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1 Einleitung 

 

1.1 Die Prostata 

Die Prostata hat mit einem Normalgewicht von 15g in etwa die Größe einer Kastanie 

und umgreift unterhalb des Blasenausgangs ringförmig den Blasenhals und die 

Harnröhre. Sie besteht aus zahlreichen Drüsen, gefäß- und nervenreichem Bindegewebe 

und glatten Muskelfasern. Überzogen wird die Prostata von einer festen 

bindegewebigen Kapsel. Das Drüsengewebe 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 Drüse. Das von ihr gebildete und gespeicherte Sekret wird 

während der Ejakulation über die in die Pars prostatica der Urethra mündenden 

Ausführungsgänge abgegeben. Ihre Funktion steht im Wesentlichen unter dem Einfluss 

der Geschlechtshormone, so werden Proliferation und Sekretion der Drüse 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 über 60.000 Prostatakarzinome diagnostiziert. Damit 

war die Prostata mit 26% die häufigste Lokalisation bösartiger Neubildungen beim 

Mann, gefolgt von Darm (über 36.000, 16%) und Lunge (circa 32.500, 14%). Etwa 10% 

aller Krebstodesfälle bei Männern waren durch das Prostatakarzinom verursacht. Dies 
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entspricht über 11.500 Männern, 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 Europäischen Union lag 

die Neuerkrankungsrate im Jahr 2002 in Deutschland an fünfter Stelle. Die höchsten 

Raten fanden sich für Schweden und Finnland. Griechenland, Polen und Lettland 

wiesen die niedrigsten Neuerkrankungsraten auf (Robert Koch-Institut 2007). 

Das Prostatakarzinom entsteht mit 70% am häufigsten 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 Ernährung sowie verschiedene Umweltfaktoren. Der 

wichtigste dieser Risikofaktoren ist das Alter, so sind etwa 90% aller am 

Prostatakarzinom erkrankten Männer älter als 60 Jahre (Robert Koch-Institut 2007). Die 

altersspezifische Erkrankungsrate steigt von knapp 66 pro 100.000 Männer bei den 45- 

bis unter 60-Jährigen kontinuierlich bis auf über 800 Fälle bei den über 75-Jährigen 

(Gesellschaft der epidemiologischen Krebsregister in Deutschland e.V. und Robert 

Koch-Institut 2006).  

Die Diagnostik des Prostatakarzinoms beinhaltet üblicherweise die Bestimmung des 

Prostata-spezifischen Antigens (PSA) im Serum. PSA stellt gegenwärtig den gängigen 

biochemischen Marker für die Entartung des Prostatagewebes dar, dessen Nutzen 

aufgrund seiner unzureichenden Spezifität 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. Ergänzend können weitere bildgebende Mittel wie zum Beispiel 
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Computertomographie (CT) oder Magnetresonanztomographie (MRT) eingesetzt 

werden (Sökeland et al. 2004).  

 

 

1.3 Die Therapie des Prostatakarzinoms 

Solange das Prostatakarzinom in seiner räumlichen Ausdehnung auf die Prostata 

begrenzt ist, befindet es sich in einem frühen, noch heilbaren Stadium. Die Therapie 

beinhaltet in diesem Fall üblicherweise die operative Prostataresektion oder die 

strahlentherapeutische Behandlung. Überschreitet 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 möglich 

ist (Deutsche Krebsgesellschaft e.V. 2010).  

Bei der Erstdiagnose des Prostatakarzinoms ist dessen Wachstum in 80 bis 90% der 

Fälle abhängig von den körpereigenen Androgenen Testosteron, Dihydrotestosteron, 

Dehydroepiandrosteron (DHEA) und Androstendion, die ihre Wirkung über 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 subkapsuläre Orchiektomie eine 

mögliche 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 Überstimulation 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 zusätzlich eine blockierende 

Wirkung auf die Hypophysen-Hoden-Achse hat. Es wird eine kompetitive Hemmung 

der Androgene am AR erzielt und im Fall des Cyproteronacetats zusätzlich eine 

Senkung der Testosteronsekretion in den Hoden (Wedding et al. 2000). 

Nachdem zunächst über 80% der Patienten gut auf diese Hormonablation ansprechen, 

kommt es im Therapieverlauf in der Regel nach zwölf 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 Phänomen stellt das grundlegende Problem in der Therapie des 

fortgeschrittenen Prostatakarzinoms dar und reduziert die Behandlungsmöglichkeiten ab 

diesem Zeitpunkt auf eine rein symptomatische Therapie. Auch wenn die Genese der 

Androgenunabhängigkeit bislang noch nicht vollständig aufgeklärt ist, konnten bereits 

zahlreiche den AR, seine Kofaktoren und auch die Androgensynthese betreffende 

Mechanismen identifiziert werden, die die Entwicklung zur Androgenunabhängigkeit 

maßgebend 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 Klärung der Rolle des AR und der weiteren an diesem Prozess 

beteiligten Faktoren ein großes 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 reguläre Entwicklung und Funktion der Prostata unterliegt der Steuerung durch die 

Androgene, deren Wirkung über den AR vermittelt wird (Roy et al. 1999). Der AR zählt 

als Steroidrezeptor zur Familie der nukleären 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 

Fälle noch androgenabhängig, weshalb in der Regel bei organüberschreitenden 

Tumoren die antiandrogene Therapie zum Einsatz kommt. Das Dilemma stellt 

schließlich der androgenunabhängige Progress des Tumors dar, der gewöhnlich nach 

spätestens eineinhalb Jahren der Therapie einsetzt (Heinlein und Chang 2004). 

Veränderungen 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 

Androgenunabhängigkeit beteiligt sind.  

Im Fall des AR findet über verschiedene Deregulationen eine Reaktivierung des 

Rezeptors unter Hormonablation statt (Abb.1). Bereits 1997 bestätigte die 

Arbeitsgruppe um Koivisto, dass eine Amplifikation des AR-Gens mit einem 

sekundären Therapieversagen unter antiandrogener Medikation einhergeht. Während 

eine Amplifikation des AR im nicht-hormonbehandelten Prostatakarzinom nicht 

nachgewiesen werden konnte, zeigten 28% der sekundär kastrationsresistenten 

Karzinome eine Vervielfältigung des Gens. Das Vorkommen der AR-Amplifikation war 
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abhängig von Grad und Dauer der Ansprache auf eine antiandrogene Therapie. So 

konnte die Vervielfältigung des Gens in erster Linie in Karzinomen nachgewiesen 

werden, die vorher mindestens zwölf Monate auf die Behandlung angesprochen hatten. 

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

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

 

 

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 Vervielfältigung 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 erhöhte Rezeptoranzahl können die Androgene 

auch in sehr niedriger Konzentration noch als Liganden agieren und so den nur 

scheinbar androgenunabhängigen Tumorprogress unterhalten (Koochekpour 2010). 

Neben der gesteigerten Expression des AR konnte auch eine erhöhte Stabilität des 

Genprodukts in wiederkehrenden Tumoren nachgewiesen werden. Zudem wurde der 

AR in diesen Tumorzellen vermehrt in den Zellkernen lokalisiert. Diese Faktoren 

führten zusammen mit der gesteigerten Expressionsrate zu einer Hypersensibilität des 

AR gegenüber niedrigen Androgenkonzentrationen (Gregory et al. 2001). 

Eine weitere Ursache für die Reaktivierung des AR stellen Mutationen des Rezeptors 

dar. Diese bewirken neben einer gesteigerten Empfindlichkeit des Rezeptors gegenüber 

den Liganden auch eine Erweiterung des Ligandenspektrums um verschiedene andere 

Steroidhormone (zum Beispiel Progesteron, Östrogen, Cortisol) oder sogar bestimmte 

Antiandrogene. So führt 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 bestätigt, dass die Therapeutika selbst 

bestimmte Mutationen des AR auslösen, die zum Beispiel eine veränderte Stabilität 

oder Ligandenspezifität des Rezeptors zur Folge haben (Steinkamp et al. 2009).  

