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1 Einleitung

In der ménnlichen zentraleuropédischen Bevolkerung mit Karzinomerkrankungen ist die
maligne Prostata-Neoplasie die dritthdufigste Todesursache mit steigender Tendenz (Levi
et al., 1999). Das Prostatakarzinom wird mit zunehmendem Alter haufiger diagnostiziert
(Oesterling et al, 1997). Daher gewinnt bei durchschnittlicher Steigerung der
Lebenserwartung die Erforschung dieser Erkrankung an Bedeutung.

Die Beteiligung genetischer Aberrationen an der malignen Entartung von Zellen
wurde schon zu Beginn dieses Jahrhunderts vermutet (Boveri, 1914). Tumoren zeichnen
sich durch weitgehend ungebremste Proliferation von relativ dedifferenzierten Zellen aus
(Gericke, 1978; Prescott and Flexer, 1990; Preston-Martin et al., 1990). Somit kann die
maligne Entartung von Zellen mit Stérungen der Regulation von Zelldifferenzierung und
zellzyklusgesteuerter Proliferation in Verbindung gebracht werden. Mit Hilfe von
molekularbiologischen und gentechnologischen Methoden wurden zwei unterschiedliche
Typen regulatorischer Gene idenfiziert, die mafBgeblich an Tumorentstehung und
Progression der Tumorentwicklung beteiligt sind (Bishop, 1987; Duesberg and Vogt, 1970;
Weiss et al., 1977; Stanbridge, 1990). Es handelt sich zum einen um sogenannte Proto-
Onkogene, deren Umwandlung in Onkogene durch Mutation, Amplifikation oder
chromosomale Aberration zur verstirkten Proliferation und zur gestorten Differenzierung
der Zelle fiihrt. Zum anderen handelt es sich um sogenannte Tumorsuppressorgene, deren
Inaktivierung oder Verlust ihre negativ regulierende Wirkungen aufhebt (Knudson, 1971).

Das Wachstum von normalen Zellen und von Tumorzellen ist an den geregelten
Ablauf des Zellzyklus und an komplexe genetische und biochemische Kontroll-
mechanismen gebunden. Sie miissen sicherstellen, dafl jede Phase des Zellzyklus korrekt
und vollstindig durchlaufen wird, bevor der Ubergang in die nichste Phase eingeleitet
wird. Entscheidende Kontrollpunkte (Abb. 1) des Zellzyklus liegen vor dem G1/S-
Phaseniibergang und bei hoheren Eukaryonten vor dem G2/M Ubergang (Cordon-Cardo,
1995; Grana and Reddy, 1995).

Eine bedeutende regulative Funktion innerhalb des normalen Zellzyklus erfiillt u.a.
das Produkt des Tumorsuppressorgens p53 (Levine et al., 1991; Levine, 1997). Mutationen
im Tumorsuppressorgen p53 werden hdufig in Tumoren nachgewiesen (Hollstein et al.,
1991; Harris, 1993). Nahezu 50 % der menschlichen Tumoren vom Karzinomtyp weisen
pS3 Verdnderungen auf (Selivanova and Wiman, 1995). Unter diesen Aberrationen finden
sich Deletionen beider p53 Allele, die zum vollstdndigen Verlust der p53 Expression

fiihren. Wesentlich hdufiger werden jedoch Deletionen eines p53 Allels und Missense



Einleitung 2

Spindel-

G2/M- l Kontrollpunkt

Kontrollpunkt

Zyklin A/B
& Cdc/Cdk 1,2

& Cdk 4,6

Zyklin E
& Cdc 2

Zyklin A
& Cdk 2

' G1/S Kontroll-
punkt

Abb. 1. Zellzyklus und Zykline

Mutationen im verbleibenden p53 Allel nachgewiesen, die zu einem verminderten Abbau
des verdnderten Proteins und damit zur dauerhaft erhohten Anwesenheit in den betroffenen
Zellen fiihren. Eine Besonderheit sind dominant-negative Mutationen des p53
Tumorsuppressorgens. Diese Mutationen in einem Allel des p53 Gens verursachen eine
Konformationsdnderung des Proteins, die das Wildtyp (wt)-p53 des verbleibenden Allels
in seiner Funktion als tetrameres Protein storen. In der Regel sind Mutationen in einem
Allel von Tumorsuppressorgenen rezessiv, wie z.B im Retinoblastom-Gen. Die molekulare
Grundlage bei ca. 2/3 der Patientinnen mit familidrem Li-Fraumeni-Syndrom ist eine
Keimbahnmutation in einem Allel des p53 Gens (Malkin et al., 1990). Das verbleibende
Allel kann durch sporadische Mutation verdndert werden. Dies fiihrt zum vollstindigen
Verlust von funktionsfdhigem p53 in der Zelle. In diesen Familien findet sich eine

Disposition fiir verschiedene Tumore wie Weichteil- und Knochensarkome, Brustkrebs,
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Hirntumore und Tumore der Nebennierenrinde (Malkin et al., 1990; Li, 1991). Im
Gegensatz zum wt-p53, welches in der Zelle mit einer Halbwertzeit von 20 Minuten relativ
schnell abgebaut wird, sind durch Mutationen entstandene Varianten des Proteins stabiler
und akkumulieren im Zellkern (Levine, 1997). Das mutierte Protein ist damit
immunhistologisch nachweisbar.

Das Tumorsuppressorgen p53 liegt auf Chromosom 17p13.1. Der kodierende
Bereich umfasst 10 Exons. Das Genprodukt setzt sich aus 393 Aminosduren zusammen
und hat ein relatives Molekulargewicht von 53 kD (Berchuck and Bast, 1993). Vier
hochkonservierte Regionen des p53 Gens sind hdufig von Mutationen betroffen (Abb. 2 A
u. B). Diese Regionen liegen innerhalb der Aminosdurepositionen 117-142, 171-181, 234-
258 und 270-286, entsprechend den Exons 5-8 des p53 Gens. Dieser Bereich kodiert die
sogenannte "Core Doméne", die wesentlich fiir die spezifische DNA-Bindung des Proteins
verantwortlich ist. In der humanen DNA wurde ein p53 Konsensus-Bindungsbereich
identifiziert, bestehend aus 2 Kopien von 10 Basenpaarelementen 5°-PuPuPu C (A/T)
(A/T) G PyPyPy-3¢, die durch etwa 13 Basenpaare getrennt sind (El-Deiry et al., 1992). Zu
den am hdaufigsten durch Mutation betroffenen Aminosduren der p53 "Core Doméne"
zahlen die Arginine #175, #248, #273 und Glycin #245. Diese Aminosduren sind direkt an
der DNA-Bindung beteiligt (Cho et al., 1994). Infolge der Mutationen kann das verdnderte
p53 die Transkription seiner Target Gene (z.B. p21, MDM2 und BAX) nicht mehr
beeinflussen. Dies fiihrt zum Verlust der regulativen Funktion fiir die genannten Proteine.
Die aminoterminale Doméne des Proteins erfiillt eine transaktivierende Funktion dhnlich
der von Transkriptionsfaktoren. C-terminal befindet sich die sogenannte
Oligomerisierungsdoméne (Shaulian et al., 1992; Pavletich et al., 1993). Analysen der
dreidimensionalen Struktur der C-terminalen Region von p53 mit Hilfe der
kernmagnetischen Resonanz-Spektroskopie (NMR) zeigten, dal p5S3 Tetramere bildet und
als Tetramer an die DNA bindet (Cho et al., 1994).

Innerhalb des normalen Zellzyklus erfiillt p53 wichtige regulative Funktionen

(Kastan, 1997; Levine, 1997):

o Aktivierung zellzyklussteuernder Gene (z.B. p21, GADD-45, MDM?2) oder Repression
von wachstumsregulierenden Genen (z.B. c-FOS, c-JUN, c-MYC, IL-6, RB),

e Beteiligung an der Induktion von Apoptose (programmierter Zelltod) durch Aktivierung

der Gene BAX und FAS.
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e Suppression des Tumorwachstums (durch Mutation und Inaktivierung des p53 Gens
geht diese Funktion verloren),

¢ Initiation der DNA-Reparatur als Reaktion auf genomische Schédden (z.B. durch UV-
Strahlung).

