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1 Einleitung

1.1 Die Prostata

Die Prostata hat mit einem Normalgewicht von 15¢g in etwa die GroRe einer Kastanie
und umgreift unterhalb des Blasenausgangs ringférmig den Blasenhals und die
Harnrohre. Sie besteht aus zahlreichen Drisen, gefal3- und nervenreichem Bindegewebe
und glatten Muskelfasern. Uberzogen wird die Prostata von einer festen
bindegewebigen Kapsel. Das Drisengewebe der Prostata wird histologisch und
funktionell in drei Zonen unterteilt: Die periphere Zone, die zentrale Zone und die
Transitionalzone (McNeal 1988).

Die Prostata ist eine exokrine Driise. Das von ihr gebildete und gespeicherte Sekret wird
wahrend der Ejakulation Uber die in die Pars prostatica der Urethra mindenden
Ausfihrungsgange abgegeben. lhre Funktion steht im Wesentlichen unter dem Einfluss
der Geschlechtshormone, so werden Proliferation und Sekretion der Driuse durch

Testosteron reguliert (Junqueira und Carneiro 1996).

1.2 Das Prostatakarzinom

Das Prostatakarzinom stellt die maligne Entartung des Prostatagewebes dar. In
Deutschland wurden im Jahr 2006 tGber 60.000 Prostatakarzinome diagnostiziert. Damit
war die Prostata mit 26% die haufigste Lokalisation bosartiger Neubildungen beim
Mann, gefolgt von Darm (uber 36.000, 16%) und Lunge (circa 32.500, 14%). Etwa 10%

aller Krebstodesfélle bei Mannern waren durch das Prostatakarzinom verursacht. Dies
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entspricht Gber 11.500 Ménnern, die im Jahr 2006 in Deutschland an dieser Erkrankung
verstarben (Robert Koch-Institut und Gesellschaft der epidemiologischen Krebsregister
in Deutschland e.V. 2010). Im Vergleich mit den Staaten der Europdischen Union lag
die Neuerkrankungsrate im Jahr 2002 in Deutschland an funfter Stelle. Die hochsten
Raten fanden sich fir Schweden und Finnland. Griechenland, Polen und Lettland
wiesen die niedrigsten Neuerkrankungsraten auf (Robert Koch-Institut 2007).

Das Prostatakarzinom entsteht mit 70% am h&ufigsten in der peripheren Zone, deutlich
seltener findet es sich dagegen in der transitionalen Zone (25%) oder in der zentralen
Zone (5%) (Bonkhoff und Remberger 1998). Als Risikofaktoren gelten neben Alter und
genetischer Disposition auch die Erndhrung sowie verschiedene Umweltfaktoren. Der
wichtigste dieser Risikofaktoren ist das Alter, so sind etwa 90% aller am
Prostatakarzinom erkrankten Manner &lter als 60 Jahre (Robert Koch-Institut 2007). Die
altersspezifische Erkrankungsrate steigt von knapp 66 pro 100.000 Mé&nner bei den 45-
bis unter 60-Jahrigen kontinuierlich bis auf Gber 800 Falle bei den lber 75-J&hrigen
(Gesellschaft der epidemiologischen Krebsregister in Deutschland e.V. und Robert
Koch-Institut 2006).

Die Diagnostik des Prostatakarzinoms beinhaltet (blicherweise die Bestimmung des
Prostata-spezifischen Antigens (PSA) im Serum. PSA stellt gegenwaértig den géngigen
biochemischen Marker fir die Entartung des Prostatagewebes dar, dessen Nutzen
aufgrund seiner unzureichenden Spezifitat jedoch umstritten ist. Des Weiteren erfolgen
die digitale rektale Untersuchung und der transrektale Ultraschall (TRUS), bei dem zur
eindeutigen histologischen Diagnostik in der Regel Gewebsbiopsien entnommen

werden. Ergénzend konnen weitere bildgebende Mittel wie zum Beispiel
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Computertomographie (CT) oder Magnetresonanztomographie (MRT) eingesetzt

werden (Sokeland et al. 2004).

1.3 Die Therapie des Prostatakarzinoms

Solange das Prostatakarzinom in seiner rdumlichen Ausdehnung auf die Prostata
begrenzt ist, befindet es sich in einem friihen, noch heilbaren Stadium. Die Therapie
beinhaltet in diesem Fall Ublicherweise die operative Prostataresektion oder die
strahlentherapeutische Behandlung. Uberschreitet das Prostatakarzinom dagegen zum
Zeitpunkt der Diagnose bereits die Organgrenze, ist eine lokale Behandlung nicht mehr
ausreichend. Vielmehr ist in diesem fortgeschrittenen Tumorstadium eine systemische
Therapie, in der Regel in Form einer Hormontherapie, indiziert. Der Ansatz ist in dem
Fall palliativ, da eine Heilung der Erkrankung zu diesem Zeitpunkt nicht mehr méglich
ist (Deutsche Krebsgesellschaft e.\V. 2010).

Bei der Erstdiagnose des Prostatakarzinoms ist dessen Wachstum in 80 bis 90% der
Falle abhéngig von den korpereigenen Androgenen Testosteron, Dihydrotestosteron,
Dehydroepiandrosteron (DHEA) und Androstendion, die ihre Wirkung Uber den
Androgenrezeptor (AR) vermitteln. Ziel der hormonellen Therapieverfahren ist deshalb
die Senkung der Androgensynthese oder deren Blockade. Da 95% der Androgene in den
Hoden produziert werden, stellt die beidseitige subkapsulére Orchiektomie eine
mogliche chirurgische Therapieform dar. Alternativ kommen aber eher LHRH-Analoga
wie Goserelin, Leuprorelin und Buserelin zum Einsatz, die in der Hypophyse die
Freisetzung von LH (Luteinisierendes Hormon) und FSH (Follikel Stimulierendes

Hormon) durch Uberstimulation hemmen. LH und FSH regen normalerweise in den
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Hoden die Testosteronproduktion und -freisetzung an. Die ebenfalls eingesetzten
Antiandrogene (zum Beispiel Flutamid, Bicalutamid, Nilutamid und Cyproteronacetat)
binden direkt am AR, wobei das Cyproteronacetat zusatzlich eine blockierende
Wirkung auf die Hypophysen-Hoden-Achse hat. Es wird eine kompetitive Hemmung
der Androgene am AR erzielt und im Fall des Cyproteronacetats zusatzlich eine
Senkung der Testosteronsekretion in den Hoden (Wedding et al. 2000).

Nachdem zundchst ber 80% der Patienten gut auf diese Hormonablation ansprechen,
kommt es im Therapieverlauf in der Regel nach zwd0If bis 18 Monaten zu einem
Wirkungsverlust und einem kastrationsresistenten Progress des Tumors, der durch einen
Wiederanstieg des Serum-PSAs gekennzeichnet ist (Heinlein und Chang 2004, Sadar et
al. 1999). Dieses Phédnomen stellt das grundlegende Problem in der Therapie des
fortgeschrittenen Prostatakarzinoms dar und reduziert die Behandlungsmaglichkeiten ab
diesem Zeitpunkt auf eine rein symptomatische Therapie. Auch wenn die Genese der
Androgenunabhéngigkeit bislang noch nicht vollstandig aufgekléart ist, konnten bereits
zahlreiche den AR, seine Kofaktoren und auch die Androgensynthese betreffende
Mechanismen identifiziert werden, die die Entwicklung zur Androgenunabhéngigkeit
mafgebend beeinflussen (Knudsen und Penning 2010). Da die klassische
Chemotherapie aufgrund einer mangelnden Ansprache des Prostatakarzinoms als
alternative Therapiemethode zur Hormonablation eine untergeordnete Rolle spielt, liegt
vor allem in der Klarung der Rolle des AR und der weiteren an diesem Prozess
beteiligten Faktoren ein groRes Potenzial, neue Therapieverfahren zu etablieren und die
Behandlung des fortgeschrittenen Prostatakarzinoms dadurch entscheidend zu

verbessern.
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1.4 Molekulare Grundlagen

1.4.1 Der Androgenrezeptor (AR)

Die reguldre Entwicklung und Funktion der Prostata unterliegt der Steuerung durch die
Androgene, deren Wirkung uber den AR vermittelt wird (Roy et al. 1999). Der AR zéhlt
als Steroidrezeptor zur Familie der nukledren Rezeptoren, die diffus im Zytoplasma
vorliegen und erst nach Aktivierung durch ihre Liganden in den Zellkern translozieren,
um dort als Transkriptionsfaktoren zu agieren (Beato et al. 1995).

Wie zuvor beschrieben, ist das Prostatakarzinom bei der Erstdiagnose in 80 bis 90% der
Falle noch androgenabhangig, weshalb in der Regel bei organuberschreitenden
Tumoren die antiandrogene Therapie zum Einsatz kommt. Das Dilemma stellt
schliellich der androgenunabhédngige Progress des Tumors dar, der gewdhnlich nach
spatestens eineinhalb Jahren der Therapie einsetzt (Heinlein und Chang 2004).
Veranderungen der Androgenachse spielen die zentrale Rolle in diesem Geschehen. So
sind mittlerweile zahlreiche Mechanismen auf Ebene des AR, seiner Koaktivatoren oder
auch der Androgensynthese bekannt, die wesentlich am Progress zur
Androgenunabhéngigkeit beteiligt sind.

Im Fall des AR findet Uber verschiedene Deregulationen eine Reaktivierung des
Rezeptors unter Hormonablation statt (Abb.1). Bereits 1997 bestatigte die
Arbeitsgruppe um Koivisto, dass eine Amplifikation des AR-Gens mit einem
sekundaren Therapieversagen unter antiandrogener Medikation einhergeht. Wahrend
eine  Amplifikation des AR im nicht-hormonbehandelten Prostatakarzinom nicht
nachgewiesen werden konnte, zeigten 28% der sekundar Kkastrationsresistenten

Karzinome eine Vervielfaltigung des Gens. Das Vorkommen der AR-Amplifikation war
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abhangig von Grad und Dauer der Ansprache auf eine antiandrogene Therapie. So
konnte die Vervielféltigung des Gens in erster Linie in Karzinomen nachgewiesen
werden, die vorher mindestens zw6lf Monate auf die Behandlung angesprochen hatten.

Karzinome, die dagegen friher oder von Beginn an nicht auf die Therapie reagiert

hatten, wiesen keine AR-Amplifikation auf (Koivisto et al. 1997).

Hormone Therapy
* GnRH agonists
* AR antagonists
(i)
Selective
=
pressure
cell death Y cell cycle arrest
Tumor Regression —
AC . ﬁ
CoACT (ii)
. Adaptation
Deregulati Mutati Aberrant Alternative Cofactor Intracrine
+amplification +gain of function modification splicing ) perturbation androgen
soveraxpression A *GF, cytokine pathways  *Constitutively active  +CoAct gain synthesis
S T *Src . d *CoR loss/dismissal
\\""‘1....__ “‘\., i .—"—“ -
(i)
Restored AR activity CRPC
Rising PSA (biochemical failure) development
CRPC tumor growth
Therapeutic Failure

Abb.1: Schematische Darstellung der verschiedenen Mechanismen zur AR-Reaktivierung unter

antiandrogener Therapie (Auszug aus: Knudsen und Penning 2010, Seite 317)
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In den Zellen, in denen eine Vervielféltigung des AR-Gens nachweisbar ist, kommt es
in der Folge auch zu einer gesteigerten Expression dieser DNA-Abschnitte (Linja et al.
2001). Durch die daraus resultierende erhthte Rezeptoranzahl kénnen die Androgene
auch in sehr niedriger Konzentration noch als Liganden agieren und so den nur
scheinbar androgenunabh&ngigen Tumorprogress unterhalten (Koochekpour 2010).
Neben der gesteigerten Expression des AR konnte auch eine erhdhte Stabilitdt des
Genprodukts in wiederkehrenden Tumoren nachgewiesen werden. Zudem wurde der
AR in diesen Tumorzellen vermehrt in den Zellkernen lokalisiert. Diese Faktoren
fihrten zusammen mit der gesteigerten Expressionsrate zu einer Hypersensibilitat des
AR gegeniiber niedrigen Androgenkonzentrationen (Gregory et al. 2001).

Eine weitere Ursache fir die Reaktivierung des AR stellen Mutationen des Rezeptors
dar. Diese bewirken neben einer gesteigerten Empfindlichkeit des Rezeptors gegeniiber
den Liganden auch eine Erweiterung des Ligandenspektrums um verschiedene andere
Steroidhormone (zum Beispiel Progesteron, Ostrogen, Cortisol) oder sogar bestimmte
Antiandrogene. So fiihrt beispielsweise die somatische AR-Mutation T877A zu einer
Aktivierung des Rezeptors durch Flutamid (Knudsen und Penning 2010). Im Fall der
Antiandrogene scheint zudem die Hypothese bestatigt, dass die Therapeutika selbst
bestimmte Mutationen des AR auslésen, die zum Beispiel eine veranderte Stabilitét
oder Ligandenspezifitat des Rezeptors zur Folge haben (Steinkamp et al. 2009).

