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1. Einleitung  
 

1.1 Anatomie und Physiologie der Prostata 
 
Die Prostata bildet mit Hoden, Nebenhoden und Samenblasen die männlichen 

Adnexe. Embryologisch entwickelt sich dieses Organ zwischen der 16. und 22. 

Schwangerschaftswoche aus mesenchymalen Gewebe, welches den Sinus 

urogenitales umgibt. Aus dem Wolffschen Gang dringen kleine Verzweigungen um 

das Epithel der späteren Harnröhre und entwickeln sich zunehmend zur Prostata.  

Topographisch befindet sich die Prostata retrokranial der Symphyse, dorsal grenzt 

sie an die Rektumampulle und ist auch von dort tastbar. Als physiologischen 

palpatorischen Tastbefund bezeichnet man eine kastaniengroße, elastische Prostata 

mit einem medianen Sulcus, welcher die Drüse in zwei Seitenlappen unterteilt. Sie 

liegt außerdem kaudal der Harnblase und bereitet dem ca. 2,5 cm langen Bereich 

der Harnröhre Platz. Um diesen prostatischen Teil des Ureters ordnen sich zirkulär 

glatte Muskelfasern an und bilden den M. Sphincter internus, welcher nicht willkürlich 

innerviert wird. (1) Von dorsal perforieren die Ductus ejaculatorii den Drüsenkörper, 

sie münden in den Colliculus seminalis. Die Prostata produziert ca. 30% des 

Ejakulats mit einem pH von 6,4, was den Spermien einen Schutzfaktor im vaginalen 

Milieu verschafft. (2) Histologisch besteht das Organ aus 30-50 tubuloalveolären 

Einzeldrüsen, diese sind in Bindegewebe eingebunden. Die Ausführungsgänge der 

Drüsen vereinigen sich zu 25 Hauptausführungsgängen und münden in die Pars 

prostatica urethrae, an den Seiten des Colliculus seminalis. Makroskopisch ist die 

Prostata nach Lowsley et al. in zwei Seitenlappen, einem Vorderlappen, einem 

Mittellappen und einem Hinterlappen unterteilt. (3) Nach McNeal et al. gliedert sie 

sich in eine periphere, eine zentrale, eine Transitionalzone, ein anteriores Segment 

und in eine präprostatisches Sphinkterzone. (4) Mit 75% macht die periphere Zone 

den größten Anteil der des Drüsengewebes aus, daher entfällt die Entstehung von 

70% aller Prostatakarzinome auch auf die periphere Zone. Bei übermäßiger 

Proliferation des Drüsengewebes bzw. des Stromas im Bereich der periurethralen 

Drüsen in der Transitional- und Übergangszone kommt es zur Bildung der benignen 

Prostatahyperplasie (BPH). Im Vergleich dazu ist die zentrale und anteriore Zone 

selten für Erkrankungen der Prostata verantwortlich. (5) Die Ätiologie der BPH ist 

noch nicht abschließend geklärt, jedoch ist der proliferative Wirkmechanismus von 
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Testosteron als definitiver Fakt zu betrachten. Der hormonelle Regelkreislauf beginnt 

im Hypothalamus, in der Area praeoptica wird Gonadotropin-Releasing-Hormon 

(GnRH) an die Hypophyse freigesetzt. Vom Hypophysenvorderlappen wird 

luteinisierendes Hormon (LH), follikelstimulierendes Hormon (FSH) und 

adrenokortikotropes Hormon (ACTH) an die jeweiligen hormonellen 

Zwischenstationen abgegeben. LH bewirkt die Testosteronbildung der Leydig Zellen 

im Hoden, dieses wird zu 90% in das wirksamste Androgen Dihydrotestosteron 

(DHT) umgewandelt. Zur Feinregulation der Androgen-Produktion existiert ein 

Feedback-Mechanismus, daher kann die Testosteronproduktion in den Leydig Zellen 

durch verminderte LH-Freisetzung in der Hypophyse kontrolliert werden (siehe 

Abbildung 1A). Testosteron zeigt außerdem direkte Auswirkungen auf das 

Wachstumsverhalten mit der intrazellulären Umwandlung zu DHT durch 5α-

Reduktase erfolgt die Bindung an den Androgen Rezeptor (AR), da dieser eine 

wesentlich höhere Bindungsaffinität an DHT hat als an Testosteron. Der AR fungiert 

nach der Bindung als Transkriptionsfaktor in Samenepithelzellen und Stromazellen, 

daher gilt Testosteron als Induktor für die Prostataproliferation (siehe Abbildung 1B). 

(6)  

A B 

Abbildung 1: Steuerung der Prostataproliferation 
A: Hypothalamus-Hypophysen-Gonaden-Achse beim Prostatawachstum (6) 
B: Einflussgrößen der Prostataproliferation modifiziert nach (6) 



Einleitung 

3 

1.2 Ätiologie, Klinik, Therapie und Diagnostik des 
Prostatakarzinoms (PC) 
 

Das Prostatakarzinom ist die häufigste Krebserkrankung des Mannes in westlichen 

Industrienationen. Mit Lungen- und Darmkrebs ist es die häufigste Todesursache 

beim Mann, mit steigendem Alter nimmt die Wahrscheinlichkeit der Erkrankung zu. 

Es wird davon ausgegangen, dass jeder Mann an einem Prostatakarzinom erkrankt, 

wenn er alt genug wird, positive Familienanamnesen verstärken die 

Wahrscheinlichkeit dafür. An den Folgen eines Prostatakarzinoms sterben in 

Deutschland 12000 Patienten jährlich, der größte Anteil der Risikogruppe liegt dabei 

zwischen dem 50. und 70. Lebensjahr. (7) Diese Zahlen erklären die Relevanz der 

Forschung und Früherkennung in diesem Gebiet. Daher gehört zu 

Früherkennungsuntersuchen ab dem 40. Lebensjahr, mit mehr als 10 Jahren 

Lebenserwartung, die digital-rektale Untersuchung (DRU). Da der größte Anteil der 

Tumore in der peripheren Zone der Prostata wächst, sind diese in der DRU tastbar. 

Die Aussagekraft ist untersuchungsabhängig, das lokale Tumorwachstum und 

klinische Stadium kann aber durch die DRU bestimmt werden. Eine weitere 

minimalinvasive Untersuchung der Frühdiagnostik ist die Bestimmung des 

Prostataspezifischen Antigens (PSA). PSA ist eine Serinprotease, welche nur in 

Prostatazellen gebildet wird. Aufgrund der Abhängigkeit von Alter und Prostatagröße 

gibt es altersstandardisierte Normwerte. (5, 7, 8) (Tabelle 1) 

 

Tabelle 1: Altersstandardisierte Normwerte (nach Agudo et al. 2013) (9) 

Alter (in Jahren) PSA-Wert (in ng/ml) 
40-49 0,0-2,5 

50-59 0,0-3,5 

60-69 0,0-4,5 

70-79 0,0-6,5 

 

Eine Erhöhung der altersspezifischen Normwerte kann dementsprechend bei PC, 

BPH, akuter/chronischer Prostatitis oder nach der DRU bzw. Stanzbiopsie auftreten. 

Nach der Beurteilung des Wertes wird auch das Intervall des PSA-Screenings 

bestimmt, bei einem PSA > 2 ng/ml ist eine jährliche Kontrolle notwendig. Bei 1-2 
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ng/ml ist eine Kontrolle alle zwei Jahre angesetzt und bei einem PSA < 1 ng/ml nur 

alle 4 Jahre. (7) 

Meist entartet die Prostata in Form eines Adenokarzinoms, eine androgene 

Stimulation erscheint als notwendige Ursache, da der Steroidrezeptornachweis im 

Karzinomgewebe positiv ist und eine Depression der Androgene zu einer 80%igen 

Rückbildung des Karzinoms und einer Schrumpfung der Prostata führt. (5) Man muss 

das PC in seine Manifestationsstadien unterscheiden, ein manifestes PC ist ein 

Primärtumor, welcher Symptome verursacht oder klinisch diagnostizierbar ist. 

 

Tabelle 2: Grading nach Gleason  
(10–12) 

Abbildung 2: Festlegung des 
Malignitätsgrades anhand 
histologischer Kriterien (12, 13) 

 

Gleason 
1 

Umschriebene Knoten von 
einheitlichen, einzelnen, 
enggepackten und glatt 
begrenzten Drüsen. 

Gleason 
2 

Drüsen eher locker 
angeordnet, aber immer 
noch umschrieben. 
Minimale Ausbreitung der 
neoplastischen Drüsen in 
das umgebende Stroma. 

Gleason 
3 

Tumor infiltriert das 
umgebende 
Prostatagewebe. Die 
Drüsen variieren erheblich 
in Größe und Gestalt, sind 
aber abgrenzbare 
Einheiten. 

Gleason 
4 

Die Drüsen sind nicht länger 
einzeln und abgegrenzt, 
sondern scheinen 
verschmolzen mit 
unregelmäßigen Grenzen. 

Gleason 
5 

Aufhebung der glandulären 
Differenzierung. Die 
Tumoren bestehen aus 
soliden Nestern, Strängen 
oder Einzelzellen. 

 

 



Einleitung 

5 

Bei einem okkulten PC werden Metastasen symptomatisch und klinisch 

diagnostizierbar, im Vergleich zum inzidentellen PC, welches ein Zufallsbefund bei 

transurethraler Resektion der Prostata darstellt. Ein latentes PC ist dagegen ein 

Zufallsbefund während der Obduktion. (14) Histologisch wird das PC nach dem 

Gleason-Score beurteilt, hierbei erfolgt eine Addition der Werte des primären und 

sekundären Differenzierungsmusters. Kleinzellige und undifferenzierte Karzinome 

werden als Grad 3 bis 4 eingestuft, übrige seltene Karzinome werden im Grading 

nicht beachtet. Der Gleason-Score ergibt sich aufgrund der verschieden 

Differenzierungsstufen, die bei einem PC meist nebeneinander auftreten. Daher kann 

sich der Gleason-Score zwischen 2 und 10 befinden, ab 7 ist ein maligner Verlauf zu 

erwarten. (12, 15) (siehe Tabelle 2 und Abbildung 2) 

Als zusätzliches Beurteilungskriterium für eventuelle Therapieansätze gilt die TNM-

Klassifikation. Dabei erfolgt die T-Stadium-Bestimmung durch die DRU, den 

transrektalen Ultraschall (TRUS) und die Tumorstanzbiopsie. Bei einem hohen 

Gleason-Score (≥ 8) und/ oder einem T3/ 4-Befund, ist ein MRT des Beckens und bei 

einem PSA ≥ 10 ng/ml ein Knochenszintigramm empfohlen, um Metastasen 

auszuschließen. Die Therapie des PC richtet sich je nach Stadieneinteilung, 

Gleason-Score und PSA-Wert. Grundsätzlich wird unterschieden in aktive 

Überwachung, Watchful Waiting, radikale Prostatektomie (RPE), perkutane 

Strahlentherapie oder die interstitielle Brachytherapie (High Dose Rate, Low Dose 

Rate). Bei einer aktiven Überwachung (active Surveillance) sollte die PSA-

Bestimmung und DRU alle drei Monate in den ersten zwei Jahren durchgeführt 

werden. Stabile PSA-Werte erlauben ein höheres Intervall aller sechs Monate. Die 

Indikationen für eine aktive Überwachung sind ein PSA-Wert ≤ 10 ng/ml, Gleason-

Score ≤ 6, weniger als 50% Tumor pro Stanze und bei einem TNM-Status von cT1c 

und cT2a. Das Watchful Waiting wird bei älteren Männern mit einer Lebenserwartung 

unter 10 Jahren durchgeführt, hier wird erst behandelt nach Symptomauftritt und 

dann meist durch Hormontherapie. Vordergründig wird in die Stadien-adaptierte 

Therapie gegliedert, welche sich nach der TNM-Klassifikation des Prostatakarzinoms 

richtet. (siehe Anhang Tabelle A1) (7, 16) Bei dem Stadium cT1-4 cN1 cM0 wäre 

beispielsweise eine RPE ± Hormontherapie oder Strahlentherapie ± Hormontherapie 

oder nur Hormontherapie angebracht. Bei metastasiertem PC (mPC) wird auf der 

Grundlage verschieden angesetzter Hormontherapien in hormonsensitiv, 

kastrationsresistent oder hormonresistent unterschieden. Im hormonsensitiven 
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Stadium erfolgt eine Therapie mit LHRH-Analoga/-Antagonisten oder 

Antiandrogenen. Im kastrationsresistenten Stadium ist die antihormonelle Therapie 

mit Abirateron oder Enzalutamid Mittel der Wahl, oder es wird eine zytotoxische 

Therapie (Docetaxel, Cabazitaxel) oder die Therapie mit Sipuleucel-T durchgeführt. 

Lokale Bestrahlung oder systemische Radionuklidtherapie wäre bei schmerzhaften 

Knochenmetastasen ein adäquater Therapieansatz. Hormontherapie ist allgemein 

indiziert adjuvant nach RPE, begleitend zur Strahlentherapie oder optional beim 

asymptomatischen mPC und obligat beim symptomatischen mPC. mPC ist eine 

Diagnose, bei der keine endgültige Heilung möglich ist. Die Hormontherapie eignet 

sich daher als Mittel der Lebensverlängerung. Der Hormonentzug kann chirurgisch, 

durch eine Orchiektomie oder medikamentös erfolgen. In der medikamentösen 

antihormonellen Therapie stehen GnRH-Analoga (Goserelin, Leuprorelin, Buserelin) 

und GnRH-Antagonisten (Abarelix, Degarelix) zur Verfügung, diese bewirken eine 

Hemmung der Ausschüttung von LH aus der Hypophyse und damit eine Minderung 

der Testosteronproduktion in den Hoden. Weiterhin gibt es steroidale Antiandrogene 

(Cyproteronacetat, Medroxypronacetat) diese haben einen Effekt auf die 

Gonadotropine, woraus ein Absinken des Serum-Testosterons folgt und nicht 

steroidale Antiandrogene, wie Flutamid, Bicalutamid und Nilutamid. (7, 8, 11) Der 

Großteil der Tumore entwickelt sich über die Therapiezeit von einem 

hormonsensitiven zu einem kastrationsresistenten PC (CRPC), welches innerhalb 

von einem Jahr zum Tod führen kann. (17) 

1.3 Enzalutamid 
 

Enzalutamid wurde unter dem Namen MDV3100 von der Firma Medivation entwickelt 

und ab 2009 mit der Firma Astellas weiterentwickelt und vermarktet. (18) Im selben 

Jahr startete auch die Phase III-Studie (AFFIRM), hierbei wurden 1199 Patienten mit 

CRPC und vorrangegangener Docetaxel-Chemotherapie untersucht. 800 Teilnehmer 

wurden einer Enzalutamid Therapie unterzogen, 399 zählten zur Placebogruppe. 