In normalen Zellen ist p53 aufgrund seiner geringen Halbwertzeit nicht nachweisbar.
In Stre-Situationen, z.B. nach DNA-Schidigung oder bei Hypoxie, kommt es zur
Akkumulation des wt-Proteins im Zellkern. Dies ist auf eine verldngerte Halbwertzeit des
Proteins zuriickzufiihren (Selivanova and Wiman, 1995). Weiterhin kommt es in gestreflten
Zellen zur verstiarkten Translation der p5S3 mRNA (Levine, 1997). Die Akkumulation von
wt-p53 ermoglicht eine Arretierung in der G1-Phase des Zellzyklus und die Einleitung der
DNA-Reparatur (Levine et al., 1991; Prives, 1993; Deppert, 1994). Neben einer G1-
Arretierung der Zelle kann durch p53 auch Apoptose induziert werden (Oren, 1992;
Levine, 1997). Die Transkription von BAX, einem zur BCI-2 Familie gehorendem Gen,
wird durch p53 induziert. Das BAX Protein eréffnet den Zugang in die Apoptose (Reed,
1997).

Im Zusammenhang mit p53 wird eine wichtige regulative Funktion innerhalb des
Zellzyklus durch das Genprodukt von p21 (WAF1 "wt-p53-activated fragment 1", CIP-1,
SDI-1) erfiillt. Ein Transkriptionsfaktor des p21 Gens ist u.a. p53 (Cordon Cardo, 1995).
p21 ist ein zellzyklusabhingiger Kinase-Inhibitor (Abb. 3). Das p21 Protein inaktiviert, die
wihrend der Gl-Phase aktiven Zyklin/Kinase-Komplexe, durch erweiterte Komplex-
Anlagerung. Hierzu zéhlen die Zyklin/Kinase-Komplexe: Zyklin D/Cdk4/6, Zyklin E/Cdc2
und Zyklin A/Cdk2 (Levine, 1997; vergl. Abb. 1, S. 2). Ebenso wurde nachgewiesen, daf}
p21 die Aktivitdt von Zyklin B/Kinase Cdc2 Komplexen der G2-Phase inhibiert (Yamato
et al., 1995). Wenn die Zyklin-Kinase-Komplexe durch p21 nicht inaktiviert sind,
phosphorylieren und inaktivieren sie andere Regulatorproteine, z.B. das Genprodukt des
negativ regulierenden Retinoblastoma-Gens. Auf diese Weise wird jeweils der Ubergang
in eine neue Zellzyklusphase eingeleitet.

In StreB-Situationen wird die Expression von p21 bei normalen Zellen u.a. durch p53
induziert (Cordon-Cardo, 1995). Es bindet und inaktiviert darauthin die Zyklin-Kinase-
Komplexe am Ubergang von der G1- in die S-Phase und am Ubergang von der G2- in die
M-Phase des Zellzyklus. Durch die Bindung von p21 an die Zyklin-Kinase Komplexe wird
die G1-Arretierung induziert (Abb. 3), und damit das Fortschreiten des Zellzyklus in die S-
Phase blockiert (Harper et al., 1993; Xiong et al., 1993).
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Abb. 3. Schematische Darstellung der p53-vermittelten Zellzyklus-Arretierung und

regulative Funktionen von MDM2. Funktion:=— fordernd, | hemmend,
== aufgehoben.

Weiterhin zeigen Studien von Waga et al. (1994), daB p21 die DNA-Synthese
inhibieren kann. Durch die Bindung an das “proliferating cell nuclear antigen* (PCNA)
wird die Komplex-Bildung zwischen PCNA und der DNA Polymerase 6 unmoglich. Die
Induktion von p21 durch p53 kann also zwei Auswirkungen haben:

e Verhinderung des Fortschreitens von der G1-Phase in die S-Phase durch Inhibition der

Zyklin/CDK/CDC-Komplexe
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e Blockade der DNA-Synthese durch Inaktivierung von PCNA.

Die Transkription von p21 kann direkt durch p53 aktiviert werden (Cordon-Cardo,
1995). Mutationen in Regionen des p53 Gens, die fiir die Bindungsstelle an das p21 Gen
kodieren, konnen die Konformation der bindenden Proteindoméne verdndern. Dies fiihrt
zum Verlust der Bindung an die Promotor-Region des p21 Gens und damit ist die Funktion
von p53 als Transkriptionsfaktor fiir p21 aufgehoben.

Ein weiteres Protein, dessen Expression durch wt-p53 induziert wird (Abb.3), ist
MDM2 ("murine double-minute chromosome-2") (Selivanova and Wiman, 1995). Mit
zunehmendem p53 Gehalt ist ebenfalls die nachweisbare Menge des MDM2 Proteins
erhoht (Barak et al., 1993). Eine Eigenschaft von MDM?2 ist die Féhigkeit, wt-p53 zu
binden (Hinds et al., 1990; Olson et al., 1993). Mit dieser Bindung wird eine Degradation
von p53 durch Proteinasen des Ubiquitin-Systems eingeleitet (Haupt et al., 1997) und
damit die p53-vermittelte, transkriptionale Aktivierung regulativer Gene inhibiert (Oliner
et al.,, 1993). MDM2 und p53 unterliegen somit einem autoregulativen Feedback-
Mechanismus, der unter Normalbedingungen niedrige zelluldre p53 Konzentrationen zur
Folge hat. In Zellen mit intaktem p53 erfolgt in StreB-Situationen eine posttranslationale
Verdnderung von p53. Diese ist mit der Phosphorylierung von p53 an Serinresten in
Position 15 und 37 sowie einer Dephosphorylierung in Serin 376 verbunden. p53 erféhrt
dabei eine Konformationsédnderung (Shieh et al., 1997). Durch die Phosphorylierung in den
Positionen 15 und 37 wird die Bindung des p53 an MDM2 gehemmt. Bei der
Komplexbildung von p53 und MDM2, die unter normalen Wachstumsbedingungen zum
Abbau von p53 fiihrt, wird nach p53 Phosphorylierung eine verminderte Ubiqitin-
vermittelte Degradation und damit eine Stabilisierung von p53 herbeigefiihrt. Weiterhin
kann die Wirkung von MDM2 auf p53 durch p19*%" bei Méusen und pl14**" beim
Menschen gehemmt werden (Pomerantz, et al., 1998, Karayan, et al., 2001). Die Proteine
p19** und P14*** werden durch je ein Gen des INK4a/ARF-Locus kodiert (Esteller et al.,

ARF
4

2000). Dieser Genlocus ist in vielen Tumoren deletiert oder mutiert. Liegt pl in einem

terndrem Komplex mit MDM2 und p53 vor, entgeht p53 ebenfalls der Degradation (Weber

9ARF nicht

et al., 2000). In Maus-Fibroblasten konnte allerdings gezeigt werden, daf3 pl
immer an der Stabilisierung von p53 beteiligt ist. In p19***” Maus-Fibroblasten konnte
durch ionisierende Strahlung eine regelhafte Stabilisierung von p53 ausgeldst werden

(Prives, 1998).
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Da MDM2 die Menge an p53 durch Einleitung der Degradation reguliert (Haupt et
al., 1997; Kubbutat et al., 1997), wird vermutet, da3 MDM?2 als Modulator der p53-
vermittelten Antwort wirkt (Levine, 1997). wt-p53 regt die Transkription einer Reihe
wichtiger regulativer Gene an; somit kann das onkogene Potential einer Uberexpression
von MDM2 mit dem Verlust der wt-p53 Funktion erklirt werden. In
Transfektionsversuchen wurde nachgewiesen (Finaly et al. 1993), daB eine Uberexpression
von MDM2 zur malignen Transformation von Rattenembryo-Fibroblasten fiihrt und den
wachstumsretardierenden EinfluB von p53 aufheben kann. Dies entspricht dem Befund,
daB Amplifikation und Uberexpression des MDM2 Gens bei etwa einem Dirittel
menschlicher Weichteilsarkome nachgewiesen wurde (Landanyi et al., 1993; Oliner et al.,
1993).

