % Sammelgel
A. deionisata 4,0 ml 3,3ml 2,8 ml
Trenngelpuffer 2,5ml 2,5ml -
Sammelgelpuffer - - 1,25 ml
30 % Acrylamidldsung 3,3 ml 4,0 ml 750 pl
10 % SDS 0,1 ml 0,1 ml 50 pl
10 % APS 50 pl 50 pl 50 pl
TEMED 5 ul 5ul 5 ul
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Western Blot und immunologische Detektion

Ein Western Blot ermdglicht den Transfer der im Gel elektrophoretisch aufgetrennten
Proteine auf eine Nitrocellulosemembran. Fir die immunologische Detektion der zu
untersuchenden Proteine findet zunachst die Bindung eines spezifischen Primarantikorpers
statt. In einem weiteren Schritt erfolgt die Bindung eines Sekundarantikorpers, welcher z. B.
mit einer Meerrettichperoxidase gekoppelt ist. Nach Zugabe eines entsprechenden
Substrates wird die Chemilumineszenzreaktion des Enzyms durch Auflegen eines Réntgen-
films detektiert.

Das Trenngel der 1D-SDS-PAGE und eine Lage des Filterpapiers wurden in Kathodenpuffer
aquilibriert, die Nitrocellulosemembran und eine Lage Filterpapier in Anodenpuffer.
AnschlieRend wurden nacheinander das Filterpapier aus dem Anodenpuffer, die Nitro-
cellulosemembran, das Gel und das Filterpapier aus dem Kathodenpuffer luftblasenfrei auf
die Anode des Gerats gelegt (siehe Abb. 5). Der Semi-Dry Blotter wurde geschlossen und
eine Stromstarke von 1 mA/cm? eingestellt. Nach 70 min konnte der Transfer beendet

werden.

N Kathode -

— Filterpapier
. —  Gel

— Nitrocellulosemembran

— Filterpapier

Stromfluss

<
«

Anode +

Abb. 5: Schematischer Aufbau beim Western Blot

Zum Fixieren der Proteine und Uberpriifen der Transfereffizienz wurde die Membran 3 min in
Ponceau S-Ldsung geschwenkt. Danach wurde sie dreimal mit Wasser kurz gewaschen und
fur 1 h in Blockierungspuffer gelegt. Einem fiinfminiitigen Waschschritt mit TBST folgte die
Inkubation mit einer Prim&rantikdrperlésung Uber Nacht bei 4 °C. Am nachsten Tag wurde
die Membran 3 x 5 min mit TBST gewaschen und anschlieRend fiir 30 min mit Sekundar-
antikorperlosung inkubiert. Drei weitere Waschschritte mit TBST folgten. Anschlie3end
konnte fir 2 min die Chemilumineszenzlésung hinzugegeben werden, wobei entweder ECL-
Losung oder SuperSignal™ West Dura verwendet wurde. Die Detektion der Signale erfolgte
auf einem Rontgenfilm. Nach 1 - 30 min, je nach erwarteter Signalstarke, wurde dieser in
Entwicklerlésung inkubiert, die Reaktion mit Wasser abgestoppt und in Fixierlésung fixiert.
Nachdem der Rontgenfilm mit A. deionisata abgespult und getrocknet wurde, konnten die

digitalisierten Banden mit der Software ImageJ quantifiziert werden.

30



Materialien und Methoden

Zur Detektion von Proteinen mit &hnlichem Molekulargewicht musste die Membran zweimal
5min mit TBST und fir 15 min mit Restore™ Western Blot Stripping Buffer gewaschen
werden, um alle gebundenen Antikérper zu entfernen. Anschliel3end folgten ein Waschschritt
mit TBST und eine erneute Inkubation mit Blockierungspuffer fir 30 min. Die
immunologische Detektion erfolgte mit dem zweiten Primarantikbrper wie bereits
beschrieben.

Kathodenpuffer: 20 % (v/v) Methanol, 10 % (v/v) Roti®-Blot K, in A. deionisata

Anodenpuffer: 20 % (v/v) Methanol, 10 % (v/v) Roti®-Blot A, in A. deionisata

Ponceau S-Loésung: 0,2 % (w/v) Ponceau S, 3 % (w/v) Trichloressigsaure, in A. deionisata

Blockierungspuffer: 10 % (v/v) Roti®-Block, in A. deionisata

TBST: 137 mM NacCl, 20 mM Tris-HCl, 0,1 % (v/v) Tween®20, in A. deionisata (pH 7,6)

Primarantikérperldsung: 5 % (w/v) BSA, Spatelspitze NaNsz, in TBST, + Primarantikdrper

Sekundarantikérperlésung: 10 % v/v Roti®-Block, in A. deionisata, + Sekundarantikorper

ECL-L6sung: 10 ml Lésung A, 1 ml Lésung B, 3 pl 30 %-iges H202

Lésung A: 0,1 M Tris-HCI, 14,1 mM Luminol, in A. deionisata (pH 8,6)

Lésung B: 55 mg para-Hydroxycoumarinsaure, in 50 ml DMSO

Entwicklerldsung: 1,25 | Wasser, 1| G153 A Developer, 0,25 | G153 B Developer

Fixierldsung: 2 | Wasser, 0,5 | G354 Rapid Fixierer

Co-Immunprazipitation

Die Co-Immunprazipitation ist eine Methode zum Nachweis von Protein-Protein-
Interaktionen. Dabei wird das Zielprotein mit Hilfe eines spezifischen Antikérpers und
Protein A-Sepharose-Beads prézipitiert. Gleichzeitig werden mogliche Interaktionspartner
dieses Zielproteins koprézipitiert. Die Interaktionspartner, die am Zielprotein gebunden sind,
werden anschlie3end mit Hilfe 1D-SDS-PAGE und Western Blot nachgewiesen.

Da in LNCaP-Zellen die endogene Expression von PC-1 nur gering ausgepragt ist, wurden
zum besseren Nachweis einer Interaktion LNCaP-PC-1-Zellen verwendet. Diese am Institut
etablierte Zelllinie LNCaP-PC-1 weist nach stabiler Transfektion und Selektion das Merkmal
einer mit Doxycyclin induzierbaren Uberexpression des Zielproteins PC-1 auf. Fur die
Versuche wurden LNCaP-PC-1-Zellen mit 0,5 pg/ml Doxycyclin induziert und nach
siebentagiger Kultivierung in Standardmedium (STM-PC-1) geerntet.

Bei der Co-Immunprazipitation wurde 1 mg Protein aus RIPA-Proteinlysaten verwendet. Der
Ansatz wurde entsprechend der Proteinkonzentration 1:10 in PBS verdinnt und tber Nacht
bei 4 °C leicht schwenkend mit dem spezifischen Antikbrper gegen PC-1 inkubiert. Zum
Nachweis unspezifischer Bindungen von Proteinen an die Protein A-Sepharose-Beads

diente eine Kontrolle mit IgG-Antikorper.

31



Materialien und Methoden

Nach Bindung der Antikdrper wurden 25 pl der durch dreimaliges Waschen aquilibrierten
Protein A-Sepharose-Beads zugegeben und ein bis zwei Stunden bei 4°C leicht
schwenkend inkubiert. Ungebundene Proteine wurden als Uberstand abgenommen.
AnschlieBend wurden die Beads mit dem gebundenen Zielprotein und mdglichen
Interaktionspartnern finfmal mit 500 ul IP-Waschpuffer gewaschen. Dabei wurden die 1,5 ml
Reaktionsgefalle nach Zugabe des Puffers vorsichtig kurz geschwenkt und zum
Sedimentieren der Beads 10 min auf Eis gestellt. Zuletzt wurden der IP-Waschpuffer
abgenommen und 10 pl 4 x PPP zum Ablésen der Proteine von den Beads zugeben
(Eluatproben). Die bei der Co-Immunprazipitation entstandenen Proben des Uberstandes
und des Eluats wurden zusammen mit dem unbehandelten Zelllysat und dem Kontrollansatz
mit 1IgG im Western Blot auf Vorhandensein von Arginase-1 untersucht. Die Ansétze mussten
vor Verwendung fir die eindimensionale Gelelektrophorese 5 min bei 95°C zur

Denaturierung der Proteine inkubiert werden.

1 x PBS: 136,9 mM NacCl, 2,7 mM KCl, 10,1 mM NazHPO4 x 2 H20, 1,8 mM KHzPO4, in A. deionisata
IP-Waschpuffer: 10 % RIPA-Puffer, in PBS

RIPA-Puffer: 150 mM NaCl, 50 mM Tris-HCI (pH 8,0), 5 mM Na-EDTA, 0,5 % (v/v) NP-40, 0,5 % (V/v)
Triton X-100, 0,5 % (w/v) Na-deoxycholat, 0,5 % (w/v) SDS, 1 mM NasVOas, 0,5 % (w/v) Complete™ Mini,

50 mM NaF, in A. deionisata

4 x PPP: 250 mM Tris-HCI (pH 6,8), 8 % (w/v) SDS, 40 % (v/v) Glycerol, 4 % (v/v) 2-Mercaptoethanol,
0,04 % (w/v) Bromphenolblau, in A. deionisata

2.2.5 Immunfluoreszenzfarbung

Bei der indirekten Immunfluoreszenzfarbung werden die zu untersuchenden Proteine in
fixierten Zellen mit Hilfe eines Primarantikdrpers detektiert. In einem zweiten Schritt wird
dieser von einem Sekundéarantikbrper gebunden, welcher mit einem fluoreszierenden
Farbstoff gekoppelt ist.

LNCaP-Zellen wurden in einer 6-Well-Platte auf sterile Deckglaser ausgesat und im
Brutschrank fur mehrere Tage inkubiert, bis sie die gewiinschte Konfluenz erreicht hatten.
Das Zellkulturmedium wurde abgesaugt und der Zellrasen mit 1 ml 3 mM MgCl, in PBS
gewaschen. Anschlieend erfolgte die Fixierung mit 1 ml kaltem PFA oder eiskaltem
Methanol Gber 15 min. Nach dreimaligem Waschen mit 1 ml PBS fir 5 min folgte die
Blockierung mit 1 ml Immunfluoreszenzpuffer (IF-Puffer) tber 45 min. Es schloss sich eine
90-mindtige Inkubation mit 150 pl Primarantikdrperldsung bei Raumtemperatur an. Danach
wurden die Zellen dreimal mit 1 ml IF-Puffer gewaschen und fur 45 min mit der
Sekundarantikdrperlésung inkubiert. Weitere drei Waschschritte mit IF-Puffer folgten. Fur die
Kernfarbung wurden 50 pl DAPI-Lésung verwendet. Nach 2 min wurden die Zellen noch

dreimal 3 min mit 1 ml PBS gewaschen. Das Eindecken der Praparate erfolgte unter
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Verwendung des Dako Fluorescent Mounting Medium. Fir die Detektion wurde ein
konfokales Mikroskop (Leica TCS SP5 System; 63-fache VergréRerung) genutzt.