Neben den Mutationen führt auch posttranskriptionales alternatives Splicing im 

Prostatakarzinom zu einer Veränderung der AR-Struktur. Der Rezeptor weist nach 

diesem Prozess unter anderem einen Verlust der Liganden-bindenden Domäne 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 Abhängigkeit von ihren Liganden, sondern auch der 

Blockade durch die Antiandrogene, die die Liganden-bindende Domäne benötigen, um 

den Rezeptor zu hemmen (Knudsen und Penning 2010). 

Ein weiterer der bereits bekannten Wege zur AR-Reaktivierung führt über die 

posttranslationale Modifikation. Dieser einerseits physiologische Prozess beeinflusst 

unter anderem durch Phosphorylierung oder Acetylierung die Stabilität, Aktivität 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 Aktivität des Rezeptors resultiert. Andere 

Wachstumsfaktoren wie beispielsweise IGF-1 steigern die AR-Aktivität bei niedriger 

Ligandenverfügbarkeit, sodass insgesamt unter bestimmten Umständen eine 

Beeinflussung der Rezeptoraktivität 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 ähnliche 

Effekte hervorrufen. So werden beispielsweise die Steroidrezeptor-Koaktivatoren SRC-

1, SRC-3 und das AR-assoziierte Protein ARA70 im Prostatakarzinom überexprimiert, 

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 für die AR-

Reaktivierung relevanten Kofaktoren befindet sich ein Transkriptionsfaktor, der eine 

Beeinflussung der Androgenachse sowohl über 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 überexprimierten 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 näher charakterisiert werden. 

 

 

1.4.2 Prostate-Derived-Ets-Factor (PDEF) 

PDEF gehört zur E twenty-six (Ets)-Familie, deren Mitglieder alle über eine sogenannte 

Ets-Domäne verfügen, über die sie mit hoher Affinität 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 können die Ets-Faktoren in Zusammenhang gebracht werden. So 

kommt es im Rahmen der Tumorgenese zu Überexpression oder Verlust bestimmter 

Mitglieder der Ets-Familie (Sementchenko und Watson 2000).  

PDEF kann nur in wenigen primär hormonabhängigen epithelialen Geweben des 

Körpers nachgewiesen werden. Geringe Mengen seiner Transkripte finden sich 

beispielsweise in Ovar, Brust- und Speicheldrüse. In der Prostata dagegen zeigt sich 

eine relativ hohe Expression des Gens. Zudem wird PDEF hauptsächlich 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 über die Ausbildung 

von Heterodimeren stattfindet. Über dieses Phänomen kommt es zu einer 

synergistischen Steigerung der Transkription von PSA, einem Zielgen des aktivierten 

AR. Des Weiteren ließ 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 androgenunabhängigen Weg der PSA-

Genexpression dar, der möglicherweise eine Rolle im fortgeschrittenen 

Prostatakarzinom spielt. Nachdem PDEF wie zuvor beschrieben nur in wenigen 

gesunden Geweben des Körpers vorkommt, konnte es im Rahmen einer malignen 

Entartung auch in anderen Organen, wie beispielsweise Lunge, Kolon und Uterus, 

nachgewiesen werden. Dies könnte auf eine (Über-)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 

gegenwärtig 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, führt 

dies zu einer verminderten Migration und Invasivität der Zellen (Turner et al. 2007). Gu 

et al. haben PDEF auch in den Prostatakarzinomzelllinien PC-3 und LNCaP untersucht 

und beschreiben für beide Zellmodelle eine verminderte Zelladhäsion bei 

Herunterregulierung des Gens. Für die AR-negativen PC-3-Zellen konnte außerdem 

eine gesteigerte Migration und Invasivität bei verminderter PDEF-Expression 

nachgewiesen werden. Eine PDEF-Überexpression führte in dieser Zelllinie dagegen zu 

einer verminderten Invasivität. Eine vergleichbare Abnahme von Migration und 

Invasivität wies die Arbeitsgruppe auch für bestimmte invasive Brustkrebszellen nach 

(Gu et al. 2007).  

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

epithelialen Mammazellen durch eine erhöhte PDEF-Expression eine gesteigerte 
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Zellmigration auslösen, die durch Koexpression bestimmter Wachstumsfaktor-

Rezeptoren (ErbB2 und CSF-1R) noch maximiert werden konnte. Die Invasivität dieser 

Zellen ließ sich durch die alleinige Überexpression von PDEF dagegen nicht signifikant 

steigern, erst bei Koexpression von ErbB2 oder CSF-1R entwickelte sich ein 

hochinvasiver Phänotyp. Neben diesen Befunden zeigte sich in entarteten epithelialen 

Mammazellen während der Tumorprogression eine Überexpression 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 Überexpression des 

Gens. Zudem fand sich mit zunehmender Malignität der Prostatakarzinom-Phänotypen 

ein relativ höheres Expressionsniveau von PDEF, sodass also eine Korrelation zwischen 

Tumorstadium und Expressionsrate bestand. In einer weiteren Versuchsreihe wurde die 

Androgenabhängigkeit der PDEF-Expression untersucht. Nach Stimulation der 

hormonsensiblen Prostatakarzinomzelllinie LNCaP mit dem Dihydrotestosteron-

Analogon R1881 ließ sich ein Anstieg von PDEF sowohl auf mRNA- als auch auf 

Proteinebene nachweisen (Sood et al. 2007).  

Diese zum Teil widersprüchlichen Befunde deuten dennoch darauf hin, dass die 

aberrante Expression von PDEF das Prostatakarzinom und möglicherweise auch andere 

Malignome in Pathogenese und Progression beeinflusst. Die tatsächliche Funktion in 

den individuellen Malignomen muss aber noch weiter geklärt 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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ermöglichte 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 

Verflüssigung des Samenkoagels bei der Ejakulation. Während normalerweise nur 

geringe Mengen PSA durch Leckage in das Blutserum gelangen, kommt es im Rahmen 

einer malignen Entartung durch die sich verändernden Organstrukturen zu einer aktiven 

Sekretion von PSA in den Extrazellularraum und in den Blutkreislauf (Stenman et al. 

1999). Aus diesem Grund ist das PSA gegenwärtig der bekannteste biochemische 

Marker für die Entartung der Prostata. Die Einführung der PSA-Bestimmung im Serum 

Anfang der Achtziger Jahre ermöglichte beim Screening die Entdeckung eines erheblich 

höheren Anteils der Prostatakarzinome. Zudem führte der Test zur Erkennung des 

Malignoms in einem früheren, in 80% noch auf das Organ begrenzten Stadium. Bei 

hoher Sensitivität bis über 90% besteht jedoch eine geringe Spezifität des Tests, so kann 

zum Beispiel auch die Benigne Prostatahyperplasie (BPH) oder die Prostatitis zu einer 

Erhöhung des PSA-Werts führen (Hernandez und Thompson 2004, Steuber et al. 2006). 

Diese geringe Spezifität ist der Grund für die andauernde Suche nach weiteren 

potenziellen Tumormarkern, die die PSA-Bestimmung ergänzen oder gar ersetzen 

könnten (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) 

PCA3 wurde ursprünglich 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 äußerst 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 Höhe der Expression mit dem Malignitätsgrad 

des Tumors (Kamradt et al. 2003). In der Spezifität für das Prostatakarzinom ist PCA3 

dem PSA, das im Gegensatz auch bei BPH und Prostatitis erhöht sein kann, deutlich 

überlegen. Hieraus resultiert seine Verwendung als neu etablierter Tumormarker, wofür 

seine Quantifizierung nach Prostatamassage im Urinsediment vorgenommen wird. 