Zu Beginn der Entwicklung eines Organismus wihrend der Embryogenese ist die
Apoptose (programmierter Zelltod) ein essentieller Vorgang (Duke et al., 1997). Wihrend
der physiologischen Involution von Geweben handelt es sich um untergehende Zellen,
denen im Verlauf der Entwicklung keine Funktion mehr zugeordnet werden kann oder um
Zellen, die nur bei einem Geschlecht benotigt werden (z.B. Zellen des Miillerschen Gangs
bei ménnlichen Sdugern). Apoptose ist damit im physiologischem Verlauf von
Morphogenese und Organ-Differenzierung von entscheidender Bedeutung (Duke et al.,
1997). Weiterhin konnen Zellen mit schiddigendem Potential, z.B. autoreaktive T-
Lymphozyten und Tumorzellen durch Apoptose eliminiert werden. Auf diese Weise wird
die Integritdt des Gesamtorganismus gewahrt. Externe schidigende Einfliisse wie UV-
oder y-Strahlung und chemische Substanzen konnen Apoptose auslosen (Evan and
Littlewood, 1998). Der geregelte Ablauf der Apoptose unterscheidet sich grundlegend von
dem ungeregelten Ablauf der Zell-Nekrose. Sowohl morphologische als auch
biochemische Parameter beider Vorgénge sind unterschiedlich (Tab. 1).

Der Vorgang der Apoptose wird durch multiple Signal- und Effektorkaskaden
externer und interner Wachstums-, Uberlebens- oder Todesfaktoren gesteuert. Ein Faktor,
der aktiv Apoptose in einer Zelle auslosen kann, ist der zunichst als Membranprotein
CD95 spdter als FAS/APO-1 bezeichnete Rezeptor (Abb. 4). Er ist ein Typ I-
Membranprotein und gehort zu der TNF (Tumor-Nekrose-Faktor-) Rezeptor-Familie. In
der zytoplasmatischen Region des Rezeptors liegt die sogenannte Todesdomine. Die
Transkription von FAS/APO1 kann durch p53 induziert werden (Owen-Schaub, et al.,
1995). Durch den extern zugefiihrten Liganden (FAS-Ligand, FASL) wird Apoptose iiber
FAS/APO-1 eingeleitet. FASL ist ein Typ II-Membranprotein und gehdrt wie der Rezeptor
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zur Familie der Zytokine. Sein N-Terminus befindet sich im Zytoplasma und die C-

terminale Region reicht in den extrazelluldren Bereich. Durch Proteolyse des membran-

Tab. 1. Morphologische und biochemische Unterschiede zwischen Apoptose und Nekrose

Apoptose Nekrose
Morphologische Kriterien
e Absterben einzelner Zellen e Tod von Zellverbidnden
e Chromatin kondensiert an der Kern- e Aggregation des Chromatins im zer-
membran fallenden Zellkern

e Zellmembran mit Bldschen, kein Verlust |e Verlust der Zellmembranintegritét
der Membranintegritit

e Zellverkleinerung, Apoptose-Partikel mit e Zellen schwellen an und platzen
kondensiertem Chromatin oder intakten
Zellorganellen

e keine entziindliche Reaktion e Entziindung

Biochemische Kriterien

e induziert durch physiol. Stimuli (TNF, |e hervorgerufen durch unphysiol.

Fas-Ligand) Zerstorung (zytotoxische Effekte, O,-
Mangel)

e streng regulierter Prozess (Beteiligung |e Verlust der Regulation der Ionen-
spez. Proteine Homeostase

e Verbraucht Energie e kein Energieverbrauch

e Proteinsynthese erforderlich e keine Synthese von Proteinen

e de novo Transkription von spez. Genen |e keine Transkription von neuen Genen

e DNA wird zu regelméBigen e DNA wird zu unregelméfigen
Fragmentgroflen zerschnitten ("Ladder” Fragmentgroflen zerschnitten
von DNA-Fragmenten)

gebundenen Proteins wird C-terminales FASL freigesetzt (Nagata et al., 1997). Die
Bindung von FASL an FAS/APO-1 trimerisiert den Rezeptor und dieser wird damit
aktiviert. Es bildet sich darauthin der “Death-Inducing Signaling Complex” (DISC). An
die zytoplasmatisch lokalisierte Todesdoméine von FAS/APO1 bindet das Adaptorprotein
FADD/MORTI.

Dieses Protein besitzt ebenfalls eine Todesdoméne und lagert sich mit dieser an die
Todesdomine von FAS/APO-1 an (Abb. 4). N-terminal hat FADD/MORT1 au3erdem eine
sogenannte Todes-Effektor-Doméne. An diese Todes-Effektor-Doméne bindet die N-
terminale Doméne von Caspase 8 (Flice, “FADD-like ICE”, ICE = IL-2 Converting
Enzyme, MACH). Caspase 8 wiederum besitzt N-terminal zwei Todes-Effektor-Doménen
und gehort zu der “ICE-like” Proteinase Familie (Alnemri et al., 1996; Nagata et al., 1997).
Mit den Todes-Effektor-Doménen bindet Caspase 8 an die Todes-Effektor-Doméne von
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FADD/MORT]1. Die N-terminale Region gleicht der anderer Caspasen aus der “ICE-like”
Protease Familie. Das inaktive Proenzym von Caspase 8 wird durch diese Bindung
aktiviert und induziert wiederum durch seine Bindung an weitere Caspasen mit der C-
terminalen Region eine Kaskade von aktivierten Proteinasen. Die Bezeichnung Caspase
bezieht sich auf die Zugehorigkeit zu den Cystein-Proteinasen und auf ihre
Substratspezifitit, die durch proteolytische Spaltung hinter einem Aspartat-Rest
gekennzeichnet ist. Caspasen schneiden verschiedene Substrate wie poly(ADP)-
ribosylierte Polymerase, Lamin und Aktin. Durch die Proteolyse dieser Substrate werden
Verdnderungen in den Zellen und im Zellkern ausgeldst, die morphologisch sichtbar

werden und zum Absterben der Zelle durch Apoptose fiihren.

Cascade of ICE
. proteases

FADWMORT‘g Death Domain

...... *! - Proteolysis of Death Subsirates
{PARP, Lamins, Actin, etc.)

t-a-

Abb. 4. FAS/APO-1 und "death-inducing signaling complex" (DISC) (nach Nagata
et al., 1997).

An der Regulation der Apoptose sind die zur BCL-2 Familie zéhlenden Proteine
mafgeblich beteiligt. Einige dieser Proteine sind an der zytoplasmatischen Seite der
Mitochondrienmembran, des endoplasmatischem Retikulums und des Zellkerns lokalisiert
(Krajewski, et al., 1993) und konnen Ionenkanile bilden. Die porenformenden Doménen
sind denen von Bakterientoxinen, wie dem Diphterie-Toxin, dhnlich. Innerhalb dieser
Familie konnen einige Proteine die Apoptose inhibieren, wie BCL-2, BCL-xL, BCL-w und
MCL-1. Dagegen induzieren andere, wie BAX, BIK, BAK, BAD und BCL-xs, die
Apoptose. Die verschiedenen Mitglieder der Familie konnen dimerisieren, und so die
Funktionen des jeweils anderen verstirken oder ausléschen. Damit kann das Verhiltnis

von Aktivatoren zu Inhibitoren iiber die Induktion der Apoptose entscheiden (Yang and
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Korsmeyer, 1996). Ausschlaggebend ist dabei die Assoziation der Proteine mit der
Mitochondrienmembran, wie am Beispiel des BCL-2 Proteins deutlich wird (Abb. 5). So
konnte gezeigt werden, dafl durch BCL-2 die Apoptose nur inhibiert werden kann, wenn
Mitochondrien im Versuchsansatz vorhanden waren (Newmeyer et al., 1994). In einem
plasmamembranunabhingigen Apoptose-Weg wird Cytochrom C aus den Mitochondrien
freigesetzt. Das freigesetzte Cytochrom C assoziiert im Zytosol mit dem Protein APAF-1
("Apoptosis-Activating Factor-1"), das infolgedessen eine Konformationsédnderung erfahrt
und eine Caspase-Kaskade iiber die Caspase 9 aktiviert. Durch diesen Vorgang kann
ebenfalls Apoptose induziert werden, die u.a. durch Verlagerung von Phosphatidylserin
von der inneren in die dulere Schicht der Zellmembran angezeigt wird (Green, 2000). Der
Vorgang der Umlagerung von Phosphatidylserin kann sehr rasch erfolgen, da bereits
wenige Minuten nach Schidigung der Mitochondrien-Membran die Translokation
eingeleitet wird (von der Lage, et al., 2001). BAX, als proapoptotisches Mitglied der
BCL-2 Familie, 16st die Freisetzung von Cytochrom C und damit die Apoptose aus
(Adams and Cory, 1998; Green, 1998), wiahrend BCL-2 die Freisetzung von Cytochrom C
inhibiert und so die Einleitung der Apoptose hemmt. Die Expression von BAX kann durch
p53 induziert werden, wéhrend die Expression von BCL-2 durch p53 reprimiert wird
(Miyashita et al., 1994). p53 ist durch die transkriptionelle Induktion von FAS/APO1 und
BAX sowie durch Repression von BCL-2 auch an der Regulation von Apoptose beteiligt.
Dabei ist nicht vollends geklart, unter welchen Bedingungen p53 den G1-Arrest oder die
Apoptose induziert.