1 x PBS: 136,9 mM NaCl, 2,7 mM KCI, 10,1 mM NazHPO4 x 2 H20, 1,8 mM KH2PO4, in A. deionisata
PFA: 4 % Paraformaldehyd, in 1 x PBS

IF-Puffer: 0,2 % BSA, 0,05 % Saponin, 0,1 % NaNs, 10 % 10 x PBS, in A. deionisata (pH 7,4)

10 x PBS: 1,37 M NaCl, 27 mM KCI, 101 mM NazHPO4 x 2 H20, 18 mM KH2POs, in A. deionisata
Primarantikérperldsung: Primarantikdrper in IF-Puffer

Sekundéarantikdrperlésung: Sekundarantikdrper in IF-Puffer

DAPI-L6sung: 2,5 pg/mlin IF-Puffer

2.2.6 Bestimmung der Arginase-Enzymaktivitat

Die Bestimmung der Arginase-Enzymaktivitat in den LNCaP-Zellen erfolgte photometrisch.
Bei der Hydrolyse von Arginin entsteht neben Ornithin Harnstoff, welcher bei Reaktion mit
a-Isonitrosopropiophenon einen Farbstoff bildet, dessen Extinktion gemessen werden kann.

Bei dieser Methode wurde pro Ansatz 1 mg Protein aus zuvor gewonnenen RIPA-
Proteinlysaten in ein 1,5 ml Reaktionsgefal? gegeben, mit 300 pl Aktivierungspuffer gemischt
und 15 min bei 55 °C zur Aktivierung der Arginase inkubiert. Anschliel3end erfolgte nach der
Zugabe von 30 pl L-Argininlésung eine weitere Inkubation tber 30 min bei 37 °C. Mit Hilfe
von 250 pl 85 % Phosphorsdure wurde die Hydrolyse des Arginins abgestoppt. Diese
Untersuchungslosung wurde in ein Reagenzglas mit 100 yl a-lIsonitrosopropiophenonlésung
gegeben und mit 2,5ml Sauremischung versetzt. Nach Inkubation Gber 60 min im
Wasserbad bei 95°C wurden die Reagenzglaser auf Raumtemperatur abgekihlt. Ein
Kontrollansatz mit A. deionisata wurde mitgefiihrt. Die Messung der Extinktionen erfolgte bei

einer Wellenlange von 546 nm am Helios Beta Spectrophotometer.

Aktivierungspuffer: 10 mM KsPO4 (pH 7,8), 7,5 mM MgSQsa, in A. deionisata
L-Argininldsung: 100 mM Argininhydrochlorid, in A. deionisata
a-Isonitrosopropiophenonlésung: 4 % a-lsonitrosopropiophenon, in Ethanol

Sauremischung: H2SO4 konzentriert, HsPO4 konzentriert, A. deionisata, im Verhéltnis 1: 3: 6

2.2.7 Statistische Auswertung

Die Auswertung der Ergebnisse der gPCR sowie der Proteinanalysen wurde mit Hilfe der
Software GraphPad PRISM® Version 6.03 durchgefiihrt. Mittels des Mann-Whitney Testes,
einem nichtparametrischen Test zum Vergleich der Mediane zweier unabhangiger Stich-
proben, wurden die Signifikanzen bestimmt. Die Kennzeichnung der Signifikanzen erfolgte
fur p<0,001 mit ***, fir p<0,01 mit ** und fir p<0,05 mit *.
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3 Ergebnisse

Im Folgenden werden Ergebnisse der molekularbiologischen und proteinbiochemischen
Untersuchungen in der Modellzelllinie LNCaP dargestellt. PC-1 sowie folgende Enzyme des

Argininstoffwechsels waren von Interesse (siehe Tab. 3).

Tab. 3: Charakterisierung der untersuchten Proteine; Parameter aus UniProt (Februar 2017)

Proteinname Genname Proteinkirzel UniProt- theoretisches
Nummer  Molekulargewicht

Arginase-1 ARG1 ARGI1_HUMAN P05089 34,7 kDa
Arginase-2 ARG2 ARGIZ_HUMAN P78540 38,6 kDa
Argininosuccinatsynthetase ASS1 ASSY_HUMAN P00966 46,5 kDa
Ornithintranscarbamylase oTC OTC_HUMAN P00480 39,9 kDa
Ornithinaminotransferase OAT OAT_HUMAN P04181 48,5 kDa
32,8 kDa

PC-1 TPD52 TPD52_HUMAN P55327 24,3 kDa

3.1 Interaktion zwischen Arginase-1 und PC-1

3.1.1 Kolokalisationsanalyse nach Transfektion von pEYFP-N-PC-1 und indirekter

Immunfluoreszenz von Arginase-1

LNCaP-Zellen wurden in charcoal-treated Medium (CTM) mit pEYFP-N-PC-1 transfiziert und
weitere 3 Tage kultiviert. Es erfolgte eine mikroskopische Kolokalisationsanalyse mit Hilfe
der ImageJ-Erweiterung JACoP (Tab. 4 und Abb. 6) [79].

Tab. 4: Ergédnzende Angaben zur JACoP-Analyse

Analysenmethode Analysenwerte Grenzwerte

Pearson’s Koeffizient r=0,639 -1 negative Korrelation
0 keine Korrelation

1 positive Korrelation

Van Steensel’s CCF min. = 0,12 fur dx = 100 Verkleinerung des Pearson’s
Kreuzkorrelation- CCF max. =0,639 furdx =0 Koeffizienten im Gegensatz
koeffizienten (CCF) zum Originalwert = positive
Korrelation
Li's Intensitatskorrelations- ICQ = 0,358 -0,5 keine Kolokalisation
koeffizient/-quotient (ICQ) 0,5 Kolokalisation
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Kanal: rot
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Abb. 6: Konfokale Fluoreszenzaufnahmen von LNCaP-Zellen nach Transfektion mit pEYFP-N-PC-1 und
Fluoreszenzfarbung von Arginase-1 sowie Kolokalisationsanalyse mit ImageJ

LNCaP-Zellen in CTM 3 Tage nach Transfektion mit pEYFP-N-PC-1; Balken entspricht 10 um

A: Detektion von PC-1 im YFP Kanal (griin)

B: Detektion von ARG1 (Kaninchen anti-ARG1 und anti-Kaninchen Cy3; rot)

C: Kernfarbung mit DAPI (blau)

D: Uberlagerungsbild aller Kanéle

E: JACoP Analyse nach Costes - Kolokalisationsbild; r = Pearsons’s Koeffizient

F: JACoP Analyse - Zytofluorogramm (scatter plot) der Farbkanéle rot gegen griin

G: JACOoP Analyse - Van Steensel’s Kreuzkorrelationkoeffizient (CCF) mit Pixelverschiebung von dx = + 100
H1: JACoP Analyse - ICA (intensity correlation analysis) nach Li fur Kanal grin

H2: JACoP Analyse - ICA (intensity correlation analysis) nach Li fiir Kanal rot
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Mit Hilfe der konfokalen Fluoreszenzaufnahmen konnte eine Kolokalisation von PC-1 und
Arginase-1 bestatigt werden. Abbildung 6 A verdeutlicht eine erfolgreiche Transfektion mit
PEYFP-N-PC-1 (grin). PC-1 ist vorwiegend im Zytoplasma lokalisiert. Ebenso konnte
Arginase-1 immunologisch detektiert werden (rote Fluoreszenz, Abb. 6 B). Hier werden
Sighale sowohl im Kern als auch im Zytoplasma erkennbar. Zusatzlich wurde eine
Kernfarbung mit DAPI durchgefihrt.

Im Uberlagerungsbild (Abb. 6 D) sind Bereiche der Kolokalisation von PC-1 und ARGL1 in
Gelb und Bereiche der Kolokalisation von ARG1 und der DAPI-Kernfarbung in Pink
dargestellt. Die ImageJ-Kolokalisationsanalyse erstellte fur einzelne Kriterien die
Abbildungen 6 E bis H2. Die Auswertung nach Costes ergab nach statistischer Analyse einer
Bildrandomisierung ein Kolokalisationsbild, in dem die positive Korrelation weil3
gekennzeichnet wurde (Abb. 6 E). Der Pearson-Koeffizient wurde mit 0,639 fur das
dargestellte Beispiel ermittelt. Die erganzenden Berechnungen nach van Steensel und nach
Li verifizierten diese positive Korrelation (Abb. 6 G und H). In Tabelle 4 sind die ermittelten

Parameter zusammengestellt.

3.1.2 Co-Immunprazipitation

Zur Verifizierung der Protein-Protein-Interaktionen zwischen Arginase-1 und PC-1 wurde
eine Co-Immunprazipitation durchgefiihrt, bei der mit dem spezifischen Antikérper gegen
PC-1 das Zielprotein und daran gebundene, mdégliche Interaktionspartner préazipitiert werden
konnten. Als Kontrolle wurde ein Ansatz mit unspezifischem IgG-Antikorper verwendet.

Mit Hilfe der immunologischen Detektion der schweren Kette von IgG konnte eine annahernd
gleichméaRige Verwendung der Primarantikbrper bei der Co-Immunprazipitation nach-
gewiesen werden (Abb. 7 A und B). Abbildung 7 C zeigt die Detektion von Arginase-1 im
LNCaP-PC-1-Zelllysat, im Uberstand und im Eluat aus der Immunpréazipitation mit dem anti-
PC-1 Antikdrper. In der Eluatspur ist eine schwache Bande fur die Arginase-1 im Western
Blot erkennbar. Somit gelang der Nachweis als madglicher Interaktionspartner des
Zielproteins PC-1.