Neben den Mutationen fuhrt auch posttranskriptionales alternatives Splicing im
Prostatakarzinom zu einer Verdnderung der AR-Struktur. Der Rezeptor weist nach
diesem Prozess unter anderem einen Verlust der Liganden-bindenden Doméne auf und
befindet sich dadurch permanent in einem aktivierten Zustand. Diese Splicing-Varianten

des AR konnten vermehrt im kastrationsresistenten Prostatakarzinom nachgewiesen
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werden und entgehen nicht nur der Abhangigkeit von ihren Liganden, sondern auch der
Blockade durch die Antiandrogene, die die Liganden-bindende Doméne benétigen, um
den Rezeptor zu hemmen (Knudsen und Penning 2010).

Ein weiterer der bereits bekannten Wege zur AR-Reaktivierung fihrt Uber die
posttranslationale Modifikation. Dieser einerseits physiologische Prozess beeinflusst
unter anderem durch Phosphorylierung oder Acetylierung die Stabilitat, Aktivitat und
die spezifischen regulatorischen Eigenschaften der Steroidrezeptoren (Faus und
Haendler 2006). Im Prostatakarzinom konnte eine posttranslationale Phosphorylierung
des AR durch den deregulierten epidermalen Wachstumsfaktor EGF nachgewiesen
werden, die in einer kastrationsresistenten Aktivitat des Rezeptors resultiert. Andere
Wachstumsfaktoren wie beispielsweise IGF-1 steigern die AR-Aktivitat bei niedriger
Ligandenverfligbarkeit, sodass insgesamt unter bestimmten Umstanden eine
Beeinflussung der Rezeptoraktivitat durch Wachstumsfaktoren angenommen wird
(Knudsen und Penning 2010).

Neben diesen den AR direkt betreffenden Mechanismen finden sich im
Prostatakarzinom auch Aberrationen auf Ebene seiner Koaktivatoren, die &hnliche
Effekte hervorrufen. So werden beispielsweise die Steroidrezeptor-Koaktivatoren SRC-
1, SRC-3 und das AR-assoziierte Protein ARA70 im Prostatakarzinom tberexprimiert,
wobei dies ebenfalls eine Herabsetzung der AR-Aktivierungsschwelle bei niedriger
Ligandenkonzentration oder eine agonistische Wirkung der Antiandrogene am Rezeptor
zur Folge hat (Heinlein und Chang 2004). Unter den zahlreichen weiteren flr die AR-
Reaktivierung relevanten Kofaktoren befindet sich ein Transkriptionsfaktor, der eine
Beeinflussung der Androgenachse sowohl uber die direkte Bindung an den AR als auch

unmittelbar auf Ebene des Tumormarkers PSA aufweist. Diese Eigenschaften des
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ebenfalls im Prostatakarzinom Uberexprimierten Prostate-Derived-Ets-Factors (PDEF)
sind auffallend und deuten auf seine besondere Relevanz in Pathogenese und
Progression des Prostatakarzinoms hin. PDEF sollte daher in der vorliegenden

experimentellen Arbeit nédher charakterisiert werden.

1.4.2 Prostate-Derived-Ets-Factor (PDEF)

PDEF gehort zur E twenty-six (Ets)-Familie, deren Mitglieder alle Gber eine sogenannte
Ets-Domane verfugen, tber die sie mit hoher Affinitat an bestimmte DNA-Sequenzen
binden (Wasylyk et al. 1998). Sie agieren demnach als Transkriptionsfaktoren und
kontrollieren zahlreiche Gene, die eine Rolle bei Zellproliferation und -differenzierung,
Apoptose, Angiogenese, Migration und Invasion spielen. Auch mit verschiedenen
malignen Entartungen kénnen die Ets-Faktoren in Zusammenhang gebracht werden. So
kommt es im Rahmen der Tumorgenese zu Uberexpression oder Verlust bestimmter
Mitglieder der Ets-Familie (Sementchenko und Watson 2000).

PDEF kann nur in wenigen primar hormonabhéngigen epithelialen Geweben des
Korpers nachgewiesen werden. Geringe Mengen seiner Transkripte finden sich
beispielsweise in Ovar, Brust- und Speicheldrise. In der Prostata dagegen zeigt sich
eine relativ hohe Expression des Gens. Zudem wird PDEF hauptsachlich in Zellen
exprimiert, in denen auch die Expression des AR lokalisiert ist. Es konnte nachgewiesen
werden, dass zwischen PDEF und dem AR eine direkte Interaktion tber die Ausbildung
von Heterodimeren stattfindet. Uber dieses Phanomen kommt es zu einer
synergistischen Steigerung der Transkription von PSA, einem Zielgen des aktivierten

AR. Des Weiteren lieR sich auch eine direkte Bindung von PDEF an den Promotor des
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PSA-Gens nachweisen, die ebenfalls in einer gesteigerten Expression des
Tumormarkers resultiert. Dies stellt einen androgenunabhangigen Weg der PSA-
Genexpression dar, der mdoglicherweise eine Rolle im fortgeschrittenen
Prostatakarzinom spielt. Nachdem PDEF wie zuvor beschrieben nur in wenigen
gesunden Geweben des Korpers vorkommt, konnte es im Rahmen einer malignen
Entartung auch in anderen Organen, wie beispielsweise Lunge, Kolon und Uterus,
nachgewiesen werden. Dies konnte auf eine (Uber-)Expression des Gens im Rahmen
von Malignomentstehung und -progression hindeuten (Oettgen et al. 2000).
Untersuchungen zu diesem Zusammenhang fanden bisher vorrangig in epithelialen
Brust- und Prostatazellen statt, wobei die Effekte von PDEF in der Literatur
gegenwartig sehr kontrovers diskutiert werden.

Einerseits beschreiben Turner et al. einen Verlust der PDEF-Expression in invasiven
Brustkrebszellen. Kommt es jedoch zu einer induzierten Reexpression des Gens, fuhrt
dies zu einer verminderten Migration und Invasivitéat der Zellen (Turner et al. 2007). Gu
et al. haben PDEF auch in den Prostatakarzinomzelllinien PC-3 und LNCaP untersucht
und beschreiben fir beide Zellmodelle eine verminderte Zelladhasion bei
Herunterregulierung des Gens. Fir die AR-negativen PC-3-Zellen konnte auf3erdem
eine gesteigerte Migration und Invasivitat bei verminderter PDEF-Expression
nachgewiesen werden. Eine PDEF-Uberexpression fiihrte in dieser Zelllinie dagegen zu
einer verminderten Invasivitdt. Eine vergleichbare Abnahme von Migration und
Invasivitat wies die Arbeitsgruppe auch fir bestimmte invasive Brustkrebszellen nach
(Gu et al. 2007).

Im Gegensatz zu diesen Ergebnissen konnten Gunawardane et al. in benignen

epithelialen Mammazellen durch eine erhdhte PDEF-Expression eine gesteigerte
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Zellmigration ausldsen, die durch Koexpression bestimmter Wachstumsfaktor-
Rezeptoren (ErbB2 und CSF-1R) noch maximiert werden konnte. Die Invasivitat dieser
Zellen lief sich durch die alleinige Uberexpression von PDEF dagegen nicht signifikant
steigern, erst bei Koexpression von ErbB2 oder CSF-1R entwickelte sich ein
hochinvasiver Phanotyp. Neben diesen Befunden zeigte sich in entarteten epithelialen
Mammazellen wiéhrend der Tumorprogression eine Uberexpression von PDEF
(Gunawardane et al. 2005). Sood et al. haben die PDEF-Expression in benignem Brust-
und Prostatagewebe mit der in entartetem Gewebe beider Organe verglichen. Sowohl in
Mamma- als auch in Prostatakarzinomzellen zeigte sich dabei eine Uberexpression des
Gens. Zudem fand sich mit zunehmender Malignitét der Prostatakarzinom-Ph&notypen
ein relativ hoheres Expressionsniveau von PDEF, sodass also eine Korrelation zwischen
Tumorstadium und Expressionsrate bestand. In einer weiteren Versuchsreihe wurde die
Androgenabhéngigkeit der PDEF-Expression untersucht. Nach Stimulation der
hormonsensiblen Prostatakarzinomzelllinie LNCaP mit dem Dihydrotestosteron-
Analogon R1881 liel? sich ein Anstieg von PDEF sowohl auf mRNA- als auch auf
Proteinebene nachweisen (Sood et al. 2007).

Diese zum Teil widersprichlichen Befunde deuten dennoch darauf hin, dass die
aberrante Expression von PDEF das Prostatakarzinom und madglicherweise auch andere
Malignome in Pathogenese und Progression beeinflusst. Die tatsachliche Funktion in
den individuellen Malignomen muss aber noch weiter geklart werden. Im Folgenden
werden Prostatakarzinom-relevante Gene vorgestellt, die im funktionellen
Zusammenhang mit PDEF stehen und in den Funktionsanalysen dieser Arbeit eine

Reaktion auf dessen Expressionsverminderung durch RNA-Interferenz zeigten. Dies
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ermoglichte eine weitere Charakterisierung der PDEF-Funktion im androgensensiblen

Prostatakarzinom.

1.4.3 Das Prostata-spezifische Antigen (PSA)

PSA, eigentlich Kallikrein 3 (hKLK3), ist eine Serinprotease, die exklusiv von den
epithelialen Zellen der Prostata sezerniert wird. Seine Hauptaufgabe besteht in der
Verflissigung des Samenkoagels bei der Ejakulation. Wahrend normalerweise nur
geringe Mengen PSA durch Leckage in das Blutserum gelangen, kommt es im Rahmen
einer malignen Entartung durch die sich verdndernden Organstrukturen zu einer aktiven
Sekretion von PSA in den Extrazellularraum und in den Blutkreislauf (Stenman et al.
1999). Aus diesem Grund ist das PSA gegenwaértig der bekannteste biochemische
Marker fir die Entartung der Prostata. Die Einflhrung der PSA-Bestimmung im Serum
Anfang der Achtziger Jahre ermdglichte beim Screening die Entdeckung eines erheblich
hoheren Anteils der Prostatakarzinome. Zudem fuhrte der Test zur Erkennung des
Malignoms in einem friheren, in 80% noch auf das Organ begrenzten Stadium. Bei
hoher Sensitivitét bis Giber 90% besteht jedoch eine geringe Spezifitat des Tests, so kann
zum Beispiel auch die Benigne Prostatahyperplasie (BPH) oder die Prostatitis zu einer
Erhohung des PSA-Werts fuhren (Hernandez und Thompson 2004, Steuber et al. 2006).
Diese geringe Spezifitdt ist der Grund fir die andauernde Suche nach weiteren
potenziellen Tumormarkern, die die PSA-Bestimmung ergdnzen oder gar ersetzen
konnten (Laxman et al. 2008).

Die PSA-Expression unterliegt immer der Stimulation durch Androgene. Im Promotor

des Gens wurden verschiedene Regionen identifiziert, sogenannte androgen-response
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elements (AREs), mit denen der aktivierte AR interagiert und dadurch die
Genexpression einleitet (Cleutjens et al. 1996). Bei erfolgreicher antiandrogener
Therapie des Prostatakarzinoms lassen sich demzufolge in der Regel abfallende PSA-
Werte im Serum ermitteln. Kommt es im Verlauf jedoch zur AR-Reaktivierung, zeigt

sich hierunter ein Wiederanstieg der PSA-Expression (Wang et al. 2003).

1.4.4 Prostate Cancer Gene 3 (PCA3)

PCAS3 wurde urspriinglich als DD3 bezeichnet und als differenziell exprimierter Marker
im Prostatakarzinom entdeckt. Seine Expression konnte bislang in keinem anderen
menschlichen Gewebe nachgewiesen werden. Im gesunden Prostatagewebe wird es
ebenfalls nicht oder nur in &uRerst geringen Mengen exprimiert (Bussemakers et al.
1999). Sind die Zellen jedoch maligne entartet, ist die Expression von PCA3 deutlich
gesteigert. In diesem Fall korreliert die Hohe der Expression mit dem Malignitatsgrad
des Tumors (Kamradt et al. 2003). In der Spezifitat fur das Prostatakarzinom ist PCA3
dem PSA, das im Gegensatz auch bei BPH und Prostatitis erhéht sein kann, deutlich
uberlegen. Hieraus resultiert seine Verwendung als neu etablierter Tumormarker, wofr
seine Quantifizierung nach Prostatamassage im Urinsediment vorgenommen wird.
Diese Methode stellt eine wertvolle Ergdnzung beziehungsweise Alternative zur
Prostatabiopsie bei erhghten PSA-Serumwerten dar (Hessels und Schalken 2009).