Diese Methode stellt eine wertvolle Ergänzung beziehungsweise Alternative zur 

Prostatabiopsie bei erhöhten PSA-Serumwerten dar (Hessels und Schalken 2009). 

Die Funktion von PCA3 ist aktuell noch ungeklärt. 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 Verknüpfung. So lässt sich 
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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 Körpers produziert werden und in ihrer Struktur und 

Funktion dem Insulin gleichen. Neben zwei Peptiden, IGF-1 und IGF-2, existieren zwei 

Zelloberflächen-Rezeptoren, IGF-1-Rezeptor (IGF-1R) und IGF-2-Rezeptor (IGF-2R). 

Außerdem sind sechs hochaffine IGF-bindende Proteine (IGFBP-1 bis IGFBP-6) 

bekannt, die die Bioverfügbarkeit der IGFs regulieren (Russell et al.1998). 

Auch das Prostatagewebe wird durch die IGF-Familie beeinflusst. Sowohl IGF-1 als 

auch IGF-2 können Wachstum und Proliferation von epithelialen Prostatazellen 

steigern. Während für IGF-2 keine Korrelation besteht, gehen hohe IGF-1-

Plasmaspiegel mit einem erhöhten Erkrankungsrisiko für das Prostatakarzinom einher 

(Chan et al. 1998). Der IGF-1R hat zudem nach Aktivierung durch seine Liganden IGF-

1 und IGF-2 zusätzlich einen antiapoptotischen Effekt sowohl auf benigne als auch auf 

entartete Prostatazellen. So führt eine Herunterregulierung des IGF-1R in Tumorzellen 

zu massivem Zellsterben (Baserga 1999). IGFBP-3 dagegen inhibiert das 

Zellwachstum. Dies geschieht auf der einen Seite über die Bindung und verminderte 

Bioverfügbarkeit von IGF-1 und andererseits auch über einen IGF-unabhängigen 

Mechanismus. Dabei konnte für IGFBP-3 eine proapoptotische Wirkung über einen 

eigenen IGFBP-3-Rezeptor nachgewiesen werden (Rajah et al. 1997). 
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Unter Hormonentzug kann eine Aktivierung des AR alternativ auch über die IGF-Achse 

erfolgen. Auch der in diesem Fall durch IGF-1 vermittelten Aktivierung folgt die 

übliche Stimulation der PSA-Expression durch den AR (Culig et al. 1994). Die 

vielfältigen Verflechtungen von IGF- und Androgenachse werden außerdem daran 

deutlich, dass für PSA wiederum eine Proteaseaktivität gegenüber 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 für 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 früher Prostatakarzinome 

nachgewiesen werden und korrelierte mit dem Progress des Tumors, was zu der 

Annahme führte, dass NKX3.1 ein Tumorsuppressorgen sei (Bowen et al. 2000).  

Auf der anderen Seite weisen Prostatakarzinomzellen vor allem im fortgeschrittenen, 

organüberschreitenden Stadium vermehrt eine Überexpression 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 Phytoöstrogen 

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 Androgenunabhängigkeit, die sich früher oder später 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 

körpereigene Steroidhormone oder sogar die Antiandrogene. Neben weiteren den AR 

betreffenden Mechanismen ruft auch die Überexpression multipler Koaktivatoren des 

Rezeptors ähnliche Effekte hervor. Dem Transkriptionsfaktor PDEF konnte eine direkte 

Interaktion mit dem AR nachgewiesen werden, die eine synergistische Steigerung der 

PSA-Expression zur Folge hat. Darüber hinaus findet eine direkte Bindung von PDEF 

an den PSA-Promotor statt, die in einer androgenunabhängigen PSA-Expression 

resultiert. Die Vermutung, dass PDEF aufgrund dieser Eigenschaften eine wichtige 

Rolle in Genese und Progression des Prostatakarzinoms spielt, wird durch seine 

Überexpression in diesem Malignom bekräftigt. In anderen Organen wurde PDEF 

bereits als deutlich tumorassoziierter Marker identifiziert (Ghadersohi et al. 2004). 

Daneben hatte sich in früheren 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 Über- oder Reexpression des Gens in AR-negativen 
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PC-3-Prostatakarzinomzellen und invasiven Mammakarzinomzellen eine herabgesetzte 

Invasivität beziehungsweise Migration und Invasivität nachgewiesen werden. Eine 

verminderte Expression von PDEF dagegen führte in PC-3- und LNCaP-

Prostatakarzinomzellen zu einer herabgesetzten Zelladhäsion, wobei für die PC-3-

Zellen auch eine gesteigerte Migration und Invasivität aufgezeigt wurde.  

Andererseits ließ sich in benignen epithelialen Mammazellen durch eine erhöhte PDEF-

Expression eine Steigerung der Zellmigration und, in Gegenwart bestimmter 

Wachstumsfaktor-Rezeptoren, auch der Invasivität erzielen. Dennoch konnte sowohl in 

Mamma- als auch in Prostatakarzinomzellen eine Überexpression von PDEF 

nachgewiesen werden, wobei im Prostatakarzinom eine Korrelation zwischen 

Tumorstadium und Expressionsrate bestand.  

Diese Befunde erlauben aufgrund ihrer Heterogenität keine endgültige 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 für das Prostatakarzinom repräsentativen AR-positiven Zelllinie LNCaP 

herunterreguliert, um dessen Funktion in einem relevanten Zellmodell zu untersuchen. 

Die zugrundeliegende Technik der RNA-Interferenz stellt gegenwärtig die am 

häufigsten genutzte Methode für funktionelle Genanalysen dar und basiert auf der 

sequenzspezifischen Herunterregulierung einzelner Gene mittels doppelsträngiger 

RNA-Moleküle. Die anschließenden Expressionsanalysen Prostatakarzinom-assoziierter 

Gene sollten einen weiteren Einblick in die Funktion von PDEF ermöglichen und 
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klären, ob es einen potenziellen Ansatzpunkt für alternative Therapiemethoden des 

fortgeschrittenen Prostatakarzinoms darstellen könnte. 
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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 

androgenabhängigen Prostatakarzinoms bestehen, diente diese hormonsensible Zellreihe 

als Grundlage für die nachfolgenden Versuche. 

LNCaP-Zellen wurden erstmalig 1977 aus einer supraklavikulären Lymphknoten-

Metastase eines 50-jährigen Mannes mit Prostatakarzinom gewonnen (lymph node of 

cancer of the prostate = LNCaP). Sie weisen einen aneuploiden männlichen Karyotyp 

mit 76 bis 91 Chromosomen auf. Sowohl im Zytosol als auch im Nukleus dieser Zellen 

lässt 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 Androgensensibilität dieser Zellreihe 

demonstrieren lässt (Horoszewicz et al. 1983). 

Bei den LNCaP-Zellen handelt es sich um adhärente epitheliale Zellen, die mit einer 

Verdopplungszeit von 60 Stunden in Aggregaten oder auch einzeln wachsen. Für die 

Versuche dieser Arbeit wurden sie bei 37°C und einer CO2-Konzentration von 5% im 

Feuchtinkubator kultiviert (Heraeus, Hanau, Deutschland). Als Medium diente RPMI 

1640 (PAN-Systems, Nürnberg, Deutschland) mit 10% fetalem Kälberserum (PAA, 

Cölbe, Deutschland), 1% L-Glutamin, 2% Aminosäurelösung 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 gegenwärtig die am 

häufigsten genutzte Methode dar, um die Expression einzelner Gene zu unterdrücken. 

Das zugrundeliegende Phänomen wurde erstmals 1999 von Fire beschrieben, der durch 

Injektion doppelsträngiger RNA-Moleküle 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, einschließlich zahlreicher Eukaryoten 

wie Pilzen, Fruchtfliegen, Mäusen und schließlich auch menschlicher Zelllinien.  