Bei der Detektion im Kontrollansatz mit IgG waren spezifische Signale fir die Arginase-1 nur
in den Spuren des Uberstandes und des LNCaP-PC-1-Zelllysates erkennbar (Abb. 7 D). Im

Eluat des Kontrollansatzes mit IgG wurden viele, eher unspezifische Banden beobachtet.
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Abb. 7: Western Blot der Co-Immunprazipitationen

LNCaP-PC-1-Zellen 7 Tage in STM-PC-1 mit 0,5 pg/ml Doxycyclin kultiviert; Zelllysat von LNCaP-PC-1-Zellen
nach 7 Tagen mit RIPA geerntet; 20 ug Protein aufgetragen; n = 3

A: Western Blot der Co-Immunprézipitation mit anti-PC-1-Antikdrper; Detektion der schweren Kette vom IgG mit
anti-Kaninchen-Sekundérantikorper

B: Western Blot der Co-Immunprézipitation mit anti-lgG-Antikorper; Detektion der schweren Kette vom IgG mit
anti-Kaninchen-Sekundéarantikbrper

C: Western Blot der Co-Immunpréazipitation mit anti-PC-1-Antikdrper; Detektion mit anti-Kaninchen-ARG1

D: Western Blot der Co-Immunpréazipitation mit anti-lgG-Antikdrper; Detektion mit anti-Kaninchen-ARG1

3.2 Charakterisierung der Expressionsprofile von Enzymen des

Argininstoffwechsels in LNCaP-Zellen
3.2.1 Einfluss der Androgenablation - Kultivierung 3 Tage in CTM

Zur Bestimmung des Einflusses von Androgenen auf die Expression von Enzymen des
Argininstoffwechsels in LNCaP-Zellen wurden zwei verschiedene Kulturmedien verwendet —
FCS-haltiges Standardmedium (STM) und hormonfreies, charcoal-treated FCS-Medium
(CTM). LNCaP-Zellen wurden fur 3 Tage in den beiden Medien kultiviert und zur Analyse der
Expressionsprofile mit TriFast™ geerntet. Nach Durchfiihrung der gPCR, 1D-SDS-PAGE und
des Western Blots erfolgte die statistische Auswertung gegen die Expression im Standard-
medium. Als Ladekontrolle beim Western Blot diente a-Tubulin. Gekennzeichnet wurden
signifikante Werte fir p<0,05 mit *, fir p<0,01 mit ** und fir p<0,0001 mit ***.
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Verifizierung der Amplicons fur die gPCR

Zur Uberprifung der korrekten AmplicongroBen wurden die PCR-Produkte in einem

Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt (Abb. 8).

Abb. 8: Agarosegel der gPCR-Produkte

LNCaP-Zellen 3 Tage in STM kultiviert; fir OTC wurde DNA von HepG2-Zellen verwendet
Gene: ARG1, ARG2, ASSY, OAT, OTC, ODC, ASL, ADC

Marker: GeneRuler™ DNA Ladder Mix, AmplicongréRen in bp

Die gPCR-Produkte zeigten die zu erwartenden Grof3en. In LNCaP-Zellen war die mRNA-
Expression der OTC gering bis nicht nachweisbar, sodass im Folgenden auf Analysen der
Ornithintranscarbamylase auf mMRNA-Ebene verzichtet wurde. Die Eignung der Primer
konnte an zur Verfligung gestellter DNA von HepG2-Zellen (Leberkrebszellen) als Positiv-
kontrolle verifiziert werden. Die Schmelzkurve des Amplicons stellt ein weiteres Qualitats-
merkmal dar und erlaubt ebenfalls Aussagen Uber die Spezifitat der Primer. Abbildung 9
stellt exemplarisch die Schmelzkurven des Amplicons von Arginase-2 dar. Alle anderen
Schmelzkurven zeigten einen &hnlichen Verlauf mit den jeweiligen, primerspezifischen

Schmelzpunkten.

3000 +

2000 +

-d(RFUYAT

1000 +

Temperatur, Celsius

Abb. 9: Schmelzkurve des Amplicons von Arginase-2 in der gPCR
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Arginase-1 (ARG1) und Arginase-2 (ARG2)

Die Anderungen der Expression der beiden Arginase-Isoformen wiesen auf mRNA-Ebene
Ahnlichkeiten auf, wahrend die Proteinebene unter Androgen-ablatierten Bedingungen
unterschiedlich beeinflusst wurde (Abb. 10). Sowohl ARG1 als auch ARG2 zeigten bei
Kultivierung in CTM eine geringere relative mRNA-Menge als in STM. Der Unterschied war
bei der ARG2 hoch signifikant (0,41). Die relativen Proteinmengen wiesen nur geringe
Veranderungen auf. Die Expression von ARG1 war leicht erhoht (1,2-fach), die von ARG?2 ist

hingegen leicht vermindert.
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Abb. 10: Expressionsprofile von Arginase-1 und Arginase-2 auf mRNA- und Proteinebene in
verschiedenen Zellkulturmedien nach 3 Tagen

LNCaP-Zellen 3 Tage kultiviertin STM und CTM

A: Quantitative Auswertung der relativen mRNA-Expression; STMn=4; CTMn=6

B: Quantitative Auswertung der relativen Proteinexpression und Western Blot von ARG1, ARG2 und TBA; 20 ug
Protein aufgetragen; n =4

Argininosuccinatsynthetase (ASSY) und Ornithintranscarbamylase (OTC)

Die Expression der ASSY stieg auf mRNA-Ebene minimal an (1,13-fach) und wies auf
Proteinebene fast keinen Unterschied auf (Abb. 11). Bei der immunologischen Detektion
wurde eine Doppelbande auf Hohe von 42 kDa beobachtet.

Da die OTC in LNCaP-Zellen in der qPCR nicht nachweisbar war, wurden nur protein-
biochemische Methoden angewendet. Das theoretische Molekulargewicht betragt laut
UniProt (Februar 2017) 39,9 kDa. Im Gel konnten jedoch zwei Signale verschiedener
Molekulargewichte detektiert werden — eine untere Bande bei 38 kDa und eine obere Bande
bei 48 kDa. Fur beide Detektionen konnte nur ein leichter Anstieg der Expression

nachgewiesen werden.

39



Ergebnisse

A ASSY B ASSY oTC
— — T 1
2.5; N 2.5
2.0 @
2 2
[ @ obere Bande
= £
nz: & § —_ ':I untere Bande
E 1.0 % ==
S 10 =4 >
® = o
® ®
0.51
0.0 T T 0.0 T T T T T r
STM CTM STM CTM STM CTM STM CTM
ASSY WM WS 42KDa  OTC = e 48KkDa OTC === |wmm 38 kDa

TBA wesae e 55 kDa TBA ssss s 55 Da TBA ssss s 55 kDa

Abb. 11: Expressionsprofile von Argininosuccinatsynthetase und Ornithintranscarbamylase auf mRNA-
und Proteinebene in verschiedenen Zellkulturmedien nach 3 Tagen

LNCaP-Zellen 3 Tage kultiviertin STM und CTM

A: Quantitative Auswertung der relativen mRNA-Expression von ASSY; STM nh=4; CTMn =6

B: Quantitative Auswertung der relativen Proteinexpression und Western Blot von ASSY, OTC und TBA; 20 ug
Protein aufgetragen; n =4

Ornithinaminotransferase (OAT)
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Abb. 12: Expressionsprofile von Ornithinaminotransferase auf mMRNA- und Proteinebene in verschiedenen
Zellkulturmedien nach 3 Tagen

LNCaP-Zellen 3 Tage kultiviert in STM und CTM

A: Quantitative Auswertung der relativen mRNA-Expression; STMn=4; CTMn=6

B: Quantitative Auswertung der relativen Proteinexpression und Western Blot von OAT und TBA; 20 ug Protein
aufgetragen; n=4
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Die Zellen, die in CTM kultiviert wurden, wiesen bereits nach 3 Tagen eine hoch signifikant
geringere relative mRNA-Menge der OAT (0,455) verglichen mit STM auf. Auch bei diesem
Protein ergab die immunologische Detektion mehrere Banden. Signale wurden auf Héhen
von 52 kDa und 46 kDa detektiert. Die Proteinexpression war signifikant verringert. Fur die
Bande bei 52 kDa wurde ein Faktor von 0,41 und fur die Bande bei 46 kDa ein Faktor von
0,03 ermittelt. Laut UniProt gibt es zwei Isoformen dieses Enzyms. Isoform 1 hat ein

theoretisches Molekulargewicht von 48,5 kDa und Isoform 2 von 32,8 kDa.

3.2.2 Hormonelle Stimulation mit R1881 fir 3 Tage in CTM

AnschlieRend wurde die Rolle von Androgenen in der Regulation der Enzymexpressionen
auf mMRNA- und Proteinebene untersucht. Das Steroid R1881 ist ein synthetischer Agonist
des Androgenrezeptors und wurde in der Konzentration von 0,5 nM eingesetzt. LNCaP-
Zellen wurden 3 Tage in CTM mit oder ohne R1881 kultiviert. Die statistische Auswertung
erfolgte gegen die Expression in CTM ohne Hormon. Signifikanzen errechneten sich wie
oben beschrieben.

Arginase-1 (ARG1) und Arginase-2 (ARG2)
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Abb. 13: Expressionsprofile von Arginase-1 und Arginase-2 auf mRNA- und Proteinebene in CTM mit
R1881 und ohne R1881 nach 3 Tagen

LNCaP-Zellen; 0,5 nM R1881; n =6

A: Quantitative Auswertung der relativen mRNA-Expression

B: Quantitative Auswertung der relativen Proteinexpression und Western Blot von ARG1, ARG2 und TBA; 20 ug
Protein aufgetragen
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Die hormonelle Stimulation der LNCaP-Zellen wirkte sich unterschiedlich auf die
Expressionen der beiden Isoformen der Arginase aus (Abb. 13). Sowohl auf mMRNA- als auch
auf Proteinebene zeigte die ARG1 kaum Veranderungen in den Expressionen. Bei ARG2
stiegen die relative mRNA-Menge hoch signifikant auf das 2,6-Fache und die relative

Proteinmenge ebenfalls signifikant auf das 3,8-Fache.

Argininosuccinatsynthetase (ASSY) und Ornithintranscarbamylase (OTC)

Die relative mRNA-Menge der ASSY war unter Einfluss von R1881 signifikant geringer als in
CTM ohne Hormonzugabe, die relative Proteinmenge wies keine Veranderung auf.