2011 wurde die Studie durch das Data Monitoring Comitee vorzeitig beendet. Es 

zeigte sich anhand verschiedener Kontrollpunkte ein positiver Effekt von 

Enzalutamid, denn Patienten, die mit dem Wirkstoff behandelt wurden, zeigten ein 

4,8 Monate längeres Gesamtüberleben. Der PSA-Wert senkte sich bei über der 

Hälfte der Patienten im Vergleich zum Beginn der Studie und 43% der behandelten 

Patienten berichteten von einer gesteigerten Lebensqualität. (19, 20) Enzalutamid 
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wurde so 2012 in den USA und 2013 in der Europäischen Union zugelassen. (21, 22) 

Indiziert ist es bei chemonaivem, asymptomatischem oder gering symptomatischem 

mCRPC, bei welchem noch keine Indikation für eine Chemotherapie besteht 

(PREVAIL-Studie). (23) Ebenso wird es nach oder während Docetaxel-

Chemotherapie verabreicht (AFFIRM-Studie). Es hemmt die Bindung von DHT an 

den AR und dessen Translokation in den Zellkern. Die Standarddosierung liegt bei 

4x40mg täglich, wobei es zu unerwünschten Arzneimittelwirkungen, wie 

Krampfanfällen, Kopfschmerzen und Hitzewallungen kommen kann. (20) Außerdem 

kann bei Einnahme von Enzalutamid das Wirkspektrum von Schmerzmitteln, 

Betablockern und Antibiotika beeinträchtigt werden. (7, 24) 

Das CRPC zeichnet sich durch seine Resistenz gegenüber der Hormontherapie aus, 

denn die Androgenkonzentration befindet sich unterhalb des Kastrationspiegels, was 

Chemotherapeutika erforderlich macht. Bis 2011 war Docetaxel das einzige effektive 

Zytostatikum bezüglich der Verlängerung der Überlebensdauer. (25) Zusätzlich zu 

Mitoxantron, was zur Schmerzreduktion eingesetzt wurde, war Docetaxel das Mittel 

der Wahl. In den letzten Jahren kam es zu zahlreichen Neuzulassungen für die 

Therapie des mPC, vor allem von hormonablativen Wirkstoffen der zweiten 

Generation, wie Abirateron, Enzalutamid oder dem Alphastrahler Alpharadin und 

dem Taxan Cabazitaxel. Die CHARTED-Studie bewies bei metastasiertem 

hormonnaivem PC 2014, dass zusätzlich zur Hormontherapie eine Docetaxel-

Chemotherapie in 6 Zyklen alle drei Wochen einer ausgedehnten Metastasierung 

Einhalt gebietet. Dieser Therapie ist eine adäquate Organfunktion vorausgesetzt und 

ermöglicht eine Zunahme der Überlebenszeit von ca. 14 Monaten. (26) Die 

hormonablativen Wirkstoffe, wie Abirateron und Enzalutamid wirken auch dann, 

wenn der Tumor trotz niedriger Testosteronwerte weiter proliferiert. Daher werden sie 

weiterhin bei hormonrefraktärem PC eingesetzt, nach den aktuellen S3-Leitlinien 

orientiert sich die Therapiemethodik nachfolgend der Docetaxel-Chemotherapie am 

Status der Metastasen und dem Vorhandensein von Symptomen. (siehe Anhang 

Abbildung A1) (24)  
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1.4 Steroidhormonrezeptoren (AR/ ER) und molekulare Aspekte 
beim PC 
 
Der AR ist als essenzieller Transkriptionsfaktor entscheidend für die Entwicklung der 

männlichen Geschlechtsorgane, der männlichen Verhaltensweisen und des 

Erscheinungsbildes. Für die physiologische Funktionsleistung der Prostata ist der AR 

unerlässlich, beim Menschen ist er auf dem X-Chromosom lokalisiert. (27) Durch die 

Bindung von DHT bzw. Testosteron tritt der AR von seinem inaktiven in den aktiven 

Zustand über. In diesem aktiven Zustand hat er Einfluss auf die Transkription AR-

abhängiger Gene und damit auch auf die Proliferation der Prostata. (28) In inaktiver 

Konformation befindet sich der AR in einem Hitzeschockprotein (HSP)-Komplex aus 

HSP40, HSP70, HSP90α/β und dem HSP70/90-organizing-protein (HOP), dieser 

Proteinkomplex ist im Cytosol lokalisiert und hat einen schützenden und 

stabilisierenden Einfluss auf den AR, da er so vor dem proteolytischen Abbau 

geschützt wird. (29) Der AR ist entscheidend an der Entstehung und Proliferation des 

PC beteiligt, denn mit der Aktivierung, mittels Phosphorylierung, durch ein Steroid 

wird die Dimerisierung mit einem zweiten AR-Protein initiiert. Laut Ischia et. al erfolgt 

die Translokation des AR-Dimers in den Zellkern mit der Hilfe von HSP27. Durch den 

Transport in den Nucleus kann der AR an Androgen-responding-elements (ARE) 

binden und hier mittels Transkription die Expression der AR-abhängigen Gene 

beeinflussen. (30–33) Eines dieser AR-regulierten Gene ist das PSA, daher wird es 

auch bei PC und BPH übermäßig exprimiert und dient als Indikator und 

Therapieparameter. (34) Aufgrund dieses Prozesses wird der Androgenspiegel in der 

PC-Therapie so niedrig wie möglich gehalten, im Falle des CRPC wächst der Tumor 

trotz dieser Therapie. Daher ist die Wirkweise von second-line Therapeutika, wie 

Enzalutamid von Interesse, denn ein Angriffspunkt von Enzalutamid ist die Blockung 

des Steroidrezeptors für DHT oder Testosteron.  

Laut Literatur spricht der mutierte AR auch auf Östregene und Antiandrogene an, 

was die Therapie des PC zusätzlich erschwert. (35) Jedoch zeigen aktuelle Studien, 

dass nicht nur der AR, sondern auch der Östrogenrezeptor (ER) in seinen 

verschieden Isoformen in PC-Zellen exprimiert wird. (36) Nach jetzigen 

Erkenntnissen soll ERα eine onkogene Rolle und ERβ eine eher antiproliferative 

Funktion haben, wobei es mehrere Isoformen von ERβ gibt, die in ihren einzelnen 

Aufgabenbereichen nicht klar definiert sind. (37, 38) Der ER zählt ebenso als 
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Transkriptionsfaktor, welcher die Induktion oder Suppression seiner Zielgene 

moduliert. (39) Die beiden promineneten ER Isoformen α und β haben tendenzielle 

favorisierte Bindungspartner; für ERα: Raloxifen und Östron; für ERβ: Genistein und 

Östriol. Östradiol ist dagegen ein sehr affiner Bindungspartner für beide Isoformen. 

(40) Aufgrund der entscheidenden Rolle des ER in anderen Krebsarten ist eine 

intensivere Betrachtung des ER an der Pathogenese des PC erforderlich. (41) In 

Brustkrebsfallstudien zeigte sich z.B., dass Frauen mit einem positiven mRNA-

Nachweis für ERβ eine bessere Prognose haben, als jene mit einem positiven ERα-

mRNA-Nachweis. (42)  

1.5 Hitzeschockproteine 
 

Hitzeschockproteine (HSP) sind Faktoren, die bei zellulärem Stress von der Zelle 

exprimiert werden. Sie dienen der korrekten Faltung, der Stabilisierung und dem 

Schutz anderer Proteine in der Zelle. Bei nicht mehr funktionsfähigen Proteinen 

beschleunigen HSP den Abbau oder schützen jene davor. HSP werden nach ihrer 

molekularen Masse in kleine HSP (z.B. HSP17, HSP40, HSP60) und größere HSP 

(z.B. HSP70, HSP90α/β, HSP100) unterteilt. Verschiedene HSP haben auch 

verschiedene Funktionen im Zellgeschehen. (43, 44) HSP sind in Tumorzellen 

oftmals überexprimiert, dies liegt an ihrem starken Einfluss auf Proliferation, 

Differenzierung, Zelltod und Metastasierung. Aufgrund ihrer unterschiedlichen 

Funktionen in der Tumorgenese dienen HSP als Tumormarker in verschieden 

Gewebetypen. (45) HSP27 gilt als ein onkogenes HSP, es dient dem Zellschutz und 

der Proliferation der Tumorzellen, daher kann in Folge einer Resistenz gegen 

antiproliferative Maßnahmen die HSP27-Expression zunehmen. (46) Dies sind 

Schutzmechanismen, durch welche Tumorzellen ihre Vitalität und Proliferation 

aufrecht erhalten können. (47, 48) Eine weitere Funktion von HSP27 mit Cytochrom 

C gegen den Zellstress ist die Unterbrechung der Caspase-Aktivierung und damit der 

Apoptose. Im PC nimmt HSP27 eine besondere Rolle für den AR ein, als Hilfsprotein 

für den Transport des AR in den Nucleus ist es in Folge von Hormonablation, 

Chemotherapie oder Radiotherapie oftmals überexprimiert. (46, 49, 50) Außerdem 

erleichtert HSP27 die Funktion des AR bei der Transkription, damit ist es eine 

essenzielle Einflussgröße für das Tumorüberleben. (51) Auch HSP 60 nimmt Einfluss 

auf die Apoptose, eine definitive Aussage über eine pro-oder anti-apoptotische 

Funktion ist nicht endgültig erwiesen. Als Chaperon im Mitochondrium und 
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endoplasmatischen Retikulum hat es Einfluss auf Transport und Faltung 

verschiedener Proteine, die apoptotische Relevanz haben. (52) Im Magen stellte sich 

HSP60 dagegen als signifikanter Indikator für histopathologische Grade des Tumors 

heraus, dies zeigt die Variabilität der Funktionalität gleicher HSP in unterschiedlichen 

Geweben. (53) 

Im Falle des CRPC nehmen HSP90α/β, HSP70, HOP und HSP40 eine besondere 

Position ein. Diese HSP bilden einen Multi-Chaperonkomplex welcher den AR 

schützt und Stabilität und Funktionalität des Rezeptors aufrechterhält. Diese 

Abhängigkeit des AR von HSP, zeigt die Bedeutsamkeit des Therapieansatzes der 

Suppression oder Induktion von HSP, je nach zellulärer Aufgabe. Das HSP90 Dimer 

ist an der Komplexbildung des AR beteiligt, durch ATP-Bindung an der Nukleotid-

Bindungsstelle beteiligt sich HSP90 ATP-abhängig an der Stabilisierung des AR und 

ist auch an der Translokation in den Nukleus beteiligt. (54–56) Speziell im PC 

inhibiert HSP90 auch apoptotische Vorgänge. (57, 58) HSP90 zeigt außerdem eine 

erhöhte Immunreaktivität in Epithel- und Stromazellen, welche mit dem Gleason 

Grading und Metastasen-Staging korrelieren. (59) Auch durch ATP aktivierbar ist 

HSP70, dies ist ebenso an der Aufrechterhaltung des AR-Komplexes beteiligt. Seine 

Relevanz an der PC-Progression ist unklar, es konnte kein Zusammenhang 

zwischen erhöhten HSP70 Proteinspiegeln und einer Prognose bei PC ermittelt 

werden. (60–62) Es zeigte sich aber im Leberkarzinom eine erhöhte Expression von 

HSP70 und auch im Ovarialkarzinom wurde eine Progression des Tumors bei 

erhöhtem HSP70-Spiegel nachgewiesen. (63, 64) 

Für die Funktion von HSP70, als Stabilisator des Steroidhormon-Komplexes, ist 

HSP40 unerlässlich. HSP40 ermöglicht die Hydrolyse von ATP, welche für HSP70 

notwendig ist um an den AR-Komplex binden zu können. Dieser Vorgang der ATP-

Spaltung und Bindung von HSP70 erfolgt im frühen Stadium der Anordnung des 

Multi-Chaperonkomplexes um den AR. (65, 66) Im weiteren Stadium der 

Komplexbildung bilden HSP70 und die HSP90-Dimere eine funktionelle Einheit. Um 

diese Verbindung herstellen zu können benötigt es HSP70/HSP90-organizing-protein 

(HOP). (67, 68) HOP blockiert die ATP-Bindungsstelle von HSP90, welche 

erforderlich ist um mit Proteinen wie p23, CyP40, FKBP51 und FKBP52 Einfluss auf 

die Apoptose oder stressinduzierte Singalkaskaden zu nehmen. Somit ist HOP nicht 

nur Bindeglied zwischen HSP70 und HSP90, sondern auch Aktivator des HSP90-

Dimers. (69, 70) 
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2. Zielsetzung 
 

Enzalutamid ist ein etablierter Bestandteil der Medikation nach Docetaxel-Therapie 

bei CRPC als second-line-Medikament. Die häufige Anwendung von Enzalutamid ist 

durch den hohen Therapieerfolg begründet. Um zu verstehen, wie die Wirkweise von 

Enzalutamid so effektiv sein kann muss man die molekularen Wirkmechanismen des 

Medikamentes untersuchen. Ebenso ob eventuelle Nebenwirkungen existieren, 

welche in dem kurzen Zeitraum wo das Medikament auf dem Markt ist, noch nicht in 

Erfahrung gebracht werden konnten. Wissenschaftliche Feststellungen im Bereich 

der Molekular- und Zellbiologie können Aufschluss über Resistenzen oder ähnliche 

Effekte des Medikaments bringen. Auch andere proliferative Faktoren von PC-Zellen 

können untersucht und auf ihre Relevanz in der CRPC-Therapie geprüft werden.  