RNA-Interferenz stellt einen natürlichen Mechanismus der Zellen dar, der 

posttranskriptional stattfindet und durch die Unterdrückung spezifischer mRNA-

Sequenzen die Translation derselben und somit die Entstehung des Genprodukts 

verhindert beziehungsweise stark reduziert. Ursprünglich dient dies der 

Aufrechterhaltung der Genomstabilität, indem beispielsweise mutagene Effekte von 

Transposons oder repetitive Sequenzen blockiert werden. Zudem stellt gene silencing 

eine wichtige Komponente des viralen Abwehrsystems dar. Trigger für die Aktivierung 

der RNA-Interferenz sind doppelsträngige RNA-Moleküle, die zum Beispiel fehlerhaft 

transkribierte Sequenzen oder virale RNA enthalten. Nach Erkennen eines solchen 

RNA-Moleküls läuft 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 doppelsträngige RNA-Moleküle zerschnitten. Diese 

Moleküle 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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Helikaseaktivität entwindet anschließend den Doppelstrang, sodass einer der beiden 

siRNA-Stränge den RISC zu seiner komplementären mRNA-Sequenz geleiten kann. 

Der RISC bindet schließlich über die siRNA an den komplementären mRNA-Abschnitt, 

der in der Folge herausgetrennt und abgebaut wird (Hannon 2002, Dykxhoorn et al. 

2003). Anschließend ist das Ablesen dieser mRNA-Sequenz und seine Translation in 

das spezifische Protein nicht mehr möglich. 

 

 

 

Abb.2: Schematische Darstellung der RNA-Interferenz (Auszug aus: Dykxhoorn et al. 2003, 

Seite 458) 



3 Material und Methoden 
_______________________________________________________________________  
 

27

Für die Funktionsanalyse eines bestimmten Gens kommt in der molekularbiologischen 

Forschung synthetisch hergestellte siRNA zum Einsatz, die üblicherweise mittels 

Transfektion, Mikroinjektion oder Elektroporation in die Zielzelle transferiert wird. Für 

die dieser Arbeit zugrundeliegenden Versuche wurde die im folgenden Kapitel 

beschriebene Methode der Transfektion gewählt.  

Um unspezifische Effekte auf die Genexpression in der Zielzelle durch den Vorgang der 

Transfektion mit siRNA zu kontrollieren, sollte bei den Versuchen immer eine 

Negativkontrolle mitgeführt werden. Hierfür eignet sich beispielsweise die Transfektion 

mit einer weiteren siRNA, für die kein komplementäres Transkript in der Zielzelle 

vorliegt. Für diese Kontrolle wurde siRNA gegen das Luciferasegen verwendet. 

Luciferase ist ein Enzym, das im nordamerikanischen Leuchtkäfer Photinus pyralis 

vorkommt und ihm über eine Decarboxylierungsreaktion seine Biolumineszenz 

ermöglicht. 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 über Proteinbrücken zu 

einer Anhaftung der Zellen in Aggregaten am Boden der Kulturflasche. Als erster 

Schritt des Ausplattierens erfolgte deshalb das Absaugen des RPMI-Überstands, wobei 

die adhärenten Zellen am Grund der Kulturflasche zurückblieben. Anschließend wurden 

2 ml Trypsin (Sigma®, Taufkirchen, Deutschland) auf die Zellen gegeben. Trypsin ist 
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eine Serinprotease, die somit Eiweißbindungen an spezifischer Stelle spaltet. Werden 

Zellen dem Trypsin nur kurzzeitig ausgesetzt, bleiben sie selbst unbeschadet, während 

extrazelluläre Proteine, in diesem Fall die Proteinbrücken, gespalten werden. Nachdem 

die Zellen nach einer Inkubationszeit von zehn Minuten erfolgreich voneinander und 

vom Boden der Kulturflasche gelöst worden waren, wurden zur Verdünnung zusätzlich 

2 ml RPMI in die Kulturflasche gegeben. Anschließend wurde der gesamte Inhalt in ein 

Zentrifugenröhrchen pipettiert. Nach einer Spülung der Zellkulturflasche mit weiteren 2 

ml Medium und Übertragen der Spülflüssigkeit in das Zentrifugenröhrchen erfolgte die 

Zentrifugation bei 1,9 x 103 min-1 für zehn Minuten. Anschließend konnte der Überstand 

des am Boden des Zentrifugenröhrchens befindlichen Zellpellets abgesaugt werden und 

es folgte eine Resuspension der Zellen mit 4 ml RPMI 1640. Nach Zählung der Zellen 

in einer Neubauer-Zählkammer wurden nach entsprechender Verdünnung für jede 

geplante Transfektion 2,5 ml Medium mit 8 x 104 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 Durchführung der Transfektion 

Als Grundlage für die Transfektion diente das Protokoll des Herstellers für das 

Oligofectamine™-Reagenz (Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland), das aber vor allem für 

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 erwärmt. Für jede Probe 

wurden anschließend 15 µl Opti-MEM® mit 3 µl Oligofectamine™ in einem 
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Eppendorfgefäß 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 Eppendorfgefäß 

175 µl Opti-MEM® mit 10 µl siRNA gegen das Gen PDEF (siPDEF, Stealth™ siRNA 

duplex oligoribonucleotides, Invitrogen, Paisley, Großbritannien) versetzt. Für die 

Kontrolltransfektion wurde die gleiche Menge siRNA gegen das Luciferasegen 

verwendet (siLuc, EUROGENTEC, Seraing, Belgien). Abschließend wurden jeweils 18 

µl des Opti-MEM®/Oligofectamine™-Gemisches zu der Lösung mit der jeweiligen 

siRNA gegeben. Der dadurch entstandene Transfektionsansatz benötigte weitere 20 

Minuten zur Inkubation bei Raumtemperatur.  

Die am Vortag ausplattierten LNCaP-Zellen wurden einmalig mit 800 µl RPMI 1640 

gewaschen. Anschließend wurde die gleiche Menge an Medium wieder hinzugefügt 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 µl RPMI 1640 versorgt. 

Nach weiteren 40 Stunden im Feuchtinkubator wurde das gesamte Medium 

ausgetauscht, wobei der dadurch von den Zellen entfernte Transfektionsansatz in einem 

Eppendorfgefäß aufgefangen wurde und später der Quantifizierung des PSA-Proteins 

diente. Es folgte eine weitere 17-stündige Inkubationszeit, bevor anschließend 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. Hierfür wurden diese erneut mithilfe von 2 ml Trypsin je Napf vom Boden der 

6-Napfplatte gelöst und mit 2 ml RPMI 1640-Medium jeweils in ein 

Zentrifugenröhrchen übertragen. Nach Zentrifugation bei 1,9 x 103 min-1 für zehn 

Minuten und Absaugen des Überstands befand sich jeweils nur noch das Zellpellet in 

den Röhrchen. Anschließend erfolgte die RNA-Isolierung mit dem Qiagen® RNeasy 

Mini Kit (QIAGEN, Hilden, Deutschland) nach dem vom Hersteller empfohlenen 

Protokoll. 

Der erste Schritt umfasst zunächst die Lyse der Zellen durch RLT-Puffer in Gegenwart 

des RNase-Inaktivators Mercaptoethanol (Sigma®, Taufkirchen, Deutschland). Die 

makromolekularen zellulären Bestandteile werden anschließend durch Zentrifugation 

von der RNA getrennt, die im folgenden Schritt an die Matrix der RNeasy-Minisäule 

bindet und durch darauffolgende Waschvorgänge von Salzen, Metaboliten und anderen 

makromolekularen Zellkomponenten befreit wird. Abschließend wird die RNA durch 

50 µl RNase-freies Wasser von der Matrix der Minisäule eluiert und liegt darin gelöst in 

einem Eppendorfgefäß vor.  