Bei der OTC wurde unter Anwesenheit des Androgens ein Anstieg der Proteinexpression
ermittelt. Die Signalstarke der oberen Bande ist signifikant auf das 1,9-Fache gestiegen, die
der unteren Bande nur auf das 1,3-Fache (Abb. 14).
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Abb. 14: Expressionsprofile von Argininosuccinatsynthetase und Ornithintranscarbamylase auf mRNA-
und Proteinebene in CTM mit R1881 und ohne R1881 nach 3 Tagen

LNCaP-Zellen; 0,5 nM R1881; n = 6

A: Quantitative Auswertung der relativen mRNA-Expression von ASSY

B: Quantitative Auswertung der relativen Proteinexpression und Western Blot von ASSY, OTC und TBA; 20 ug
Protein aufgetragen

Ornithinaminotransferase (OAT)

Zellen, die in CTM mit Zugabe von R1881 kultiviert wurden, zeigten einen signifikanten
Anstieg der mRNA-Expression der OAT auf das 2,2-Fache (Abb. 15). Die relative Protein-
menge fir die Bande bei 52 kDa stieg nur leicht an, die flr die Bande bei 46 kDa erhohte

sich hoch signifikant auf das 24,2-Fache bei Stimulation mit dem synthetischen Androgen.
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Abb. 15: Expressionsprofile von Ornithinaminotransferase auf mRNA- und Proteinebene in CTM mit
R1881 und ohne R1881 nach 3 Tagen

LNCaP-Zellen; 0,5 nM R1881; n = 6

A: Quantitative Auswertung der relativen mRNA-Expression

B: Quantitative Auswertung der relativen Proteinexpression und Western Blot von OAT und TBA; 20 pg Protein
aufgetragen

3.2.3 Expressionskinetik bei hormoneller Stimulation mit R1881 in CTM

Als Nachstes wurde der Einfluss des Steroidhormons uber verschiedene Zeitrdume
untersucht. Nach Kultivierung der LNCaP-Zellen lber 3, 7 und 11 Tage unter hormonfreien
Bedingungen und bei Zugabe von 0,5 nM R1881 konnten die Expressionsprofile der Enzyme
des Argininstoffwechsels erneut bestimmt werden. Fir die Analysen Uber 3 Tage wurden die
gleichen Werte, wie oben dargestellt, verwendet. Die statistische Auswertung erfolgte gegen
die Expression im CTM ohne R1881.

Arginase-1 (ARG1) und Arginase-2 (ARG2)

Bei der ARG1 waren die relativen mRNA-Mengen Uber die verschiedenen Zeitrdume nicht
signifikant verandert (Abb. 16). Auf Proteinebene war die Expressionserhdohung zeit-
abhangig. Nach 3 Tagen ist unter Einfluss von R1881 die relative Proteinmenge auf das 1,2-
Fache, nach 7 Tagen auf das 1,8-Fache und nach 11 Tagen auf das 2,5-Fache gestiegen.
Alle Anderungen waren statistisch signifikant.

Die Expressionen der mRNA der mitochondrialen Isoform 2 der Arginase wiesen bei allen

drei Zeitraumen signifikante, jedoch zeitlich unabhéngige Anstiege (2,5- bis 2,7-fach) auf. Im
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Western Blot zeigten sich schwankende, signifikante Verstarkungen der Signale auf das
3,8-Fache bei 3 Tagen, 11,4-Fache bei 7 Tagen und 4,2-Fache bei 11 Tagen Kultivierung.
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Abb. 16: Kinetik der Expressionsprofile von Arginase-1 und Arginase-2 auf mRNA- und Proteinebene in

CTM mit R1881 und ohne R1881

LNCaP-Zellen; Probennahme nach 3, 7 und 11 Tagen; 0,5 nM R1881; 3 Tagen=6; 7 Tagen=8; 11 Tagen=6
A: Quantitative Auswertung der relativen mRNA-Expression Arginase-1
B: Quantitative Auswertung der relativen Proteinexpression und Western Blot von ARG1 und TBA; 20 pg Protein

aufgetragen

C: Quantitative Auswertung der relativen mRNA-Expression Arginase-2
D: Quantitative Auswertung der relativen Proteinexpression und Western Blot von ARG2 und TBA; 20 pg Protein

aufgetragen
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Argininosuccinatsynthetase (ASSY)

Das Expressionsprofil der Argininosuccinatsynthetase war unter den verschiedenen
Kultivierungsbedingen der LNCaP-Zellen sehr variabel (Abb. 17). Nach Absinken der
relativen mRNA-Menge bei 3 Tagen erfolgte ein zeitabhangiger Anstieg auf das Ausgangs-
niveau bis zum Tag 11. Umgekehrt verhielt es sich bei der relativen Proteinmenge. Nach 3
und 7 Tagen waren die Expressionen in Androgen-freiem und Androgen-haltigem Medium
tendenziell sinkend, erst bei Kultivierung Uber 11 Tage zeigte sich eine deutliche Abnahme
auf 0,74.
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Abb. 17: Kinetik der Expressionsprofile von Argininosuccinatsynthetase auf mMRNA- und Proteinebene in
CTM mit R1881 und ohne R1881

LNCaP-Zellen; Probennahme nach 3, 7 und 11 Tagen; 0,5 nM R1881; 3 Tage n=6; 7 Tagen =8; 11 Tagen =6
A: Quantitative Auswertung der relativen mRNA-Expression

B: Quantitative Auswertung der relativen Proteinexpression und Western Blot von ASSY und TBA; 20 pg Protein
aufgetragen

Ornithintranscarbamylase (OTC)

In den verschiedenen Zeitradumen unter Androgeneinfluss waren die Proteinexpressionen der
OTC im Western Blot unterschiedlich (Abb. 18). Bei der 48 kDa-Bande war der urspringliche
Anstieg der relativen Proteinmenge von 90 % nach 3 Tagen zeitabhangig (nach 7 Tagen nur
noch 60 %) bis zum Tag 11 gesunken. Nach 11 Tagen konnte keine Expressionsénderung
mehr detektiert werden. Die Veranderung der Expression der 38 kDa-Bande verhielt sich

zeitabhangig entgegengesetzt. Nach 7 Tagen zeigte sich ein Anstieg um das 2,7-Fache.
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Nach 11-tdgiger Hormonstimulation war sie am grof3ten (6-fach). Allerdings war hier die
Schwankungsbreite recht grof3.
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Abb. 18: Kinetik der Expressionsprofile von Ornithintranscarbamylase auf Proteinebene in CTM mit
R1881 und ohne R1881

LNCaP-Zellen; Probennahme nach 3, 7 und 11 Tagen; 0,5 nM R1881; 3 Tage n = 6; 7 Tage n = 8; 11 Tage n = 6;
20 ug Protein aufgetragen

A: Quantitative Auswertung der relativen Proteinexpression von der 48 kDa-Bande und Western Blot von OTC
und TBA

B: Quantitative Auswertung der relativen Proteinexpression von der 38 kDa-Bande und Western Blot von OTC
und TBA

Ornithinaminotransferase (OAT)

Die Expressionsprofile der Ornithinaminotransferase sind in Abbildung 19 dargestellt. Wurde
dem Zellkulturmedium Hormon hinzugegeben, erhtdhten sich die relativen mRNA-Mengen
der OAT zeitunabhangig, jedoch signifikant auf das 2,1- bis 2,3-Fache im Vergleich zu CTM
ohne R1881.

Veranderungen der Proteinexpressionen waren zwischen den beiden Formen der OAT
unterschiedlich stark ausgeprégt. Bei der 52 kDa-Bande zeigte sich eine Verstarkung der
Signale im Western Blot auf das 1,2- bis 1,3-Fache. Bei der 48 kDa-Bande sind die
Expressionen nach 3 Tagen (24-fach), 7 Tagen (15-fach) und 11 Tagen (26-fach) erheblich
gestiegen. Alle Expressionsveranderungen zeigten keine Zeitabhangigkeit.
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Abb. 19: Kinetik der Expressionsprofile von Ornithinaminotransferase auf mRNA- und Proteinebene in
charcoal-treated Medium mit R1881 und ohne R1881

LNCaP-Zellen; Probennahme nach 3, 7 und 11 Tagen; 0,5 nM R1881; 3 Tagen=6; 7 Tagen=8; 11 Tagen=6
A: Quantitative Auswertung der relativen mRNA-Expression

B: Quantitative Auswertung der relativen Proteinexpression von der 52 kDa-Bande und Western Blot von OAT
und TBA, 20 ug Protein aufgetragen

C: Quantitative Auswertung der relativen Proteinexpression von der 46 kDa-Bande und Western Blot von OAT
und TBA, 20 pg Protein aufgetragen
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Arginindecarboxylase (ADC), Argininosuccinatlyase (ASL) und Ornithindecarboxylase
(ODC)

Zusatzlich zu den bisher untersuchten Enzymen des Argininstoffwechsels in LNCaP-Zellen
wurden die mRNA-Expressionsprofile der Arginindecarboxylase, Argininosuccinatlyase und
Ornithindecarboxylase unter den gleichen Kultivierungsbedingen Uber die verschiedenen
Zeitrdume analysiert (siehe Abb. 20).
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Abb. 20: Kinetik der Expressionsprofile von Arginindecarboxylase, Argininosuccinatlyase und
Ornithindecarboxylase auf mMRNA-Ebene in CTM mit R1881 und ohne R1881

LNCaP-Zellen; Probennahme nach 3, 7 und 11 Tagen; 0,5 nM R1881

A: Quantitative Auswertung der relativen mRNA-Expression der Arginindecarboxylase

B: Quantitative Auswertung der relativen mRNA-Expression der Argininosuccinatlyase

C: Quantitative Auswertung der relativen mRNA-Expression der Ornithindecarboxylase

48



Ergebnisse

Die relative mRNA-Menge der Arginindecarboxylase war nach 3, 7 und 11 Tagen unter
hormoneller Stimulation geringer exprimiert als in CTM ohne R1881. Die relative mRNA-
Menge der Argininosuccinatlyase ist bei Zugabe des Steroids auf das 1,4- bis 1,7-Fache
gestiegen. Eine zeitliche Abhangigkeit konnte nicht nachgewiesen werden.

Bei der Ornithindecarboxylase zeigten sich wechselnde Veranderungen, nach dreitagiger
Kultivierung in Anwesenheit des Androgens war ein Anstieg der Expression auf das 1,2-
Fache und nach 7 Tagen auf das 1,7-Fache zu verzeichnen. Wurden die Zellen 11 Tage mit

R1881 stimuliert, wies die relative mMRNA-Menge keine deutlichen Veranderungen auf.

Ubersicht des Androgeneinflusses auf die Expressionen

In den folgenden Tabellen wurde der Einfluss von Androgen auf die mRNA- und
Proteinexpressionen der untersuchten Enzyme des Argininstoffwechsels im Uberblick
dargestellt. Expressionsregulationen nach 3 Tagen wurden mit senkrechten Pfeilen
gekennzeichnet, geringe mit einem Pfeil, Uber das 2-Fache mit zwei Pfeilen und tber das 20-
Fache mit drei Pfeilen. Ergaben sich zeitabhangige Anderungen der Werte der Expressionen
(bezogen auf + R1881), wurde ein fallender Pfeil ( ™\ ) bzw. ein steigender Pfeil ( 7))

verwendet. Dabei wurden teilweise wieder die Ausgangsniveaus erreicht.