In verschiedenen Studien wurden hohe Inzidenzen von p53 Mutationen in Zellen des
Prostatakarzinoms gefunden (Effert et al., 1992; Bookstein et al., 1993; Chi et al., 1994).
Auch in 26,6% benigner Hyperplasien der Prostata konnten bereits Mutationen im p53 Gen
nachgewiesen werden (Schlechte et al., 1997). Dieses Ergebnis spricht dafiir, dal3
Mutationen im p53 Gen ein relativ frithes Ereignis in der Entartung von Prostatazellen
sind. Die Auswirkungen des Funktionsverlustes von p53 auf die Expression zellzyklus-
steuernder Proteine sind bei Tumorzellen der Prostata bislang nicht eingehend untersucht.
Allerdings sind Prostatakarzinome, deren Zellen mutiertes p53 enthalten, mit einer
schlechteren Prognose korreliert. Die betroffenen Patienten zeigen eine hohere
Riickfallquote nach Therapie der Erkrankung und eine niedrigere Uberlebensrate als
Patienten mit Prostatakarzinom ohne Mutation im p53 Gen (Schwede et al., 1997).
Androgene Steroidhormone férdern das Wachstum von Prostatakarzinomzellen (Cunha et

al., 1987). Sie binden an den Androgen-Rezeptor, der zur Superfamilie der Liganden-
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abhédngigen Transkriptionsfaktoren zédhlt (Evans et al., 1988; Beato et al., 1989). Mit der

Bindung des Steroids wird der Androgen-Rezeptor aktiviert und die Transkription von

FAS
N

Zellmembran -Gen-
pS3
-Protein-
<

-Gen- \I -Gen-
FAS BCL-2
-Protein- _Protein_
-Gen-
BAX

-Protein-

DISC \

Caspase 9 CytochromC ©® ® @
‘ e O
\ ! o
L
Caspase 8 ]
‘ Apat-l Mitochondrium

Caspase 3

|

CAP-
Kaskade

|

Apoptose

Abb. 5. p53 und Apoptose (vergl. Abb. 4, S.10)

wachstumsfordernden Genen induziert. Androgen-Entzug kann eine klinisch manifeste

Riickbildung des Prostatakarzinoms bewirken. Der Verlust an Tumormasse wird mit dem
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programmierten Zelltod (Apoptose) von Prostatakarzinomzellen in Verbindung gebracht
(Tang and Porter, 1997).

Bei minnlichen Individuen wird Androgen-Entzug durch Kastration oder durch die
Verabreichung von Hormonen mit antagonistischer Wirkung erzielt. In der Therapie von
Prostatatumoren werden Antiandrogene mit unterschiedlichem Erfolg eingesetzt. 80% der
Patienten mit metastasiertem Prostatakarzinom reagieren auf den Androgen-Entzug mit der
Riickbildung des Tumors. Der Erfolg der endokrinen Therapie hilt in den meisten Féllen
nur fiir einige Zeit bis zum Verlust der Androgen-Sensitivitit an (Kellner et al., 1993). Die
molekularen Vorgénge, die zur Hormonunabhéngigkeit und zur Resistenz fiihren, sind bis
heute nicht vollstindig entschliisselt. Mutationen im Androgen-Rezeptor-Gen sind als eine
mogliche Ursache anzusehen (Veldscholte et al., 1992). Mutierte Regionen der
steroidbindenden Doméne des Androgen-Rezeptor-Gens konnen die Sekundérstruktur des
aktiven Zentrums des Androgen-Rezeptors verdndern und damit einen Spezifititsverlust
bewirken. Die Rezeptoren konnen infolgedessen auch durch andere Steroide wie

Ostrogene oder Progesteron aktiviert werden (Harris et al., 1990).
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1.1. Fragestellung

In den eigenen Untersuchungen werden Aktivitit und Prisenz im Zellzyklus an einer Reihe
von regulierenden Proteinen (z.B. p53, MDM2, p21) bei den etablierten Prostatakarzinom-
Zellinien DU-145, LNCaP und PC-3 verglichen. Jede der drei Zellinien besitzt einen
anderen p53 Status (Tab. 2). Die nicht androgensensitiven DU-145 Zellen tragen jeweils
eine Mutation in beiden Allelen des p53 Gens (vergl. auch Abb. 40 S. 103-104) mit
Akkumulation des mutierten Proteins im Zellkern (Carroll et al., 1993). Zellen der
ebenfalls nicht androgensensitiven Linie PC-3 exprimieren kein p53 Protein, da ein Allel
fehlt und das verbleibende Allel so mutiert ist, dal kein vollstindiges Protein gebildet
wird. Die androgensensitiven Zellen der Linie LNCaP besitzen eine stille Mutation im p53
Gen mit Expression des wt-Proteins (Carroll et al., 1993). Die unterschiedliche
Konstellation des p53 Status der Zellen bietet, nach Manipulation des Wachstums durch
Serumentzug, DHT oder Antiandrogene, Vergleichsmdglichkeiten der Regulation von p53

und der nachgeschalteten Proteine (z.B. MDM2 und p21). Zum Vergleich wird die

Tab. 2. Eigenschaften der verwendeten Zellinien. p53 Mutationen und Expression in den
Zellinien DU-145, LNCaP und PC-3. Androgen-Rezeptor-Genstatus und
Androgen-Sensitivitét.

Zellinien DU-145 LNCaP PC-3 MFM-223

p53-Genstatus | Mutationen in | stille Mutation in | Verlust eines unbekannt
beiden Allelen; |Exon 5 Codon Allels;
Exon 6 Codon |153, kein Amino- | verbleibendes

223 und Exon 8 | sdureaustausch Allel mit

Codon 274 Frameshift-
Mutation
p53- iiberhoht regular keine unbekannt
Expresssion
Androgen- Deletion Punktmutation in | Deletion Exprimiert und
Rezeptor-Gen- Codon 868, intakt
status Aminosdureaus-
tausch
Androgen- keine sensitiv keine sensitiv

Sensitivitit
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Mammakarzinom-Zellinie MFM-223 untersucht, iiber deren p53 Status bisher nichts
bekannt ist. Zellen dieser Linie sind androgensensitiv, indem ihr Wachstum durch DHT
gehemmt und durch das Antiandrogen CPA stimuliert werden kann (Hackenberg et al.,
1990). Neben dem Nachweis der Apoptose, werden Western-Blot Analysen der Apoptose
assoziierten Proteine, wie BAX, BCL-2, Caspase 8, Hinweise auf die Regulation der
Apoptose unter verschiedenen Bedingungen der Wachstumshemmung an den verwendeten
Zellinien geben. Die Untersuchungen zur Apoptose gewihren Einblicke in eventuell unter-
schiedliche Mechanismen der Regulation von Wachstumshemmung und Zelltod bei

humanen Tumorzellen von Prostata und Mamma.
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2 Material und Methoden

2.1 Zellkultur

2.1.1 Tumorzellinien

Die etablierten Prostatakarzinom-Zellinien DU-145 (Mickey et al., 1977) und PC-3
(Kaighn et al., 1979) wurden von der Abteilung fiir Urologie der Charit¢, Humboldt
Universitdt Berlin durch Herrn Prof. Dr. Jung zur Verfiigung gestellt. Beide Zellinien
zeichnen sich durch epitheloide Morphologie aus (Abb. 6 A u. C). Die Prostatakarzinom-
Zellinie LNCaP (Horoszewiez, et al., 1981) wurde iiber die Deutsche Sammlung von
Mikrorganismen und Zellkulturen (DSMZ; Braunschweig) bezogen. Die Zellen dieser
Linie wachsen fibroblastendhnlich in der Zellkultur (Abb. 6 B). Eine fibroblastendhnliche
Morphologie (Abb. 6 D) haben auch die Zellen der androgensensitiven Mamma-
karzinomlinie MFM 223 (Hackenberg et al., 1991).