Die isolierte RNA stellt ein Gemisch aus ribosomaler RNA, transfer RNA, messenger 

RNA (mRNA) und anderen dar, wobei nur die mRNA als Analyt für die quantitative 

Polymerasekettenreaktion (PCR) dient. Bevor nun weitere Schritte zur Durchführung 

der PCR unternommen werden können, muss die RNA auf mögliche Degradationen 

untersucht und ihre Konzentration bestimmt werden. Dies erfolgte aus jeweils 1 µl der 

RNA-Proben mithilfe des Agilent 2100 Bioanalyzers (Agilent Technologies, 
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Waldbronn, Deutschland) und des dazugehörigen RNA 6000 Nano LabChip® Kits 

(Agilent Technologies, Waldbronn, Deutschland). Für die Messungen wird die RNA 

zunächst elektrophoretisch aufgetrennt und schließlich mittels Fluoreszenz ein 

Elektropherogramm und ein Gel-Bild erstellt. Hierüber können die oben genannten 

Parameter ermittelt werden, sodass am Ende des Messvorgangs ein absoluter Wert für 

den RNA-Gehalt pro 1 µl Probe vorliegt.  

 

 

3.5 Reverse Transkription 

Als Ausgangsmaterial für die PCR wird komplementäre DNA (cDNA) benötigt, 

weshalb die gewonnene RNA zunächst mithilfe der Reversen Transkription in diese 

umgeschrieben werden muss. Die Reverse Transkription wird durch das Enzym Reverse 

Transkriptase katalysiert, das ursprünglich 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 Sekundärstrukturen der RNA 

aufgeschmolzen werden. In der anschließenden Auskühlphase 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 komplementären DNA-Strangs 

erfolgen (Mülhardt 2006). 

Das Umschreiben der isolierten RNA in cDNA erfolgte mithilfe des Omniskript® RT 

Kits (QIAGEN, Hilden, Deutschland) im Thermocycler Perkin Elmer GeneAmp PCR 

System 2400 (GenTech, New York, USA). Für ein Gesamtprobenvolumen von 20 µl 
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wurden zunächst 5,8 µl Mastermix nach Vorgabe des Herstellers unter Verwendung von 

Random Primer (Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland) erstellt. Die übrigen 14,2 µl 

setzten sich aus dem jeweiligen Volumen der RNA-Lösung, 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 

durchgeführt: 10 Minuten bei 25°C, 60 Minuten bei 37°C, 5 Minuten bei 93°C und 

Abkühlung auf 4°C. Das 20 µl umfassende Probenvolumen, das nun die neu 

entstandene cDNA enthielt, wurde mit DNAse-freiem Puffer auf 100 µl aufgefüllt und 

stand anschießend für die nachfolgenden Versuche zur Verfügung.   

 

 

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

Die RT-PCR stellt gegenwärtig das gebräuchlichste Verfahren zur Quantifizierung von 

Nukleinsäuren dar. Sie basiert auf dem Prinzip der herkömmlichen 

Polymerasekettenreaktion (PCR), wobei durch den Einsatz eines fluoreszierenden 

Farbstoffs zusätzlich die quantitative Messung der neu entstandenen DNA ermöglicht 

wird. Das für die Versuche dieser Arbeit verwendete SYBR® Green I (QuantiTect™ 

SYBR® Green RT-PCR Kit; EUROGENTEC, Seraing, Belgien) bindet an neu 

entstehende doppelsträngige DNA-Moleküle und emittiert dabei ein Fluoreszenzsignal. 

Dieses Signal wird in jedem Zyklus der RT-PCR am Ende der Elongationsphase 

detektiert, wobei seine Intensität 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 doppelsträngigen DNA in zwei Einzelstränge statt. Es folgt die 

http://de.wikipedia.org/wiki/Nukleins%C3%A4ure
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Annealingphase, in der sich die Primer unter Abkühlung auf eine für sie jeweils 

spezifische Temperatur an die DNA anlagern. In der abschließenden Elongationsphase 

wird schließlich am Primer beginnend der zu der einzelsträngigen DNA komplementäre 

Strang synthetisiert, wobei die Temperatur vom Arbeitsoptimum der verwendeten 

DNA-Polymerase abhängt. 

 

 

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 frühen Phasen der PCR findet 

eine weitgehend exponentielle Vervielfachung der DNA-Fragmente statt. Mit 

zunehmender Zyklenzahl kommt es vermehrt zu störenden Ereignissen, beispielsweise 

durch die temperaturbedingte Abnahme der Enzymaktivität und eine verminderte 

Verfügbarkeit der Ausgangsprodukte, wodurch die Synthese sich verlangsamt. Die 

Kurve zeigt nur noch ein lineares Wachstum und erreicht schließlich mit der 

Beendigung der Vervielfältigungsreaktion eine Plateauphase. Bevor die in der RT-PCR 

ermittelten Daten anschließend für die Quantifizierung der Genexpression verwendet 

werden können, 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 

großer Mengen doppelsträngiger DNA-Moleküle in der Ausgangsprobe ausgelöst 

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 kleiner, 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 für die absolute Quantifizierung der 

Genexpression verwendet.  

 

 

Plateauphase 

exponentielle 
Phase

Threshold 

Ct-Wert

Baseline 

Abb.3: Amplifikationsdiagramm einer RT-PCR 

 

 

Für die Erfassung des RT-PCR-Produkts stehen zwei unterschiedliche Verfahren zur 

Verfügung: 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, wofür üblicherweise Housekeeping-Gene 
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betrachtet werden. Housekeeping-Gene werden in jeder menschlichen Zelle exprimiert 

und sichern die Basisfunktionen für das Überleben der Zelle (Velculescu et al. 1999). 

Dies geschieht unabhängig von Zelltyp, Zellstadium und äußeren Einflüssen. In dieser 

Arbeit wurde als Housekeeping-Gen ARP (acidic ribosomal protein) mitgeführt, wobei 

dies nicht der relativen Quantifizierung sondern dem Ausschluss einer generellen 

Zellschädigung durch die RNA-Interferenz diente. 

Während bei der relativen Quantifizierung zwei verschiedene Gene ins Verhältnis 

gesetzt werden, dient bei der absoluten Quantifizierung eine Standardkurve des zu 

untersuchenden Gens der Bestimmung des absoluten PCR-Produkts. Dafür wird eine 

logarithmische Verdünnungsreihe mindestens fünf verschiedener Konzentrationen für 

die Zielsequenz erstellt. Anschließend kann mithilfe der Ct-Werte und der 

dazugehörigen bekannten Zielsequenzkonzentrationen eine Standardkurve erstellt 

werden. Die Ct-Werte der zu untersuchenden Proben können anschließend über diese 

Kurve einer absoluten Produktkonzentration zugeordnet werden. 

Am Ende jeder RT-PCR wird die Qualität des Produkts über die Schmelzpunktanalyse 

ermittelt. Dafür werden die Proben unter kontinuierlicher Fluoreszenzmessung langsam 

bis auf 95°C erwärmt. Bei der darunter stattfindenden Aufspaltung der doppelsträngigen 

DNA kommt es zur Dissoziation des SYBR® Green I, in deren Folge die Fluoreszenz 

nachlässt und die Schmelzpunktkurve abfällt. Der durch eine Differenzialfunktion als 

Gipfel der Schmelzpunktkurve (Peak) ermittelte Schmelzpunkt ist charakteristisch für 

das jeweilige RT-PCR-Produkt, wobei falsch amplifizierte Moleküle, beispielsweise 

Primer-Dimere, in der Regel einen niedrigeren Schmelzpunkt als das spezifische 

Amplikon aufweisen. Die Schmelzpunktkurve einer RT-PCR, in der ausschließlich 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 Länge und GC-Gehalt abhängig. 