Tab. 5: Ubersicht der Expressionsregulationen und Zeitabhangigkeiten auf mRNA-Ebene

Enzym Expressionsregulation Zeitabhangigkeit
nach 3 Tagen 3, 7und 11 Tage
ARG1 <> <>
ARG2 A <>
ASSY \ 7
OAT A >

Tab. 6: Ubersicht der Expressionsregulationen und Zeitabhangigkeiten auf Proteinebene

Enzym Expressionsregulation Zeitabhangigkeit

nach 3 Tagen 3, 7und 11 Tage
ARG1 «—> et
ARG2 M <>
ASSY <> NN
OTC (48 kDa) A N
OTC (38 kDa) «—> st
OAT (52 kDa) <> <>
OAT (46 kDa) M >
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3.2.4 Zellfraktionierung

Zur Uberprufung der intrazellularen Lokalisation beider Isoformen der Arginase wurde nach
Kultivierung von LNCaP-Zellen fir 3 Tage in Standardmedium eine Zellfraktionierung
durchgefuhrt. Die dabei gewonnenen Zytoplasmafraktionen und Kernfraktionen konnten im
Western Blot immunologisch analysiert werden. Als Kontrolle diente ein Gesamtzelllysat
(RIPA-Puffer) von LNCaP-Zellen, welche 3 Tage in Standardmedium kultiviert wurden. Die
Zuordnung der Fraktionen erfolgte anhand von a-Tubulin als einem zytosolischen Protein

und cAMP response element-binding protein (CREB) als einem Kernprotein.

ARGH1 — W e 37 kDa ARG2 —— 38 kDa
TBA G G 55 kDa TBA w . 55kDa
CREB | = = @& 40kDa CREB | = —— @ ,0kDs
%, % %, 5 % %
%y P % %, Qg %
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@};‘ Oo @/; O,)
Y. %;.
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Abb. 21: Western Blot der Lysate aus den Zellfraktionierungen von LNCaP-Zellen - immunologische
Detektion von ARG1, ARG2, TBA und CREB
LNCaP-Zellen 3 Tage in STM kultiviert; Kontrolle aus RIPA-Zelllysat nach dreitdgiger Kultivierung der LNCaP-
Zellen in STM; 20 pg Protein aufgetragen; n = 2

Die Arginase-1 war im Western Blot in beiden Fraktionen deutlich nachweisbar, jedoch gab
es in der Zytoplasmafraktion ein starkeres Signal als in der Kernfraktion. Bei Untersuchung
der Isoform 2 zeigte sich ein grof3er Unterschied zwischen beiden Fraktionen. In der
Zytoplasmafraktion wurde deutlich die Arginase-2 detektiert, wahrend die Kernfraktion dieses
Protein kaum enthielt.

Die Fraktionierung zur Anreicherung der verschiedenen Proteinfraktionen war erfolgreich.
a-Tubulin konnte in der Zytoplasmafraktion und der Kontrolle in &hnlichen Mengen detektiert
werden und zeigte nur sehr schwache Signale in der Kernfraktion. CREB trat im Western
Blot deutlich in der Kernfraktion auf und war methodenbedingt schwach in der Kontrolle und

Zytoplasmafraktion zu erkennen.
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3.2.5 Immunfluoreszenz

Als weitere Moglichkeit der intrazellularen Lokalisationsuntersuchung bestimmter Proteine
dienten Immunfluoreszenzaufnahmen an einem Konfokal-Mikroskop. Nach dreitagiger
Kultivierung von LNCaP-Zellen in Standardmedium erfolgte die Immunfluoreszenzfarbung
der Enzyme des Argininstoffwechsels. Zusatzlich wurde eine Kernfarbung mit DAPI bei den
Praparaten durchgefihrt (Abb. 22).

Abb. 22: Konfokale Immunfluoreszenzaufnahmen verschiedener Proteine des Argininstoffwechsels
LNCaP-Zellen 3 Tage in STM kultiviert; Primarantikérper gegen A: ARG1; B: ARG2; C: ASSY; D: OTC; E: OAT;
Sekundarantikorper: A, B, D, E anti-Kaninchen Alexa Fluor® 488 und C anti-Maus Alexa Fluor® 488; Kernfarbung

mit DAPI; Balken entspricht 10 um

In allen Immunfluoreszenzaufnahmen konnten deutlich fluoreszierende Signale beobachtet
werden. Wahrend die Arginase-1 intrazellular sowohl im Zytoplasma als auch im Kern
lokalisiert war, konnte die Isoform 2 fast ausschlieBlich im Zytosol detektiert werden. Dies
stimmt mit den Ergebnissen der Versuche zur Zellfraktionierung tberein.

Signale der Argininosuccinatsynthetase und der Ornithinaminotransferase finden sich
ebenfalls vorwiegend im Zellplasma. Die Ornithintranscarbamylase wurde vermehrt im Kern

und in geringen Mengen im Zytoplasma ermittelt.
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3.3 Expressionsprofile von PC-1 in LNCaP-Zellen
3.3.1 Einfluss der Androgenablation — Kultivierung 3 Tage in CTM

Nach Bestimmung der Expressionsprofile der Enzyme des Argininstoffwechsels wurde der
Einfluss von Androgenen auf die Expressionen des Tumorproteins PC-1 auf mRNA- und
Proteinebene untersucht. Die Analysen und Auswertungen erfolgten wie oben beschrieben
nach Kultivierung fiir 3 Tage in Standardmedium oder charcoal-treated Medium (Abb. 23).
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Abb. 23: Expressionsprofile von PC-1 auf mRNA- und Proteinebene in verschiedenen Zellkulturmedien
nach 3 Tagen

LNCaP-Zellen 3 Tage kultiviert in STM oder CTM

A: Quantitative Auswertung der relativen mRNA-Expression; STMn=4; CTMn=6

B: Quantitative Auswertung der relativen Proteinexpression und Western Blot von PC-1 und TBA; 20 ug Protein
aufgetragen; n=4

Die relative PC-1-mRNA-Menge ist in CTM signifikant erniedrigt. Verglichen mit der relativen
Proteinmenge in STM wurde eine starke Abnahme der Proteinexpression von PC-1 in

Androgen-freiem CTM beobachtet. Dies korreliert mit den mRNA-Werten.
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3.3.2 Hormonelle Stimulation mit R1881 fir 3 Tage in CTM

Des Weiteren wurde die hormonelle Stimulation mit 0,5 nM R1881 durch Kultivierung der
LNCaP-Zellen in CTM mit bzw. ohne Zugabe des Androgens untersucht. Statistisch erfolgte
die Auswertung gegen die Expression in CTM ohne R1881 (Abb. 24).
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Abb. 24: Expressionsprofile von PC-1 auf mRNA- und Proteinebene in CTM mit R1881 und ohne R1881
nach 3 Tagen

LNCaP-Zellen; 0,5 nM R1881; n = 6

A: Quantitative Auswertung der relativen mRNA-Expression

B: Quantitative Auswertung der relativen Proteinexpression und Western Blot von PC-1 und TBA; 20 pg Protein
aufgetragen

Bei Anwesenheit des Steroidhormons konnte ein hoch signifikanter Anstieg der relativen
MRNA-Menge auf das 31,5-Fache ermittelt werden. Die Proteinexpression nahm in gleicher
Weise stark (29,8-fach) zu.

3.3.3 Expressionskinetik bei hormoneller Stimulation mit R1881 in CTM

Bei der Analyse der Kinetik der Expressionsprofile zeigte sich nach hormoneller Stimulation
eine erhdhte relative mMRNA-Menge. Die Quantifizierung ergab Expressionssteigerungen auf
das 31,6-Fache nach 3 Tagen, das 30,6-Fache nach 7 Tagen und das 52,8-Fache nach
11 Tagen. Der Unterschied war bei der Proteinexpression noch starker zeitabhangig
ausgepragt. Nach elftagiger Kultivierung der Zellen in Anwesenheit des synthetischen
Steroidhormons stieg die Expression auf das 266-Fache an (Abb. 25).
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Abb. 25: Kinetik der Expressionsprofile von PC-1 auf mRNA- und Proteinebene in CTM mit R1881 und
ohne R1881

LNCaP-Zellen; Probennahme nach 3, 7 und 11 Tagen; 0,5 nM R1881; 3 Tagen=6; 7 Tagen=8; 11 Tagen=6
A: Quantitative Auswertung der relativen mRNA-Expression

B: Quantitative Auswertung der relativen Proteinexpression und Western Blot von PC-1 und TBA; 20 pg Protein
aufgetragen

3.3.4 Immunfluoreszenz

Fir die Untersuchung der Lokalisation von PC-1 in LNCaP-Zellen wurden Aufnahmen der
Immunfluoreszenz- und Kernfarbungen mit Hilfe eines Konfokal-Mikroskops erstellt. Die
Kultivierung der Prostatakarzinomzellen erfolgte 3 Tage in Standardmedium. In der Immun-

fluoreszenzaufnahme konnte PC-1 vorwiegend im Zytoplasma detektiert werden (Abb. 26).

Abb. 26: Konfokale Immunfluoreszenzaufnahme von PC-1

LNCaP-Zellen 3 Tage in STM kultiviert; Primarantikdrper gegen PC-1; Sekundarantikdrper: anti-Kaninchen Alexa
Fluor® 488; Kernfarbung mit DAPI; Balken entspricht 10 um
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3.4 Expression von PC-1, ARG1 und ARG2 in LNCaP-PC-1-Zellen

Am Institut durchgefiihrte PC-1-Interaktionsstudien erfolgten in Uberexpressionssystemen
mittels GST- und TAP-Tag-Pulldown. Solche Techniken bieten artifizielle Mdglichkeiten,
Interaktionspartner zu finden. Eine weitere Option stellen stabile Zelllinien dar, die nach
erfolgter Transfektion und Selektion die Fremd-DNA in das Genom integriert haben. Um eine
solche Zelllinie handelt es sich bei LNCaP-PC-1-Zellen. Hier ermdglicht ein induzierbares
System mit Doxycyclin die Uberexpression des Proteins PC-1 (Tet-On-System). Die
Expressionsprofile von PC-1, ARG1 und ARG2 in LNCaP-PC-1-Zellen wurden unter Einfluss
der An- und Abwesenheit von 0,5 nM R1881 und/oder 0,5 pg/ml Doxycyclin auf mRNA- und
Proteinebene nach siebentéagiger Kultivierung in CTM-PC-1 untersucht. a-Tubulin diente als
Ladekontrolle beim Western Blot. Die statistische Auswertung erfolgte gegen die Expression
in Abwesenheit von R1881 und Doxycyclin.
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Abb. 27: Expressionsprofile von PC-1 auf mRNA- und Proteinebene in CTM-PC-1 bei Behandlung mit und
ohne R1881 und mit und ohne Doxycyclin nach 7 Tagen