Zur Dokumentation von Verdnderungen der Zellkulturen wéhrend der Dauer der
Kultivierung wurde nach dem Erhalt der Zellen mit der Notierung der Passagen begonnen.
Uber die vorher durchgefiihrte Anzahl von Trypsinierungen sind mit Ausnahme von
MFM-223 Zellen keine Daten erhiltlich. Bei den externen Zellinien wurden Passagen 2-30

der Kultivierung in der hiesigen Notierung verwendet.

Abb. 6. Monolayer-Kulturen der Prostatakarzinom-Zellinien mit unterschiedlicher
Morphologie. (A) epitheloide Morphologie der DU-145 Zellen, (B) LNCaP Zellen
mit fibroblastoider Morphologie, (C) epitheloide PC-3 Zellen und (D) Zellen der
Mammakarzinomlinie MFM-223 mit partiell fibroblastendhnlicher Morphologie;
Phasenkontrast, 100x.
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2.1.2 Zellkultivierung und Kryokonservierung

Die Zellen wurden als Monolayerkulturen in Kulturflaschen aus Plastik (Costar; Becton &
Dickinson; Heidelberg oder Nunc; Roskilde, Ddnemark) kultiviert. Die Inkubation erfolgte
bei 37°C, 5 % CO, und 100 % Luftfeuchtigkeit in Brutschrinken (Forma Scientific;
Marietta; OH). Bei Konfluenz (ca. alle 3 oder 5 Tage) wurden die Zellen passagiert. Dazu
wurden sie kurz mit Trypsin/EDTA Ldsung (0.05 %/5 mM in PBS) gespiilt. Durch erneute
Zugabe von ~ 4 ml der Losung wurden die Zellen nach Inkubation fiir 3-5 Minuten bei
37°C durch Klopfen vom Boden der Kulturflasche (ca. 80 cm?) abgelost. Nach
Inaktivierung des Trypsins mit serumhaltigem Medium (37°C) wurde die erhaltene
Zellsuspension auf weitere Kulturflaschen verteilt und erneut mit ausreichend
Kulturmedium versetzt.

Zur Kryokonservierung wurden die Zellen von fast konfluenten Kulturflaschen am
Vortag mit frischem Kulturmedium versehen. Nach Trypsin-Behandlung erfolgte eine
Pelletierung der abgelosten Zellen bei 1000 rpm (Christ IKS Zentrifuge; Osterode) und
4°C fir 1-2 Minuten. AnschlieBend wurden die Zellen in Medium (20 % FCS; 10 %
DMSO oder 10 % Glycerin bei MFM-223 Zellen) mit einer Zellkonzentration von ~5 x 10°
pro ml (entsprechennd einer 80 ml-Kulturflasche) resuspendiert und in 1-ml-Portionen auf
Kryordhrchen (Nunc) verteilt. Direkt im Anschlul wurden sie zunichst bei —80°C und
dann in fliissigem Stickstoff verwahrt, oder bei —80°C belassen (MFM-223 Zellen).

2.1.3 Medien und Losungen zur Zellkultivierung

Als Wachstumsmedium wurde RPMI-1640 Medium mit L-Glutamin (Gibco BRL;
Karlsruhe) verwendet. Dem Kulturmedium wurden Penicillin/Streptomycin (Gibco BRL)
in einer Konzentration von 50 U/ml und 10 % fotales Kélberserum (Gibco BRL) zugesetzt.
Fiir MFM-223 Zellen wurde Medium My mit ImM Glutamin, 40 pg/ml Gentamycin und
10 % FCS verwendet (Simon et al., 1984).

Bei den Untersuchungen zur Sensitivitdt fiir Steroidhormone wurde das fGtale
Kiélberserum von Steroiden und niedermolekularen Wachstumsfaktoren befreit (Dabre et
al., 1983). Hierzu wurden 100 ml FCS mit 1.0 g Dextran-40 (Pharmacia; Freiburg) und
10 g gepulverter Aktivkohle (Sigma, Miinchen) versetzt und 1 Stunde bei Raumtemperatur
gerlihrt. Danach wurde bei 8000 rpm und 4°C zentrifugiert (Sorvall-K 50 Zentrifuge;
Hereaus; Hanau). Nach zweimaligem Zentrifugieren wurde der Uberstand steril filtriert.

Zundchst wurde eine Porengrofe von 0.4 um verwendet, im Anschlufl daran wurde mit
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einer Porengréfe von 0.2 um filtriert. Das Filtrat wurde bis zur Verwendung bei —20°C

gelagert.

2.1.4 Wachstumsversuche und Hormonbehandlung

Zur Untersuchung des hormonabhidngigen Wachstumsverhaltens wurden subkonfluente
Zellen einer Gewebekulturflasche nach Abstoppen des Trypsinierungsvorgangs mit
serumhaltigem Wachstumsmedium in einen Erlenmeyerkolben iiberfiihrt. Die
Zellkonzentration wurde nach Durchmischen der Suspension mit Hilfe einer Neubauer-
Zihlkammer bestimmt. Nach Aussaat der Zellen in multiplen Cluster-Schalen (Becton &
Dickinson) und einer Anwachsphase von 2 Tagen wurde der Zellrasen mit Medium, das
1 % Aktivkohle behandeltes Serum enthielt, gespiilt. AnschlieBend wurden die zu
prifenden Hormone in den jeweils angegebenen Konzentrationen zugesetzt. Als
Kontrollen wurden Kulturen mit 10 % oder 1 % bzw. 0.1 % unbehandeltem oder
Aktivkohle behandeltem FCS ohne Hormonzusatz im Medium mitgefiihrt. Zur Erstellung

der Wachstumskinetk der Zellen wurde in der gleichen Weise verfahren.

Berechnung der Verdopplungszeit: Tage der Inkubation x In 2

Zz/cm*nach Behandlung = T
Zz/cm” vor Behandlung

In x

Die untersuchten Zellinien wurden mit So-Dihydrotestosteron (DHT; Sigma), dem
steroidalen Antiandrogen Cyproteronacetat (CPA; Sigma) und dem nicht-steroidalen

Antiandrogen Casodex (Bicalutamid, CAS; Zeneca; London) behandelt (Abb. 7).

F
O CH, id !
=
HN S0,
OH
CF,
CN
Sa-Dihydrotestosterone Cyproterone acetate Bicalutamide "Casodex"

Abb. 7. Strukturformeln von Sa-Dihydrotesteron, Cyproteronazetat und Casodex (chem.
Bezeichnung Bicalutamid).
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2.2 Extraktion zellulirer Proteine

Die Zellen wurden in Kulturschalen (145 cm?; Nunc) bis zur Subkonfluenz kultiviert. Der
Zellmonolayer wurde auf Eis zweimal mit kaltem PBS gewaschen. Im Anschlufl daran
wurden die Zellen in 5 ml kaltem PBS mit einem Gummischaber vom Schalenboden
abgeldst und in ein Zentrifugenréhrchen (Nunc) iiberfiihrt. Nach der Zentrifugation bei
1000 rpm und 4°C in einer Christ IKS Zentrifuge wurde der Uberstand vorsichtig mit einer
Pipette entfernt und verworfen. Die pelletierten Zellen wurden in 500 ul Lysispuffer
(RIPA) resuspendiert. Der Aufschluf3 der Zellen erfolgte durch wiederholtes Durchmischen
mit einem "Vortex" (Heidolph; Goéttingen) fiir 45 Minuten auf Eis. Das Lysat wurde in ein
Eppendorf-Reaktionsgefdl iiberfiihrt und 30 Minuten bei 4°C und 13000 rpm in einer
Tischzentrifuge (Heraeus; Hanau) zentrifugiert. Der Uberstand wurde danach in neue

ReaktionsgefiBe portioniert und bei —80°C bis zur weiteren Verwendung verwahrt.