Die Funktion von PCAS3 ist aktuell noch ungeklart. Da jedoch bis zum jetzigen
Zeitpunkt kein Genprodukt nachgewiesen werden konnte, wird davon ausgegangen,
dass es sich um eine nicht-kodierende messenger RNA handelt (Schalken et al. 2003).

Zwischen PCA3 und der Androgenachse besteht eine enge Verknupfung. So l&sst sich



1 Einleitung 18

die Expression des Gens nur in malignen Prostatazellen nachweisen, in denen auch der

AR und PSA exprimiert werden (van Bokhoven et al. 2003).

1.4.5 Die Insulin-like-Growth-Factor (IGF)-Familie

Eine weitere wichtige Funktion in der Molekularbiologie des Prostatakarzinoms hat die
IGF-Familie. Sie umfasst Wachstumsfaktoren und deren Rezeptoren, die in vielen
verschiedenen Geweben des Korpers produziert werden und in ihrer Struktur und
Funktion dem Insulin gleichen. Neben zwei Peptiden, IGF-1 und IGF-2, existieren zwei
Zelloberflachen-Rezeptoren, IGF-1-Rezeptor (IGF-1R) und IGF-2-Rezeptor (IGF-2R).
Aulerdem sind sechs hochaffine IGF-bindende Proteine (IGFBP-1 bis IGFBP-6)
bekannt, die die Bioverfligbarkeit der IGFs regulieren (Russell et al.1998).

Auch das Prostatagewebe wird durch die IGF-Familie beeinflusst. Sowohl IGF-1 als
auch IGF-2 konnen Wachstum und Proliferation von epithelialen Prostatazellen
steigern. Wahrend fir IGF-2 keine Korrelation besteht, gehen hohe IGF-1-
Plasmaspiegel mit einem erhohten Erkrankungsrisiko fir das Prostatakarzinom einher
(Chan et al. 1998). Der IGF-1R hat zudem nach Aktivierung durch seine Liganden IGF-
1 und IGF-2 zusétzlich einen antiapoptotischen Effekt sowohl auf benigne als auch auf
entartete Prostatazellen. So fihrt eine Herunterregulierung des IGF-1R in Tumorzellen
zu massivem Zellsterben (Baserga 1999). IGFBP-3 dagegen inhibiert das
Zellwachstum. Dies geschieht auf der einen Seite Uber die Bindung und verminderte
Bioverfugbarkeit von IGF-1 und andererseits auch (ber einen IGF-unabhéngigen
Mechanismus. Dabei konnte fiir IGFBP-3 eine proapoptotische Wirkung Uber einen

eigenen IGFBP-3-Rezeptor nachgewiesen werden (Rajah et al. 1997).
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Unter Hormonentzug kann eine Aktivierung des AR alternativ auch tber die IGF-Achse
erfolgen. Auch der in diesem Fall durch IGF-1 vermittelten Aktivierung folgt die
ubliche Stimulation der PSA-Expression durch den AR (Culig et al. 1994). Die
vielfaltigen Verflechtungen von IGF- und Androgenachse werden auBerdem daran
deutlich, dass fur PSA wiederum eine Proteaseaktivitat gegenlber IGFBP-3 besteht, die
in einer Spaltung des Proteins resultiert (Cohen et al. 1992). Im Prostatakarzinom ist die
Expression von IGF-1, IGF-2 und IGF-1R deutlich gesteigert, die des IGFBP-3 dagegen

vermindert (Nickerson et al. 2001).

1.4.6 NKX3.1

NKX3.1 ist ein Transkriptionsfaktor, der eine Rolle bei der Entwicklung und
Differenzierung des epithelialen Prostatagewebes spielt (Simmons und Horowitz 2006).
Seine Bedeutung fir die Prostatakarzinom-Entstehung und -Progression wird in der
Literatur ebenfalls kontrovers diskutiert. NKX3.1 reguliert unter anderem die
Proliferation der epithelialen Prostatazellen und ein Verlust des Gens resultiert in
Hyperplasie und Dysplasie des Gewebes (Bhatia-Gaur et al. 1999). Ein Verlust der
NKX3.1-Expression konnte in einem signifikanten Anteil fruher Prostatakarzinome
nachgewiesen werden und korrelierte mit dem Progress des Tumors, was zu der
Annahme flhrte, dass NKX3.1 ein Tumorsuppressorgen sei (Bowen et al. 2000).

Auf der anderen Seite weisen Prostatakarzinomzellen vor allem im fortgeschrittenen,
organiiberschreitenden Stadium vermehrt eine Uberexpression des Gens auf (Xu et al.
2000). Possner et al. konnten eine gesteigerte NKX3.1-Expression nach Stimulation von

hormonsensitiven LNCaP-Prostatakarzinomzellen mit dem Androgen
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Dihydrotestosteron aufzeigen. Die Applikation von Tectorigenin, einem Phytodstrogen
mit suppressiven Eigenschaften im Prostatakarzinom, bewirkte wiederum ein
vermindertes Vorkommen von NKX3.1. Neben diesen Befunden sprach eine Abnahme
von AR und PSA auf mRNA- und Proteinebene infolge der direkten
Herunterregulierung von NKX3.1 mit siRNA gegen die Funktion von NKX3.1 als

Tumorsuppressorgen (Possner et al. 2008).
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2 Das Ziel dieser Arbeit

Die Hauptproblematik in der Therapie des fortgeschrittenen Prostatakarzinoms besteht
in der Androgenunabhéngigkeit, die sich friher oder spater unter antiandrogener
Therapie ausbildet. Das zentrale Problem in dieser Entwicklung stellt die Reaktivierung
des AR dar. Einerseits erlaubt die Amplifikation des AR-Gens und die damit
verbundene vermehrte Expression des Rezeptors den Androgenen, auch in sehr
niedrigen Konzentrationen als Liganden zu wirken und somit den Tumorprogress zu
unterhalten. Mutationen des AR erweitern zudem das Ligandenspektrum um alternative
korpereigene Steroidhormone oder sogar die Antiandrogene. Neben weiteren den AR
betreffenden Mechanismen ruft auch die Uberexpression multipler Koaktivatoren des
Rezeptors &hnliche Effekte hervor. Dem Transkriptionsfaktor PDEF konnte eine direkte
Interaktion mit dem AR nachgewiesen werden, die eine synergistische Steigerung der
PSA-Expression zur Folge hat. Dariiber hinaus findet eine direkte Bindung von PDEF
an den PSA-Promotor statt, die in einer androgenunabhangigen PSA-Expression
resultiert. Die Vermutung, dass PDEF aufgrund dieser Eigenschaften eine wichtige
Rolle in Genese und Progression des Prostatakarzinoms spielt, wird durch seine
Uberexpression in diesem Malignom bekraftigt. In anderen Organen wurde PDEF
bereits als deutlich tumorassoziierter Marker identifiziert (Ghadersohi et al. 2004).
Daneben hatte sich in friheren eigenen Arbeiten zum Prostatakarzinom eine
Herunterregulierung von PDEF im Rahmen der positiven Effekte von Valproat oder
Tectorigenin auf die Expression anderer bedeutender Gene gezeigt (Thelen et al. 2004,
Thelen et al. 2005). In aktuellen Untersuchungen insbesondere in Hinblick auf
Migration und Invasion von Tumorzellen wird PDEF jedoch weiterhin kontrovers

diskutiert. Einerseits konnte bei Uber- oder Reexpression des Gens in AR-negativen
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PC-3-Prostatakarzinomzellen und invasiven Mammakarzinomzellen eine herabgesetzte
Invasivitat beziehungsweise Migration und Invasivitdt nachgewiesen werden. Eine
verminderte Expression von PDEF dagegen fihrte in PC-3- und LNCaP-
Prostatakarzinomzellen zu einer herabgesetzten Zelladhdsion, wobei fir die PC-3-
Zellen auch eine gesteigerte Migration und Invasivitéat aufgezeigt wurde.

Andererseits liel? sich in benignen epithelialen Mammazellen durch eine erhéhte PDEF-
Expression eine Steigerung der Zellmigration und, in Gegenwart bestimmter
Wachstumsfaktor-Rezeptoren, auch der Invasivitat erzielen. Dennoch konnte sowohl in
Mamma- als auch in Prostatakarzinomzellen eine Uberexpression von PDEF
nachgewiesen werden, wobei im Prostatakarzinom eine Korrelation zwischen
Tumorstadium und Expressionsrate bestand.

Diese Befunde erlauben aufgrund ihrer Heterogenitét keine endgultige Einordnung von
PDEF in den Kontext mit Pathogenese und Progression des Prostatakarzinoms. Weitere
Untersuchungen sind notwendig, um den Transkriptionsfaktor und sein Zusammenspiel
mit den multiplen anderen am Tumorgeschehen beteiligten Faktoren besser zu
charakterisieren. Aus diesem Grund wurde PDEF in der vorliegenden Arbeit gezielt in
der fur das Prostatakarzinom représentativen AR-positiven Zelllinie LNCaP
herunterreguliert, um dessen Funktion in einem relevanten Zellmodell zu untersuchen.
Die zugrundeliegende Technik der RNA-Interferenz stellt gegenwartig die am
haufigsten genutzte Methode fur funktionelle Genanalysen dar und basiert auf der
sequenzspezifischen Herunterregulierung einzelner Gene mittels doppelstrangiger
RNA-Molekile. Die anschlieBenden Expressionsanalysen Prostatakarzinom-assoziierter

Gene sollten einen weiteren Einblick in die Funktion von PDEF ermdoglichen und
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klaren, ob es einen potenziellen Ansatzpunkt fir alternative Therapiemethoden des

fortgeschrittenen Prostatakarzinoms darstellen konnte.
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3 Material und Methoden

3.1 Die Zelllinie LNCaP

Die LNCaP-Zellen stellen eine bekannte Zelllinie in der experimentellen Forschung auf
dem Gebiet des Prostatakarzinoms dar. Da mit der Expression von AR, PSA, PDEF und
weiteren Genen viele Parallelen mit dem klinischen Erscheinungsbild des
androgenabhéngigen Prostatakarzinoms bestehen, diente diese hormonsensible Zellreihe
als Grundlage fur die nachfolgenden Versuche.

LNCaP-Zellen wurden erstmalig 1977 aus einer supraklavikularen Lymphknoten-
Metastase eines 50-jahrigen Mannes mit Prostatakarzinom gewonnen (lymph node of
cancer of the prostate = LNCaP). Sie weisen einen aneuploiden mannlichen Karyotyp
mit 76 bis 91 Chromosomen auf. Sowohl im Zytosol als auch im Nukleus dieser Zellen
lasst sich ein hochaffiner AR nachweisen. Auf Stimulation mit 5-alpha-
Dihydrotestosteron reagieren die Zellen mit einsetzendem Wachstum und der
Produktion saurer Phosphatase, womit sich die Androgensensibilitat dieser Zellreihe
demonstrieren lasst (Horoszewicz et al. 1983).

Bei den LNCaP-Zellen handelt es sich um adhérente epitheliale Zellen, die mit einer
Verdopplungszeit von 60 Stunden in Aggregaten oder auch einzeln wachsen. Fir die
Versuche dieser Arbeit wurden sie bei 37°C und einer CO,-Konzentration von 5% im
Feuchtinkubator kultiviert (Heraeus, Hanau, Deutschland). Als Medium diente RPMI
1640 (PAN-Systems, Nurnberg, Deutschland) mit 10% fetalem Kaélberserum (PAA,
Colbe, Deutschland), 1% L-Glutamin, 2% Aminosaureldosung und 1% Penicillin-

Streptomycin (Sigma®, Taufkirchen, Deutschland).
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3.2 RNA-Interferenz mit siRNA

Das Verfahren der RNA-Interferenz, auch RNAI genannt, stellt gegenwartig die am
haufigsten genutzte Methode dar, um die Expression einzelner Gene zu unterdrticken.
Das zugrundeliegende Phdnomen wurde erstmals 1999 von Fire beschrieben, der durch
Injektion doppelstrangiger RNA-Molekiile in Nematoden (Caenorhabditis elegans) eine
effiziente sequenzspezifische Herunterregulierung bestimmter Gene erzielen konnte
(Fire 1999). In den darauffolgenden Jahren konnte dieses experimentelle gene silencing
auch in weiteren Spezies nachgewiesen werden, einschliellich zahlreicher Eukaryoten
wie Pilzen, Fruchtfliegen, M&usen und schlie3lich auch menschlicher Zelllinien.