In dieser Arbeit wird am Zellmodell AR-positiver LNCaP- und AR-negativer PC-3 

Zellen die Wirkung von Enzalutamid analysiert. Beide Zelllinien spiegeln 

verschiedene Progressionsstadien des CRPC wieder. Nach Inkubationsversuchen 

mit dem Wirkstoff zur Ermittlung der Konzentration des halbmaximalen inhibtorischen 

Effektes werden molekulare Analysen durchgeführt. Für die folgenden Analysen 

werden Faktoren untersucht, die für das Fortschreiten von CRPC relevant sind und 

mögliche Ansatzpunkte des Wirkens von Enzalutamid darstellen. Diese 

Einflussgrößen sind der AR als wichtiger Proliferationsfaktor, der ER als weiterer 

Steroidhormonrezeptor und AR-assoziierte HSP, wie HSP40, HSP70, HSP90α/β und 

HOP. Ebenso wie HSP27, als zytoprotektiver Faktor und HSP60, als eventuell 

apoptotischer Faktor. Die Analyse der Enzalutamid-abhängigen Regulation erfolgt 

mittels Western-Blot. 
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3. Material und Methoden 
 

3.1 Material 
3.1.1 Geräte und Verbrauchsmaterialien 
 

Gerät/Verbrauchsmaterial Hersteller 

15ml Röhrchen  Sarstedt (Nümbrecht) 
50ml Falcon BD  Biosiences (Heidelberg) 
Absaugvorrichtung Integra Vacusafe  Integra Biosciences (Zizers, Schweiz) 
Absaugvorrichtung VACUSIP Integra  Biosciences (Zizers, Schweiz) 
Brutschrank function line  Heraeus Instruments (Hanau) 
CASY Model TT – Cell counter and 
Analyzer  

Roche Diagnostics (Basel, Schweiz) 

ChemiDoc XRS System  Bio-Rad Laboratories (München) 
Elektrophoresesystem Mini-PROTEAN® 
Tetrasystem 

Bio-Rad Laboratories (München) 

Enzalutamid  Astellas Pharma GmbH (München) 
Feinwaage ABS 120-4  KERN & Sohn (Balingen-Frommern) 
Filterpapier  Whatman (Dassel) 
Filterspitzen SafeSeal Tips Professional  VWR (Leuven, Belgien) 
Gewebekulturflasche 75 cm2  Sarstedt (Nümbrecht) 
Glaspasteurpipette  VWR International (Darmstadt) 
Heizblock QBT 1  CLF Laborgeräte (Emersacker) 
Inkubator NuaireTM  US Autoflow NuAire (Plymouth, USA) 
Invertierer  VWR International (Darmstadt) 
Kapillarspitze MultiFlex Round Tip  BioSience (Salt Lake City, USA) 
Magnetrührer IKA RH basic 2  VWR International (Darmstadt) 
Mikroskop IT400+  VWR International (Darmstadt) 
Mikrozentrifuge-Rotilabo® Carl Roth (Karlsruhe) 
Magermilchpulver Sucofin® (Zeven) 
Miniwippe-Schüttler MR1 BioSan (Riga, Lettland) 
Nitrilhandschuhe Micro-Touch® Nitra-
Tex®  

Ansell Healthcare (Brüssel, Belgien) 

Nitrozellulose-Membran PROTEAN®  Whatman (Dassel) 
PCR-96-Well TW-MT-Platte weiß Biozym (Wien, Osterreich) 
pH-Meter FiveEasyTM FE20  Mettler-Toledo     

(Schwerzenbach, Schweiz) 
Pipettensatz, 0,5-1000 μl  Biohit, Proline (Göttingen) 
Pipettensatz, 0,5-1000 µl Eppendorf (Hamburg) 
Pipettenspitzen  Sarstedt (Nümbrecht)  
Reagiergefäß 1,5ml  Sarstedt (Nümbrecht) 
Reagiergefäß 2ml, SafeSeal  Sarstedt (Nümbrecht) 
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Reagiergefäß 0,5ml  Sarstedt (Nümbrecht) 
Pipettierhilfe peqMATE Peqlab (Erlangen) 

Pipetus, Hirschmann Laborgeräte, 
(Eberstadt) 

PowerPackTM Basic Power Supply  Bio-Rad Laboratories (München) 
Rollmischer RS-TR 5  Phoenix Instruments (Garbsen) 
Schutzhandschuhe Sterling Nitrile 
KC300  

Kimberly-Clark (Roswell, USA) 

SDS-PAGE Zubehör Mini-PROTEAN® 
System  

Bio-Rad Laboratories (München) 

Serologische Pipette 1ml, 2ml, 5ml, 
10ml, 25ml  

Sarstedt (Nümbrecht) 

Sterilbank HERA safe  Heraeus Instruments (Hanau) 
Sterilbank safe 2020 Thermo Fischer Scientific 

(Massachusetts, USA) 
Trans-Blot® SD semi-dry transfer cell  Bio-Rad Laboratories (München) 
Tecan readers with i-control microplate 
reader software / infinite M200 Pro  

Tecan Group Ltd, Männedorf (Schweiz) 

Überkopfschüttler Multi Bio RS-24  BioSan (Riga, Lettland) 
Ultraschallgerät Transsonic 460/H  Elma (Singen) 
Vortex Mixer peqTWIST  Peqlab (Erlangen) 
Vortex Mixer RS-VA10 Phoenix Instrument (Garbsen) 
Waage EMB 2000-2  KERN & Sohn (Balingen-Frommern) 
Wasserbad W14  Grant Instruments (Cambridge, 

Großbritannien) 
Wippschüttler UNITWIST-RT  Armin Baack (Schwerin) 
Zellkulturplatte CELL + 6 well  Sarstedt (Nümbrecht) 
Zellkulturplatte CELL + 24 well  Sarstedt (Nümbrecht) 
Zentrifuge Centrifuge 5417R  Eppendorf (Hamburg) 
Zentrifuge Centrifuge 5810 Eppendorf (Hamburg) 
Zentrifuge Mikro 120  Hettich Lab Technology (Tuttlingen) 
  
 

3.1.2 Chemikalien und kommerzielle Lösungen 
 

Chemikalie Hersteller 

1,4-Dithiothreitol  Carl Roth (Karlsruhe) 
1-Bromo-3-Chloropropan  Sigma-Aldrich (Steinheim) 
2-Mercaptoethanol  Carl Roth (Karlsruhe) 
Albumin Fraktion V (BSA)  Carl Roth (Karlsruhe) 
Ammoniumpersulfat  Carl Roth (Karlsruhe) 
Bromphenolblau  Feinchemie K.-H. Kallies KG (Sebnitz) 
Calciumchlorid  Merck (Darmstadt) 
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Complete™ Mini, EDTA-frei  Roche Diagnostics (Mannheim) 
Coomassie® Brilliant Blue G 250  Fluka (Buchs, Schweiz) 
D(+)-Saccharose  Carl Roth (Karlsruhe) 
Dikaliumhydrogenphosphat (K2HPO4)  Carl Roth (Karlsruhe) 
Desoxycholsäure Natriumsalz  Carl Roth (Karlsruhe) 
Dimethylsulfoxid (DMSO)  Carl Roth (Karlsruhe) 
EDTA Dinatriumsalz Dihydrat  Carl Roth (Karlsruhe) 
Essigäure  Carl Roth (Karlsruhe) 
Ethanol  Carl Roth (Karlsruhe) 
Glycerol  Carl Roth (Karlsruhe) 
Glycerol-2-Phosphat  Sigma-Aldrich (Steinheim) 
Glycin  Carl Roth (Karlsruhe) 
Guanidinhydrochlorid  AppliChem (Darmstadt) 
Harnstoff  Carl Roth (Karlsruhe) 
Isopropanol  Carl Roth (Karlsruhe) 
Kaliumacetat  Carl Roth (Karlsruhe) 
Luminol Natriumsalz  Sigma-Aldrich (Steinheim) 
Methanol  Carl Roth (Karlsruhe) 
Natriumacid  Merck (Darmstadt) 
Natriumchlorid (NaCl)  Carl Roth (Karlsruhe) 
Natriumfluorid (NaF)  Sigma-Aldrich (Steinheim) 
Natriumvanadat (Na3VO4)  Sigma-Aldrich (Steinheim) 
ortho-Phosphorsäure (H3PO4)  Carl Roth (Karlsruhe) 
Parafilm M® Bemis (Wisconsin, USA) 
para-Hydroxycoumarinsäure  Sigma-Aldrich (Steinheim) 
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)  Sigma-Aldrich (Steinheim) 
Poly-L-Lysin  Sigma-Aldrich (Steinheim) 
Ponceau-S  Carl Roth (Karlsruhe) 
Sodiumdodecylsulfat (SDS)  SERVA Electrophoresis (Heidelberg) 
N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin 
(TEMED) 

Carl Roth (Karlsruhe) 

Thioharnstoff  Merck (Darmstadt) 
Trichloressigsäure  Carl Roth (Karlsruhe) 
Triton® X-100  Ferak (Berlin) 
Tris(hydroxymethyl)aminomethan (Tris)  Carl Roth (Karlsruhe) 
Trypsin, Sequencing Grade  Promega (Madison, USA) 
Tween® 20  Sigma-Aldrich (Steinheim) 
Wasserstoffperoxid (H2O2)  Carl Roth (Karlsruhe) 
  
kommerzielle Lösung Hersteller 

10x Rotiblock-Konzentrat  Carl Roth (Karlsruhe) 
Page Ruler Prestained Protein Ladder  Fermentas (St. Leon-Rot) 
Rotiphorese Gel 30(37,5:1)  Carl Roth, Karlsruhe 
SuperSignal™ West Dura  Thermo Scientific (Rockford, USA) 
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3.1.3 Puffer und Lösungen 

 

Puffer/Lösung Herstellung 

10% SDS 10% w/v SDS-Pellets 
10x Laufpufferstocklösung  192 mM Glycin; 24,8 mM Tris; pH 8,3 
1x SDS-Laufpuffer  10% v/v 10x Laufpuffer; 0,1% v/v 10% 

SDS 
10x DPBS  1,37 M NaCl; 26,8 mM KCl; 101,1 mM 

Na2HPO4 x 2 H2O; 17,6 mM KH2PO4; pH 
7,4 

1x Roti Blockierlösung  10% v/v 10x Rotiblock-Konzentrat 
10x TBS  0,2 M Tris; 1,5 M NaCl; pH 7,6 
1x TBS-T  10% v/v 10x TBS; 0,1% v/v Tween 20 
5x Proteinladepuffer 156 mM Tris, pH 6,8; 25% v/v Glycerol; 

5% v/v SDS; 12,5% v/v ß-
Mercaptoethanol; 0,2% w/v 
Bromphenolblau 

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

Bradford-Reagenz 10% w/v Coomassie® Brilliant Blue G 
250; 5% v/v Ethanol; 8,5% v/v H3PO4 

BSA-Standard in 2D-Lysepuffer 100% w/v BSA in 2D-
Lysepuffer 

BSA-Standard in A.bidest 100% w/v BSA in A.bidest 
CASY ton 154 mM NaCl; 0,1 mM EDTA; in A.bidest 
ECL-Lösung A 25% w/v Luminol Natriumsalz; in 0,1 M 

Tris; pH 8,6 
ECL-Lösung B  110% w/v para-Hydroxycoumarinsäure 

in DMSO 
Elutionspuffer 200 mM Glycin; 0,2% w/v SDS; 0,1% v/v 

Tween 20; in 100 mM Tris-HCl; pH 6,8 
Home-Made Solution 90,99% v/v ECL-Lösung A, 0,027% v/v 

30% H2O2, 9,088% v/V ECL-Lösung B 
Milch-Block 5 ml 1xTBST; 5g Magermilchpulver 
Poly-L-Lysin Solution 0,01% w/v Poly-L-Lysin in sterilem 

Wasser 
Ponceau-S 0,2% w/v Ponceau S; 3% v/v 

Trichloressigsäure 
RIPA-Lysepuffer-Gebrauchslösung  67% v/v Lysepuffer-Stammlösung; 1 mM 

Na3VO4; 20 mM NaF; 20 mM Glycerol-2-
Phosphat; 0,1 mM PMSF; 20% w/v 
CompleteTM Mini EDTA-frei 

RIPA-Lysepuffer-Stammlösung 50 mM Tris (pH 7,5); 5 mM EDTA (pH 
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8,0); 150 mM NaCl; 10 mM K2HPO4; 
10% v/v Glycerol; 1% v/v Triton X-100; 
0,05% v/v SDS 

Sammelgelpuffer  0,5 M Tris, pH 6,8 
Transferpuffer 20% v/v Methanol; 10% v/v 10x 

Laufpufferstocklösung 
Trenngelpuffer 1,5 M Tris, pH 8,8 
  
 

3.1.4 Antikörper 
 

Primärantikörper Gebrauchsverdünnung Hersteller 

Anti-AR-XP™ rabbit  1:10000 Cell Signaling Technology, 
Inc. (Danvers, USA) 

Anti-ERα rabbit 1:5000 Cell Signaling Technology, 
Inc. (Danvers, USA) 

Anti-ERβ1 mouse 1:1000 Abcam plc. (Cambridge, 
UK) 

Anti-ERβ2 rabbit 1:3000 Biorbyt Ltd. (Cambridge, 
UK) 

Anti-GAPDH rabbit  1:10000 Cell Signaling Technology, 
Inc. (Danvers, USA) 

Anti-HOP rabbit  1:1000 Cell Signaling Technology, 
Inc. (Danvers, USA) 

Anti-HSP27 mouse  1:5000 Cell Signaling Technology, 
Inc. (Danvers, USA) 

Anti-HSP40 rabbit  1:3000 Cell Signaling Technology, 
Inc. (Danvers, USA) 

Anti-HSP60 rabbit  1:15000 Cell Signaling Technology, 
Inc. (Danvers, USA) 

Anti-HSP70 rat  1:3000 Cell Signaling Technology, 
Inc. (Danvers, USA) 

Anti-HSP90α rabbit  1:5000 Cell Signaling Technology, 
Inc. (Danvers, USA) 

Anti-HSP90β rabbit  1:3000 Cell Signaling Technology, 
Inc. (Danvers, USA) 