Lysispuffer (RIPA):

1 % (v/v) Igepal CA-630 (Sigma)
0.5 % (W/v) Natriumdeoxycholat
0.1 % (W/v) SDS

50 mM Tris-HCL, pH 7.5
150 mM NaCl

10 ul/ml Aprotinin (Sigma)
10 ul/ml Leupeptin (Sigma)
10 ul/ml Pepstatin A (Sigma)
1 mM PMSF (Sigma)
PBS: pH 7.5:

140 mM NaCl

3 mM KCl

8 mM NA,HPO4

1.5 mM KH,POy4
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Quantitative Proteinbestimmung

Das Prinzip der Proteinbestimmung nach Lowry et al., 1951 besteht darin, dall Proteine
unter alkalischen Bedingungen zweiwertiges Kupfer zu einwertigem Kupfer reduzieren.
Nach Zugabe des Folin-Ciocalteu Reagenz oder eines anderen chromogenen Reagenz fallt
das reduzierte Kupfer als farbiger Komplex aus. Die Absorbtion bei 562 nm ist dabei
direkt proportional zur Proteinkonzentration.

Fiir jede quantitative Proteinbestimmung wurde eine Standardeichkurve erstellt.
Dazu wurde ein BSA-Eichstandard von Img BSA/ml in Abstufungen von 0-100 pg/pl
verwendet. Die Proben und der Eichstandard wurden mit aqua bidest. auf 100 pl aufgefiillt.
Danach wurde 1 Teil Losung A (Kupfersulfat; Sigma) mit 50 Teilen der Losung B
(Bicinchoninic acid solution; Sigma) zu dem eigentlichen Reagenz gemischt. Jede Probe
wurde mit 2 ml Reagenz versetzt und sofort durchmischt. Im Anschlufl daran wurden die
Proben bei 37°C fiir 30 Minuten inkubiert. Die Extinktion wurde in Einmalkiivetten bei
562 nm im Spektralphotometer (PMQ II; Zeiss; Oberkochen) gemessen. Zur Bestimmung
der Proteinkonzentration der Proben wurde eine Eichgerade aus den BSA Eichwerten
ermittelt und mittels linearer Regression zuriickgerechnet. Die Werte wurden in

Zweifachbestimmungen ermittelt.
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2.3 Gel-elektrophoretische Auftrennung von Proteinen

Die isolierten Proteine wurden in SDS-haltigen Polyacrylamid (PAA)-Gelen nach
Sambrook et al., 1989 aufgetrennt. Das anionische Detergenz SDS bindet an die
denaturierten Proteine. Durch die Bindung erhalten die Proteine eine negative Ladung. Die
Menge des gebundenen SDS verhélt sich nahezu proportional zum Molekulargewicht der
Proteine. Die Auftrennung der Proteine erfolgt daher auf Grund des unterschiedlichen
Molekulargewichtes. Als Kontrolle wurde ein Gemisch aus Proteinen mit bekanntem
Molekulargewicht (6.4 bis 201 kD; Kaleidoscope Prestained Standards; BioRad; Miinchen)
mitgefiihrt.

Zunichst wurden die Glasplatten und Spacer griindlich mit aqua bidest. gereinigt.
AnschlieBend wurden sie mit Ethanol gereinigt. Nach dem Zusammenbau der
GieBvorrichtung wurde ein 10 % Fuflgel (1 cm Hohe) gegossen, um ein Auslaufen des
Trenngels zu vermeiden. Im Anschluss daran wurde das Trenngel gegossen und mit
Isopropanol {iiberschichtet. Auf diese Weise wurde ein gleichmiBiger Abschlul des
Trenngels erzielt. Die Hohe des Trenngels betrug 14 cm. Die Auftrennung erfolgt in
diesem Gelabschnitt entsprechend dem Molekulargewicht der Proteine. Die Konzentration
des Trenngels (10 % oder 15 %) wurde gemiBl dem Molekulargewicht der zu
untersuchenden Proteine ausgewéhlt. Bei niedermolekularen Proteinen wurde eine
Acrylamidkonzentration von 15 % verwendet. Hohermolekulare Proteine wurden in 10 %
PAA-Gelen getrennt. Nach Auspolymerisieren des Trenngels (1 Stunde) wurde das
Isopropanol durch dreimaliges Waschen mit aqua bidest. entfernt. Zuletzt wurde das
Sammelgel mit einer PAA-Konzentration von 5 % hergestellt und auf das Trenngel
gegossen. Danach wurde der zuvor mit Ethanol gereinigte Probenkamm eingesetzt. Das
Sammelgel unterscheidet sich vom Trenngel durch héhere Porgsitdt, pH und Salzgehalt.
Auf Grund dieser Gelkonstellation werden die Proteine in einer Front gebiindelt, bevor sie
im Trenngel auf Grund der unterschiedlichen Molekulargewichte separiert werden. Das
Verhiltnis zwischen Acrylamid und Bisacrylamid betrug in allen drei Geltypen 29:1. Das
fertiggestellte Gel wurde erst am darauffolgenden Tag verwendet, um ein vollstandiges

Auspolymerisieren des Acrylamids zu gewéhrleisten.
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10 % PAA 15 % PAA
15

0.2
10
0.016
0.4
14.4

FuBgel:

10 % PAA
1.25 ml
0.025 ml
1.3 ml
0.002 ml
0.05 ml
2.4 ml
Trenngel:

10

0.2

10

0.016

0.4

19.4
Sammelgel:
5% PAA
1.25 ml
0.05 ml
1.25 ml
0.01 ml
0.1 ml
2.34 ml

40 % Acrylamid/Bisacrylamid (30:1) (Biorad)
SDS (20 %)
1.5 M Tris-HCI pH 8.8

Temed

Ammoniumpersulfat

aqua bidest.

ml 40 % Acrylamid/Bisacrylamid (30:1)
ml SDS (20 %)

ml 1.5 M Tris-HCI pH 8.8

ml Temed

ml Ammoniumpersulfat

ml aqua bidest.

40 % Acrylamid/Bisacrylamid (30:1)
SDS (20 %)

1 M Tris- HCI pH 6.8

Temed

Ammoniumpersulfat (10 %)

aqua bidest.
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Nach dem Entfernen des Probenkamms wurden die Geltaschen mit Laufpuffer gespiilt. Auf
diese Weise wurde nicht auspolymerisiertes Acrylamid im Taschenboden entfernt. Die

Pufferreservoire wurden mit Laufpuffer gefiillt.

Laufpufter:

25 mM Tris-HCI (pH 8.3)
192 mM Glycin
0.1 % (v/v) SDS

Vorbereitung der Proben fiir die Elektrophorese

Die Proteinlysate wurden im Eisbad aufgetaut und wurden auf dem "Vortex" gemischt. Es
wurden 80 bzw. 40 ng Gesamtprotein eingesetzt. Das Probenvolumen wurde mit aqua
bidest. auf 30 pl eingestellt. Es wurden 10 pl des 4-fach konzentrierten Probenpuffers
zugesetzt. Die Proben wurden bei 95°C fiir 5 Minuten denaturiert und anzentrifugiert,

danach sofort zuriick ins Eisbad gestellt und aufgetragen.

4 x Probenpuffer:

0.125 M Tris-HCI (pH 6.8)
4 % (v/v) SDS

10 % (v/v) Glycerin

0.02 % (v/v) Bromphenolblau

4 % (V/v) 3-Mercaptoethanol
Elektrophorese

Die Elektrophorese wurde mit einer Spannung von 40 V fiir eine Stunde gestartet, damit
die Proteine im Sammelgel an der Trennschicht vom Sammelgel zum Trenngel vereinigt
wurden. Die Spannung wurde dann auf 60 V erhoht. Die Elektrophorese erfolgte iiber 12-
14 Stunden.
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2.4 Western-Blot Analysen

Zur Durchfiihrung von spezifischen, immunchemischen Reaktionen wurden die Proteine
nach der FElektrophorese aus dem Gel heraus mobilisiert und auf eine Membran
transferiert. Diese Membran bestand aus Nitrocellulose oder Polyvinyldifluorid (PVDF).
Das Gel wurde zu diesem Zweck auf eine Tragermembran gelegt und senkrecht zu der
Auftragefliche eine Spannung angelegt. Nach einigen Stunden sind die Proteine aus dem
Gel herausdiffundiert und auf der Oberfliche der Membran fixiert. Sie wurden dort
angefdrbt und weiteren immunchemischen Verfahren unterworfen.