RNA-Interferenz stellt einen natirlichen Mechanismus der Zellen dar, der
posttranskriptional stattfindet und durch die Unterdriickung spezifischer mRNA-
Sequenzen die Translation derselben und somit die Entstehung des Genprodukts
verhindert beziehungsweise stark reduziert. Urspringlich dient dies der
Aufrechterhaltung der Genomstabilitadt, indem beispielsweise mutagene Effekte von
Transposons oder repetitive Sequenzen blockiert werden. Zudem stellt gene silencing
eine wichtige Komponente des viralen Abwehrsystems dar. Trigger fir die Aktivierung
der RNA-Interferenz sind doppelstrdéngige RNA-Molekiile, die zum Beispiel fehlerhaft
transkribierte Sequenzen oder virale RNA enthalten. Nach Erkennen eines solchen
RNA-Molekuls lauft der Prozess der RNA-Interferenz in zwei Schritten ab (Abb.2). Im
ersten Initiationsschritt wird die Doppelstrang-RNA durch eine spezielle RNAse, den
sogenannten Dicer, in kurze doppelstrangige RNA-Molekule zerschnitten. Diese
Molekiile bestehen aus 21 bis 23 Nukleotiden und werden als small interfering RNA
(SIRNA) bezeichnet. Im zweiten Effektorschritt wird die siRNA in den sogenannten

RNA-Induced Silencing Complex (RISC) eingebunden. Eine RISC-assoziierte
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Helikaseaktivitat entwindet anschlieBend den Doppelstrang, sodass einer der beiden
siRNA-Strange den RISC zu seiner komplementdren mRNA-Sequenz geleiten kann.
Der RISC bindet schlielich tiber die sSiRNA an den komplementédren mRNA-Abschnitt,
der in der Folge herausgetrennt und abgebaut wird (Hannon 2002, Dykxhoorn et al.
2003). AnschlieRend ist das Ablesen dieser mRNA-Sequenz und seine Translation in

das spezifische Protein nicht mehr moglich.
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Abb.2: Schematische Darstellung der RNA-Interferenz (Auszug aus: Dykxhoorn et al. 2003,
Seite 458)



3 Material und Methoden 27

Fur die Funktionsanalyse eines bestimmten Gens kommt in der molekularbiologischen
Forschung synthetisch hergestellte siRNA zum Einsatz, die (blicherweise mittels
Transfektion, Mikroinjektion oder Elektroporation in die Zielzelle transferiert wird. Fur
die dieser Arbeit zugrundeliegenden Versuche wurde die im folgenden Kapitel
beschriebene Methode der Transfektion gewéhit.

Um unspezifische Effekte auf die Genexpression in der Zielzelle durch den VVorgang der
Transfektion mit siRNA zu kontrollieren, sollte bei den Versuchen immer eine
Negativkontrolle mitgefuhrt werden. Hierflr eignet sich beispielsweise die Transfektion
mit einer weiteren SiRNA, fur die kein komplementéres Transkript in der Zielzelle
vorliegt. Fur diese Kontrolle wurde siRNA gegen das Luciferasegen verwendet.
Luciferase ist ein Enzym, das im nordamerikanischen Leuchtk&fer Photinus pyralis
vorkommt und ihm (ber eine Decarboxylierungsreaktion seine Biolumineszenz
ermoglicht. Durch sein einzigartiges Vorkommen in dieser Spezies hat das

Luciferasegen sich als geeignetes Kontrollgen bei vielen Versuchen etabliert.

3.3 Die Transfektion

3.3.1 Vorbereitung der Zellen auf die Transfektion: Ausplattieren

Bei der Kultivierung von LNCaP-Zellen kommt es in der Regel tber Proteinbriicken zu
einer Anhaftung der Zellen in Aggregaten am Boden der Kulturflasche. Als erster
Schritt des Ausplattierens erfolgte deshalb das Absaugen des RPMI-Uberstands, wobei
die adhdrenten Zellen am Grund der Kulturflasche zurtickblieben. AnschlieRend wurden

2 ml Trypsin (Sigma®, Taufkirchen, Deutschland) auf die Zellen gegeben. Trypsin ist
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eine Serinprotease, die somit Eiweilbindungen an spezifischer Stelle spaltet. Werden
Zellen dem Trypsin nur kurzzeitig ausgesetzt, bleiben sie selbst unbeschadet, wéhrend
extrazellulére Proteine, in diesem Fall die Proteinbriicken, gespalten werden. Nachdem
die Zellen nach einer Inkubationszeit von zehn Minuten erfolgreich voneinander und
vom Boden der Kulturflasche gel6st worden waren, wurden zur Verdunnung zusétzlich
2 ml RPMI in die Kulturflasche gegeben. AnschlieRend wurde der gesamte Inhalt in ein
Zentrifugenrohrchen pipettiert. Nach einer Spiilung der Zellkulturflasche mit weiteren 2
ml Medium und Ubertragen der Spilflissigkeit in das Zentrifugenréhrchen erfolgte die
Zentrifugation bei 1,9 x 10° min™ fiir zehn Minuten. AnschlieRend konnte der Uberstand
des am Boden des Zentrifugenrdhrchens befindlichen Zellpellets abgesaugt werden und
es folgte eine Resuspension der Zellen mit 4 ml RPMI 1640. Nach Z&hlung der Zellen
in einer Neubauer-Zahlkammer wurden nach entsprechender Verdinnung fur jede
geplante Transfektion 2,5 ml Medium mit 8 x 10* Zellen in je einen Napf einer 6-
Napfplatte gegeben. Nach 24 Stunden hafteten die Zellen wieder ausreichend am Boden

der Platte, sodass die Transfektion erfolgen konnte.

3.3.2 Experimentelle Durchfiihrung der Transfektion

Als Grundlage fir die Transfektion diente das Protokoll des Herstellers fiir das
Oligofectamine™-Reagenz (Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland), das aber vor allem fir
die Waschschritte und die Inkubationszeit stark modifiziert wurde.

Zu Beginn der Transfektion wurde Opti-MEM® (Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland),
ein Kulturmedium, 15 Minuten bei 37°C im Wasserbad erwérmt. Fir jede Probe

wurden anschlieRend 15 pl Opti-MEM® mit 3 ul Oligofectamine™ in einem
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Eppendorfgefall zusammengegeben und zehn Minuten bei Raumtemperatur inkubiert.
Oligofectamine™ ist ein Reagenz, das Oligonukleotide (zum Beispiel siRNA) bindet
und in eukaryote Zellen schleust. Parallel wurden in einem weiteren Eppendorfgefal
175 pl Opti-MEM® mit 10 pl siRNA gegen das Gen PDEF (siPDEF, Stealth™ siRNA
duplex oligoribonucleotides, Invitrogen, Paisley, Grofl3britannien) versetzt. Fur die
Kontrolltransfektion wurde die gleiche Menge siRNA gegen das Luciferasegen
verwendet (siLuc, EUROGENTEC, Seraing, Belgien). AbschlieBend wurden jeweils 18
pl des Opti-MEM®/Oligofectamine™-Gemisches zu der Lésung mit der jeweiligen
SiIRNA gegeben. Der dadurch entstandene Transfektionsansatz benétigte weitere 20
Minuten zur Inkubation bei Raumtemperatur.

Die am Vortag ausplattierten LNCaP-Zellen wurden einmalig mit 800 pul RPMI 1640
gewaschen. Anschliefend wurde die gleiche Menge an Medium wieder hinzugefugt und
nach ausreichender Inkubation der entsprechende Transfektionsansatz gegen PDEF
beziehungsweise Luciferase auf die Zellen gegeben. Die Zellen wurden daraufhin im
Feuchtinkubator gelagert und nach vier Stunden erneut mit 500 pl RPMI 1640 versorgt.
Nach weiteren 40 Stunden im Feuchtinkubator wurde das gesamte Medium
ausgetauscht, wobei der dadurch von den Zellen entfernte Transfektionsansatz in einem
Eppendorfgefal? aufgefangen wurde und spéter der Quantifizierung des PSA-Proteins
diente. Es folgte eine weitere 17-stiindige Inkubationszeit, bevor anschlieBend die

Isolierung der RNA stattfinden konnte.
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3.4 RNA-Isolierung und RNA-Quantifizierung

Nachdem die Transfektion der LNCaP-Zellen mit der siRNA erfolgt und die
Gesamtinkubationszeit von 61 Stunden abgelaufen war, wurde die RNA aus den Zellen
isoliert. Hierfiir wurden diese erneut mithilfe von 2 ml Trypsin je Napf vom Boden der
6-Napfplatte gelost und mit 2 ml RPMI 1640-Medium jeweils in ein
Zentrifugenrohrchen tbertragen. Nach Zentrifugation bei 1,9 x 10° min™ fiir zehn
Minuten und Absaugen des Uberstands befand sich jeweils nur noch das Zellpellet in
den Rohrchen. AnschlieBend erfolgte die RNA-Isolierung mit dem Qiagen® RNeasy
Mini Kit (QIAGEN, Hilden, Deutschland) nach dem vom Hersteller empfohlenen
Protokoll.

Der erste Schritt umfasst zunéchst die Lyse der Zellen durch RLT-Puffer in Gegenwart
des RNase-Inaktivators Mercaptoethanol (Sigma®, Taufkirchen, Deutschland). Die
makromolekularen zelluldren Bestandteile werden anschlielfend durch Zentrifugation
von der RNA getrennt, die im folgenden Schritt an die Matrix der RNeasy-Minisaule
bindet und durch darauffolgende Waschvorgénge von Salzen, Metaboliten und anderen
makromolekularen Zellkomponenten befreit wird. Abschlieend wird die RNA durch
50 pl RNase-freies Wasser von der Matrix der Minisaule eluiert und liegt darin geldst in
einem Eppendorfgefal? vor.

Die isolierte RNA stellt ein Gemisch aus ribosomaler RNA, transfer RNA, messenger
RNA (mRNA) und anderen dar, wobei nur die mRNA als Analyt fur die quantitative
Polymerasekettenreaktion (PCR) dient. Bevor nun weitere Schritte zur Durchfiihrung
der PCR unternommen werden konnen, muss die RNA auf mdgliche Degradationen
untersucht und ihre Konzentration bestimmt werden. Dies erfolgte aus jeweils 1 pl der

RNA-Proben mithilfe des Agilent 2100 Bioanalyzers (Agilent Technologies,
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Waldbronn, Deutschland) und des dazugehdrigen RNA 6000 Nano LabChip® Kits
(Agilent Technologies, Waldbronn, Deutschland). Fur die Messungen wird die RNA
zundchst elektrophoretisch aufgetrennt und schlieBlich mittels Fluoreszenz ein
Elektropherogramm und ein Gel-Bild erstellt. Hieriber kdnnen die oben genannten
Parameter ermittelt werden, sodass am Ende des Messvorgangs ein absoluter Wert fir

den RNA-Gehalt pro 1 pl Probe vorliegt.

3.5 Reverse Transkription

Als Ausgangsmaterial fir die PCR wird komplementdre DNA (cDNA) bendtigt,
weshalb die gewonnene RNA zundchst mithilfe der Reversen Transkription in diese
umgeschrieben werden muss. Die Reverse Transkription wird durch das Enzym Reverse
Transkriptase katalysiert, das urspriinglich in Retroviren vorkommt und im Rahmen der
Virusvermehrung in der Wirtszelle die retrovirale RNA in ¢cDNA umschreibt. Der
Ablauf der Reversen Transkription beinhaltet folgende Schritte: RNA und Primer
werden zusammen auf 70°C erhitzt, wobei die Sekundarstrukturen der RNA
aufgeschmolzen werden. In der anschlieBenden Auskihlphase bis auf Raumtemperatur
kommt es zur Anlagerung der Primer an die RNA (Hybridisierung). Durch Zugabe von
Puffern, Nucleotiden, RNAse-Inhibitoren und Reverse Transkriptase kann nun bei 37°C
die circa eine Stunde dauernde Synthese eines zur RNA komplementaren DNA-Strangs
erfolgen (Mulhardt 2006).

Das Umschreiben der isolierten RNA in cDNA erfolgte mithilfe des Omniskript® RT
Kits (QIAGEN, Hilden, Deutschland) im Thermocycler Perkin EImer GeneAmp PCR

System 2400 (GenTech, New York, USA). Flr ein Gesamtprobenvolumen von 20 pl
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wurden zunéchst 5,8 pul Mastermix nach VVorgabe des Herstellers unter Verwendung von
Random Primer (Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland) erstellt. Die Ubrigen 14,2 pl
setzten sich aus dem jeweiligen Volumen der RNA-LGsung, in dem 500 ng RNA
enthalten waren, und RNAse-freiem Wasser zusammen. Nach Zugabe des Mastermixes
wurde die Reverse Transkription nach folgendem Protokoll im Thermocycler
durchgefihrt: 10 Minuten bei 25°C, 60 Minuten bei 37°C, 5 Minuten bei 93°C und
Abkuhlung auf 4°C. Das 20 pl umfassende Probenvolumen, das nun die neu
entstandene cDNA enthielt, wurde mit DNAse-freiem Puffer auf 100 pl aufgefullt und

stand anschiel’end fur die nachfolgenden Versuche zur Verfugung.