   
Sekundärer Antikörper Gebrauchsverdünnung Hersteller 

Anti-rabbit IgG, HRP-
linked Antibody 

1:5000 Cell Signaling Technology, 
Inc. (Danvers, USA) 

Anti-mouse IgG, HRP-
linked Antibody 

1:5000 Cell Signaling Technology, 
Inc. (Danvers, USA) 
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Anti-rat IgG, HRP-linked 
Antibody 

1:5000 Cell Signaling Technology, 
Inc. (Danvers, USA) 

   
 

3.1.5 Zelllinien 
 

Zelllinie Hersteller 

LNCaP  American Type Culture Collection 
(Manassas, USA) 

PC-3 American Type Culture Collection 
(Manassas, USA) 

  
 

3.1.6 Zellkultur: Medien und Zusätze  
 

Produkt Hersteller/ Herstellung 

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

PAN Biotech (Aidenbach 

2x Trypsin  20% v/v 10x Trypsin-EDTA in DPBS 
DPBS  PAN Biotech (Aidenbach) 
Einfriermedium 70% v/v RPMI 1640 mit Phenolrot 

20% v/v FCS 
10% v/v DMSO 

Fetales Rinderserum (FCS)  Invitrogen (Darmstadt) 
Penicillin/Streptomycin  
10000 U/ml Penicillin 
10 mg/ml Streptomycin 

PAN Biotech (Aidenbach) 

Pyruvat  PAN Biotech (Aidenbach) 
Medium RPMI 1640 mit Phenolrot  PAN Biotech (Aidenbach) 
Vollmedium (RPMI+/+/+) RPMI 1640 mit Phenolrot 

1% Penicillin/Streptomycin 
1% Pyruvat 
10% FCS (hitzeinaktiviert) 
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3.2 Zellbiologische Methoden 

3.2.1 Lagerung und Entnahme der Zellen 
 
Die für diese Arbeit verwendeten Zelllinien LNCaP und PC-3 Zellen wurden bei -140 

°C eingefroren, dabei wurden 3x106 Zellen in niedriger Passage pro Kryokultur in 

Isopropanol gelagert. Um die Zellen zu konservieren, wurden diese mittels Trypsin 

vorbehandelt und aus der T75 Zellkulturflasche gelöst. Die Zellsuspension wurde in 

Vollmedium resuspendiert und anschließend bei 1000 U/min für 5 min zentrifugiert. 

Nach dem Zentrifugieren wurde der Zellüberstand verworfen und das Pellet mit 3 ml 

Einfriermedium erneut resuspendiert. Anhand des CASY TT Cell Counters konnte 

dann die Zellzahl bestimmt und die Zellen auf die Kryo-Röhrchen verteilt werden. 

Das Auftauen der Zellen erfolgte langsam bei 37 °C. Mit 3 ml Vollmedium wurden die 

Zellen wieder resuspendiert, anschließend erfolgte eine erneute Zentrifugation bei 

1000 U/min für 5 min. Der entstehende Zellüberstand wurde verworfen und das 

Zellpellet mit 3 ml Vollmedium versetzt. Diese 3 ml wurden resuspendiert und zur 

weiteren Verwendung 17 ml Vollmedium zugeführt. Die Zellsuspension wurde bei 37 

°C, 5% CO2 und gesättigter Luftfeuchtigkeit in einer T75 Zellkulturflasche gelagert 

und lichtmikroskopisch auf Konfluenz kontrolliert. Bei 80 %iger Konfluenz erfolgte die 

Passagierung mit frischem Medium und die Einbringung in den Versuchsablauf. 

 

3.2.2 Passagieren der Zellen 
 
Das Passagieren der Zellen erfolgte zweimal wöchentlich, dabei wurde vorerst die 

Konfluenz in der T75 Zellkulturflasche lichtmikroskopisch beurteilt. Bei 80 – 90 %iger 

Konfluenz der Zellen wurde das Zellkulturmedium abgesaugt. Nach dem Waschen 

mit 10 ml DPBS, um nicht anhaftende Zellreste zu entfernen, wurde 1 ml 2xTrypsin 

zugegeben. Die Zellen inkubierten 3 Minuten bei 37°C in 2xTrypsin, nach Inkubation 

erfolgte das Ablösen der Zellen vom Flaschenboden, mittels Medium konnten 

Zellreste von der Flasche gelöst und der Zellsuspension zugeführt werden. Bei 

androgensensitiven LNCaP Zellen wurde diese Zellsuspension für 5 Minuten bei 

1000 U/min zentrifugiert, der Zellüberstand wurde abgesaugt und das Pellet 

anschließend, nach dem entsprechendem Umsetzungsverhältnis, mit neuem 

Medium versetzt. Von der entsprechenden Zellsuspension wurde 1 ml in eine neue 

T75 Zellkulturflasche überführt, in welcher bereits 19 ml Zellkulturmedium vorgelegt 
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waren. Bei PC-3 Zellen erfolgte das gleiche Verfahren aber ohne Zentrifugation, 

diese Zellen wurden im Verhältnis 1:4 bis 1:10 umgesetzt, für LNCaP Zellen lag das 

Verhältnis bei 1:3 bis 1:6. Für die Versuche wurden die Passagen 6 bis 30 

verwendet. 

 

3.2.3 Aussaat/ Ernte der Zellkinetiken und Zellzahlbestimmung mittels CASY 
TT Cell Counter 
 
Für verschiedene Zellversuche wurden unterschiedliche Zellkulturgefäße verwendet, 

dabei wurden für Zellkinetiken 24-Well-Platten verwendet, welche mit Poly-L-Lysin 

Solution beschichtet waren. Im Falle von LNCaP wurden 10000 Zellen und bei PC-3 

5000 Zellen am ersten Tag in je ein Well ausgesät. Die Ernte erfolgte alle 24h, dabei 

wurden die Zellen mit 500 µl 2xTrypsin für 3 Minuten bei 37 °C inkubiert. Nach 

Inkubation wurden diese 500µl in ein Eppendorf Reagiergefäß überführt, es erfolgte 

danach ein zweimaliges Waschen mit jeweils 500µl DPBS, welche ebenfalls dem 

Reagiergefäß zugeführt wurden, jeder Schritt enthielt fünfmaliges Resuspendieren. 

Von der entstandenen Zellsuspension, 1,5ml, wurden 100µl in 10ml CASYton gelöst 

und 10mal resuspendiert, vor der Zellzählung wurde das jeweilige CASY Cup dann 

10mal invertiert. Die Zellzählung durch den CASY TT Cell Counter bezieht sich auf 

vitale Zellen, dabei wurde das Gerät auf die jeweiligen Zelllinien geeicht. Die 

ausreichende Resuspension erzielte die Vereinzelung der Zellen, um vitale von toten 

Zellen zu unterscheiden. Es erfolgten durch das Gerät drei Messungen von welchen 

der Mittelwert bestimmt wurde, dieser wurde aufgrund des Suspensionsverhältnisses 

mit dem Faktor 1,5 multipliziert. 

 

3.2.4 Behandlung mit Enzalutamid 
 
24h nach der Aussaat der Zellsuspension in die jeweiligen beschichteten 24-Well 

oder 6-Well-Platten wird ein Mediumswechsel durchgeführt. Das Medium ist mit 

DMSO oder Enzalutamid versetzt und wird, den bis dahin an das Zellkulturgefäß 

angehafteten Zellen, zugeführt. Enzalutamid wurde dabei in DMSO, als 

Lösungsmittel, gelöst und für die verschiedenen Versuche weiterverdünnt. Die Ernte 

erfolgte alle 24h, die 24-Well Kinetiken wurden mit einer Inkubationsdauer von bis zu 

144h untersucht. Die verwendete Wirkstoffkonzentration lag bei den LNCaP Zellen 
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bei 10µM und für PC-3 Zellen bei 30µM, je nach Zelllinie wurde auch die DMSO-

Konzentration danach angepasst. Anhand der Zellzählung konnte dann mittels Excel 

eine statistische Auswertung und ein sigmoidaler Kurvenverlauf beobachtet werden. 

Es wurde also eine ausreichende Zellzahl für das Zellkulturgefäß ausgewählt, die 

nicht zu groß war, dass es aufgrund von eventuellem Nährstoffverlust oder 

Platzmangel zu Wachstumsverlusten kam. 

 

3.3 Proteinbiochemische Methoden 
 

3.3.1 Protein-Isolierung 
 
Für das Verfahren der Proteinisolierung wurden 6-Well-Platten als Zellkulturgefäße 

verwendet. Pro Well wurden für PC-3 150000 Zellen und für LNCaP 300000 Zellen 

ausgesät. Nach 24h erfolgte die Zugabe von Enzalutamid oder DMSO-

Lösungsmittel, worin die Zellen über 72h inkubierten. Die Ernte erfolgte jeweils nach 

24h, nach Absaugen des Mediums lösten die PC-Zellen sich mittels 500 µl 2xTrypsin 

vom Boden. Nach zweimaligem Waschen mit 500 µl DPBS und Überführung in 

Eppendorf Reagiergefäße, wurde die Zellsuspension bei 5000 U/min für fünf Minuten 

zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen und das Zellpellet mit 30-50µl RIPA-

Lysepuffer, je nach Pelletgröße und Zelllinie, resuspendiert. Das Zelllysat wurde 

anschließend mit 20 Ultraschallstößen bei 0,5 Cycle und einer Amplitude von 55% 

behandelt und dann bei -20 °C aufbewahrt. 

 

3.3.2 Proteinbestimmung nach Bradford 
 

Die Proteinbestimmung für das jeweilige Lysat dient der Standardisierung, um im 

Western Blot eine Vergleichbarkeit der Proteinmengen zu gewährleisten. 

Voraussetzung der Proteinkonzentrationsbestimmung ist die Bindung des 

Farbstoffes Coomassie Brilliant blue G250 an verschiedene Aminosäurereste der 

Proteine, dadurch erfolgt eine Änderung des Absorptionsmaximums von 470 nm auf 

595 nm. Zur Proteinkonzentrationsbestimmung der Proben wurde immer eine 

Doppelbestimmung mit 2 µl Lysat, 18 µl zweifach destilliertes Wasser und 300 µl 

Bradford Reagenz in je ein Well der verwendeten 96-Well-Mikrotiterplatte pipettiert 

und davon der Mittelwert bestimmt.  
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Als Referenz wurde eine Eichreihe durch Verdünnung eines definierten BSA-

Standards hergestellt. Zur Erstellung der Standardgeraden wurde das BSA mit dem 

zweifach destillierten Wasser anteilig zu je 300 µl Bradford Reagenz pipettiert. 

(Tabelle 3) Nach einer 15 minütigen Inkubation im Dunkeln wurde die Extinktion bei 

595nm durch den Tecan reader ausgelesen, dabei wurde die Referenzwellenlänge 

auf 360nm festgelegt. Nach der Messung konnten die Ergebnisse der Proben und 

der Eichgerade durch die entsprechende Software (i-controll microplate reader) in ein 

Verhältnis gesetzt werden. 

 

Tabelle 3: Pipettierschema zur Bradford Proteinkonzentrationsbestimmung 

µg BSA BSA (0,2µg/µl) in 
H2O gelöst (µl) 

Aqua bidest.  
(µl) 

Bradford Reagenz 
(µl) 

0 0 20 300 

0,4 2 18 300 

0,8 4 16 300 

1,2 6 14 300 

1,6 8 12 300 

2,0 10 10 300 

2,4 12 8 300 

2,8 14 6 300 

3,6 18 2 300 

 

3.3.3 Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) 
 
Für die SDS-PAGE wird ein Gelsystem aus einem 5% Sammelgel und einem 10% 

Trenngel verwendet. Zur Herstellung dieser Gele wurde eine Apparatur der Bio-Rad 

Gel Sytems verwendet, hierbei wurden vorerst die Gele nach Pipettierschema 

angefertigt (siehe Tabelle 4), anschließend wurde erst das Trenngel zwischen zwei 

Glasplatten mit einem dazwischen liegenden Abstandshalter einpipettiert. Direkt 

danach wurde, um den Einschluss von Luftblasen und ungerade Gelformen zu 

vermeiden, Aqua bidest. auf das Trenngel gegeben. Nach Polymerisation des 

Trenngels, war es mittels Filterpapier möglich das Wasser vom ausgehärteten 

Trenngel zu entfernen und das angefertigte Sammelgel über dem Trenngel zu 

verteilen. Um eine Taschenbildung für die Zugabe der Proben zu ermöglichen, wurde 
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ein Kamm mit zehn Taschen in das Sammelgel vor der Polymerisation eingefügt. 

Nach der Herstellung wurde das Polyacrylamidgel direkt verwendet oder in feuchtem 

Zellstoff bei 4 °C gelagert. Zur Gelelektrophorese wurden die Glasplatten, in welchen 

sich die Gele befinden, in Elektrophorese-Systeme eingespannt und mit kaltem 1x 

Laufpuffer in beide Kammern befüllt. Die SDS-PAGE macht es möglich die Proteine 

nach ihrem Gewicht und ihrer Ladung aufzutrennen. Das Polyacrylamid-Gel besitzt 

eine porenartige Struktur, daher können kleinere Proteine schneller durch das Gel 

wandern und sind dementsprechend im unteren Bereich nachweisbar. (71) Durch 

Sodiumdodecylsulfat (SDS), welches im Ladepuffer enthalten ist, erhalten alle 

Proteine eine negative Ladung aufgrund von Wechselwirkungen mit 

Aminosäureketten. Damit wird der mögliche Einfluss von Protein-Eigenladung bei 

dem Lauf durch das Gel verhindert und die Proteine wandern in Richtung Anode der 

Gelapparatur.  

Vor der Zugabe der Proben in die jeweiligen Taschen, werden diese mit 5x 

Ladepuffer versetzt, dieser enthält β-Mercaptoethanol, dann für fünf Minuten bei 95 

°C denaturiert, anschließend kurz abzentrifugiert und auf Eis abgekühlt.  All diese 

Maßnahmen dienen der zusätzlichen Auftrennung des Proteins. Eine Tasche wurde 

dann mit 4 µl Größenstandard (Page-Ruler) und 16 µl 1x Ladepuffer aufgefüllt. Die 

anderen Taschen wurden mit 20-25 µl der jeweiligen Probe bestückt und freie 

Taschen ebenfalls mit 20-25 µl 1x Ladepuffer. Mit diesem Modell konnte das beste 

Laufverhalten der Proteine im Gel erzielt werden. Nachdem alle Taschen befüllt 

waren lief die Probe für 15 Minuten bei 80 V in das Sammelgel, anschließend 

erfolgte die Auftrennung bei 130 V für 100 Minuten im Trenngel bis das Gelende 

erreicht war.  