Fiir die Durchfiihrung wurde eine Trans-Blot Zelle (BioRad) (Abb. 8) verwendet,
mit der die Proteine auf eine Nitrocellulose-Membran ("Hybond™-C extra") mit einer
PorengroBBe von 0.4 pum (Amersham; Braunschweig) oder auf eine PVDF-Membran
(BioRad) mit einer Porengrofle von 0.2 pum transferiert wurden. Die Auswahl der Membran
erfolgte abhingig vom Molekulargewicht des zu detektierenden Proteins. Zur Analyse von
niedermolekularen Proteinen wurde eine Porengréf3e von 0.2 um gewdhlt, um moglichst
wenig Protein wihrend des Transfers zu verlieren. Der elektrochemische Transfer erfolgte
in einem sogenannten Transfer-Sandwich, das in eine Transferkammer zwischen zwei
Elektroden gehdngt und in den Transferpuffer getaucht wird. Das Sandwich besteht aus
zwel sogenannten Faserschwadmmen, jeweils 2 Filterpapieren, der Nitrocellulose- oder
PVDF-Membran und dem Gel. Vor dem Zusammenbau des Sandwiches wurden alle
Komponenten in Transferpuffer fiir 10 Minuten dquilibriert. Die PVDF-Membran erfuhr
eine andere Vorbehandlung. Sie wurde 2 Sekunden in Methanol getaucht, 5 Minuten in
aqua bidest. und anschlieend fiir 15 Minuten in Transferpuffer inkubiert. Zur Stapelung
des Transfer-Sandwiches wurde in den gedffneten Gelhalter zunéchst ein eingeweichter
Schwamm gelegt, anschliefend zwei Lagen Filterpapier und darauf das Gel. Auf das Gel
wurde die Membran mdglichst gerade und luftblasenfrei plaziert. Die Position der
Membran wurde durch Abschneiden einer Ecke markiert. In umgekehrter Reihenfolge
wurden dann die Filterpapiere und der Faserschwamm auf das Gel gelegt und der Gelhalter
geschlossen. Der Gelhalter wurde daraufhin in die Transfer-Kammer gestellt. Der Transfer
erfolgte bei einer konstanten Stromstirke von 210 mA fiir 3-4 Stunden. Die Membran
wurde nach Beendigung des Transfers sofort in TBS-T-Puffer pH 7.6 gelegt und vor
Austrocknung geschiitzt. Da ein vorgefarbter Standard an Molekulargewichtsmarkern in
der Gel-Elektrophorese mitgefithrt wurde, konnte die Qualitit des Transfers direkt

kontrolliert werden.
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Abb. 8. Sambrok: Schematischer Aufbau der Trans-Blot Cell (BioRad).

Transferpuffer:
25 mM
192 mM
20 % (v/v)

Anfarben der immobilisierten Proteine auf der Membran mit Ponceau S-Losung

Tris-HCI pH 8.3
Glycin
Methanol

Nach erfolgtem Transfer wurden die Membranen mit Ponceau S-Losung behandelt.

Ponceau S (Sigma) farbt die immobilisierten Proteine auf der Membran. Die Membran

kann nach Anfirben mit Ponceau S weiterhin fiir immunchemische Untersuchungen

verwendet werden. Mit dieser Methode wurde gepriift, ob in allen Spuren des PAA-Gels

die gleiche Menge Protein aufgetragen war. Die Membran wurde hierzu 1 Minute in der

Ponceau S-Losung geschwenkt und anschlieBend mit aqua bidest. entfarbt.

Ponceau S-Losung:

2 % (W/v)
30 % (W/v)
30 % (W/v)

Ponceau S (Sigma)
TCA

Sulfosalicylsdure
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2.5 Immunoblotting

Die Behandlung der immobilisierten Proteine mit spezifischen Antikdrpern erlaubt deren
Identifizierung und Quantifizierung. Die Membran wurde dazu mit einem Antikdrper
versetzt, der spezifisch nur mit einem der immobilisierten Proteine eine Antigen-
Antikorper-Reaktion eingeht. Der Nachweis der Antikorperbindung kann mit einer
Farbreaktion oder mit Hilfe einer Chemolumineszenz-Reaktion durchgefiihrt werden.

In dieser Arbeit wurde mit dem "ECL Western Blotting System" (Amersham)
gearbeitet. Mit diesem System werden Antigen-Antikorperbindungen mit Hilfe der
Chemilumineszens dargestellt. Dabei bindet der primére Antikorper, der an das zu
detektierende, immobilisierte Protein gebunden ist, einen sekundidren Antikorper. An
diesen sekundidren AntikOrper ist eine "horseraddish" Peroxidase gekoppelt (Abb. 9).
Unter alkalischen Bedindungen katalysiert die Peroxidase die Oxidation von Luminol. Das
Luminol wird dabei in einen metastabilen Zustand iiberfiihrt und zerféllt unter Emission

von Licht. Diese Lichtemission wurde mit Hilfe von Rontgenfilmen sichtbar gemacht.

N : e o
Secondary Ab-HRI Oitinad N

Peracid product
Oxidized form /

Protein of enzyme Light \
N Primary Ab Lum1n01
+
Enhancer
\ \
Hybond ECL Hyperfilm ECL

Abb. 9. Prinzip der ECL Western Blotting Methode; aus Assay Information; Amersham,
1998.
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Tab. 3. Primére Antikorper fiir Western-Blot Analysen

Antikorper Epitop Konzentration fiir Firma
gegen Aminosauren Immunoblotting
(ng/ml)
Androgen Rezeptor, 33-485 2 Pharmingen;
monoklonal; Maus Hamburg
IgG2a
BAX;polyklonal; 150-165 2 Oncogene Res.
Kaninchen IgG Prod.; Hamburg
BCL-2; monoklonal,; 41-54 2 Oncogene Res.
Maus [gGlx Prod.
MDM2; monoklonal 26-168 2 Oncogene Res.
Maus 1gG2b Prod.
p53 (Ab-2); mono- WT und MT 1 Oncogene Res.
klonal Maus IgGlx 46-55 Prod.
p21; monoklonal; vollstdndiges 1 Pharmingen
Maus IgGl1 Protein
FAS; monoklonal; nicht bestimmt 0.5 Oncor (Heidelberg)
Maus [gG3x
Caspase 8; mono- 335-469 2 Pharmingen
klonal; Maus IgG2a

2.6 Immunodetektion

1. Blockieren der Membran fiir eine Stunde bei Raumtemperatur in TBS-T mit 5 %

Magermilchpulver (Nestl¢; Frankfurt am Main).
2. Waschen 2 x fiir 5 Minuten in TBS-T.

3. Inkubation mit dem primiren Antikorper (Verdiinnungen s. Tab. 3) fiir 2 Stunden in
TBS-T mit 0.5 % Milchpulver.
4. Waschen der Membran 2 x kurz, 1 x 15 Minuten und 2 x 5 Minuten in TBS-T.

5. Inkubation mit dem sekunddren HRP-markierten Antikdrper (Verdiinnung 1:2500) fiir

eine Stunde in TBS-T mit 0.5 % Magermilchpulver.
6. Waschen der Membran 2 x kurz, 1 x 15 Minuten und 4 x 5 Minuten in TBS-T.

Zur Detektion wurde die Membran mit 0.125 ml/cm® der Detektionslosung
(entsprechend Losung 1 und Losung 2 (Amersham); im Verhéltnis 1:1) fiir 1 Minute
bei Raumtemperatur {iberschichtet.