 

 

Abb.4: Schmelzpunktkurve einer RT-PCR 

 

 

3.6.2 Experimentelle Durchführung 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 µl Validated Primer (QIAGEN, Hilden, 

Deutschland), 10 µl Mastermix und 4 µl RNAse-freies Wasser. Die RT-PCR-Ansätze 

aller übrigen Gene enthielten folgende Komponenten: je 0,2 µl der beiden spezifischen 

sense- und antisense-Primer (QIAGEN, Hilden, Deutschland), 10 µl Mastermix und 4,6 
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µl RNAse-freies Wasser. Anschließend wurden jedem Ansatz 5 µl der synthetisierten 

cDNA zugefügt. Die bei jeder PCR mitgeführte cDNA-freie Kontrolle wurde 

stattdessen mit weiteren 5 µl RNAse-freiem Wasser aufgefüllt.  

Die Amplifizierung der cDNA erfolgte mit dem iCycler Thermal Cycler (BioRad, 

München, 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. Für die darauffolgende Schmelzpunktanalyse wurde die 

Temperatur von 55°C ausgehend alle 10 Sekunden in 0,5°C-Schritten bis auf 95°C 

erhöht. 

Nachdem die Amplifizierung und die anschließende Schmelzpunktanalyse 

abgeschlossen waren, wurde das erstellte Amplifikationsdiagramm unter Anwendung 

der iCycler IQ® Real-time-detection-Gerätesoftware (BioRad, München, Deutschland) 

bearbeitet und analysiert. Um mithilfe der ermittelten Ct-Werte die absolute 

Quantifizierung der Genexpression vornehmen zu können, musste zunächst aus der fünf 

Proben umfassenden Verdünnungsreihe die Standardkurve für die jeweilige Zielsequenz 

erstellt werden. Dies geschah mit Microsoft Office Excel (Microsoft Corporation, 

Redmond, Washington, USA), wobei die Kurve sich aus dem umgekehrt proportionalen 

Verhältnis zwischen Ct-Wert und dem Logarithmus der eingesetzten DNA-Menge 

ergab. Mithilfe dieser Eichgerade konnten schließlich die absoluten DNA-

Konzentrationen der unbekannten Proben bestimmt werden. 

Der für 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 für 

die weiteren untersuchten Gene wurden mit dem primer3 on-line Primer-Design-



3 Material und Methoden 
_______________________________________________________________________  
 

38

Programm bestimmt. In der nachfolgenden Tabelle wird ihre Sequenz und die jeweils 

dazugehörige primerspezifische Annealingtemperatur (AT) aufgeführt (Tab.1). 

 

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

AR 
5’-AGG AAC TCG ATC CTA 
TCA TTG C-3’ 

5’-CTG CCA TCA TTT CCG 
GAA-3’ 

61°C 

PSA 
5’-TGA ACC AGA GGA GTT 
CTT GAC-3’ 

5’-CCC CAG AAT CAC CCG 
AGC AG-3’ 

61°C 

PCA3 
5’-GGT GGG AAG GAC CTG 
ATG ATA C-3’ 

5’-GGG CGA GGC TCA TCG 
AT-3’ 

60°C 

IGF-1 
5’-TGG ATG CTC TTC AGT 
TCG GTG-3’ 

5’-AGG GGT GCG CAA TAC 
ATC T-3’ 

60°C 

IGF-2 
5’-CGT TGA GGAGTG CTG 
TTT CC-3’ 

5’ GGA CTG CTT CCA GGT 
GTC AT-3’ 

61°C 

IGF-1R 
5’-CCG AAG GTC TGT GAG 
GAA GA-3’ 

5’-AAT GGC GGA TCT TCA 
CGT AG-3’ 

60°C 

IGFBP3 
5’-GAA CTT CTC CTC CGA 
GTC CAA-3’ 

5’-GAG TTA CAC GAC TCA 
GGG TC-3’ 

61°C 

NKX3.1 
5’-CCG AGA CGC TGG CAG 
AGA CC-3’ 

5’-GCT TAG GGG TTT GGG 
GAA G-3’ 

59°C 

ARP 
5’-CGA CCT GGA AGT CCA 
ACT AC-3’ 

5’-ATC TGC TGC ATC TGC 
TTG-3’ 

59°C 

 

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-stündigen Inkubationszeit mit siRNA im Rahmen der Transfektion. Der 

Zellüberstand wurde dafür aufgefangen und zunächst im Verhältnis 1:10 verdünnt. 

Anschließend 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 repräsentativ für die Anzahl der Zellen gewählt und mit der PSA-Sekretion ins 

Verhältnis gesetzt. So wurden die für die unterschiedlich transfizierten Zellen 

bestimmten PSA-Proteinmengen direkt miteinander vergleichbar.  

Die Quantifizierung des Proteins wurde ergänzend zur Genamplifikation von PSA 

durchgeführt, um das Verhalten des Tumormarkers nach Unterdrückung von PDEF 

nicht nur auf molekularer, sondern zusätzlich auf Proteinebene beurteilen zu können. 

 

 

3.8 Messung der Zellvitalität und Zellproliferation 

Um eine potenzielle Zelltoxizität der RNA-Interferenz und den Einfluss der PDEF-

Unterdrückung auf Zelllebensfähigkeit und Zellteilung zu evaluieren, wurden mit den 

unterschiedlich transfizierten Zellen Vitalitäts- und Proliferationstests durchgeführt. 

Beim dazu einerseits angewandten AlamarBlue-Assay (Serotec, Düsseldorf, 

Deutschland) wird der nicht fluoreszierende blaue Farbstoff AlamarBlue durch 

verschiedene Enzyme stoffwechselaktiver Zellen in die reduzierte Form überführt, 

wobei fluoreszierendes Pink entsteht (Gonzalez und Tarloff 2001). Die Vitalität der 

Zellen lässt sich rein visuell durch Bestätigung dieses Farbumschlags nachweisen. Für 
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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 lässt sich anschließend mithilfe 

eines Antikörpers detektieren und photometrisch quantifizieren, wodurch sich die 

Proliferationsrate der Zellen ermitteln lässt. 

Für 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 Gefäßgröße dieser Platten die Zelldichte auf 

5x103 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 µl Opti-MEM® und 0,6 µl Oligofectamine™, 16 µl 

Opti-MEM® und 1 µl siRNA, 80 µl RPMI 1640 Medium). Nach Ablauf einer 52-

stündigen Inkubationszeit wurden 10 µl AlamarBlue beziehungsweise 10 µl BrdU je 

Ansatz zugegeben und vier Stunden auf den Zellen belassen. Anschließend 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 siLuc 

transfizierten Zellen. Nach anschließender absoluter Quantifizierung mithilfe der Ct-

Werte und der Standardkurve wurden die Ergebnisse in Säulendiagrammen dargestellt. 