 

Tabelle 4: Pipettierschema für ein SDS-Gel 

 5% Sammelgel 10% Trenngel 
Aqua bidest. 2,1 ml 2,4 ml 

Sammelgelpuffer 0,375 ml - 

Trenngelpuffer - 1,5 ml 

30% Acrylamid 0,5 ml 2 ml 

10% SDS 30 µl 60 µl 

10% APS 30 µl 60 µl 

TEMED 3 µl 6 µl 
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3.3.4 Western Blot 
 

Beim Western Blotting werden die aufgeschlüsselten Proteine auf eine 

Nitrozellulosemembran übertragen. Dafür werden Nitrozellulosemembran, 

Filterpapiere und Polyacrylamidgel in Transferpuffer überführt. Anschließend wurden 

diese Bestandteile auf einer Glasscheibe in folgender Reihenfolge übereinander 

platziert: vier Filterpapiere, eine Nitrozellulosemembran, das Polyacrylamidgel und 

wieder vier Filterpapiere. Mit einem Falcon-Röhrchen wurden dann Luftblasen 

zwischen den einzelnen Schichten herausgerollt. Mit 0,06 A wurde nachfolgend der 

Blot über eine Stunde, im sogenannten Semi-Dry-Verfahren durchgeführt. Nach 60 

Minuten konnte direkt eine Übertragung des Größenmarkers festgestellt werden, 

zum Nachweis der Proteinspuren wurden die Nitrozellulosemembranen für 2-3 

Minuten in einer Blotschale in einer roten Ponceau-S-Färbelösung geschüttelt. 

Mittels hydrophober Wechselwirkungen können die Proteine an die 

Nitrozellulosemembran binden, daher konnte das Polyacrylamidgel und die 

Filterpapiere verworfen werden. Nach dem der Proteintransfer durch die Färbung 

nachgewiesen wurde, konnte die Membran zweimal mit Aqua bidest. gewaschen und 

zur letztlichen Entfärbung mit 1xTBST gewaschen werden. Um eine ausreichende 

Blockierung zu gewährleisten, wurde die Membran für eine Stunde in einem 

Milchblock aus 0,5 g Magermilchpulver und 5 ml 1xTBST bei 4 °C auf einem 

Rollmischer invertiert. Anschließend erfolgte ein kurzes Waschen mit 1xTBST und 

die Inkubation mit dem jeweiligen primären Antikörper in der jeweiligen Verdünnung 

in Antikörperlösung. Diese Inkubation erfolgte über Nacht bei 4 °C am nächsten Tag 

wurde die Membran dreimal für fünf Minuten in 1xTBST gewaschen, somit war der 

primäre Antikörper abgenommen. Der primäre Antikörper bleibt jedoch aufgrund der 

Antigen-Antikörperreaktion an die jeweilige Region auf der Nitrozellulosemembran 

gebunden, entsprechend dem nachzuweisenden Protein. Je nach dem welcher 

sekundäre Antikörper benötigt wurde, erfolgte eine 1:5000 Verdünnung für mouse, 

rabbit oder rat in 500 µl 1xRoti-Block und 4,5 ml destilliertem Wasser. Die Membran 

inkubierte eine Stunde in dieser sekundären Antikörperlösung, welche danach 

verworfen wurde. Es folgte ein nochmaliges Waschen in 1xTBST dreimal für fünf 

Minuten. Im Falle des Nachweises von ERβ1 und ERβ2 wurde vor Inkubation mit 

dem sekundären Antikörper eine nochmalige Blockierung mittels Milch-Block für 30-

45 Minuten durchgeführt. Ziel dieser zusätzlichen Blockierung war ein klares und 

genaues Signal bei der Detektion der Proteinbanden. Für die Detektion wurde die 
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kommerzielle Detektionslösung SuperSignal™ West Dura verwendet, welche sich 

aus Solution A und Solution B zusammensetzt. Die Inkubationszeit mit dieser Lösung 

betrug je nach nachzuweisendem Antikörper 3-5 Minuten, es wurden von jedem der 

beiden Teilkomponenten zwischen 100-300 µl kombiniert und auf die Membran 

aufgetragen. Der enzymgebundene Sekundärantikörper, welcher mit seiner Fab-

Region an die Fc-Region des primären Antikörpers gebunden hat, kann nun durch 

eine biochemische Reaktion der Detektionslösung nachgewiesen werden. (71) Bei 

dieser Reaktion erfolgt eine Oxidation des Luminols, welches in Solution B ist und 

somit kann ein Signal mittels Chemilumineszenz detektiert werden. Diese Reaktion 

wird durch Peroxidase ausgelöst, welche sich am sekundären Antikörper befindet. 

Nach der Zugabe der Detektionslösung, Solution A, erfolgt die Detektion über 

Densitometrie. Mittels ChemiDoc XRS+ wurde Signalnachweis und Dokumentation 

der einzelnen Antikörper ermöglicht, die Quantifizierung erfolgte durch die 

dazugehörige Software Image Lab™ Software Version 3.0. Vor einer erneuten 

Verwendung der Nitrozellulosemembran für Antikörpernachweise, wurde diese 

einmal kurz in 1xTBST gewaschen und für eine Stunde erneut im Milch-Block 

blockiert. Nach dieser Blockierung erfolgte ein erneutes Waschen in 1xTBST und die 

Zugabe des nächsten primären Antikörpers. Bei allen Nitrozellulosemembranen 

wurde abschließend Glycerinaldehyd-3-Phosphatdehydrogenase (GAPDH) in seiner 

Proteinexpression detektiert. Dieses House-Keeping-Protein galt als Referenz und 

Landungskontrolle aller durchgeführten Western Blots, es wurden nie mehr als drei 

verschiedene Proteine auf einer Membran detektiert.  

 

3.4 Statistische Auswertung 
 

Die statistische Auswertung und Analyse der Daten erfolgte mittels Microsoft Excel 

2010, ebenso die Erstellung der Diagramme. Alle Daten verstehen sich als 

Mittelwerte ± Standardabweichung (SD), diese Mittelwerte wurden auf die jeweilige 

Kontrolle normiert und nach mindestens drei unabhängigen Versuchen pro 

Experiment ausgewertet. Der statistischen Auswertung diente der studentische T-

Test, wobei die Signifikanzen wie folgt festgelegt wurden: p≤0,05 (*), p≤0,01 (**), 

p≤0,001 (***). 

 



Ergebnisse 

25 

4. Ergebnisse 
 

4.1 Halbmaximaler inhibitorischer Effekt von Enzalutamid auf PC-
Zellen 
Die IC50 beschreibt in der Pharmakologie den halbmaximalen Effekt eines Wirkstoffs 

und damit die Wirkstärke. (72) Entsprechend der Wirkung ergibt sich das 

halbmaximale Wachstum der Zellen, wobei das Wachstum behandelter und nicht 

behandelter Zellen verglichen wird.  

Für LNCaP Zellen zeigte sich ab 72h Inkubation mit einer Enzalutamid-Konzentration 

von 10µM ein statistisch signifikanter Unterschied (p£0,001) zu den mit DMSO-

Lösungsmittel behandelten Zellen, welche als Kontrolle dienten (Abb. 3A). Eine 

antiproliferative Wirkung von 10µM Enzalutamid auf AR-positive LNCaP Zellen war 

aufgrund der anatgonistischen Wirkung am AR zu erwarten. 

AR-negative PC-3 Zellen zeigten ebenfalls von 72h bis 144h eine signifikante 

Wachstumshemmung, hier ergab sich eine etwas höhere IC50 von 30µM (Abb. 3B). 

Dieses Ergebnis weist auf eine AR-unabhängige Wirkweise von Enzalutamid hin. 

Abbildung 3: Wachstumskinetik von LNCaP und PC-3 Zellen unter 
Enzalutamid 
Inhibition von LNCaP (A) und PC-3 (B) Zellen in Anwesenheit von 10µM (LNCaP) und 
30µM (PC-3) Enzalutamid. Inkubationen mit dem Lösungsmittel DMSO dienten als 
Kontrolle. Die Zellzahlen wurden über einen Zeitraum von 144h bestimmt. Die Ergebnisse 
stammen aus mindestens sechs unabhängigen Experimenten und wurden als Mittelwert 
±SD der absoluten Zellzahl dargestellt. Alle Experimente wurden mit dem Student’s t-Test 
statistisch ausgewertet mit p≤0,05 (*), p≤0,01 (**) und p≤0,001 (***). 
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4.2 Proteinanalyse der Expression AR-assoziierter 
Hitzeschockproteine 
Die Hitzeschockproteine HSP70 und HSP90 liegen in PC-Zellen in einem Komplex 

mit dem AR vor. Dieser Proteinkomplex ist verantwortlich für AR-Turnover und 

Aktivität, somit wird der vorzeitige Abbau des AR im Zytosol verhindert. (33) An dem 

Proteinkomplex aus HSP70 und HSP90α/β sind zudem die Co-Chaperone HSP40 

und HOP gebunden. (73) Durch die Bindung von Steroidhormonen, wie Testosteron 

oder DHT, wird der AR aus dem Komplex herausgelöst und dimerisiert. Es folgt die 

Translokation in den Nukleus, wo AR als Transkriptionsfaktor, über 

Zinkfingerelemente an die DNA bindet und an Androgen-responding-elements wirkt. 

(74, 75) Nachfolgend werden die Proteinanalysen der AR-assoziierten 

Hitzeschockproteine HSP70, HSP90α und HSP90β in Anwesenheit von Enzalutamid 

über einen Zeitraum von 72h dargestellt. 
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Hitzeschockprotein HSP70 
In AR-positiven LNCaP Zellen zeigte sich kein großer Effekt, bis auf eine geringe 

aber signifikante Induktion der HSP70-Expression nach 72h Behandlung mit 

Enzalutamid zur DMSO-Kontrolle (72h: 1,19 ±0,11, p=0,0381) (Abb. 4A+B). In den 

AR-negativen PC-3 Zellen zeigte sich ebenfalls keine signifikante Beeinflussung 

durch Enzalutamid (Abb. 4C+D). 

 

 
 
 
 
 
 

Abbildung 4: Western Blot Analysen von HSP70 in LNCaP und PC-3 Zellen 
unter Enzalutamid 
LNCaP Zellen (A+B) und PC-3 Zellen (C+D) inkubiert mit 10µM (LNCaP) und 30µM (PC-3) 
Enzalutamid über 72h. Western Blot Analyse (A+C) und Quantifizierung (B+D) von 
mindestens drei unabhängigen Experimenten. Dargestellt sind Mittelwert ±SD der relativen 
Expression, normiert auf die Kontrolle DMSO=1,0. Alle Experimente wurden mit dem 
Student’s t-Test statistisch ausgewertet mit p≤0,05 (*), p≤0,01 (**) und p≤0,001 (***). 
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Hitzeschockprotein HSP90α 
Hitzeschockproteine beeinflussen Proliferation, Motilität und Apoptose der Zelle. In 

der Tumortherapie spielen sie daher eine herausragende Rolle, insbesondere 

HSP90 hat hierbei einen hohen Stellenwert. (76) HSP90α, als Bestandteil des Multi-

Chaperonkomplexes, zeigte in beiden untersuchten Zelllinien in der Proteinanalyse 

keine signifikante Veränderung der Expression nach 72-stündiger Inkubation mit 

Enzalutamid (Abb. 5A-D).  

 
 

 

 

 

Abbildung 5: Western Blot Analysen von HSP90α in LNCaP und PC-3 Zellen 
unter Enzalutamid 
LNCaP Zellen (A+B) und PC-3 Zellen (C+D) inkubiert mit 10µM (LNCaP) und 30µM (PC-3) 
Enzalutamid über 72h. Western Blot Analyse (A+C) und Quantifizierung (B+D) von 
mindestens vier unabhängigen Experimenten. Dargestellt sind Mittelwert ±SD der relativen 
Expression, normiert auf die Kontrolle DMSO=1,0. Alle Experimente wurden mit dem 
Student’s t-Test statistisch ausgewertet mit p≤0,05 (*), p≤0,01 (**) und p≤0,001 (***). 
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Hitzeschockprotein HSP90β 
Die verschiedenen Isoformen von HSP90 sind zu 86% homolog. (77, 78) Die 

Proteinanalyse der verschiedenen Isoformen zeigte unter Enzalutamid-Inkubation 

unterschiedliche Ergebnisse, was auf unterschiedliche Funktionen hinweist. Die 

HSP90β-Expression AR-positiver LNCaP Zellen (Abb. 6A+B) zeigte im Verlauf der 

Enzalutamid-Inkubation eine tendenziell abnehmende, aber signifikante Suppression. 

(24h: 0,49 ± 0,28, p=0,0002; 48h: 0,68 ± 0,24, p=0,0176; 72h: 0,84 ± 0,13, 

p=0,0126). 

In AR-negativen PC-3 Zellen (Abb. 6C+D) bestätigte sich der supprimierende Effekt 

unter Enzalutamid, auch hier nahm die Suppression von HSP90β im zeitlichen 

Verlauf ab, blieb aber signifikant (24h: 0,41 ± 0,24, p=0,0005; 48h: 0,54 ± 0,24, 

p=0,0028; 72h: 0,65 ± 0,33, p=0,0439). 

Abbildung 6: Western Blot Analysen von HSP90β in LNCaP und PC-3 Zellen 
unter Enzalutamid 
LNCaP Zellen (A+B) und PC-3 Zellen (C+D) inkubiert mit 10µM (LNCaP) und 30µM (PC-3) 
Enzalutamid über 72h. Western Blot Analyse (A+C) und Quantifizierung (B+D) von 
mindestens fünf unabhängigen Experimenten. Dargestellt sind Mittelwert ±SD der relativen 
Expression, normiert auf die Kontrolle DMSO=1,0. Alle Experimente wurden mit dem 
Student’s t-Test statistisch ausgewertet mit p≤0,05 (*), p≤0,01 (**) und p≤0,001 (***). 
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4.3 Proteinanalyse der Expression von Co-Chaperonen im AR-
Komplex 
Als Co-Chaperone nehmen HSP40 und HOP unterstützende und organisierende 

Funktionen im Zusammenspiel mit HSP70 und den Isoformen von HSP90 ein. 