3.6 Real-time-quantitative PCR (RT-PCR)

Die RT-PCR stellt gegenwartig das gebrauchlichste Verfahren zur Quantifizierung von
Nukleinsduren dar. Sie basiert auf dem Prinzip der herkdmmlichen
Polymerasekettenreaktion (PCR), wobei durch den Einsatz eines fluoreszierenden
Farbstoffs zusétzlich die quantitative Messung der neu entstandenen DNA ermdglicht
wird. Das fir die Versuche dieser Arbeit verwendete SYBR® Green | (QuantiTect™
SYBR® Green RT-PCR Kit; EUROGENTEC, Seraing, Belgien) bindet an neu
entstehende doppelstrangige DNA-Molekile und emittiert dabei ein Fluoreszenzsignal.
Dieses Signal wird in jedem Zyklus der RT-PCR am Ende der Elongationsphase
detektiert, wobei seine Intensitat proportional mit der Akkumulation des PCR-Produkts
zunimmt. Eine PCR besteht aus bis zu 50 Zyklen und mehr, die jeweils in drei Phasen
unterteilt werden. In der ersten Phase der Denaturierung findet bei 94°C die

Aufspaltung der doppelstrangigen DNA in zwei Einzelstrange statt. Es folgt die


http://de.wikipedia.org/wiki/Nukleins%C3%A4ure
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Annealingphase, in der sich die Primer unter Abkulhlung auf eine fiir sie jeweils
spezifische Temperatur an die DNA anlagern. In der abschlielenden Elongationsphase
wird schlieBlich am Primer beginnend der zu der einzelstrangigen DNA komplementére
Strang synthetisiert, wobei die Temperatur vom Arbeitsoptimum der verwendeten

DNA-Polymerase abhéngt.

3.6.1 Quantifizierung des RT-PCR-Produkts

Die bei der RT-PCR gewonnenen Daten werden als sigmoide Kurve in einem
Amplifikationsdiagramm dargestellt, in dem die Fluoreszenz (Y-Achse) gegen die
Anzahl der Zyklen (X-Achse) aufgetragen wird. In den friilhen Phasen der PCR findet
eine weitgehend exponentielle Vervielfachung der DNA-Fragmente statt. Mit
zunehmender Zyklenzahl kommt es vermehrt zu stérenden Ereignissen, beispielsweise
durch die temperaturbedingte Abnahme der Enzymaktivitdt und eine verminderte
Verfligbarkeit der Ausgangsprodukte, wodurch die Synthese sich verlangsamt. Die
Kurve zeigt nur noch ein lineares Wachstum und erreicht schlieBlich mit der
Beendigung der Vervielfaltigungsreaktion eine Plateauphase. Bevor die in der RT-PCR
ermittelten Daten anschlielend fiir die Quantifizierung der Genexpression verwendet
werden konnen, bedarf es der Festlegung einer Ausgangslinie (Baseline) und eines
Schwellenwerts (Threshold). Die Baseline ergibt sich in den Zyklen vor Anstieg des
Fluoreszenzsignals aus der unspezifischen Basisfluoreszenz, die durch das Vorkommen
grolRer Mengen doppelstrangiger DNA-Molekile in der Ausgangsprobe ausgeldst
werden kann. Der Threshold liegt oberhalb der Baseline und berechnet sich aus der

zehnfachen Standardabweichung der Basisfluoreszenz. Die Zykluszahl, bei der die
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Amplifikationskurve den Threshold schneidet, wird mit dem Ct-Wert (Ct Threshold
Cycle) angegeben (Abb.3). Dieser ist umso Kkleiner, je mehr Zielsequenzen sich in der
zu untersuchenden Probe befinden. Der Ct-Wert steht in direkter Beziehung zum
Ausgangswert der DNA in den Proben und wird fur die absolute Quantifizierung der

Genexpression verwendet.
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Abb.3: Amplifikationsdiagramm einer RT-PCR

Fur die Erfassung des RT-PCR-Produkts stehen zwei unterschiedliche Verfahren zur
Verfugung: Die relative und die absolute Quantifizierung. Bei der erstgenannten
Methode wird die Expression eines Zielgens durch den Vergleich mit der Expression

eines nicht-regulierten Referenzgens ermittelt, wofur tblicherweise Housekeeping-Gene
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betrachtet werden. Housekeeping-Gene werden in jeder menschlichen Zelle exprimiert
und sichern die Basisfunktionen fiir das Uberleben der Zelle (Velculescu et al. 1999).
Dies geschieht unabhangig von Zelltyp, Zellstadium und &uReren Einflussen. In dieser
Arbeit wurde als Housekeeping-Gen ARP (acidic ribosomal protein) mitgefuhrt, wobei
dies nicht der relativen Quantifizierung sondern dem Ausschluss einer generellen
Zellschadigung durch die RNA-Interferenz diente.

Wéhrend bei der relativen Quantifizierung zwei verschiedene Gene ins Verhaltnis
gesetzt werden, dient bei der absoluten Quantifizierung eine Standardkurve des zu
untersuchenden Gens der Bestimmung des absoluten PCR-Produkts. Daflr wird eine
logarithmische Verdinnungsreihe mindestens funf verschiedener Konzentrationen fir
die Zielsequenz erstellt. AnschlieRend kann mithilfe der Ct-Werte und der
dazugehorigen bekannten Zielsequenzkonzentrationen eine Standardkurve erstellt
werden. Die Ct-Werte der zu untersuchenden Proben kénnen anschlieBend tber diese
Kurve einer absoluten Produktkonzentration zugeordnet werden.

Am Ende jeder RT-PCR wird die Qualitat des Produkts tber die Schmelzpunktanalyse
ermittelt. Daflir werden die Proben unter kontinuierlicher Fluoreszenzmessung langsam
bis auf 95°C erwérmt. Bei der darunter stattfindenden Aufspaltung der doppelstrangigen
DNA kommt es zur Dissoziation des SYBR® Green |, in deren Folge die Fluoreszenz
nachlasst und die Schmelzpunktkurve abféllt. Der durch eine Differenzialfunktion als
Gipfel der Schmelzpunktkurve (Peak) ermittelte Schmelzpunkt ist charakteristisch fur
das jeweilige RT-PCR-Produkt, wobei falsch amplifizierte Molekdle, beispielsweise
Primer-Dimere, in der Regel einen niedrigeren Schmelzpunkt als das spezifische
Amplikon aufweisen. Die Schmelzpunktkurve einer RT-PCR, in der ausschlieBlich das

spezifische Produkt entstanden ist, ist demnach durch nur einen einzigen Peak bei einer
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definierten Temperatur gekennzeichnet (Abb.4). Der Schmelzpunkt eines PCR-Produkts

ist von dessen Lange und GC-Gehalt abhéngig.
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Abb.4: Schmelzpunktkurve einer RT-PCR

3.6.2 Experimentelle Durchfiihrung der RT-PCR

Im Anschluss an die Reverse Transkription wurde mithilfe der dabei entstandenen
cDNA die Expression folgender Gene durch die RT-PCR quantifiziert: PDEF, AR,
PSA, PCA3, IGF-1, IGF-2, IGF-1R, IGFBP-3, NKX3.1 und ARP. Unter Verwendung
des QuantiTect” SYBR® Green RT-PCR Kits wurde zur Quantifizierung von PDEF
folgender Reaktionsansatz erstellt: 1 pl Validated Primer (QIAGEN, Hilden,
Deutschland), 10 pl Mastermix und 4 pl RNAse-freies Wasser. Die RT-PCR-Ansétze
aller tbrigen Gene enthielten folgende Komponenten: je 0,2 ul der beiden spezifischen

sense- und antisense-Primer (QIAGEN, Hilden, Deutschland), 10 pul Mastermix und 4,6
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ul RNAse-freies Wasser. AnschlieBend wurden jedem Ansatz 5 pl der synthetisierten
CDNA zugefugt. Die bei jeder PCR mitgefuhrte cDNA-freie Kontrolle wurde
stattdessen mit weiteren 5 pl RNAse-freiem Wasser aufgefiillt.

Die Amplifizierung der cDNA erfolgte mit dem iCycler Thermal Cycler (BioRad,
Miinchen, Deutschland) nach folgendem Protokoll: 2 Minuten bei 50°C, 10 Minuten bei
95°C, 50 Zyklen mit je 15 Sekunden bei 95°C und 1 Minute bei der primerspezifischen
Annealingtemperatur. Fir die darauffolgende Schmelzpunktanalyse wurde die
Temperatur von 55°C ausgehend alle 10 Sekunden in 0,5°C-Schritten bis auf 95°C
erhoht.

Nachdem die Amplifizierung und die anschlieRende Schmelzpunktanalyse
abgeschlossen waren, wurde das erstellte Amplifikationsdiagramm unter Anwendung
der iCycler 1Q® Real-time-detection-Geratesoftware (BioRad, Miinchen, Deutschland)
bearbeitet und analysiert. Um mithilfe der ermittelten Ct-Werte die absolute
Quantifizierung der Genexpression vornehmen zu kdnnen, musste zunédchst aus der finf
Proben umfassenden Verdinnungsreihe die Standardkurve fir die jeweilige Zielsequenz
erstellt werden. Dies geschah mit Microsoft Office Excel (Microsoft Corporation,
Redmond, Washington, USA), wobei die Kurve sich aus dem umgekehrt proportionalen
Verhéltnis zwischen Ct-Wert und dem Logarithmus der eingesetzten DNA-Menge
ergab. Mithilfe dieser Eichgerade konnten schlieBlich die absoluten DNA-
Konzentrationen der unbekannten Proben bestimmt werden.

Der fir die PDEF-Amplifikation verwendete Validated Primer ist bei Qiagen zu
beziehen und seine spezifische Annealingtemperatur liegt bei 55°C (Hs_SPDEF_1 SG
QuantiTect Primer Assay, QT00073311, Qiagen, Hilden, Deutschland). Die Primer flr

die weiteren untersuchten Gene wurden mit dem primer3 on-line Primer-Design-
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Programm bestimmt. In der nachfolgenden Tabelle wird ihre Sequenz und die jeweils

dazugehorige primerspezifische Annealingtemperatur (AT) aufgefiihrt (Tab.1).

Gen sense-Primer-Sequenz antisense-Primer-Sequenz AT

AR 5-AGG AACTCG ATCCTA ©5-CTGCCATCATTT CCG 61°C
TCATTGC-3 GAA-3’

PSA 5-TGA ACC AGAGGA GTT 5’-CCC CAG AAT CAC CCG 61°C
CTT GAC-3’ AGC AG-3’

PCA3 5-GGT GGG AAG GACCTG 5’-GGG CGA GGC TCATCG 60°C
ATG ATAC-3 AT-3’

IGE-1 5-TGGATGCTCTTCAGT 5-AGG GGT GCG CAATAC 60°C
TCG GTG-3’ ATCT-3

IGE-2 5-CGT TGA GGAGTGCTG 5 GGACTGCTT CCAGGT 61°C
TTT CC-3’ GTC AT-3

IGE-1R 5-CCG AAG GTC TGT GAG 5-AAT GGC GGA TCT TCA 60°C
GAA GA-3 CGT AG-3’
5-GAACTTCTCCTCCGA 5-GAGTTACACGACTCA 0

IGFBP3 GTC CAA-3’ GGG TC-3’ 6l°C
5-CCG AGACGCTGG CAG 5-GCTTAGGGGTTT GGG o

NKX3.1 AGA CC-3’ GAA G-3’ 59°C

ARP 5-CGA CCT GGA AGT CCA 5-ATCTGC TGC ATC TGC 59°C

ACT AC-3’

TTG-3

Tab.1: Sequenzen und primerspezifische Annealingtemperatur der genspezifischen

Primer
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3.7 Quantifizierung des sezernierten PSA-Proteins

Die Quantifizierung des von den LNCaP-Zellen sezernierten PSA-Proteins erfolgte am
Ende ihrer 44-stiindigen Inkubationszeit mit SiRNA im Rahmen der Transfektion. Der
Zelluberstand wurde dafir aufgefangen und zunéchst im Verhaltnis 1:10 verdinnt.
AnschlieRend erfolgte die Bestimmung der in ihm enthaltenen PSA-Proteinmenge mit
dem Elecsys® System 2010 (Roche Diagnostics, Rotkreuz, Schweiz). Nach Bestimmung
des RNA-Gehalts der Proben mithilfe des Agilent 2100 Bioanalyzers wurde dieser Wert
als reprasentativ fur die Anzahl der Zellen gewahlt und mit der PSA-Sekretion ins
Verhéltnis gesetzt. So wurden die fir die unterschiedlich transfizierten Zellen
bestimmten PSA-Proteinmengen direkt miteinander vergleichbar.