Als Signifikanztest kam aufgrund der Unabhängigkeit der beiden Stichproben 

voneinander der ungepaarte t-Test zur Anwendung. Der darin ermittelte p-Wert gibt die 

Wahrscheinlichkeit dafür an, dass Unterschiede in Messwertreihen zweier Stichproben 

auch zufällig hätten gemessen werden können. Beträgt diese Wahrscheinlichkeit 

weniger als 5% (p < 0,05), gilt der Unterschied der Ergebnisse als signifikant. Bei der 

Bestimmung des PSA-Proteins ergab sich für die unterschiedlich transfizierten Zellen 

eines repräsentativen 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 

Malignitätsgrads gegenüber 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 RwPE-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 gegenüber nicht-malignen immortalisierten epithelialen Prostatazellen. 
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Der erhebliche Expressionsunterschied besteht in dieser Deutlichkeit nur für PDEF, 

nicht aber für 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 

gegenüber nicht-malignen epithelialen Prostatazellen. 
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Die bis zu tausendfach höhere Expression von PDEF in Tumorzellen spricht für seine 

malignen Eigenschaften im Karzinom. Um eine funktionelle Analyse von PDEF im 

Prostatakarzinom durchzuführen, wurde dessen Expression mittels siRNA 

herunterreguliert, also dem Niveau in einer Normalzelle genähert, mit der Frage, ob sich 

dadurch auch ein weniger maligner Phänotyp zeigt. Infolge der Transfektion der 

LNCaP-Zellen mit siPDEF ließ sich auf mRNA-Ebene tatsächlich eine signifikante 

Herunterregulierung von PDEF um über 80% gegenüber 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 Zellvitalität und Zellproliferation  

Um den Einfluss der PDEF-Unterdrückung auf Lebensfähigkeit und Teilungsverhalten 

der LNCaP-Zellen zu evaluieren, wurden nach der Transfektion mit siRNA Vitalitäts- 

und Proliferationstests durchgeführt. Bei der Vitalität der unterschiedlich transfizierten 

Zellen zeigten sich im AlamarBlue-Assay keine signifikanten Unterschiede. In Hinblick 

auf die Zellproliferation ergab sich im BrdU-Test eine geringfügig, aber signifikant 

verminderte Proliferation der mit siPDEF transfizierten Zellen gegenüber der mit siLuc 

transfizierten Kontrolle (Abb.9,Abb.10). 
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Abb.9: Zellvitalität mit AlamarBlue, Abb.10: Zellproliferation mit BrdU 

Diese graphischen Darstellungen geben die Ergebnisse der Vitalitäts- und Proliferationstests 

wieder, die sich der Transfektion der Zellen mit siPDEF beziehungsweise siLuc anschlossen. 
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Die Zellvitalität 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 

Unterdrückung von PDEF zeigte sich tatsächlich auch eine Verminderung des AR auf 

mRNA-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-

Unterdrückung. Als Kontrolle dienen mit siLuc transfizierte Zellen. 
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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 würde. Auf mRNA-Ebene zeigte 

sich eine signifikante Herunterregulierung des Tumormarkers, diese fiel jedoch nur 

gering aus (Abb.12). In der zusätzlich durchgeführten Quantifizierung des PSA-Proteins 

ließ sich aber ebenfalls zumindest keine signifikante Veränderung 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. Während 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-Unterdrückung massiv vermindert. 

In den mit siPDEF transfizierten Zellen zeigte sich eine um über 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 Unterdrückung von PDEF um über 99% 

gegenüber den Kontrollzellen vermindert. 
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4.6 Expression ausgewählter Mitglieder der IGF-Familie 

Als Repräsentanten 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 

gegenüber den Kontrollzellen vermindert. 
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Abb.17: mRNA-Expression IGF-1R 

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

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

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). 

 

 

siPDEF siLUC
0

200

400

600

NKX3.1

a
tt

o
m

o
l/

µ
g

 t
c

 R
N

A

 

p-Wert: 0,0150 

 

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 überexprimiert und deutlich tumorassoziiert definiert. Einige jüngere 

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 für Mammakarzinome und AR-negative Prostatakarzinome vor. Daher sollte in der 

vorliegenden Arbeit eine PDEF-Funktionsanalyse durch RNA-Interferenz an einem 

repräsentativen, AR-positiven Zellmodell, den LNCaP-Zellen, durchgeführt werden. 

Die Hauptproblematik in der Therapie des fortgeschrittenen Prostatakarzinoms liegt 

charakteristisch in der Androgenunabhängigkeit, das heißt in einer deutlich gesteigerten 

Empfindlichkeit gegenüber androgenen Stimuli, die sich in der Regel spätestens nach 

eineinhalb Jahren antiandrogener Therapie ausbildet und zu einem kastrationsresistenten 

Progress der Erkrankung führt (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 zurückzuführen ist. Doch auch zahlreiche seiner 

Kofaktoren bewirken durch ihre Überexpression eine Aktivitätssteigerung beim AR, die 

ebenfalls zu einem Tumorprogress bei niedriger Androgenkonzentration oder auch 

gänzlich unabhängig von den üblichen Liganden führt (Knudsen und Penning 2010). Im 

Jahr 2000 wurde in diesem Zusammenhang erstmals PDEF von Oettgen et al. 

vorgestellt. PDEF gehört der Familie der Ets-Transkriptionsfaktoren an, von denen 

bereits zahlreiche mit verschiedenen Malignomen in den Zusammenhang gebracht 

werden können und die kürzlich auch im Prostatakarzinom in der Ausprägung von 

TMPRSS2-ERG-Fusionen besondere Bedeutung erlangt haben (Cai et al. 2009). Die 
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Expression von PDEF ist außerhalb 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 Aktivität 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 führt (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 über einen 

androgenunabhängigen Mechanismus. Im Prostatakarzinom ist eine Überexpression des 

Transkriptionsfaktors beschrieben worden, die hier für zelluläre Modelle bestätigt 

wurde (Abb.5). Zudem besteht eine Korrelation zwischen der Expressionsrate und dem 

Tumorstadium, sodass die aggressiveren Phänotypen ein höheres 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 Androgenunabhängigkeit 

handelt. Dennoch wird der Einfluss des Transkriptionsfaktors in der Literatur bis heute 

sehr kontrovers diskutiert. Vor allem in Bezug auf Migration und Invasivität 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 ermöglichen, auch 
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in Hinblick auf den Transkriptionsfaktor als potenziellen Angriffspunkt für 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. Während im 

gesunden Organ über ihn die Zelldifferenzierung gesichert und die Zellproliferation 

unterdrückt wird, führt eine somatische Genomalteration im Rahmen der 

Malignomentwicklung zur Übermittlung von Signalen, die hingegen Zellproliferation 

und -überleben gewährleisten (Nelson 2007). Das Fortschreiten des Prostatakarzinoms 

trotz Androgenblockade wird schließlich durch die Reaktivierung des AR ausgelöst, 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 

primäre Expression von PDEF in Zellen, in denen auch der AR exprimiert wird, könnte 

zudem ein Hinweis auf die zusätzliche 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 Überexpression des 

AR (Linja et al. 2001). 

Der Therapieansatz beim fortgeschrittenen Prostatakarzinom muss aufgrund dieser 

Schlüsselposition die Verhinderung oder Aufhebung der AR-Reaktivierung sein. Neben 
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dem AR selbst böte sich hier PDEF als Angriffspunkt an, das möglicherweise durch 

seine Funktion als AR-Koaktivator maßgeblich am Fortschreiten des Prostatakarzinoms 

beteiligt ist. Sollte sich die hier gezeigte Beeinflussung der AR-Transkription durch 

PDEF in vivo bestätigen, resultierte seine Blockade außerdem in der direkten 

Verminderung der AR-Funktion im Gewebe, wodurch auch die Aberrationen am 

Rezeptor selbst oder seiner zahlreichen weiteren Koaktivatoren wirkungslos blieben. 

Darüber hinaus würde durch die PDEF-Blockade auch sein androgenunabhängiger 

Einfluss auf den PSA-Promotor unterdrückt 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 über 90% verringert. Diese mit der PDEF-

Suppression einhergehende Expressionsverminderung des AR ließe sich mit der 

Hypothese, dass PDEF als Transkriptionsfaktor auch die Rezeptorexpression selbst 

beeinflusst, erklären. In der Annahme, dass Rezeptormoleküle der mRNA entsprechend 

vermindert in den Zellen vorlagen, wäre hiermit ein AR-vermittelter Tumorprogress 

sowohl durch die Androgene als auch durch die alternativen Liganden oder aberranten 

Kofaktoren deutlich eingeschränkt. Ein endgültiger Beweis für die vollzogene 

Herunterregulierung des AR auch auf Proteinebene steht aber wegen des Fehlens eines 

funktionsfähigen kommerziellen PDEF-Antikörpers in diesem Projekt noch aus. 