HSP40, als Co-Chaperon von HSP70, wirkt der Ansammlung fehlgefalteter Proteine 

entgegen. (79) Es bindet direkt an HSP70 und reguliert die ATPase-Aktivität dieses 

Proteins. HSP70 ermöglicht den Transport fehlgefalteter Proteine zum HSP90-

Komplex, dieser Transport erfolgt mittels HOP. (80) HOP hat zur Aufgabe, die 

Bindung zwischen HSP70 und HSP90 herzustellen, weiterhin spielt es eine wichtige 

Rolle bei der effektiven Faltung weiterer HSP90-assoziierter Proteine. HOP ist in 

einer Vielzahl von Signalkaskaden eingebunden, welche die Stabilisierung des AR 

und des betreffenden Multi-Protein-Komplexes sicherstellen. (81, 82) 

Als Bestandteil der im AR-Komplex vorkommenden Proteine, wurden nach HSP 70 

und HSP90α/β, die Co-Chaperone HSP40 und HOP mittels Proteinanalyse 

untersucht.  
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Hitzeschockprotein HSP40 
Das Co-Chaperon HSP40 ist in seiner Funktion essentiell für die Aktivität von 

HSP70, daher ist die stressinduzierte Expression von HSP40 in der Tumorumgebung 

hoch. (83) Im Rahmen der Untersuchung von PC-Zellen wurde sowohl in PC-3 

Zellen, als auch in LNCaP Zellen eine signifikante Suppression von HSP40 nach 

Enzalutamid-Behandlung nachgewiesen (Abb. 7A-D). Dies bestätigt die Konstellation 

der Co-Chaperone am AR und die Wirkung von Enzalutamid am AR-Komplex. In 

beiden Zelllinien zeigte sich mit Zunahme der Enzalutamid-Inkubation eine 

zunehmende Suppression der HSP40-Expression (in LNCaP Zellen: 24h: 0,54 ± 

0,23, p=0,0260; 48h: 0,41 ± 0,26, p=0,0036; 72h: 0,43 ± 0,17, p=0,0000; in PC-3 

Zellen: 24h: 0,39 ± 0,17, p=0,0003; 48h: 0,30 ± 0,15, p=0,0000; 72h: 0,20 ± 0,05, 

p=0,0000). 

Abbildung 7: Western Blot Analysen von HSP40 in LNCaP und PC-3 Zellen 
unter Enzalutamid 
LNCaP Zellen (A+B) und PC-3 Zellen (C+D) inkubiert mit 10µM (LNCaP) und 30µM (PC-3) 
Enzalutamid über 72h. Western Blot Analyse (A+C) und Quantifizierung (B+D) von 
mindestens drei unabhängigen Experimenten. Dargestellt sind Mittelwert ±SD der relativen 
Expression, normiert auf die Kontrolle DMSO=1,0. Alle Experimente wurden mit dem 
Student’s t-Test statistisch ausgewertet mit p≤0,05 (*), p≤0,01 (**) und p≤0,001 (***). 
	



Ergebnisse 

32 

HSP70/HSP90-organising-protein (HOP) 
Die Proteinanalyse der HOP-Expression ergab sehr unterschiedliche Ergebnisse 

nach Behandlung mit Enzalutamid. In AR-positiven LNCaP-Zellen zeigte sich nach 

24h und 72h eine signifikante Suppression (24h: 0,70 ± 0,29, p=0,0301; 72h: 0,63 ± 

0,09, p=0,0000), auch nach 48h war tendenziell ein supprimierender Effekt 

erkennbar (48h: 0,81 ± 0,30, p=0,2012) (Abb. 8A+B). AR-negative PC-3 Zellen 

zeigten im Vergleich dazu keine signifikante Veränderung der Proteinexpression von 

HOP (Abb. 8C+D). 

 

 

 

 

Abbildung 8: Western Blot Analysen von HOP in LNCaP und PC-3 Zellen unter 
Enzalutamid 
LNCaP Zellen (A+B) und PC-3 Zellen (C+D) inkubiert mit 10µM (LNCaP) und 30µM (PC-3) 
Enzalutamid über 72h. Western Blot Analyse (A+C) und Quantifizierung (B+D) von 
mindestens fünf unabhängigen Experimenten. Dargestellt sind Mittelwert ±SD der relativen 
Expression, normiert auf die Kontrolle DMSO=1,0. Alle Experimente wurden mit dem 
Student’s t-Test statistisch ausgewertet mit p≤0,05 (*), p≤0,01 (**) und p≤0,001 (***). 
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4.4 Proteinanalyse der Expression des Apoptosefaktors HSP60 
HSP60 ist ein apoptotischer Faktor, kommt in eukaryotischen Zellen im 

Mitochondrium und im Endoplasmatischen Retikulum vor und wird auch von PC-

Zellen exprimiert. (84, 85) In vitro und in vivo wurden sowohl pro-apoptotische, als 

auch zytoprotektive Effekte maligner Zellen verschiedener Entitäten beobachtet, 

somit zeigten sich auch anti-apoptotische Effekte. (52, 86, 87) HSP60 ist ein 

molekulares Chaperon, welches als Apoptoseindikator gilt, es ist mit dem 

Zellzyklusregulator und Apoptose-Inhibitor Survivin assoziiert, daher ist von einer 

anti-apoptotischen Wirkung auszugehen. (88)  

Die Behandlung von LNCaP Zellen mit Enzalutamid zeigte keine signifikante 

Veränderung der Expression von HSP60 über einen Zeitraum bis zu 72h (Abb. 

9A+B). Im Gegenteil dazu wurde nach 24-stündiger Inkubation von PC-3 Zellen eine 

signifikante Suppression festgestellt (24h: 0,54 ±0,28; p=0,0068), im weiteren Verlauf 

der Messungen war jedoch keine weitere Suppression feststellbar (Abb. 9C+D). 
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Abbildung 9: Western Blot Analysen von HSP60 in LNCaP und PC-3 Zellen 
unter Enzalutamid 
LNCaP Zellen (A+B) und PC-3 Zellen (C+D) inkubiert mit 10µM (LNCaP) und 30µM (PC-3) 
Enzalutamid über 72h. Western Blot Analyse (A+C) und Quantifizierung (B+D) von 
mindestens drei unabhängigen Experimenten. Dargestellt sind Mittelwert ±SD der relativen 
Expression, normiert auf die Kontrolle DMSO=1,0. Alle Experimente wurden mit dem 
Student’s t-Test statistisch ausgewertet mit p≤0,05 (*), p≤0,01 (**) und p≤0,001 (***). 
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4.5 Proteinanalyse der Expression des zytoprotektiven und AR-
assoziierten HSP27 
HSP27 ist maßgeblich an der Translokation des AR in den Nukleus beteiligt. Mittels 

Phosphorylierung von HSP27 durch MAP-Kinase 38 und PRKD1 kann der Transport 

des AR-Liganden-Komplexes erfolgen. (74, 75, 89) Dieses Hitzeschockprotein ist für 

den Zellschutz verantwortlich, mittels Taxan-Behandlung wurde eine Induktion von 

HSP27 in vorherigen Teilprojekten in PC-Zellen belegt. (90, 91) 

Unter Enzalutamid zeigte sich in AR-sensitiven LNCaP Zellen (Abb. 10A+B) nach 

24h ebenfalls eine signifikante Induktion von HSP27 (24h: 1,45 ±0,31, p=0,0109), 

jedoch wurde die Expression im weiteren zeitlichen Verlauf der Inkubation nach 48h: 

0,62 ± 0,35, p=0,0145 und 72h: 0,50 ± 0,20, p=0,0000 signifikant supprimiert. In AR-

negativen PC-3 Zellen zeigte sich zu allen drei Zeitpunkten (24h: 0,39 ± 025, 

p=0,0006; 48h: 0,26 ± 0,12, p=0,0000; 72h: 0,14 ± 0,08, p=0,0000) eine 

zunehmende und signifikante Suppression von HSP27 unter Enzalutamid (Abb. 

10C+D). 
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Abbildung 10: Western Blot Analysen von HSP27 in LNCaP und PC-3 Zellen 
unter Enzalutamid 
LNCaP Zellen (A+B) und PC-3 Zellen (C+D) inkubiert mit 10µM (LNCaP) und 30µM (PC-3) 
Enzalutamid über 72h. Western Blot Analyse (A+C) und Quantifizierung (B+D) von 
mindestens fünf unabhängigen Experimenten. Dargestellt sind Mittelwert ±SD der relativen 
Expression, normiert auf die Kontrolle DMSO=1,0. Alle Experimente wurden mit dem 
Student’s t-Test statistisch ausgewertet mit p≤0,05 (*), p≤0,01 (**) und p≤0,001 (***). 
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4.6 Proteinanalyse der Expression des Androgen-Rezeptors (AR) 
Die Proteinanalyse des AR hatte einen besonderen Stellenwert in diesem Projekt. 

Zum einen ist der AR ein entscheidender Faktor für die Proliferation von PC-Zellen 

und hat große Bedeutung für die Entwicklung von Resistenzmechanismen. Zum 

anderen ist der AR in den Wirkmechanismus von Enzalutamid eingebunden. Es wirkt 

am AR, indem es die Bindungsstelle der Steroidhormone Testosteron und 

Dihydrotestosteron blockiert, weiterhin wird der Transport in den Nukleus, sowie die 

Bindung an die DNA, als Transkriptionsfaktor, gehemmt. (92) 

Zum Nachweis des AR unter Enzalutamid eigneten sich die AR-positiven LNCaP 

Zellen (93). Mit der Behandlung von Enzalutamid wurde die Proteinexpression des 

AR zu allen drei untersuchten Zeitpunkten signifikant supprimiert (Abb. 11A+B) 24h: 

0,46 ± 0,39, p=0,0319; 48h: 0,41 ± 0,43 p=0,0152; 72h: 0,33 ± 0,22, p=0,0000. 

Abbildung 11: Western Blot Analysen von AR in LNCaP und PC-3 Zellen unter 
Enzalutamid 
LNCaP Zellen (A+B) und PC-3 Zellen (C) inkubiert mit 10µM (LNCaP) und 30µM (PC-3) 
Enzalutamid über 72h. Western Blot Analyse (A+C) und Quantifizierung (B) von mindestens 
vier unabhängigen Experimenten. Dargestellt sind Mittelwert ±SD der relativen Expression, 
normiert auf die Kontrolle DMSO=1,0. Alle Experimente wurden mit dem Student’s t-Test 
statistisch ausgewertet mit p≤0,05 (*), p≤0,01 (**) und p≤0,001 (***). 
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4.7 Proteinanalyse der Expression des Östrogen-Rezeptors α 
(ERα) 
Die Funktion des ERα in PC-Zellen ist nach Stand der heutigen Forschung noch 

nicht endgültig geklärt. Mit einer Größe zwischen 65 bis 70kDa lässt sich der 

Rezeptor mittels Proteinanalyse nachweisen und kommt in benignen und malignen 

humanen Prostaten vorwiegend im Stroma vor. (94, 95) Studien haben gezeigt, dass 

PC-assoziierte Lungenmetastasen und osteoblastische Knochenformationen durch 

ERα vermittelt sind. In diesen Versuchen wurde ebenfalls gezeigt, dass in LNCaP 

Zellen im Vergleich zu PC-3 Zellen der ERα-Proteinnachweis positiv ist, ERα mRNA 

wurde dagegen in allen getesteten Zellen nachgewiesen. (96) Die durchgeführten 

Proteinanalysen bestätigten diese Ergebnisse. In PC-3 Zellen war kein Nachweis von 

ERα möglich (Abb. 12C) und in LNCaP Zellen zeigte sich unter Behandlung von 

Enzalutamid keine signifikante Beeinflussung der Expression von ERα (Abb. 12A+B). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 

Abbildung 12: Western Blot Analysen von ERα in LNCaP und PC-3 Zellen unter 
Enzalutamid 
LNCaP Zellen (A+B) und PC-3 Zellen (C) inkubiert mit 10µM (LNCaP) und 30µM (PC-3) 
Enzalutamid über 72h. Western Blot Analyse (A+C) und Quantifizierung (B) von mindestens 
sechs unabhängigen Experimenten. Dargestellt sind Mittelwert ±SD der relativen Expression, 
normiert auf die Kontrolle DMSO=1,0. Alle Experimente wurden mit dem Student’s t-Test 
statistisch ausgewertet mit p≤0,05 (*), p≤0,01 (**) und p≤0,001 (***). 
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4.8 Proteinanalyse der Expression des Östrogen-Rezeptors β1 
(ERβ1) 
ERβ liegt in benignen und malignen humanen Prostaten sowohl im Stroma, als auch 

im Epithel vor. (95) ERβ ist in mehrere Isoformen zu unterscheiden, in diesem 

Projekt wurden ERβ1 und ERβ2 untersucht. In benignen hyperplastischen 

Prostatazellen und PC-Zellen gilt ERβ1 in seiner Wirkung als antiproliferativ, 

tumorsuppressiv und Apoptose-induzierend. (97, 98)  

Im Vergleich zu ERα konnte in beiden untersuchten Zelllinien Proteinexpression 

nachgewiesen werden. In LNCaP Zellen (Abb. 13A+B) zeigt sich zu 48h: 0,78 ± 0,23, 

p=0,0205 und 72h: 0,75 ± 0,23, p=0,0036 jeweils eine signifikante Suppression der 

Expression von ERβ1. In PC-3 (Abb. 13C+D) konnte dies zu allen drei untersuchten 

Zeitpunkten nachgewiesen werden 24h: 0,66 ± 0,22, p=0,0046; 48h: 0,54 ± 0,32, 

p=0,0059; 72h: 0,70 ± 0,29, p=0,0286. 
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Abbildung 13: Western Blot Analysen von ERβ1 in LNCaP und PC-3 Zellen 
unter Enzalutamid 
LNCaP Zellen (A+B) und PC-3 Zellen (C+D) inkubiert mit 10µM (LNCaP) und 30µM (PC-3) 
Enzalutamid über 72h. Western Blot Analyse (A+C) und Quantifizierung (B+D) von 
mindestens fünf unabhängigen Experimenten. Dargestellt sind Mittelwert ±SD der relativen 
Expression, normiert auf die Kontrolle DMSO=1,0. Alle Experimente wurden mit dem 
Student’s t-Test statistisch ausgewertet mit p≤0,05 (*), p≤0,01 (**) und p≤0,001 (***). 
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4.9 Proteinanalyse der Expression des Östrogen-Rezeptors β2 
(ERβ2) 
ERβ2 unterscheidet sich in seiner Funktion von ERβ1 insofern, dass es onkogene 

Eigenschaften hat und an der Proliferation osteolytischer Knochenmetastasen nach 

PC beteiligt ist. (99) Die Proteinanalyse erbrachte in keiner der beiden untersuchten 

Zelllinien einen Nachweis von ERβ2-Expression (Abb. 14A+B). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 14: Western Blot Analysen von ERβ2 in LNCaP und PC-3 Zellen 
unter Enzalutamid 
LNCaP Zellen (A) und PC-3 Zellen (B) inkubiert mit 10µM (LNCaP) und 30µM (PC-3) 
Enzalutamid über 72h. Western Blot Analyse (A+B). 
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5. Diskussion 
 

In den letzten Jahren wurden neue Wirkstoffe entwickelt, welche die Überlebensrate 

der Patienten mit CRPC oder mCRPC signifikant verlängern. Bis 2010 war Docetaxel 

der einzige Wirkstoff, der die Überlebensrate der Betroffenen verbessert hat. 