Die Quantifizierung des Proteins wurde erganzend zur Genamplifikation von PSA
durchgefihrt, um das Verhalten des Tumormarkers nach Unterdriickung von PDEF

nicht nur auf molekularer, sondern zusétzlich auf Proteinebene beurteilen zu kénnen.

3.8 Messung der Zellvitalitat und Zellproliferation

Um eine potenzielle Zelltoxizitdt der RNA-Interferenz und den Einfluss der PDEF-
Unterdrickung auf Zelllebensfahigkeit und Zellteilung zu evaluieren, wurden mit den
unterschiedlich transfizierten Zellen Vitalitts- und Proliferationstests durchgefihrt.
Beim dazu einerseits angewandten AlamarBlue-Assay (Serotec, Diusseldorf,
Deutschland) wird der nicht fluoreszierende blaue Farbstoff AlamarBlue durch
verschiedene Enzyme stoffwechselaktiver Zellen in die reduzierte Form (berfihrt,
wobei fluoreszierendes Pink entsteht (Gonzalez und Tarloff 2001). Die Vitalitat der

Zellen lasst sich rein visuell durch Bestatigung dieses Farbumschlags nachweisen. Fur
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die Messung der Zellproliferation kam der BrdU-Test (Roche Diagnostics, Rotkreuz,
Schweiz) zum Einsatz. Er basiert auf dem kompetitiven Einbau des Pyrimidinanalogons
5-Brom-2-desoxyuridin (BrdU) anstelle der Base Thymidin in die neu synthetisierte
DNA proliferierender Zellen. Das eingebaute BrdU l&sst sich anschlieBend mithilfe
eines Antikorpers detektieren und photometrisch quantifizieren, wodurch sich die
Proliferationsrate der Zellen ermitteln I&sst.

Fur die Anwendung der beiden Assays ist es notwendig die Transfektion mit der
jeweiligen siRNA in 96-Napfplatten vorzunehmen. Beim vorangehenden Ausplattieren
wurde deshalb aufgrund der kleineren Geféaligrofie dieser Platten die Zelldichte auf
5x10° Zellen pro Ansatz reduziert. Die Transfektion erfolgte dann nach dem in Kapitel
3.3.2 beschriebenen Protokoll, wobei auch hier die Substanzmengen pro Ansatz
entsprechend verringert wurden (3 pl Opti-MEM® und 0,6 pl Oligofectamine™, 16
Opti-MEM® und 1 pl siRNA, 80 pl RPMI 1640 Medium). Nach Ablauf einer 52-
stindigen Inkubationszeit wurden 10 ul AlamarBlue beziehungsweise 10 ul BrdU je
Ansatz zugegeben und vier Stunden auf den Zellen belassen. AnschlieRend erfolgte die
visuelle Inspektion des AlamarBlue-Tests sowie die quantitative Auswertung des BrdU-

Tests im Spektrophotometer.
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3.9 Statistische Auswertung

Sowohl die graphische Darstellung als auch die statistische Auswertung der in den
zuvor beschriebenen Experimenten erhobenen Daten erfolgte mit dem Programm
GraphPad Prism® 4.0 (GraphPad Software, San Diego, Kalifornien, USA). Die
Expression der unterschiedlichen Gene wurde in einer Dreifachbestimmung in der RT-
PCR ermittelt, also aus jeweils drei Proben der mit siPDEF beziehungsweise silL.uc
transfizierten Zellen. Nach anschlieBender absoluter Quantifizierung mithilfe der Ct-
Werte und der Standardkurve wurden die Ergebnisse in Saulendiagrammen dargestellt.
Als Signifikanztest kam aufgrund der Unabhangigkeit der beiden Stichproben
voneinander der ungepaarte t-Test zur Anwendung. Der darin ermittelte p-Wert gibt die
Wahrscheinlichkeit dafiir an, dass Unterschiede in Messwertreihen zweier Stichproben
auch zufallig hatten gemessen werden konnen. Betragt diese Wahrscheinlichkeit
weniger als 5% (p < 0,05), gilt der Unterschied der Ergebnisse als signifikant. Bei der
Bestimmung des PSA-Proteins ergab sich flr die unterschiedlich transfizierten Zellen
eines reprasentativen Experiments jeweils nur ein Wert, sodass diese durch die

graphische Darstellung miteinander verglichen wurden.
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4 Ergebnisse

4.1 Expression des Zielgens PDEF

PDEF werden im Zusammenhang mit verschiedenen Tumorerkrankungen sowohl
maligne als auch protektive Eigenschaften zugesprochen. Um seine Expression im
Prostatakarzinom darzustellen, wurde diese in entarteten Zelllinien unterschiedlichen
Malignitatsgrads gegeniiber nicht-malignen Zellen analysiert. Es ergab sich eine stark
gesteigerte Expression des Gens in den Karzinomzelllinien LNCaP, VCaP und PC-3 im
Vergleich mit den immortalisierten nicht-malignen epithelialen Zelllinien BPH-1, PNT2

und RwWPE-1, die in der nachfolgende Graphik zur Darstellung kommt (Abb.5).
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Abb.5: PDEF-Expression in malignen und nicht-malignen Prostatazellen
Diese Graphik veranschaulicht die unterschiedliche Expressionsrate des Gens PDEF in

malignen gegentber nicht-malignen immortalisierten epithelialen Prostatazellen.
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Der erhebliche Expressionsunterschied besteht in dieser Deutlichkeit nur fur PDEF,

nicht aber fur das Housekeeping-Gen ARP (Abb.6).
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Abb.6: ARP-Expression in malignen und nicht-malignen Prostatazellen
Diese Graphik veranschaulicht die Expressionsrate des Housekeeping-Gens ARP in malignen
gegeniber nicht-malignen epithelialen Prostatazellen.



4 Ergebnisse 44

Die bis zu tausendfach héhere Expression von PDEF in Tumorzellen spricht fur seine
malignen Eigenschaften im Karzinom. Um eine funktionelle Analyse von PDEF im
Prostatakarzinom  durchzufuhren, wurde dessen Expression mittels SiRNA
herunterreguliert, also dem Niveau in einer Normalzelle genéhert, mit der Frage, ob sich
dadurch auch ein weniger maligner Phé&notyp zeigt. Infolge der Transfektion der
LNCaP-Zellen mit siPDEF lieR sich auf mRNA-Ebene tatséchlich eine signifikante
Herunterregulierung von PDEF um Uber 80% gegentber den Kontrollzellen ermitteln.
Die mRNA-Expression des Housekeeping-Gens ARP war durch die Transfektion mit

siPDEF nicht signifikant beeinflusst (Abb.7, Abb.8).
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Abb.7: mRNA-Expression PDEF, Abb.8: mRNA-Expression ARP
Dargestellt ist die Herunterregulierung der PDEF-mRNA-Expression nach Transfektion mit
siPDEF. Die Expression des Housekeeping-Gens ARP ist durch die RNA-Interferenz nicht

wesentlich beeinflusst. Als Kontrolle dienen mit siLUC transfizierte Zellen.
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4.2 Zellvitalitat und Zellproliferation

Um den Einfluss der PDEF-Unterdriickung auf Lebensfahigkeit und Teilungsverhalten
der LNCaP-Zellen zu evaluieren, wurden nach der Transfektion mit sSiIRNA Vitalitats-
und Proliferationstests durchgefihrt. Bei der Vitalitat der unterschiedlich transfizierten
Zellen zeigten sich im AlamarBlue-Assay keine signifikanten Unterschiede. In Hinblick
auf die Zellproliferation ergab sich im BrdU-Test eine geringfligig, aber signifikant
verminderte Proliferation der mit siPDEF transfizierten Zellen gegentber der mit siL.uc

transfizierten Kontrolle (Abb.9,Abb.10).
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Abb.9: Zellvitalitat mit AlamarBlue, Abb.10: Zellproliferation mit BrdU
Diese graphischen Darstellungen geben die Ergebnisse der Vitalitats- und Proliferationstests

wieder, die sich der Transfektion der Zellen mit siPDEF beziehungsweise siLuc anschlossen.
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Die Zellvitalitat und die Expression des Housekeeping-Gens ARP zeigten sich nach der
Herunterregulierung von PDEF durch siRNA unbeeinflusst. Inwieweit die verminderte
Zellproliferation mit einem entsprechenden  Expressionsprofil  wesentlicher

Prostatakarzinom-assoziierter Gene einhergeht, wurde im Folgenden analysiert.

4.3 Expression des AR

Der AR wurde bereits als bedeutender Faktor im Prostatakarzinom vorgestellt. Mit der
Unterdriickung von PDEF zeigte sich tatséchlich auch eine Verminderung des AR auf
mMRNA-Niveau. Es wurde eine Abnahme der Expressionsrate auf nur 6% erzielt

(Abb.11).
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Abb.11: mRNA-Expression AR
Diese Graphik veranschaulicht die verminderte mRNA-Expression des AR nach PDEF-

Unterdriickung. Als Kontrolle dienen mit siLuc transfizierte Zellen.



4 Ergebnisse 47

4.4 Expression von PSA

Nach der deutlichen Verminderung der AR-Expression war zu erwarten, dass auch das
durch den Rezeptor regulierte PSA geringer exprimiert wiirde. Auf mRNA-Ebene zeigte
sich eine signifikante Herunterregulierung des Tumormarkers, diese fiel jedoch nur
gering aus (Abb.12). In der zusétzlich durchgefiihrten Quantifizierung des PSA-Proteins
liel sich aber ebenfalls zumindest keine signifikante Veranderung der Sekretion im

Vergleich zu den mit siLuc transfizierten Kontrollzellen nachweisen (Abb.13).
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Abb.12: mRNA-Expression PSA, Abb.13: Sekretion PSA-Protein
Veranschaulicht werden mRNA-Expression und Protein-Sekretion von PSA. Wéhrend das PSA
nach Transfektion mit siPDEF auf mRNA-Ebene vermindert vorliegt, zeigt sich auf

Proteinebene kein signifikanter Unterschied. Als Kontrolle dienen mit siLuc transfizierte Zellen.
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4.5 Expression von PCA3

Im Gegensatz zu PSA war PCA3 infolge der PDEF-Unterdriickung massiv vermindert.

In den mit siPDEF transfizierten Zellen zeigte sich eine um tber 99% im Vergleich mit

den Kontrollzellen verminderte Expression des Gens (Abb.14).
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Abb.14: mRNA-Expression PCA3

Die Expression der PCA3-mRNA ist nach der Unterdriickung von PDEF um (ber 99%
gegentber den Kontrollzellen vermindert.
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4.6 Expression ausgewahlter Mitglieder der IGF-Familie

Als Représentanten der IGF-Familie erfolgte die Analyse folgender Mitglieder: IGF-1,
IGF-2, IGF-1R und IGFBP-3. Die Suppression von PDEF bewirkte eine signifikant

verminderte Expression von IGF-1, IGF-2 und IGF-1R (Abb.15, Abb.16, Abb.17).
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Abb.15: mRNA-Expression IGF-1
Dargestellt wird die Verminderung der mRNA-Expression von IGF-1 nach Transfektion mit
siPDEF. Als Kontrolle werden mit siLuc transfizierte Zellen verwendet.
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Abb.16: mRNA-Expression IGF-2

Nach der Transfektion der LNCaP-Zellen mit siPDEF ist die Expression von IGF-2 signifikant

gegeniiber den Kontrollzellen vermindert.