Die hier vorgestellten Ergebnisse sind mit den Aussagen der Arbeitsgruppen, die eine 

gesteigerte Migration und Invasivität von Tumorzellen nach Verminderung oder Verlust 

von PDEF beschreiben, weniger in Einklang zu bringen. Die dem PDEF folgende 

Herunterregulierung des AR wäre in diesem Zusammenhang kaum zu erklären, da 

gerade der Rezeptor und seine Aberrationen für den Tumorprogress essenziell sind. 
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Zurückzuführen sind diese gegensätzlichen Ergebnisse möglicherweise auf die 

unterschiedlichen Zellmodelle, die in den Experimenten verwendet wurden. Eine 

Steigerung von Migration und Invasivität nach PDEF-Interferenz konnte bisher nur in 

der gänzlich AR-negativen Prostatakarzinomzelle PC-3 sowie in verschiedenen 

invasiven Mammakarzinomzelllinien nachgewiesen werden. In den LNCaP-Zellen 

wurde dagegen lediglich die Zelladhäsion 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 

tatsächlich androgenunabhängig ist (Bonaccorsi et al. 2006, Nachshon-Kedmi et al. 

2003). Eine solche Ausprägung 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 könnte der Transkriptionsfaktor mit 

Wegfall der Androgenachse auch vollkommen wirkungslos geworden sein und 

Zellmigration und -invasivität werden ausschließlich 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). Darüber hinaus ist auch PDEF an der PSA-Expression 

beteiligt (Oettgen et al. 2000). Infolge der hier experimentell herbeigeführten PDEF-

Unterdrückung war die mRNA-Expression von PSA zwar tatsächlich signifikant 

vermindert, das Ausmaß stellte sich jedoch deutlich geringer dar, als nach dem Einfluss 

auf den AR erwartet. Die ebenfalls durchgeführte Proteinquantifizierung für die PSA-

Sekretion blieb auch fast unverändert. Eine Erklärung für diese Ergebnisse, die trotz 

deutlicher Unterdrückung 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 geklärt 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 

zusätzlich zum PSA analysierte PCA3 hat sich aktuell als malignomspezifischerer 

Tumormarker erwiesen. 
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5.2 PDEF und PCA3 

PCA3 wird exklusiv in entarteten Prostatazellen exprimiert und stellt aufgrund dieser 

überlegenen Spezifität einen ergänzenden Tumormarker zum PSA dar. Die Regulation 

und Funktion des Gens, für das bisher kein Proteinprodukt identifiziert wurde, ist 

weitgehend ungeklärt. Da die Expression von PCA3 jedoch durch Stimulation mit 

Dihydrotestosteron gesteigert werden kann und bei Androgenablation wie die von PSA 

abfällt, 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 PCA3 ausschließlich 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 verknüpft. Die Unterdrückung von PDEF bewirkte eine sehr deutliche 

Herunterregulierung der PCA3-Expression um über 99%. Da auch der AR nach der 

Transfektion mit siPDEF in seiner Expression deutlich eingeschränkt 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 Verfügbarkeit 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 über einen eigenen Rezeptor (Rajah et al. 1997).   

Die IGF- und die Androgenachse sind über verschiedene Regulationsmechanismen 

miteinander verknüpft. 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 Einschränkung der PDEF-Expression die im 

Prostatakarzinom deregulierten Elemente der IGF-Achse in Richtung 

Normalbedingungen korrigiert 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 

erklären. Neben den bereits erläuterten Verflechtungen führt 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 führt, bekräftigt 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 Invasivität (Bähr und Groner 2005). 

Für IGFBP-3 konnte sowohl in LNCaP- als auch in PC-3-Prostatakarzinomzellen 

nachgewiesen werden, dass Proliferation, Migration und Invasion der Zellen durch 

IGFBP-3 unterdrückt 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), während in den hier aufgeführten 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 zurückgingen. 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 endgültig geklärt. Einerseits wurden ihm die Funktionen 

eines Tumorsuppressorgens zugesprochen, da sein Verlust in einer signifikanten Anzahl 

früher 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 würde 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 Unterdrückung von PDEF deutlich zeigte. Auch 

Bax, ein Proapoptosegen, dessen Expression im Rahmen dieser Arbeit ebenfalls 

bestimmt wurde, war nach PDEF-Unterdrückung deutlich hochreguliert (Daten nicht 

gezeigt).  

Eine abnehmende Expression von NKX3.1 infolge der PDEF-Unterdrückung lässt 

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, würde zudem eine Androgenregulation von NKX3.1 die ebenfalls auftretende 

verminderte Expression dieses Gens erklären.  

Weitere Untersuchungen sind jedoch notwendig, um die Funktion dieses sehr 

kontrovers diskutierten Transkriptionsfaktors im Prostatakarzinom endgültig 

aufzuklären. 
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5.5 PDEF und die Zellvitalität und Zellproliferation 

Die Zellvitalität und -proliferation wurde am Ende der Transfektion mit siPDEF mit 

dem AlamarBlue- und BrdU-Assay bestimmt. Während die Kontrolle der Vitalität in 

erster Linie die weitgehende Integrität sicherstellen sollte, wurde die Bestimmung der 

Proliferation auch zur Ermittlung möglicher Abweichungen der generellen 

Zellcharakteristika infolge der PDEF-Unterdrückung durchgeführt. Im AlamarBlue-Test 

zeigte sich eine gleichbleibende Lebensfähigkeit der unterschiedlich transfizierten 

Zellen, sodass eine akute Zellschädigung 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 erwähnt wird die verminderte Expression von PDEF mit einer gesteigerten 

Migration und Invasivität von PC-3-Prostatakarzinomzellen in den Zusammenhang 

gebracht (Gu et al. 2007). Im Rahmen dieses Tumorprogresses würde 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 Unterdrückung von 

PDEF ein signifikant vermindertes Proliferationsverhalten der Zellen auf, sodass die 

PDEF-Unterdrückung sogar einen antiproliferativen Effekt hatte. Dies ist im Einklang 

mit den in den vorangehenden Kapiteln beschriebenen Expressionsveränderungen 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 auslösen, in ihrer Expression deutlich 

eingeschränkt. 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 

Invasivität 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 

Unzulänglichkeit als Modell für 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 ausgewählte Gene sollte weitere Informationen über 

die Bedeutung von PDEF im Tumorgeschehen liefern und mit der aktuellen Literatur 

abgeglichen werden. Derzeit existieren gegensätzliche Aussagen über die Funktion des 

Transkriptionsfaktors. Während 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 überexprimiert ist. Durch die Transfektion der LNCaP-Zellen 

mit siRNA wurde die angestrebte Herunterregulierung von PDEF um über 80% 

erreicht. Eine Auswirkung der PDEF-Verminderung ließ sich bei wesentlichen 

Prostatakarzinom-assoziierten Genen, darunter vor allem Mitglieder der Androgen- und 

IGF-Achse, verzeichnen. Ergänzend wurde die Zellproliferation betrachtet, die nach 

PDEF-Unterdrückung 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 können, wie beispielsweise IGFBP-3. 

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

Aberrationen entgegenwirkt und sie wieder ausgleicht. Dies zeigte sich sowohl im 
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Expressionsprofil der hier aufgeführten Gene als auch bei der Proliferation der 

Tumorzellen, die durch die Unterdrückung von PDEF eingeschränkt 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 über die 

Androgen- als auch über die IGF-Achse Prozesse zu beeinflussen, die Wachstum, 

Proliferation und Überleben der Zellen fördern und so zu einem Fortschreiten der 

Tumorerkrankung beitragen. Aus diesem Grund könnte 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 ermöglichte. 
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