Aufgrund Resistenzen konnte die Tumorprogression bei CRPC durch Docetaxel 

jedoch nicht dauerhaft unterbunden werden. In der Folge wurden weitere Taxane, 

wie Cabazitaxel gestestet. (20, 100) Strahlentherapie oder Injektion intravenöser 

Radionukleotide (Radium-223) stellen ebenfalls eine Therapieoption dar. Beide 

Verfahren sind bei schmerzhaften Knochenmetastasen indiziert. Eine weitere 

Behandlungsmöglichkeit ist die autologe zelluläre Immuntherapie mittels Sipuleucel-

T. Die chemotherapeutische Behandlung in Kombination mit einer Androgen-

unterdrückenden Therapie, zeigte dabei den größten Nutzen für den Patienten. (101)  

In der Hormontherapie sind Abirateron und Enzalutamid die Mittel der Wahl und 

stellen die neue Generation der CRPC-Therapeutika dar. (101) Abirateron als 

CYP17A1-Inhibitor verhindert die Androgen- und Glukokortikoidsynthese, womit 

weniger Steroidhormone vorhanden sind, die den AR aktivieren können. (102) Der 

Wirkstoff Enzalutamid (Handelsname: Xtandi) ist seit August 2012 von der FDA in 

den USA und seit Juni 2013 von der EMA in der Europäischen Union zur 

Behandlung von CRPC und mCRPC zugelassen. (21, 22) Enzalutamid ist im 

Rahmen der Hormontherapie im Falle einer Therapieresistenz nach Behandlung mit 

Docetaxel indiziert. Enzalutamid ist ebenfalls Mittel der Wahl, wenn klassische 

Hormontherapien, mit Medikamenten der alten Generation (Cyproteronacetat, 

Flutamid, Bicalutamid), nicht anschlagen oder bei chemotherapienaiven, 

symptomatischen und asymptomatischen Patienten. (101) Sowohl Abirateron, als 

auch Enzalutamid agieren in ihrer Wirkweise in der AR-Signalkaskade, in 

Kombination haben die Wirkstoffe nur ein begrenztes Wirkspektrum aufgrund von 

Kreuzresistenzen. (103) 

 

Im Falle von Enzalutamid wird die Bindungsstelle der Steroide blockiert, die 

Translokation in den Nukleus inhibiert und die Transkription des AR an die DNA 

verhindert. (92, 104) Die Suppression des Wachstumsverhaltens der mit 

Enzalutamid-behandelten Zellen konnte in dieser Arbeit signifikant nachgewiesen 

werden, jedoch scheint der AR-Antagonismus nicht der einzige Wirkmechanismus 



Diskussion 

43 

des Wirkstoffes auf PC-Zellen zu sein. In dieser Arbeit wurde auch eine signifikante 

Hemmung des Wachstumsverhaltens von AR-negativen PC-3 Zellen belegt, an 

denen Enzalutamid keine spezifische antagonistische Wirkung am AR haben kann. 

(105) In der Promotionsarbeit von B. Martin wurde die apoptotische Wirkung von 

Enzalutamid auf zellulärer Ebene nachgewiesen. Die Analytikergebnisse zeigten bei 

den p53 positiven LNCaP Zellen eine Induktion des pro-apoptotischen Faktors p53, 

sowie des pro-apoptotischen Faktors Bax. Bcl-2, als anti-apoptotischer Faktor, wird 

unter Enzalutamid supprimiert. In p53 negativen PC-3 Zellen zeigte sich ebenfalls 

eine Induktion von Bax und eine Suppression von Bcl-2, womit auch der 

apoptotische Effekt von Enzalutamid auf PC-3 belegt ist, es stellt sich nun die Frage 

welcher Wirkmechanismus diesem Effekt zugrunde liegt. Der prominenteste 

proliferative Faktor von PC-Zellen ist der AR. Als bekannt gilt der AR-Antagonismus 

von Enzalutamid, jedoch waren in dieser Arbeit weitere Angriffspunkte relevant, an 

denen Enzalutamid wirken könnte. Der AR liegt, geschützt vor vorzeitigem Abbau, in 

einem Multi-Proteinkomplex von Hitzeschockproteinen. (33) Daher lag es nahe die 

AR-assoziierten Hitzeschockproteine auf ihre Proteinexpression unter Enzalutamid 

zu untersuchen. Es zeigte sich eine signifikante Suppression des 

Hitzeschockproteins HSP90β. HSP90 ist in zahlreiche onkogenetische 

Singnalkaskaden eingebunden und deswegen oft Ziel therapeutischer Ansätze auch 

im Falle von CRPC. (106, 107) Krebszellen haben einen höheren metabolischen 

Umsatz und sind im Vergleich zu gesunden Zellen einem höheren Stress ausgesetzt. 

Demzufolge benötigen sie mehr stressinduzierte Hitzeschockproteine, was sich in 

dem Großteil der Krebszellen in einer Überexpression von HSP90 wiederspiegelt. 

(77, 108) HSP90 ist für onkogene Proteine, wie z.B. Her-2 essentiell. Es ist 

verantwortlich für Stabilität, Konformation und zelluläre Lokalisation dieser Proteine. 

(109, 110) Dies ist der Grund für die Bedeutsamkeit von HSP90 in der 

Tumortherapie, wird es inhibiert, können die onkogenen Proteine nicht auf die 

Tumorgenese einwirken. HSP90 wird in die zytosolischen Isoformen HSP90α und 

HSP90β unterteilt, dabei stellt HSP90α die induzierbare und HSP90β die konstitutive 

Domäne dar. Weiterhin existieren Isoformen im endoplasmatischen Retikulum, wie 

GRP94 und im Mitochondrium, wie TRAP1. (111) HSP90α nimmt in PC Zellen eine 

schützende Rolle für den AR ein. Das HSP dient der Aufrechterhaltung der 

Proteinfaltung und Verhinderung der Aggregation des AR. (112, 113) Unter 

Enzalutamid wurde in dieser Arbeit in LNCaP und PC-3 Zellen keine Beeinflussung 
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der Proteinexpression nach 48h Inkubation nachgewiesen. Nach 72h zeigte sich 

jedoch eine minimale aber nicht signifikante Suppression der HSP90α-Expression. 

Die Funktion von HSP90β in PC-Zellen ist bislang weitgehend unbekannt. In anderen 

Entitäten ist es für Zellproliferation, Differenzierung und Apoptose verantwortlich. 

Nach Wu et. al. zeigte sich in Lungen-Adenokarzinom-Gewebe mit verstärkter 

HSP90β-Expression eine signifikante Verschlechterung der Überlebensprognose 

nach Kaplan-Meyer-Analyse. (114) Aufgrund verstärkter Expression in 

Lungenkrebszellen konnte HSP90β auch als potenzieller Serum-Biomarker bei 

Lungenkrebs identifiziert werden. (115) Unter diesen Gesichtspunkten war eine 

Betrachtung der Enzalutamid-Behandlung in PC-Zellen indiziert. Die HSP90β-

Expression wurde in LNCaP, sowie in PC-3 Zellen supprimiert, dies deutet auf einen 

antiproliferativen Effekt von Enzalutamid in PC-Zellen hin. Eine endgültige Aussage 

kann anhand dieser Arbeit jedoch nicht getroffen werden, da die Bedeutung von 

HSP90β in PC-Zellen nach heutigem Stand der Forschung noch unklar ist. 

Ein weiteres AR-assoziiertes und den AR-Komplex stabilisierendes 

Hitzeschockprotein ist HSP40. HSP40 zählt zu einer Proteinfamilie, dessen Funktion 

hauptsächlich darin besteht, die zelluläre Funktion und Regulation der ATPase-

Aktivität von HSP70 zu definieren. (80, 116) Als Co-Chaperon von HSP70 am AR-

Komplex konnte in PC-Zellen eine stressinduzierte Expression festgestellt werden. In 

dieser Arbeit zeigte sich eine Suppression der HSP40-Expression bei LNCaP und 

PC-3 Zellen, welche mit Enzalutamid behandelt wurden. (83) HSP40 ist auch 

bekannt als Chaperon DNAJ und hat 49 Isoformen und Splicevarianten, eine davon 

ist DNAJB8. In anderen Entitäten wurde DNAJB8 bisher umfangreicher untersucht. 

In Nierenkrebszellen zeigte sich eine signifikante antiproliferative Wirkung von 

DNAJB8 auf die Krebszellen. Aufgrund der hohen Anzahl an Isoformen und 

Splicevarianten sind genauen Auswirkungen der HSP40-Suppression in den 

untersuchten LNCaP und PC-3 Zellen nicht endgültig zu deuten. (80, 117) Als 

Bestandteil des Multi-Chaperonkomplexes gilt es dieses Hitzeschockprotein 

nachfolgend besser zu verstehen.  

HSP70 ist auch mit anderen HSP assoziiert, beispielsweise mit HSP90 durch das 

HSP70/HSP90 organising Protein (HOP). HOP gilt als funktionelles Bindeglied 

zwischen HSP70 und HSP90 und somit als stabilisierender Co-Faktor im Multi-

Chaperonkomplex am AR. (81) Unter dem Einfluss von Enzalutamid zeigte sich in 

AR positiven LNCaP Zellen eine tendenzielle Suppression der HOP-Expression über 
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72h. Diese Wirkung konnte in PC-3 Zellen nicht signifikant bewiesen werden. Der 

fehlende AR kann ein Grund für die fehlende supprimierende Wirkung von 

Enzalutamid auf die HOP-Expression bei PC-3 Zellen sein. HOP hemmt die ATPase-

Aktivität, welche notwendig ist um die Funktion des HSP90-Dimers zu aktivieren. 

Wird HOP in seiner Protein-Expression also supprimiert könnte man von einer 

Induktion eines oder beider HSP90-Dimere ausgehen, jedoch konnte diese 

Erkenntnis im Experiment nicht bestätigt werden. (118) 

Ein weiteres Hitzeschockprotein, welches bei der Untersuchung der Wirkweise von 

Enzalutamid betrachtet wurde, war HSP60. HSP60 gilt als Apoptosefaktor mit 

Lokalisation im Mitochondrium und im Endoplasmatischen Retikulum, laut Literatur 

werden diesem HSP sowohl pro-, als auch anti-apoptotische Wirkung zugeschrieben. 

(52, 84–88) Als pro-aptotischer Faktor, sollte HSP60 unter Enzalutamid in PC-Zellen 

induziert werden, wie es auch in anderen Krebszellen bewiesen wurde. (47, 119) 

LNCaP Zellen zeigten keine signifikante Induktion der HSP60-Expression über dem 

Grundlevel. PC-3 Zellen dagegen reagierten nach 24h mit einer signifikanten 

Suppression der HSP60-Expression, was auf eine anfängliche Resistenz oder 

Apoptose der PC-3 Zellen auf Enzalutamid hindeuten kann. Nach 48h bis 72h 

entwickelte sich jedoch keine Induktion bzw. Suppression der HSP60-Expression, 

wie es vermutet wurde. PC-3 Zellen unter Behandlung des Hormontherapeutikums 

Abirateron zeigten den gleichen Effekt. Sie unterlagen einer leichten Suppression, 

ein Resistenzmechanismus lag dem jedoch nicht zugrunde, da eine deutliche 

Induktion von HSP60 in LNCaP Zellen ermittelt wurde. (120) Nach Gosh et al. zeigte 

sich nach HSP60-Ablation eine Verringerung des Apoptose-Inhibitors Survivin und 

daraufhin eine Caspase-abhängige Apoptose. (88) Auf Grundlage der Ergebnisse 

dieser Arbeit ist ebenfalls von einer anti-apoptotischen Wirkung von HSP60 

auszugehen, welche mittels Enzalutamid unterdrückt wird. Auch nach 

gentechnischen Untersuchungen zeigte sich die extrem präzise Regulation von 

HSP60. Sowohl nach Überexpression, als auch nach Knock-Down von HSP60 in 

LNCaP Zellen, stellte sich nach 48h wieder das Basisniveau ein. (121) Diese 

Untersuchungen spiegelten sich auch in der Behandlung von PC-3 Zellen unter 

Enzalutamid wieder.  