=
o
1

0.5+

attomol/ug tc RNA

o
o
1

p-Wert: 0,0022

IGF-1R

siPDEF

siLUC

Abb.17: mRNA-Expression IGF-1R

Die mRNA-Expression von IGF-1R ist im Vergleich zu den mit siLuc transfizierten

Kontrollzellen nach Transfektion mit sSiPDEF um 74% vermindert.
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IGFBP-3, ein regulatorisches Element der IGF-Achse, zeigte nach der Unterdriickung

von PDEF dagegen eine deutlich gesteigerte Expression (Abb.18).
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Abb.18: mRNA-Expression IGFBP-3

Diese graphische Darstellung zeigt die gesteigerte mRNA-Expression von IGFBP-3 nach
siPDEF-Transfektion. Als Kontrolle dienen Zellen, die mit siLuc transfiziert wurden.
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4.7 Expression von NKX3.1

Das androgenregulierte, aber dennoch als Tumorsuppressor bezeichnete Gen NKX3.1

reagierte auf die Suppression von PDEF in den Experimenten mit einer signifikant

abnehmenden Expressionsrate (Abb.19).
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Abb.19: mRNA-Expression NKX3.1

Veranschaulicht wird die Verringerung der NKX3.1-mRNA-Expression nach Transfektion mit
siPDEF im Vergleich mit den Kontrollzellen.
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5 Diskussion

PDEF ist ein Koaktivator des AR und wurde in den vergangenen Jahren als in
Malignomen Uberexprimiert und deutlich tumorassoziiert definiert. Einige jlingere
Publikationen zu hormonell beeinflussbaren Karzinomen stellen dagegen die rein
maligne Funktion von PDEF in Frage und verbinden diesen Transkriptionsfaktor mit
einem verminderten Invasionspotenzial von Tumorzellen. Diese Befunde liegen aber
nur fir Mammakarzinome und AR-negative Prostatakarzinome vor. Daher sollte in der
vorliegenden Arbeit eine PDEF-Funktionsanalyse durch RNA-Interferenz an einem
reprasentativen, AR-positiven Zellmodell, den LNCaP-Zellen, durchgefiihrt werden.
Die Hauptproblematik in der Therapie des fortgeschrittenen Prostatakarzinoms liegt
charakteristisch in der Androgenunabhéngigkeit, das heilt in einer deutlich gesteigerten
Empfindlichkeit gegenuber androgenen Stimuli, die sich in der Regel spatestens nach
eineinhalb Jahren antiandrogener Therapie ausbildet und zu einem kastrationsresistenten
Progress der Erkrankung flhrt (Heinlein und Chang 2004). Die zentrale Rolle in diesem
Geschehen spielt die Reaktivierung des AR, die unter anderem auf diverse Aberrationen
auf Ebene des Rezeptors selbst zurlckzufiuhren ist. Doch auch zahlreiche seiner
Kofaktoren bewirken durch ihre Uberexpression eine Aktivitatssteigerung beim AR, die
ebenfalls zu einem Tumorprogress bei niedriger Androgenkonzentration oder auch
géanzlich unabhédngig von den ublichen Liganden fiihrt (Knudsen und Penning 2010). Im
Jahr 2000 wurde in diesem Zusammenhang erstmals PDEF von Oettgen et al.
vorgestellt. PDEF gehort der Familie der Ets-Transkriptionsfaktoren an, von denen
bereits zahlreiche mit verschiedenen Malignomen in den Zusammenhang gebracht
werden koénnen und die kirzlich auch im Prostatakarzinom in der Auspragung von

TMPRSS2-ERG-Fusionen besondere Bedeutung erlangt haben (Cai et al. 2009). Die
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Expression von PDEF ist aul3erhalb der Prostata selten, wohingegen es im Rahmen von
Tumorerkrankungen vermehrt auch in anderen Organen wie Lunge oder Kolon
nachgewiesen werden kann. In der Prostata ist seine Expression eng an die Zellen
gebunden, die auch den AR exprimieren. PDEF kann mit dem AR eine direkte Bindung
eingehen, die in einer gesteigerten Aktivitdt des Rezeptors resultiert. Des Weiteren
kommt es aber auch zu einer direkten Aktivierung des PSA-Promotors durch PDEF, die
ebenfalls zu einer vermehrten Expression des Tumormarkers fiihrt (Oettgen et al. 2000).
PDEF ist demnach in der Lage, an mehreren Punkten Einfluss auf die Androgenachse
zu nehmen und im Fall der direkten Aktivierung des PSA-Promotors sogar tber einen
androgenunabhangigen Mechanismus. Im Prostatakarzinom ist eine Uberexpression des
Transkriptionsfaktors beschrieben worden, die hier fur zelluldre Modelle bestéatigt
wurde (Abb.5). Zudem besteht eine Korrelation zwischen der Expressionsrate und dem
Tumorstadium, sodass die aggressiveren Phanotypen ein hoheres Expressionsniveau
von PDEF aufweisen (Sood et al. 2007). All diese Faktoren lassen kaum einen Zweifel
daran zu, dass es sich bei PDEF um einen wichtigen malignen Faktor in der
Prostatakarzinom-Entstehung und in seinem Progress zur Androgenunabhéngigkeit
handelt. Dennoch wird der Einfluss des Transkriptionsfaktors in der Literatur bis heute
sehr kontrovers diskutiert. Vor allem in Bezug auf Migration und Invasivitat von
Tumorzellen wird PDEF auch im Prostatakarzinom in den letzten Jahren als protektiver
Faktor dargestellt. Dies ist mit bisherigen Befunden wenig in Einklang zu bringen und
motivierte zu einer funktionellen Analyse des Gens durch seine Herunterregulierung
mittels SIRNA. Die dadurch erzielten Effekte auf zahlreiche bekannte Prostatakarzinom-

assoziierte Gene sollten eine genauere Charakterisierung von PDEF ermdglichen, auch
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in Hinblick auf den Transkriptionsfaktor als potenziellen Angriffspunkt fiir neuartige

Therapiestrategien in der Behandlung des fortgeschrittenen Prostatakarzinoms.

5.1 PDEF und die Androgenachse

Der AR spielt sowohl bei der physiologischen Entwicklung und Funktion als auch bei
der malignen Entartung der Prostata eine entscheidende Rolle. Im Rahmen der
Karzinogenese kommt es zu einem Funktionswandel des Rezeptors. Wéhrend im
gesunden Organ uber ihn die Zelldifferenzierung gesichert und die Zellproliferation
unterdrickt wird, fihrt eine somatische Genomalteration im Rahmen der
Malignomentwicklung zur Ubermittlung von Signalen, die hingegen Zellproliferation
und -uberleben gewahrleisten (Nelson 2007). Das Fortschreiten des Prostatakarzinoms
trotz Androgenblockade wird schlieBlich durch die Reaktivierung des AR ausgeldst, die
durch zahlreiche Aberrationen auf Rezeptorebene bedingt ist. Doch auch seine
Aktivierung durch Kofaktoren wie PDEF spielt bei diesem kastrationsresistenten
Tumorprogress eine Rolle (Knudsen und Penning 2010, Oettgen et al. 2000). Die
primére Expression von PDEF in Zellen, in denen auch der AR exprimiert wird, kdnnte
zudem ein Hinweis auf die zusatzliche Einflussnahme von PDEF auf die
Transkriptionsrate des Rezeptors sein, die jedoch noch nicht experimentell belegt
werden konnte (Oettgen et al. 2000). Untermauert wird diese These jedoch durch die
vor allem im Kastrationsresistenten Prostatakarzinom auftretende Uberexpression des
AR (Linja et al. 2001).

Der Therapieansatz beim fortgeschrittenen Prostatakarzinom muss aufgrund dieser

Schlusselposition die Verhinderung oder Aufhebung der AR-Reaktivierung sein. Neben
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dem AR selbst bote sich hier PDEF als Angriffspunkt an, das mdglicherweise durch
seine Funktion als AR-Koaktivator maf3geblich am Fortschreiten des Prostatakarzinoms
beteiligt ist. Sollte sich die hier gezeigte Beeinflussung der AR-Transkription durch
PDEF in vivo bestatigen, resultierte seine Blockade auf’erdem in der direkten
Verminderung der AR-Funktion im Gewebe, wodurch auch die Aberrationen am
Rezeptor selbst oder seiner zahlreichen weiteren Koaktivatoren wirkungslos blieben.
Dariiber hinaus wirde durch die PDEF-Blockade auch sein androgenunabhéngiger
Einfluss auf den PSA-Promotor unterdriickt werden.

Bei der hier vorgestellten experimentellen Herunterregulierung von PDEF konnte eine
Expressionsverminderung auf verbleibende 18% bewirkt werden. In der Folge war die
MRNA-Expression des AR sogar um uber 90% verringert. Diese mit der PDEF-
Suppression einhergehende Expressionsverminderung des AR liele sich mit der
Hypothese, dass PDEF als Transkriptionsfaktor auch die Rezeptorexpression selbst
beeinflusst, erklaren. In der Annahme, dass Rezeptormolekiile der mRNA entsprechend
vermindert in den Zellen vorlagen, wére hiermit ein AR-vermittelter Tumorprogress
sowohl durch die Androgene als auch durch die alternativen Liganden oder aberranten
Kofaktoren deutlich eingeschréankt. Ein endgultiger Beweis fir die vollzogene
Herunterregulierung des AR auch auf Proteinebene steht aber wegen des Fehlens eines
funktionsféhigen kommerziellen PDEF-Antikorpers in diesem Projekt noch aus.

Die hier vorgestellten Ergebnisse sind mit den Aussagen der Arbeitsgruppen, die eine
gesteigerte Migration und Invasivitat von Tumorzellen nach Verminderung oder Verlust
von PDEF beschreiben, weniger in Einklang zu bringen. Die dem PDEF folgende
Herunterregulierung des AR wadre in diesem Zusammenhang kaum zu erklaren, da

gerade der Rezeptor und seine Aberrationen fir den Tumorprogress essenziell sind.
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Zuriickzufuhren sind diese gegensatzlichen Ergebnisse mdoglicherweise auf die
unterschiedlichen Zellmodelle, die in den Experimenten verwendet wurden. Eine
Steigerung von Migration und Invasivitidt nach PDEF-Interferenz konnte bisher nur in
der génzlich AR-negativen Prostatakarzinomzelle PC-3 sowie in verschiedenen
invasiven Mammakarzinomzelllinien nachgewiesen werden. In den LNCaP-Zellen
wurde dagegen lediglich die Zelladhasion als vermindert beschrieben, wenn PDEF
herunterreguliert war (Gu et al. 2007, Turner et al. 2007). LNCaP-Zellen sind wenig
invasive und gut differenzierte Zellen, die mit AR und PSA zentrale Faktoren der
Androgenachse exprimieren und dadurch dem klinisch imponierenden Prostatakarzinom
entsprechen. PC-3-Zellen dagegen stellen eine deutlich fortgeschrittenere, invasive und
schlecht differenzierte Prostatakarzinomzelllinie dar, die den AR und weitere
Komponenten der Androgenachse nicht mehr exprimiert und auf diese Weise
tatsachlich androgenunabhéngig ist (Bonaccorsi et al. 2006, Nachshon-Kedmi et al.
2003). Eine solche Auspragung des Prostatakarzinoms entspricht aber nicht dem
klinischen Erscheinungsbild, bei dem Patienten im fortgeschrittenen Stadium - in der
Regel mit massiven Knochenmetastasen - bis zu vierstellige PSA-Werte aufweisen,
denen eine aktive Androgenachse zugrunde liegen muss. Nach dem Verlust von AR und
PSA in PC-3-Zellen ist es denkbar, dass PDEF vermehrt mit anderen
Signaltransduktionswegen interagiert. Andererseits konnte der Transkriptionsfaktor mit
Wegfall der Androgenachse auch vollkommen wirkungslos geworden sein und
Zellmigration und -invasivitat werden ausschlielflich durch die zahlreichen weiteren am
Tumorprogress beteiligten Faktoren beeinflusst.

Wie bereits beschrieben ist der Tumormarker PSA konsekutiv mit dem AR verbunden.

So wird seine Expression vorrangig durch den Rezeptor reguliert, der an bestimmte
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Regionen des PSA-Promotors bindet und auf diese Weise die Transkription des Gens
initiiert (Cleutjens et al. 1996). Dartiber hinaus ist auch PDEF an der PSA-Expression
beteiligt (Oettgen et al. 2000). Infolge der hier experimentell herbeigefiihrten PDEF-
Unterdrickung war die mRNA-Expression von PSA zwar tatsachlich signifikant
vermindert, das Ausmal stellte sich jedoch deutlich geringer dar, als nach dem Einfluss
auf den AR erwartet. Die ebenfalls durchgefuhrte Proteinquantifizierung fur die PSA-
Sekretion blieb auch fast unverandert. Eine Erklarung fir diese Ergebnisse, die trotz
deutlicher Unterdriickung zweier wichtiger Regulatoren des Tumormarkers erhoben
wurden, liefert eventuell der Zeitpunkt, zu dem das PSA-Protein bestimmt wurde. Es ist
denkbar, dass eine verminderte Expression von AR und PDEF nach 44 Stunden nicht
mehr in einer signifikanten Verringerung des PSA-Proteins erhalten bleibt. Da eine
Quantifizierung des Tumormarkers zu einem anderen Zeitpunkt nicht erfolgte, kann
dies im Rahmen dieser Arbeit nicht eruiert werden und muss in folgenden
Experimenten geklart werden, die an mehreren Zeitpunkten Daten aufnehmen und nicht
nur das hier auf maximale PDEF-Verminderung abzielende Zeitfenster analysieren.

Im Vergleich zu PSA zeigte jedoch ein weiterer relevanter und klinisch eingesetzter
Tumormarker eine wesentlich deutlichere Reaktion auf die PDEF-Suppression. Dieses
zusétzlich zum PSA analysierte PCA3 hat sich aktuell als malignomspezifischerer

Tumormarker erwiesen.
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5.2 PDEF und PCA3

PCAS3 wird exklusiv in entarteten Prostatazellen exprimiert und stellt aufgrund dieser
Uberlegenen Spezifitat einen ergdnzenden Tumormarker zum PSA dar. Die Regulation
und Funktion des Gens, fir das bisher kein Proteinprodukt identifiziert wurde, ist
weitgehend ungeklart. Da die Expression von PCA3 jedoch durch Stimulation mit
Dihydrotestosteron gesteigert werden kann und bei Androgenablation wie die von PSA
abfallt, wird eine Verbindung des Gens mit der Androgenachse gefolgert (Clarke et al.
2009, Schalken et al. 2003). Eine weitere Arbeitsgruppe fand zudem eine Expression
von PCAZ3 ausschlieflich in Prostatakarzinomzelllinien, in denen auch der AR und PSA
vorliegen, und nimmt eine Regulierung des Gens durch den AR an (van Bokhoven et al.
2003). Ferner basiert die Quantifizierung von PCA3-Transkripten im Urinsediment
beim etablierten klinischen Testverfahren auf einer Kalibrierung in Relation zu PSA-
MRNA (Hessels et al. 2003).