LNCaP-Zellen kultiviert in CTM-PC-1; 0,5 nM R1881; 0,5 pg/ml Doxycyclin; n =3

A: Quantitative Auswertung der relativen mRNA-Expression

B: Quantitative Auswertung der relativen Proteinexpression und Western Blot von PC-1 und TBA; 20 pg Protein
aufgetragen

Bei Kultivierung der LNCaP-PC1-Zellen ohne R1881 und Doxycyclin war die Expression von
PC-1 am geringsten. Die Zugabe des Androgens steigerte die relative mRNA-Menge
17,4-fach und die relative Proteinmenge 39-fach. Unter Einfluss von Doxycyclin sind stark

erhdhte Expressionen des Tumorproteins auf mRNA- (144-fach) und Proteinebene (bis zu
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16.400-fach) aufgetreten. Eine synergistische Wirkung beider Mediatoren konnte nicht
beobachtet werden (Abb. 27).
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Abb. 28: Expressionsprofile von ARG1 und ARG2 auf mRNA- und Proteinebene in CTM-PC-1 bei
Behandlung mit und ohne R1881 und mit und ohne Doxycyclin nach 7 Tagen

LNCaP-Zellen kultiviert in CTM-PC-1; 0,5 nM R1881; 0,5 pg/ml Doxycyclin; n = 3

A: Quantitative Auswertung der relativen mRNA-Expression Arginase-1

B: Quantitative Auswertung der relativen Proteinexpression und Western Blot von ARG1 und TBA; 20 ug Protein

aufgetragen

C: Quantitative Auswertung der relativen mRNA-Expression Arginase-2
D: Quantitative Auswertung der relativen Proteinexpression und Western Blot von ARG2 und TBA; 20 ug Protein

aufgetragen
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LNCaP-PC-1-Zellen, die unter hormoneller Stimulation von R1881 kultiviert wurden, wiesen
eine erhodhte relative mMRNA-Menge von ARG1 auf. Doxycyclin als Induktor der PC-1-
Uberexpression wirkte hemmend auf diese Erhohung (Abb. 28 A). Die Proteinexpressionen
von ARGL stiegen bei Zugabe von R1881 auf mehr als das 10-Fache an, bei Vorhandensein
von Doxycyclin nur geringfligig mehr (Abb. 28 B).

Ahnlich verhielt sich das mRNA-Expressionsprofil von ARG2. Es konnte ein 3,5-facher bzw.
3,9-facher Anstieg detektiert werden. Die relative Proteinmenge der ARG2 wurde von dem
synthetischen Steroidhormon starker beeinflusst (77- bis 105-fach) als bei ARG1. Wurden
die Zellen gleichzeitig unter Einfluss von R1881 und Doxycyclin kultiviert, konnte jeweils die
hochste MRNA- und Proteinexpression der ARG2 detektiert werden (Abb. 28 C+D).

3.5 Enzymaktivitat

Die Menge von Enzymen gibt keinen Aufschluss tber deren katalytische Aktivitat. Um dies
zu Uberprufen, wurde die Enzymaktivitdt der Arginase bestimmt. Nach siebentagiger
Kultivierung von LNCaP-Zellen in STM oder in CTM mit und ohne R1881 wurden die Zellen
mit RIPA-Puffer geerntet und analysiert. Die Normalisierung erfolgte auf die Extinktion im
Standardmedium. Signifikante Werte fur p<0,01 wurden mit ** gekennzeichnet.
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Abb. 29: Bestimmung der Arginase-Enzymaktivitat in verschiedenen Zellkulturmedien nach 7 Tagen
LNCaP-Zellen 7 Tage kultiviert in STM oder CTM mit und ohne R1881; 0,5 nM R1881; Enzymaktivitat gemessen
bei 546 nm; STMn=4;CTMn=6

Die Enzymaktivitat der Arginase zeigte nach siebentagiger Kultivierung in den verschiedenen
Medien nur leichte Verénderungen. Unter Abwesenheit von R1881 in CTM ist die relative
Extinktion auf 0,88 gesunken. Wurden die Zellen unter Einfluss des Androgens kultiviert,

erhohte sich die Enzymaktivitat signifikant im Vergleich zu CTM ohne Hormon (Abb. 29).
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4 Diskussion

Interaktion zwischen Arginase-1 und PC-1

In Prostatakarzinomen wurde eine erhohte Expression von PC-1 sowie gesteigerte
Arginase-Aktivitat im Vergleich zu normalem Prostatagewebe nachgewiesen [35, 51-53]. Die
Arginase als Enzym des Polyaminsyntheseweges sowie die Isoform 1 des Tumorproteins
beeinflussen mit ihren proliferationsférdernden Eigenschaften die Progression des
Malignoms.

Die durch frihere Pulldown-Experimente identifizierte Arginase-1 als madglicher
Interaktionspartner von PC-1 konnte mit Hilfe einer Kolokalisationsanalyse an konfokalen
Fluoreszenzaufnahmen bestétigt werden. Da die endogene Expression von PC-1 in LNCaP-
Zellen unter Androgen-ablatierten Bedingungen gering ist (Abb. 23), ergaben sich
Schwierigkeiten bei der Detektion mittels Immunfluoreszenz. In Anlehnung an die friheren
Uberexpressionsexperimente zu Interaktionsstudien wurden die Zellen darum transient mit
PEYFP-N-PC-1 transfiziert und nach dreitéagiger Kultivierung fir eine Immunfluoreszenz-
farbung der Arginase-1 verwendet. Die mit der Kolokalisationsanalyse der ImageJ-
Erweiterung JACoP ermittelten Koeffizienten fir Pearson (r=0,639), van Steensel’s
Kreuzkorrelation (CCF min = 0,12) und Li's Intensitatskorrelation (ICQ = 0,358) zeigten eine
positive Korrelation fiir eine Kolokalisation von ARG1 und PC-1 (Abb.6 und Tab. 4).
Bezugnehmend auf Grenzwerte der verschiedenen statistischen Analysemethoden kann
man von einer 64 - 70 %-igen Wahrscheinlichkeit ausgehen. Physiologische Funktionen sind
meist an eine definierte Lokalisation in den Zellen gebunden. Kenntnisse Uber die
Lokalisation von Proteinen ermoéglichen ein besseres Verstandnis biologischer Prozesse.
Gerade im Bereich von Protein-Protein-Wechselwirkungen sind definierte Analysemethoden
Voraussetzung fir eine korrekte Interpretation der Ergebnisse. Hier nehmen optische
Methoden einen immer gréRer werdenden Stellenwert ein. Die definierte Analyse von
Bilddaten erlaubt Vorhersagen maéglicher Interaktionen verschiedener Proteine [79].

Eine weitere Moglichkeit, Wechselwirkungen zwischen diesen zwei Proteinen aufzuzeigen,
bietet beispielsweise die Technologie des Fdrster-Resonanz-Energie-Transfers (FRET).
Diese Methode basiert auf der Ubertragung von Emissionsstrahlung von einem
fluoreszierenden Donor auf einen Akzeptor, welche nur stattfinden kann, wenn sich beide
Proteine in einem Abstand von < 10 nm befinden [82]. Die Messung von FRET kann mit Hilfe
eines konfokalen Laser-Scanning-Mikroskops oder anhand der Analyse an einem FACS-
Geréat erfolgen [83-84]. Jedoch gibt diese FRET-Methode ahnlich wie die Kolokalisations-
analyse keine Hinweise zu einer tatsédchlichen Interaktion sondern lediglich zur

Kolokalisation der Proteine.
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Die Experimente zur Co-Immunprazipitation fir LNCaP-PC-1-Zellen konnten die gefundenen
Ergebnisse bestatigen. Bei diesen Untersuchungen wurde eine direkte Interaktion detektiert.
Fur eine nahere funktionelle Charakterisierung der Interaktion zwischen Arginase-1 und
PC-1 und deren Bedeutung bei der Proliferation und Tumorprogression des Prostata-

karzinoms sind weitere Untersuchungen notwendig.

Charakterisierung der Expressionsprofile von Enzymen des Argininstoffwechsels in
LNCaP-Zellen

Da bisherigen Literaturangaben zufolge die biochemische Rolle der Arginhase im
Prostatakarzinom eine wichtige Stellung des Proteins im Argininstoffwechsel belegt und
Einflisse auf die Proliferation, Immunsuppression und Makrophagenaktivierung beschrieben
wurden [54-58, 60-64, 67-70], standen neben den beiden Isoformen der Arginase weitere
Enzyme des Argininstoffwechsels im Mittelpunkt der Untersuchungen dieser Arbeit.

Wie Gen- und Proteinexpressionsanalysen und Studien an M&ausen belegten, sind die
Expressionen von Arginase-2 und anderen Enzymen des Polyaminsyntheseweges durch
Androgene reguliert [51, 57, 85-87]. Androgene spielen aber auch eine wichtige Rolle bei der
Organ- und Karzinomentwicklung der Prostata. Im Falle von fortgeschrittenen oder
rezidivierenden Prostatakarzinomen findet die hormonablative Therapie als haufigste
Behandlungsmethode Anwendung [30, 57]. In Anlehnung an diese Behandlungsstrategie
wurden die Expressionsprofile der ausgewahlten Proteine des Argininstoffwechsels u.a.
unter hormonablativen Kultivierungsbedingungen bestimmt.

Dabei wurden FCS-haltiges Standardmedium und hormonfreies, charcoal-treated FCS-
Medium verwendet. Im Vergleich beider Medien konnten keine signifikanten Anderungen von
ARG1, ARG2, ASSY und OTC auf Proteinebene detektiert werden. Die Expressionsprofile
auf mMRNA-Ebene zeigten unterschiedliche Bilder (Abb. 10 und Abb. 11). Die mRNA der
Arginase-2 wurde signifikant herunterreguliert, was mit Angaben von Mumenthaler et al.
korrespondiert [51]. Fur die OAT konnten signifikante Erniedrigungen sowohl auf mRNA- als
auch auf Proteinebene ermittelt werden (Abb. 12). Dies belegt die bereits beschriebene
Androgenabhangigkeit der Expression dieses Enzyms. Allerdings steht diese Androgen-
abhangigkeit im Widerspruch zu den Untersuchungen von Mumenthaler et al. [51]. Dort
wurde ein Anstieg der OAT in CL-1-Zellen (LNCaP-Sublinie) in hormonablatiertem Medium
im Vergleich zu LNCaP-Zellen in Standardmedium beschrieben. Leider wurde auf Daten von
LNCaP-Zellen in CTM verzichtet, so dass tatsachliche Einschatzungen zu den
Unterschieden an dieser Stelle nicht moglich sind.