Die Behandlung von Enzalutamid zeigt Auswirkungen auf die AR-assoziierten 

Hitzeschockproteine, welche mit ihren unterschiedlichen Funktionen entscheidend für 

die Wirkweise von Enzalutamid sind. HSP27 nimmt eine besondere Stellung ein, 
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aufgrund mehrerer auschlaggebender Eigenschaften auf PC-Zellen. In den 

betrachteten Zelllinien ist die unterschiedliche Basalexpression von HSP27 zu 

beachten, wobei hormonsensitive LNCaP Zellen ein höheres Basallevel als 

hormonresistente PC-3 Zellen besitzen. (89) HSP27 gilt als zytoprotektiver Faktor in 

humanen PC-Zellen. (90) Als Proonkogen nimmt HSP27 Einfluss auf die Motilität der 

PC-Zellen. Eine hohe HSP27-Expression geht mit einem hohen Metastasierungsgrad 

einher. (122) Dieser Zusammenhang spiegelt sich auch im Gleason-Score wieder, 

ein hoher Wert in diesem Grading korreliert mit einer hohen HSP27-Expression. 

(123) Damit der AR als proliferativer Faktor in PC-Zellen wirken kann muss die 

Translokation in den Nukleus gewährleistet sein, um so als Transkriptionsfaktor 

fungieren zu können. (124) Dieser Transport erfolgt mit Hilfe von HSP27, was durch 

MAP-Kinase 38 und PRKD1 phosphoryliert und aktiviert wird. (89, 125) Aufgrund 

dieser Schlüsselfunktionen wurde die HSP27-Expression unter Einfluss 

verschiedener Wirkstoffe untersucht. Unter Docetaxel stellte sich ein induzierter 

Resistenzmechanismus ein, dementsprechend stieg die HSP27-Expression an. (49) 

Der CYP17A1-Inhibitor, Abirateron, zeigte dagegen eine Suppression der HSP27-

Expression im Verlauf der Inkubation sowohl in LNCaP als auch in PC-3 Zellen. (91) 

Die HSP27-Expression der PC-Zellen, die mit Cabazitaxel behandelt wurden, wurden 

ebenfalls supprimiert. Nur LNCaP-Zellen zeigten nach 24h eine minimale Induktion. 

(126) Dieses Ergebnis zeigte sich auch bei der Behandlung von LNCaP und PC-3 

Zellen mit Enzalutamid. Nach einem signifikanten Anstieg der HSP27-Expression bei 

24h in LNCaP Zellen, war nachfolgend eine signifikante Suppression zu verzeichnen. 

In PC-3 Zellen wurde ebenfalls ein supprimierender Effekt von Enzalutamid auf die 

Proteinexpression von HSP27 belegt. Dieser Nachweis kann eine Erklärung für die 

Wirkweise von Enzalutamid auf AR negative PC-3 Zellen darstellen. Der 

Suppression der HSP27-Expression folgen ein verminderter Zellschutz und eine 

verminderte Motilität der PC-3 Zellen. Die in vitro Ergebnisse bestätigen damit die 

Anwendung von Enzalutamid im klinischen Alltag. Als Bestandteil der 

Sekundärtherapie bei CRPC kann mittels Enzalutamid, nach Docetaxel-Behandlung, 

das reaktiv angestiegene HSP27-Level wieder supprimiert werden. (127) Eine 

Kombination mit anderen Hormontherapeutika, wie Abirateron, oder HSP27-

Inhibitoren wäre aber nicht sinnvoll, da die HSP27-Expression bereits stark 

unterdrückt wird.  
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Betrachtet man die Wirkorte und Wirkweisen von Enzalutamid in PC Zellen die bisher 

bekannt sind, wird die Bindungsstelle der Steroide am AR blockiert, die Translokation 

des AR in den Nukleus und die Transkription des AR an die DNA inhibiert. (92, 104) 

Anhand der Untersuchungen des AR und der HSP in diesem Projekt hat sich 

zusammenfassend eine deutliche Beeinflussung der Proteinexpression von AR, 

HSP90β, HOP, HSP40 und HSP27 gezeigt. Diese Ergebnisse korrelieren mit den 

bereits bekannten Wirkorten und Wirkweisen von Enzalutamid. Beispiel dafür ist die 

Blockade der Steroidbindungsstelle, welche mit einer Suppression verschiedener 

HSP einhergehen könnte. Oder die verminderte HSP27-Expression, welche mit der 

Inhibition der AR-Translokation in den Nukleus verbunden sein kann. (siehe Abb.15) 

 

Der AR gilt als maßgeblicher Wachstumsfaktor für PC-Zellen. Im Verlauf der 

Therapie des PC entwickelt sich dieses jedoch meist zum CRPC. Demzufolge nimmt 

AR-Sensitivität im Verlauf der Behandlung ab; da die PC-Zellen AR-unabhängig 

werden, wie es im Zellmodell die PC-3 darstellen. (128) Als notwendiger Aktivator 

Abbildung 15: Modell des AR-HSP-Komplexes mit Liganden-Bindung durch 
Dihydrotestosteron (DHT) modifiziert nach Ischia et al. (2013), Curr Opin Urol 
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des AR ist Testosteron oder Dihydrotestosteron notwendig. Mit dem Alter des 

Mannes nimmt auch sein Testosteronspiegel ab, der Östrogenspiegel bleibt im 

Vergleich dazu konstant. (129) Zusätzlich zeigte Ellem et al. den Zusammenhang 

von lokalen Aromatasen und der Malignität bei PC. (130) Diese Fakten veranlassten 

eine genauere Untersuchung der Östrogenrezeptoren in LNCaP und PC-3 Zellen vor 

allem unter Enzalutamid, da es Grund zur Annahme gibt, dass Östrogene einen 

stimulierenden Einfluss auf PC-Zellen haben. Von Östrogenrezeptoren sind mehrere 

Isoformen bekannt, von diesen wurden in dieser Arbeit ERα, ERβ1 und ERβ2 

betrachtet. ERα wird vorwiegend im Stroma der Prostata exprimiert, in benignen und 

malignen Prostatazellen fungiert der Rezeptor unter Östrogeneinfluss proliferativ und 

inflammatorisch. (131, 132) Bei japanischen und afrikanisch-amerikanischen 

Männern wurde ein erhöhtes Risiko für PC mit genetischem Polymorphismus im 

ERα-Gen festgestellt. (133, 134) Unter Behandlung von Enzalutamid zeigte sich in 

LNCaP Zellen jedoch keine signifikante Veränderung der Proteinexpression von 

ERα. Der Proteinnachweis war in PC-3 Zellen dagegen nicht möglich (96). Laut 

Literatur ist in beiden Zelllinien der Nachweis von ERα mRNA möglich, bezüglich des 

Nachweises der Proteinexpression von ERα existieren widersprüchliche Aussagen. 

(135, 136) Im Gegenteil dazu fungiert ERβ1 antiproliferativ, tumorsuppressiv und 

antiinflammatorisch in benignen Prostatazellen und PC-Zellen, dies belegten 

Untersuchungen am Tiermodell. (137) In erwachsenen humanen Prostaten wird 

ERβ1 vorwiegend im basalen und luminalen Epithel exprimiert, zellulär betrachtet ist 

der Rezeptor im Zytoplasma lokalisiert. (138–140) In humanen benignen 

Prostatazellen hat sich die Funktion von ERβ1 bestätigt, indem durch Methylierung 

ein Verlust des Rezeptors imitiert wurde. Die Folge war ein unreguliertes Wachstum 

und fehlende Entdifferenzierung der Zellen. (141) In dieser Arbeit wies die Inkubation 

von PC-Zellen mit Enzalutamid eine eindeutige Suppression der ERβ1-Expression 

nach. Die LNCaP Zellen wurden ab 48h und die PC-3 Zellen von 24h an signifikant 

supprimiert. Horvarth et al. zeigten, dass ein Verlust der ERβ-Expression mit einer 

Progression von normalen Prostataepithel zu PC einhergeht, jedoch ermittelten sie 

auch, dass Krebsarten mit bestehender ERβ-Expression eine höhere Rezidivrate 

haben. (95) Die vorhandenen Daten machen es schwierig ERβ1 klare Rollen 

zuzuschreiben, es besteht der Nachweis für eine tumorsuppressive Wirkung, Lai et 

al. zeigten jedoch, dass Metastasen von Prostatatumoren auch ERβ exprimieren. 

(142) In den bestehenden Quellen wurde keine klare Differenzierung zwischen ERβ1 
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und ERβ2 getroffen, jedoch konnte ein ERβ-AR-Komplex in LNCaP entdeckt werden. 

(143) Dieser Komplex wurde auch positiv auf funktionelle Zusammenhänge nach 

Östrogenbehandlung getestet. Diese ERβ-AR-Interaktion erklärt den gleichartigen 

supprimierenden Effekt von Enzalutamid auf die Proteinexpression beider 

Rezeptoren. 

Ein weiteres Isoform der ER-Familie ist ERβ2, dieser Rezeptor ist im Zellkern von PC 

Zellen lokalisiert. (140) Dem Rezeptor werden unter Einfluss von Östrogen onkogene 

Eigenschaften zugeschrieben, außerdem ist er an der Proliferation osteolytischer 

Knochenmetastasen nach PC beteiligt. (99, 144) Der Proteinnachweis mittels 

Western Blot war in den betrachteten Zelllinien negativ. Laut aktueller Literatur ist der 

Proteinnachweis von ERβ2 in PC-3 Zellen möglich, jedoch konnte dies in dieser 

Arbeit nicht bestätigt werden. Bei Betrachtung des verwendeten primären Antikörpers 

für den in der Quelle verwendeten Rezeptornachweis ist aufgefallen, dass der 

Hersteller, Proteintech Group, Inc. (Rosemont, IL, USA), diesen nicht mehr führt. 

Nach eingehender Recherche war kein klarer Nachweis von ERβ2 in PC-3 oder 

LNCaP Zellen, mittels Western Blot Methodik, vorzufinden. Die Untersuchung der 

Östrogenrezeptoren ist für die zukünftige Forschung in PC-Zellen sehr relevant. Als 

möglicher Therapieansatz bei CRPC spielen Östrogene eine entscheidende Rolle. In 

Brustkrebszellen wurden jüngst funktionelle Interaktionen von ERα und HSP70 

ermittelt, dies lässt auf weitere Zusammenhänge von ER und HSP vielleicht auch in 

PC-Zellen schließen. (145) 
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6. Zusammenfassung 
 

Enzalutamid ist seit 2012 ein zugelassenes Medikament für die Hormontherapie 

nach Docetaxel-Behandlung bei CRPC. (21) Als bekannter Wirkmechanismus gilt der 

Antagonismus am AR und die Verhinderung der Translokation in den Nukleus, sowie 

die Inhibition der Transkription am AR. (92, 104) 

In dieser Arbeit wurde der Wirkmechanismus von Enzalutamid auf zellulärer und 

molekularer Ebene präzisiert. In der Wachstumskinetik zeigt sich eine 

Wachstumshemmung sowohl der AR-positiven LNCaP Zellen, als auch der AR-

negativen PC-3 Zellen. Zur Untersuchung des antiproliferativen Effektes von 

Enzalutamid betrachtet diese Arbeit AR-assoziierte Wachstumsfaktoren, den AR 

selbst und Östrogenrezeptoren. Als Einflussgrößen gelten die AR-assoziierten 

Proteine, wie HSP27, HSP70, HSP90α/β und die Co-Chaperone HSP40 und HOP. 

Hierbei zeigte vor allem HSP27 aber auch HSP90β eine deutliche Suppression der 

Protein-Expression in beiden Zelllinien. Die Untersuchung der Proteinexpression der 

Co-Chaperone, HSP40 in beiden Zelllinien und HOP in LNCaP Zellen, ergab 

ebenfalls eine deutliche Supression. Diese Proteine, insbesondere HSP27, haben 

aufgrund ihrer zellulären Funktion Einfluss auf die Proliferation der PC-Zellen, somit 

kann ein supprimierender Effekt unter Enzalutamid die Erklärung für das 

eingeschränkte Wachstum der LNCaP Zellen aber auch der hormonresistenten PC-3 

Zellen sein. In LNCaP Zellen konnte der supprimierende Effekt von Enzalutamid auf 

die AR-Expression bestätigt werden. Als weiteren möglichen Proliferationsfaktor 

wurde in dieser Arbeit der ER mit seinen Isoformen ERα, ERβ1 und ERβ2 

untersucht. Es zeigte sich dabei eine deutliche Suppression des ERβ1, welcher in 

einem möglichen Zusammenhang mit dem AR stehen kann. (143) Die Suppression 

der ERβ1-Expression zeigte sich aber auch deutlich in AR-negativen PC-3 Zellen, 

was auch als antiproliferativer Effekt gewertet werden kann. Die Untersuchung der 

weiteren ER-Isoformen unter Einwirkung von Enzalutamid zeigten keine Effekte.  

Das Resultat dieser Arbeit ist, dass Enzalutamid nicht nur ein 

Hormonrezeptorantagonist ist, sondern auch auf AR-unabhängige Signalkaskaden 

Einfluss hat. Enzalutamid zeigt im Zellmodell einen deutlich antiproliferativen Effekt, 

was mit seiner effektiven Wirkung bei CRPC korreliert und auch an den in dieser 

Arbeit betrachteten Faktoren liegen kann. 
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7. Anhang 
 

Tabelle A1: TNM-Klassifikation des Prostatakarzinoms (7, 16) 
Stadium Befund 
T-Stadium (Primärtumor) 
T1 weder tast- noch sichtbar (Zufallsbefund) 

T1a Tumoranteile < 5% des resezierten Gewebes 

T1b Tumoranteile > 5% des resezierten Gewebes 

T1c Tumordiagnose durch Nadelbiopsie (ein oder beide Lappen) 

T2 Tumor begrenzt auf die Prostata 

T2a ein Lappen betroffen ≤ 50% 

T2b ein Lappen betroffen > 50% 

T2c beide Lappen betroffen 

T3 Tumordurchbruch durch die Prostatakapsel 

T3a uni- oder bilateral 

T3b Tumoreinbruch in  Samenblasen 

T4 Tumorinfiltration in andere Nachbarstrukturen als Samenblasen: 

Blasenhals, Sphincter externus, Rektum, Levatormuskel, 

Beckenwand 

N-Stadium (Lymphknotenmetastasen) 
N1 regionäre Lymphknotenmetastasen 

M-Stadium (Fernmetastasen) 
M1a nicht regionäre Lymphknotenmetastasen  

M1b Knochenmetastasen 

M1c andere Organmetastasen 
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Abbildung A1: Therapieansatz bei kastrationsrefraktärem PC (nach S3 Leitlinie) 
(7, 24) 
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