Auch den hier vorgestellten Experimenten zufolge ist die PCA3-Expression mit der von
AR und PSA verknipft. Die Unterdriickung von PDEF bewirkte eine sehr deutliche
Herunterregulierung der PCA3-Expression um Uber 99%. Da auch der AR nach der
Transfektion mit siPDEF in seiner Expression deutlich eingeschrankt war, ist die

Annahme eines AR-regulierten PCA3 naheliegend.
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5.3 Auswirkungen von PDEF auf die IGF-Achse

Die IGF-Familie umfasst Wachstumsfaktoren, ihre Rezeptoren sowie IGF-bindende
Proteine, die die Verfiigbarkeit der Wachstumsfaktoren regulieren (Russell et al. 1998).
Die beiden Wachstumsfaktoren IGF-1 und IGF-2 sind Liganden des IGF-1R und haben
eine wachstums- und proliferationssteigernde Wirkung auf epitheliale Prostatazellen
(Chan et al. 1998). Der aktivierte IGF-1R hat zudem antiapoptotische Effekte sowohl
auf gesunde als auch auf maligne Zellen der Prostata (Baserga 1999). IGFBP-3 dagegen
vermindert das Zellwachstum, unter anderem durch Bindung von IGF-1, und hat eine
proapoptotische Wirkung uber einen eigenen Rezeptor (Rajah et al. 1997).

Die IGF- und die Androgenachse sind (ber verschiedene Regulationsmechanismen
miteinander verknupft. Eine wesentliche Rolle spielt dabei der Wachstumsfaktor IGF-1,
der in der Lage ist den AR direkt zu aktivieren und dadurch die PSA-Expression und -
Sekretion zu steigern (Culig et al. 1994). In den hier vorgestellten Experimenten
konnten durch die deutliche Einschrdankung der PDEF-Expression die im
Prostatakarzinom  deregulierten  Elemente der IGF-Achse in  Richtung
Normalbedingungen Kkorrigiert werden. So wurden IGF-1 und IGF-2 vermindert,
genauso wie deren Rezeptor IGF-1R. Die Expression von IGFBP-3, die im
Prostatakarzinom herabgesetzt ist, wurde dagegen wieder deutlich hochreguliert. Diese
Effekte sind durch die zahlreichen Interaktionen von IGF- und Androgenachse zu
erklaren. Neben den bereits erlduterten Verflechtungen fiihrt eine Aktivierung des AR in
LNCaP-Zellen zur Expressionssteigerung des IGF-1R (Monti et al. 2007). Durch die
Herunterregulierung des AR infolge der PDEF-Suppression wird offenbar der

gegenteilige Effekt erzielt. Die Erkenntnis, dass das Antiandrogen Finasterid zu einer
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verminderten Expression von IGF-1 und IGF-1R fuhrt, bekraftigt die Annahme, dass
diese beiden Proteine durch den AR reguliert werden (Meinbach und Lokeshwar 2006).
In einer weiteren Arbeit zum IGF-1R wurde dessen Expression in PC-3-Zellen mittels
antisense RNA herunterreguliert. In der Folge zeigten die Zellen neben vermehrter
Apoptose eine Verminderung von Proliferation und Invasivitat (Bahr und Groner 2005).
Fur IGFBP-3 konnte sowohl in LNCaP- als auch in PC-3-Prostatakarzinomzellen
nachgewiesen werden, dass Proliferation, Migration und Invasion der Zellen durch
IGFBP-3 unterdriickt werden (Massoner et al. 2009).

Eine verminderte Expression von PDEF wurde in der PC-3-Zelllinie mit einer
Steigerung von Migration und Invasion in den Zusammenhang gebracht (Gu et al.
2007), wahrend in den hier aufgefiihrten Ergebnissen die Herunterregulierung des Gens
eine verringerte Expression des IGF-1R und eine gesteigerte des IGFBP-3 bewirkte,
worunter in den oben genannten Arbeiten Proliferation, Migration und Invasion der
malignen Zellen zuriickgingen. Der Zusammenhang von PDEF und Migration oder

Invasion bleibt somit kontrovers.

5.4 PDEF und NKX3.1

Die Rolle des Transkriptionsfaktors NKX3.1 in Prostatakarzinom-Entstehung und -
Progression ist noch nicht endgultig geklart. Einerseits wurden ihm die Funktionen
eines Tumorsuppressorgens zugesprochen, da sein Verlust in einer signifikanten Anzahl
friher Prostatakarzinome beschrieben wurde und mit einem Tumorprogress einherging
(Bowen et al. 2000). Auf der anderen Seite konnte eine androgeninduzierte

Expressionssteigerung von NKX3.1 nachgewiesen werden und auf die Suppression des
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Gens reagierten LNCaP-Zellen mit einer verminderten Expression von AR und PSA
sowie einer abnehmenden Zellproliferation (Possner et al. 2008).

Nach Transfektion der LNCaP-Zellen mit siRNA gegen PDEF war die Expression von
NKX3.1 signifikant vermindert. Vor dem Hintergrund der vorgestellten Ergebnisse zu
Androgen- und IGF-Achse sowie dem Tumormarker PCA3 wirde man bei NKX3.1 als
vermeintlichem Tumorsuppressorgen eher mit einer gesteigerten Expression rechnen,
wie sie sich zum Beispiel auch bei IGFBP-3 mit seinen wachstumshemmenden und
proapoptotischen Eigenschaften nach Unterdriickung von PDEF deutlich zeigte. Auch
Bax, ein Proapoptosegen, dessen Expression im Rahmen dieser Arbeit ebenfalls
bestimmt wurde, war nach PDEF-Unterdriickung deutlich hochreguliert (Daten nicht
gezeigt).

Eine abnehmende Expression von NKX3.1 infolge der PDEF-Unterdriickung lasst
dagegen eher die Annahme zu, dass es sich bei dem Gen ebenfalls um einen malignen
Faktor im Prostatakarzinom handelt. Nachdem infolge der siPDEF-Transfektion AR
und PSA als zentrale Mitglieder der Androgenachse signifikant vermindert exprimiert
wurden, wirde zudem eine Androgenregulation von NKX3.1 die ebenfalls auftretende
verminderte Expression dieses Gens erklaren.

Weitere Untersuchungen sind jedoch notwendig, um die Funktion dieses sehr
kontrovers diskutierten  Transkriptionsfaktors im Prostatakarzinom endgultig

aufzuklaren.
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5.5 PDEF und die Zellvitalitat und Zellproliferation

Die Zellvitalitat und -proliferation wurde am Ende der Transfektion mit siPDEF mit
dem AlamarBlue- und BrdU-Assay bestimmt. Wahrend die Kontrolle der Vitalitat in
erster Linie die weitgehende Integritat sicherstellen sollte, wurde die Bestimmung der
Proliferation auch zur Ermittlung moglicher Abweichungen der generellen
Zellcharakteristika infolge der PDEF-Unterdriickung durchgefihrt. Im AlamarBlue-Test
zeigte sich eine gleichbleibende Lebensfahigkeit der unterschiedlich transfizierten
Zellen, sodass eine akute Zellschddigung durch den Vorgang der Transfektion
ausgeschlossen werden konnte. Die Zellproliferation war in den mit siPDEF
transfizierten Zellen dagegen signifikant im Vergleich mit den Kontrollzellen
vermindert.

Wie bereits erwahnt wird die verminderte Expression von PDEF mit einer gesteigerten
Migration und Invasivitdt von PC-3-Prostatakarzinomzellen in den Zusammenhang
gebracht (Gu et al. 2007). Im Rahmen dieses Tumorprogresses wirde man auch eine
gesteigerte Zellproliferation erwarten, die sich in den hier vorgestellten Versuchen mit
der LNCaP-Zelllinie jedoch nicht zeigte. Im Gegenteil fiel nach der Unterdriickung von
PDEF ein signifikant vermindertes Proliferationsverhalten der Zellen auf, sodass die
PDEF-Unterdruckung sogar einen antiproliferativen Effekt hatte. Dies ist im Einklang
mit den in den vorangehenden Kapiteln beschriebenen Expressionsverdnderungen der
verschiedenen Prostatakarzinom-relevanten Gene. So waren AR, IGF-1, IGF-2 und
IGF-1R, die eine proliferationssteigernde Wirkung im Prostatakarzinom haben und
teilweise auch Migration und Invasion auslésen, in ihrer Expression deutlich
eingeschrankt. Ebenso die Tumormarker PSA und insbesondere PCA3, deren

verminderter Nachweis den Tumorregress und nicht das Fortschreiten des
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Prostatakarzinoms kennzeichnet. Das in Hinblick auf Proliferation, Migration und
Invasivitit von Prostatakarzinomzellen nachweisbar protektive IGFBP-3 war dagegen
deutlich hochreguliert. Vor dem Hintergrund dieser Ergebnisse scheint das vermehrte
Auftreten von Migration und Invasion nach Herunterregulierung von PDEF im
Prostatakarzinom auf die AR-negative PC-3-Zelllinie begrenzt zu sein, deren
Unzulénglichkeit als Modell fur das Prostatakarzinom in dieser Arbeit bereits

angedeutet wurde.
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6 Zusammenfassung

Das Ziel dieser Arbeit war eine funktionelle Analyse von PDEF als einem Gen, dessen
Rolle in der Entstehung und Progression des Prostatakarzinoms sehr kontrovers
diskutiert wird. Seine Herunterregulierung mittels RNA-Interferenz und die Betrachtung
der dadurch erzielten Effekte auf ausgewéhlte Gene sollte weitere Informationen Uber
die Bedeutung von PDEF im Tumorgeschehen liefern und mit der aktuellen Literatur
abgeglichen werden. Derzeit existieren gegensétzliche Aussagen uber die Funktion des
Transkriptionsfaktors. Wahrend auf der einen Seite beschrieben wird, dass seine
Expression dem Fortschreiten des Prostatakarzinoms entgegenwirke, ist es auf der
anderen Seite als aktivierendes Element in der Androgenachse charakterisiert worden,
das im Prostatakarzinom Uberexprimiert ist. Durch die Transfektion der LNCaP-Zellen
mit siRNA wurde die angestrebte Herunterregulierung von PDEF um Uber 80%
erreicht. Eine Auswirkung der PDEF-Verminderung lieR sich bei wesentlichen
Prostatakarzinom-assoziierten Genen, darunter vor allem Mitglieder der Androgen- und
IGF-Achse, verzeichnen. Erganzend wurde die Zellproliferation betrachtet, die nach
PDEF-Unterdriickung abnahm.

An der Progression des hormonsensiblen Prostatakarzinoms sind vorrangig der AR und
verschiedene Mitglieder der IGF-Familie beteiligt, die wachstumsstimulierende,
proliferative und antiapoptotische Effekte vermitteln. In der Folge steigt die Expression
von PSA und PCA3, die aus diesem Grund als Tumormarker eingesetzt werden.
Dagegen sind Gene herunterreguliert, die das Zellwachstum hemmen oder Apoptose
einleiten kdnnen, wie beispielsweise IGFBP-3.

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Unterdriickung von PDEF diesen

Aberrationen entgegenwirkt und sie wieder ausgleicht. Dies zeigte sich sowohl im
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Expressionsprofil der hier aufgefiihrten Gene als auch bei der Proliferation der
Tumorzellen, die durch die Unterdrickung von PDEF eingeschréankt war. Diese
Ergebnisse sprechen gegen protektive Eigenschaften von PDEF bei der
Tumorzellinvasion, die unter anderem in weiteren Zellmodellen des Prostatakarzinoms
beobachtet wurde. Vielmehr scheint das Gen in LNCaP-Zellen sowohl uber die
Androgen- als auch uber die IGF-Achse Prozesse zu beeinflussen, die Wachstum,
Proliferation und Uberleben der Zellen férdern und so zu einem Fortschreiten der
Tumorerkrankung beitragen. Aus diesem Grund konnte die Herunterregulierung oder
Blockade von PDEF in der Zukunft eine alternative Therapiestrategie darstellen, die im
hormonsensiblen Prostatakarzinom und auch nach Reaktivierung des AR eine positive

Beeinflussung des Tumorprogresses ermdglichte.
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