Neben diesen Untersuchungen wurden ebenfalls die Wirkungen des synthetischen
Androgens R1881 in CTM (iber verschiedene Zeitraume dokumentiert. Ahnlich der Arbeit

von Gannon et al. von 2010 konnte ein signifikanter, Androgen-abhangiger Expressions-
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anstieg der Arginase bereits nach 3 Tagen nachvollzogen werden. Allerdings unterscheiden
sich die beiden experimentellen Ansatze dahingehend, dass in dieser Arbeit auf eine
Vorkultivierung in CTM verzichtet wurde. Gannon et al. verwendeten Zellen, die insgesamt
6 Tage unter Androgen-ablatierten Bedingungen kultiviert wurden, bevor die Analyse
stattfand [57].

Um diesem Umstand Rechnung zu tragen, wurde der Betrachtungszeitraum fur die Proteine
in CTM erweitert. Analysen nach 3, 7 und 11 Tagen ergaben hier vergleichbare Ergebnisse
zu den Arbeiten von Gannon et al. [57]. Wahrend der Einfluss des Androgens auf die
Arginase-1 nach langerer Kultivierung der LNCaP-Zellen auf Proteinebene signifikant groRer
wurde, zeigten sich keine hormonabhéangigen Verdnderungen der relativen mRNA-Mengen
(siehe Abb. 16). Die Expression der Isoform 2 wies unabh&ngig von der Kultivierungsdauer
einen gleichbleibenden Anstieg unter Einfluss des synthetischen Hormons auf. Diese
Ergebnisse lassen eine posttranskriptionelle Regulation der Arginase-1 vermuten, &hnlich
der Beschreibungen verschiedener Studien [57, 88-91]. Anhand der Resultate zu den
Androgen-abhéangigen Expressionen der Arginase und der Kenntnisse des proliferations-
fordernden Einflusses erhohter Arginase-Aktivitdt in Prostatakarzinomgewebe werden
mogliche Zusammenhange ersichtlich, die Veranderungen bei der Anwendung hormon-
ablativer Therapien bei Patienten mit einem fortgeschrittenen Stadium des Malignoms
biochemisch begriinden [51-57]. Die Fahigkeit des Tumors, im Zuge der Androgenablation
seinen Stoffwechsel auf eine Eigenproduktion von Androgenen umzustellen, kdnnte
entsprechend zu einem Anstieg der Arginase und seiner Aktivitat fihren. Hossain et al.
beschreiben im Zusammenhang mit der Makrophagenaktivierung eine Erhéhung von
Arginase-1 in MDS-Zellen (myeloid derived suppressor cells) von Patienten mit kastrations-
resistentem Prostatakarzinom. Hier wird die Wirkung der Arginase-1 mit der Férderung und
Erhaltung der immunsuppressiven Mikroumgebung bei Prostatakrebs korreliert [92].

Im Verlauf der weiteren Analysen zu Enzymen des Argininstoffwechsels ergaben sich
Probleme bei der Bestimmung der Ornithintranscarbamylase mittels g°PCR. Da die mRNA-
Expression der OTC in LNCaP-Zellen zu gering bis nicht nachweisbar war, die Eignung der
Primer jedoch an DNA von HepG2-Zellen verifiziert wurde (siehe Ergebnisse S. 38), konnte
keine Quantifizierung erfolgen. Diese Beobachtungen stimmten mit den Beschreibungen von
Hsueh et al. Uberein [72]. Bei der Durchfiihrung und Auswertung proteinbiochemischer
Methoden zur Ornithintranscarbamylase konnten fur das Enzym im Western Blot zwei
Banden detektiert werden, die sich zeitabhangig signifikant anderten. Die Expressionsprofile
(siehe Abb. 18) zeigten dabei einen entgegengesetzten Verlauf bei den verschiedenen
Kultivierungszeitraumen. Hier kénnten posttranslationale Modifikationen wie Acetylierung

oder Phosphorylierung eine Rolle spielen. Mit der zeitlichen Abnahme der Expression bei
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48 kDa und der Zunahme bei 38 kDa kann aber auch eine Proteindegradation als mdgliche
Ursache nicht ausgeschlossen werden.

Bei den Untersuchungen der OAT (siehe Abb. 19) konnte nachgewiesen werden, dass die
Expressionen auf mRNA- und Proteinebene unter Anwesenheit von R1881 zeitunabhéngig
gesteigert werden koénnen. Dabei waren Unterschiede in der Steigerung zwischen beiden
SpleiBvarianten des Proteins ersichtlich. Da R1881 als synthetisches Androgen den
Androgenrezeptor stimuliert und die Ornithinaminotransferase analog der Arginase-2 und
PC-1 ein Zielgen des Androgenrezeptors ist [93], sind Anderungen nachvollziehbar. OAT ist
ein bedeutendes Enzym fir den Stoffwechsel von Polyaminen. Die katalysierte Reaktion
stellt auch in Karzinomzellen eine essentielle Quelle fur Ornithin als Ausgangsstoff der
Polyaminsynthese dar [73]. Bigot et al. fanden heraus, dass die OAT-Expression hormon-
resistent erhoht ist, was zum Uberleben von Prostatakarzinomzellen beitragt [94].

Die Bestimmung des Expressionsprofils der Argininosuccinatsynthetase ergab eine
Herunterregulation unter Einfluss des Steroidhormons, wobei in zeitlicher Abhangigkeit die
Expression auf mMRNA-Ebene bis zum Tag 11 ausgeglichen wurde. Interessanterweise nahm
die Proteinmenge bis zum Tag 11 kontinuierlich ab. Fur Patienten mit hepatozellularem
Karzinom sind ebenfalls erniedrigte Proteinmengen fir ASSY beschrieben [95]. Die tumorale
Erniedrigung des Enzyms als geschwindigkeitsbegrenzender Schritt in der Argininsynthese
fuhrt zu einer Abhangigkeit von extrazellularem Arginin. Dies ist unter dem Begriff Arginin-
Auxotrophie bekannt. Mehrere Tumoren sind aufgrund des variablen Verlustes von ASSY
Arginin-auxotroph, einschlieBlich des hepatozellularen Karzinomes, malignen Melanomes,
malignen Pleuramesothelioms, Prostata- und Nierenkrebses [96-98].

Fur die Enzyme Arginindecarboxylase, Ornithindecarboxylase und Argininosuccinatlyase
wurden zeitabhangige Expressionen auf mRNA-Ebene dargestellt. Wahrend die relative
mMRNA-Menge der Arginindecarboxylase abnahm, zeigten sich leichte Anstiege bei der
Ornithindecarboxylase und Argininosuccinatlyase durch Zugabe von R1881. Die Ornithin-
decarboxylase ist das geschwindigkeitsbestimmende Enzym des Polyaminsyntheseweges.
In den Beobachtungen von Mohan et al. wurde eine erhéhte Enzymaktivitat und Protein-
expression der ODC in Karzinomgewebe im Vergleich zu gutartigem Prostatagewebe
nachgewiesen [99]. Diese Ergebnisse deuten auf einen Zusammenhang zwischen der
Uberexpression der Ornithindecarboxylase und dem Wachstum sowie der Progression des
Prostatakarzinoms hin [99-100]. Die Arginindecarboxylase gehort zur Familie der Antizyme-
Inhibitoren, welche eine Rolle beim Zellwachstum und der Proliferation spielen, indem die
Polyaminhomdoostase beeinflusst wird. ADC stimuliert u.a. die ODC Aktivitat. Das wird durch
Hemmung der Antizyme OAZ1, OAZ2 und OAZ3 erreicht, indem der Antizyme-abhangige
Abbau der ODC durch Bindung verhindert wird. Eine weitere Funktion ist eine Trans-

membrantransporteraktivitat fir Putrescin. Hier wirkt die Polyaminaufnahme ebenfalls in
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Richtung Proliferation [101-103]. Fur die Argininosuccinatlyase sind Interaktionen mit
CyclinA2 bei der Modulation des Zellwachstums von Lebertumoren beschrieben [104].
Huang et al. interpretieren eine verminderte Tumorentwicklung bei Darmkrebs durch eine
Inhibierung des Enzyms und detektieren eine erhdhte Expression in Brustkrebsproben [105-
106]. Wie sich die hier gezeigten mRNA-Expressionen auf Proteinebene in LNCaP-Zellen
widerspiegeln, sollte in weiteren Untersuchungen nachgewiesen werden.

Neben den Untersuchungen zur Quantitdt der Enzyme des Argininstoffwechsels unter
Androgen-ablatierten Bedingungen wurde fir die Charakterisierung der Arginase in LNCaP-
Zellen die intrazellulare Lokalisation beider Isoformen untersucht. Zellfraktionierungen
zeigten in der immunologischen Detektion fir Arginase-1 Signhale sowohl in der Zytoplasma-
als auch in der Kernfraktion. Signale der Arginase-2 fanden sich fast ausschlief3lich in der
Zytoplasmafraktion (siehe Abb. 21). Anhand von konfokalen Immunfluoreszenzaufnahmen
konnten diese Ergebnisse der Zellfraktionierung bestatigt werden (siehe Abb. 22). Zuséatzlich
wurden mit Hilfe konfokaler Aufnahmen die Lokalisationen der Argininosuccinatsynthetase,
der Ornithintranscarbamylase und der Ornithinaminotransferase bestimmt, die mit Angaben

in Gen- und Proteindatenbanken Ubereinstimmen.

Expressionsprofile von PC-1 in LNCaP-Zellen

Nach Betrachtung der Enzyme des Argininstoffwechsels wurden auch die Expressionsprofile
des Tumorproteins 52 (Isoform 1) unter analogen Zellkulturbedingungen ermittelt. Der
Vergleich zwischen Kultivierung in Standardmedium und in charcoal-treated Medium zeigte
deutliche Veranderungen der Expressionen auf mRNA- und Proteinebene. Die PC-1-
Expression war nach 3 Tagen in CTM signifikant erniedrigt (Faktor 0,03/0,15 respektive).
Hier wird die fehlende Wirkung von Androgenen und somit die verringerte Stimulation des
Androgenrezeptors Ursache fiir die verminderte Expression sein, da PC-1 zu den Zielgenen
des AR gehort [93].

Wurde dem charcoal-treated Medium das Androgen R1881 zugesetzt, konnten signifikant
erhohte relative mRNA- und Proteinmengen nach 3 Tagen detektiert werden. Ahnliche
Ergebnisse sind in Vorarbeiten im Institut gefunden worden [44, 77]. Zhang et al.
beschreiben diesen Zusammenhang auch in Bezug auf eine progressive Wirkung im
Prostatakrebs [46]. Eine Zunahme von PC-1 konnte auch zeitabh&ngig bis zu 11 Tagen
beobachtet werden. Dabei wurde auf mRNA-Ebene eine bis zu 53-fache Uberexpression
bzw. auf Proteinebene eine bis zu 266-fache Uberexpression nachgewiesen.

Wie bereits erwahnt, war die endogene Expression von PC-1 in CTM gering. Deshalb
wurden Untersuchungen zu dessen intrazellularer Lokalisation in LNCaP-Zellen unter
Standardmedienbedingungen durchgefuhrt. Mit Hilfe der Immunfluoreszenz konnte die

intrazellulare Lokalisation von PC-1 als Uberwiegend zytoplasmatisch eingestuft werden.
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Expressionsprofile von Arginase-1, Arginase-2 und PC-1 in LNCaP-PC-1-Zellen

Da die PC-1-Interaktionsstudien der Vorarbeiten am Institut mittels GST- und TAP-Tag-
Pulldown in Uberexpressionssystemen erfolgten, wurden in der vorliegenden Arbeit die
Expressionsprofile von PC-1 und der beiden Arginase-lsoformen in der stabil transfizierten
LNCaP-PC-1-Zelllinie untersucht. Ein Doxycyclin-induzierbares System ermdglichte die
Uberexpression des Proteins PC-1.

Die Zugabe von R1881 in Abwesenheit von Doxycyclin fuhrte ahnlich der bisherigen
Ergebnisse zu einer Erhdhung der Expressionen von Arginase-1, Arginase-2 und PC-1. Die
induzierbare Uberexpression von PC-1 mittels Doxycyclin konnte in den durchgefiihrten
Analysen fiir die LNCaP-PC-1-Zellen bestatigt werden (siehe Abb. 27). Dies stimmt mit den
Erkenntnissen von Moritz et al. Gberein [44]. Es ergab sich jedoch kein synergistischer Effekt
auf die PC-1-Expression durch die zusatzliche Verwendung von R1881. Dies ist vermutlich in
der bereits extrem hohen Uberexpression durch das Tet-On-System (+ Dox 16.500-fach)
begriindet.

Gesteigerte Expressionen der Arginase-lsoformen wurden bei gleichzeitiger Anwendung von
R1881 und Doxycyclin-induzierter PC-1-Uberexpression nachgewiesen. Allerdings korrelierte
die alleinige PC-1-Uberexpression nur bei ARG2 mit einer Erhéhung auf Proteinebene
(Abb. 28). Anhand dieser Beobachtungen lasst sich vermuten, dass der Expressionsanstieg
von ARG1 und ARG2 hauptséchlich auf der Hormonwirkung beruht, was schon fir die
untransfizierten LNCaP-Zellen festgestellt wurde. Jedoch sind die Steigerungsraten bei
LNCaP-PC-1-Zellen héher als in untransfizierten LNCaP-Zellen in CTM-Medium.

Wie durch Zhang D. et al. beschrieben, wurde eine Aktivierung von STAT3 durch PC-1
nachgewiesen [107]. Die Arginase-1 ihrerseits stellt ein Zielmolekll in der Signalkette von
pSTAT3 dar [92]. Die Hypothese eines mdglichen Zusammenwirkens von PC-1 und
Arginase bei der Proliferation und Progression des Prostatakarzinoms kann nur mit Hilfe

weiterer Untersuchungen vertieft werden.

Enzymaktivitéat

Durch Androgenablation, Hemmung der Arginaseexpressionen oder deren katalytische
Aktivitat kann die Bildung notwendiger Polyamine eingeschrankt und das Tumorwachstum
verlangsamt werden [57, 59-61].

Da anhand der Proteinexpressionen keine Aussagen Uber die katalytische Aktivitat getroffen
werden konnen, wurde die Enzymaktivitat der Arginase nach verschiedenen Zellkultur-
bedingungen analysiert. Im Vergleich zu den Proben im Standardmedium wurde in CTM

ohne R1881 eine geringere relative Extinktion gemessen, da hier weniger Arginase
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exprimiert wird. Unter Einfluss des Androgens R1881 in CTM konnte eine erhOhte relative
Extinktion gemessen werden, was wiederum der gesteigerten Expression der Arginase
entspricht. Die Werte der Arginaseaktivitatsbestimmung spiegeln insgesamt die Ergebnisse
der proteinbiochemischen Untersuchungen des Western Blot wider. Es kénnen jedoch keine
Aussagen Uber die Aktivitat der einzelnen Isoformen der Arginase getroffen werden, da keine
Isolation der entsprechenden Isoformen erfolgte und das Substrat Arginin nicht isoform-
spezifisch ist. Die Erweiterung dieser Messungen auf Lysate aus Zellfraktionierungen kdnnte
zusatzliche Hinweise zur Aktivitat von Arginase-1 im Kern bei verschiedenen Kultivierungs-

bedingungen ergeben.

Die molekularbiologischen und proteinbiochemischen Untersuchungen in der Modellzelllinie
LNCaP veranschaulichten die Androgen-abhangige Regulation der Expressionen von PC-1
und Enzymen des Argininstoffwechsels (Abb. 30).
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Abb. 30: Veranderungen der Enzyme des Argininstoffwechsel in LNCaP-Zellen
- Einfluss von synthetischem Androgen R1881 in hormonablatiertem Medium
— mRNA-Ebene; rot - Proteinebene
ADC, Arginindecarboxylase; ARG, Arginase; ASL, Argininosuccinatlyase; ASSY, Argininosuccinatsynthetase;
NOS, Stickstoffmonoxidsynthase; OAT, Ornithinaminotransferase; ODC, Ornithindecarboxylase; OTC,

Ornithintranscarbamylase

Die hier gewonnenen Erkenntnisse lassen keine einheitlichen Aussagen zur veranderten

Stoffwechsellage zu. Die gesteigerte Aktivitat der Arginase und der Ornithinaminotransferase
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koénnten als Ornithinquelle angesehen werden. Eine erhéhte Menge an Ornithin kdnnte durch
die Ornithindecarboxylase verarbeitet werden. Dies wirde den Weg zu einer gesteigerten
Polyaminsynthese ebnen. Zur Untermauerung waren Analysen zum Enzym auf
Proteinebene sowie quantitative Analysen der Polyamine notwendig, um gesicherte
Aussagen zu treffen. Andererseits konnte ein Abfluss des Ornithins auch in Richtung Citrullin
erfolgen (Anstieg der Ornithintranscarbamylase). Da durch Herunterregulation der ASSY
Citrullin wohl kein Substrat fir Argininrecycling darstellt, kann tber den Verbleib dieser
nichtproteinogenen Aminosaure nur spekuliert werden. Auch die Verwendung des Ornithins
zur Synthese von Prolin ist denkbar (Anstieg der Ornithinaminotransferase). Des Weiteren
konnte anhand verschiedener Methoden eine Interaktion zwischen Arginase-1 und PC-1
nachgewiesen werden, deren gemeinsame Funktion bei der Tumorentwicklung und
Proliferation erst durch weitere Untersuchungen ergrindet werden kann. Mit Hilfe dieser

Erkenntnisse kénnten neue Therapieansatze fiir das Prostatakarzinom geschaffen werden.
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Zusammenfassung

5 Zusammenfassung

Das Prostatakarzinom ist einer der haufigsten malignen Tumoren des Mannes, fir dessen
Behandlung verschiedene Therapieoptionen zu Verflgung stehen. Aufgrund steigender
Inzidenzzahlen und Sterbefalle ist das Verstandnis der Pathophysiologie und biochemischer
Zusammenhange dieser Erkrankung fir die Entwicklung neuer Ansatze in Therapie und
Pravention von entscheidender Bedeutung.

Der Einfluss von PC-1 (Isoform 1 des Tumorproteins D52) auf die Proliferation, Tumor-
progression und Entwicklung eines kastrationsresistenten Karzinoms unter Androgen-
ablativer Therapie ist bekannt, genauere Mechanismen sind jedoch bis heute nicht
vollstandig geklart. Durch Pulldown-Experimente aus Vorarbeiten wurde die Arginase-1 als
moglicher Interaktionspartner von PC-1 identifiziert. Dieses Enzym fordert durch Bildung von
Polyaminvorlaufern und immunsupprimierende Eigenschaften die Proliferation in
verschiedenen Tumorgeweben und ist wie PC-1 auch im Prostatakarzinom tberexprimiert.
Zur Charakterisierung des Enzyms Arginase-1 und dessen Rolle im Argininmetabolismus
des Prostatakarzinoms wurden Expressionsprofile beider Arginase-lsoformen sowie weiterer
Enzyme des Argininstoffwechsels (ASSY, OTC, OAT) in LNCaP-Zellen unter verschiedenen
Kultivierungsbedingungen nach 3, 7 und 11 Tagen bestimmt. Die Quantifizierung von mRNA
und Proteinen zeigte verringerte Expressionen von Arginase-1, Arginase-2 und PC-1 unter
Androgenablation sowie erhohte Expressionen unter Einfluss des synthetischen Steroid-
hormons R1881. Die Werte der Enzymaktivitdtsbestimmung der Arginase bestétigten diese
Ergebnisse. In stabil transfizierten LNCaP-PC-1-Zellen wurde gezeigt, dass allein die
Uberexpression von PC-1 zu leicht erhdhten Expressionen beider Arginase-Isoformen fiihrt.
Mit Hilfe von Zellfraktionierung und Immunfluoreszenzfarbungen konnten die intrazellularen
Lokalisationen der untersuchten Proteine bestimmt werden. Die Arginase-1 wurde sowohl im
Zytoplasma als auch im Kern detektiert, wahrend PC-1 und andere Enzyme des Arginin-
stoffwechsels vorwiegend im Zellplasma nachgewiesen werden konnten. Eine Kolokalisation
zwischen Arginase-1 und PC-1 wirde dementsprechend nur im Zytoplasma der Zellen
erwartet werden. Mit Hilfe von Kolokalisationsanalysen anhand von Immunfluoreszenz-
aufnahmen und der Co-Immunprézipitation konnte eine Interaktion zwischen PC-1 und
Arginase-1 verifiziert werden.

Diese Erkenntnisse zur Arginase-1 sowie weitere, notwendige Untersuchungen einer
potenziellen, mdglicherweise synergistischen Interaktion mit PC-1 im Zusammenhang mit
Proliferation und Tumorprogression des Prostatakarzinoms kénnten neue Therapieansatze

ermdglichen.
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