Die Exposition erfolgte in der Dunkelkammer auf einem Rontgenfilm (Amersham) fiir
1 Minute. Bei ungeniigender Schwirzung des Rontgenfilms wurde mit einem weiteren

Rontgen-Film erneut exponiert bei verldngerter Einwirkzeit.
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TBS-T:
137 mM NaCl
3.8 ml Salzsdure

0.1 % (V/v) Tween-20

2.7 Immunfluoreszenz an kultivierten Zellen

Vorbereitung der Objekttriger

Die Objekttrager wurden zundchst iiber Nacht in 1 N HCI eingelegt, damit sollte die
Glasoberfliche angerauht werden, um die Anheftung der Zellen zu erleichtern. Danach
wurden sie dreimal mit aqua bidest. gewaschen. Zuletzt wurden die Objektrager mit 80 %
Ethanol geputzt, um letzte Fettreste zu entfernen. Sie wurden dann bei 180°C fiir 3 Stunden
in einem HeiBluft-Sterilisator sterilisiert. Die Objekttrager wurden steril in QuadriPerm-

Schalen (Heraeus) gelegt und mit 7 ml der Zellsuspension iiberschichtet.

Fixierung der Zellen
Der Zellrasen wurde vor dem Fixieren einmal mit serumfreiem Medium gespiilt. Danach
wurden die Zellen in Aceton fiir 5 Minuten bei -20°C fixiert. Die fixierten Priparate

wurden bei -20°C verwahrt.

Durchfiihrung der Immunfluoreszenz

1. Die Objektrager wurden 2 x je 5 Minuten mit PBS (37°C) gespiilt.

2. Jeder Zellrasen wurde im Anschlufl mit 50 ul FCS {berschichtet zur Abséttigung
unspezifischer Bindungsstellen in einer feuchten Kammer bei 37°C inkubiert.

3. Inkubation mit dem primiren Antikorper (Verdiinnung s. Tab. 4, S. 28), der in 1 %
BSA und 0.1 % Tween-20 in PBS verdiinnt wurde, bei 37°C fiir 2 Stunden in einer
feuchten Kammer.

4. Waschen mit PBS (37°C) 3 x fiir 5 Minuten.

5. Auftragen des sekundédren Antikorpers (Fluorescein (FITC)-conjugated AffiniPure
Goat Anti-Mouse IgG (H + L); Jackson ImmunoRes. Labor.; Baltimore) in einer
Konzentration von 70 pg/ml in 1 % BSA, 1 % Humanserum und 0.1 % Tween 20 in

PBS. Inkubation fiir 1 Stunde bei 37°C im Dunkeln in einer feuchten Kammer.
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6. Waschen mit PBS (37°C) 3 x fiir 5 Minuten in der Dunkelkammer.

7. Eindeckeln mit Mounting-Medium in der Dunkelkammer.

Tab. 4. Primdre Antikorper fiir die Immunfluoreszenz an Zellen

Antikorper Epitop Konzentration fiir Firma
Aminosiuren Immunfluoreszenz
(ng/ml)
p53 (Ab-2), mono- WT und MT 2.5 Oncogene Res.
klonal Maus IgGlx 46-55 Prod.
o-Tubulin, mono- nicht bestimmt 2 Oncogene Res.
klonal, Maus IgGla Prod.

Herstellung des Mounting-Mediums

In Modifikation der beschriebenen Rezeptur (Osborn and Weber, 1982) wurden zunéchst
6 g Mowiol 4-88 (Hoechst; Frankfurt) in 15 ml kaltes (4°C), doppelt destilliertes Wasser
eingebracht und unter kréftigem Riihren 30 ml 0.2 M Tris-Base-Losung zugegeben. Nach
exakter Einstellung des pH-Wertes auf 8.5 mit zunéchst 37 % HCI, dann 2 N HCI wurde
die Suspension iiber Nacht stehengelassen. Am folgenden Tag erfolgte ein vorsichtiges
Erhitzen im Schiittelwasserbad auf 90°C. Die enstandene Losung wurde 45 Minuten bei
dieser Temperatur belassen. Nach langsamer Abkiihlung auf etwa 50°C wurden 15 ml
Glycerin (wasserfrei) vorsichtig eingeriihrt. Das so hergestellte Mounting-Medium wurde
noch warm in Kryoréhrchen (Volumen: 3.6 ml; Nunc) portioniert und nach vollstdndiger

Abkiihlung bei -20°C gelagert.

Fotografische Auswertung

Nach vollstindiger Aushdrtung des auf den Objekttrigern befindlichen Mounting-
Mediums bei Raumtemperatur fiir mindestens 24 Stunden erfolgte die Fotodokumentation
mit einem PMQ III RS Fotomikroskop (Zeiss; Oberkochen). Fiir die Fotografie wurden
DIA-Farbfilme verwendet (Kodak EPH p1600 x; 1600 ASA; entwickelt fiir 1600 ASA;
push III). Die Auflicht-Fluoreszenzaufnahmen wurden mit einem Neofluar 40 Objektiv mit

der Filterkombination 450/490 nm durchgefiihrt.
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2.8 Apoptose-Nachweis mittels Fluoreszenz-Detektion von digoxigeninmarkierter
genomischer DNA

Fiir den Nachweis apoptotischer Zellen mit Hilfe der Immunfluoreszenz wurde der
ApopTag®Plus in situ Apoptosis Detection Kit (Oncor) verwendet. Mit dieser Methode
werden die durch DNA-Fragmentation wéhrend der Apoptose neu entstandenen 3’'-OH-
DNA-Enden (TUNEL assay) mit Hilfe der Fluoreszenz sichtbar gemacht. Dazu werden
Digoxigenin-markierte-Nukleotide mit Hilfe des Enzyms terminale Deoxynukleotidyl-
Transferase mit den freien 3'-OH-DNA-Enden der fragmentierten DNA verbunden. Der
Anti-Digoxigenin Antikorper trigt einen Fluoreszein-Farbstoff, der mit Hilfe von UV-
Licht sichtbar wird.

Die Objektrager wurden wie oben beschrieben vorbereitet. Die Zellen wurden unter
den verschiedenen Wachstumsbedingungen auf den Objekttrigern in Quadriperm-Schalen
kultiviert. Nach einmaligem Waschen mit serumfreiem Medium (37°C) wurden die Zellen
in 1 % Paraformaldehyd fiir 5 Minuten bei Raumtemperatur fixiert. Die fixierten Zellen
wurden bei —20 °C bis zur weiteren Verwendung verwahrt.

1. 2 x waschen in PBS bei Raumtemperatur fiir 3 Minuten

2. Die beschichtete Seite jedes Objekttriigers wurde mit 75 pl des Aquilibrierungspuffers
versetzt. Die Objekttrager wurden fiir 5 Minuten bei Raumtemperatur gelagert.
Inkubation der Objekttrager mit jeweils 54 pl des TDT-Enzyms bei 37°C fiir 1 Stunde.
Beendigung der Reaktion durch 10-miniitige Inkubation in Stop-Puffer.

3 x waschen in PBS bei Raumtemperatur fiir 3 Minuten

A

Zugabe von jeweils 52 pl Anti-Digoxigenin-Fluoreszein/Blocking Reagenz fiir 30

Minuten bei Raumtemperatur in einer Dunkelkammer.

7. 3 x waschen in PBS bei Raumtemperatur fiir 5 Minuten im Dunkeln

8. Eindeckeln der Objekttriger mit Propidium lodid/Antifade in einer Dunkelkammer.
Die Lagerung erfolgte bei —20°C.

9. Fotografische Auswertung im Fotomikroskop (PMQ III RS) mit der Filterkombination

450/490 nm.
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2.9 DNA-Sequenzierung

DNA Extraktion

Die genomische DNA wurde mit Hilfe des NucleoSpin C&T/NucleoSpin Blood Kit

(Machery-Nagel; Diiren) extrahiert.

Vorbereitung: Puffer B2 wurde fiir 5 Minuten im Wasserbad (70°C) vorgewédrmt. Danach

wurden Puffer B2 und Puffer B1 im Verhiltnis 1:4 gemischt. Zusétzlich wurde eine 1%

Proteinase K-Ldsung in H,O hergestellt.

1. Zellen einer konfluenten 80 cm’ Kulturflasche (25 mg Zellen) wurden durch
Trypsinbehandlung vom Flaschenboden geldst. Die Zellen wurden dann durch
Zentrifugation fiir 1-2 Minuten bei 4°C und 1000 rpm pelletiert, in ein Reaktionsgefal3
(1.5 ml) tiberfiihrt und mit 180 ul Puffer T1 sowie mit 25 ul Proteinase K-Ldsung bei
56°C fiir 2 Stunden lysiert. Das Lysat wurde alle 10-15 Minuten mit einem "Vortex"
gemischt.

2. Danach wurden 200 pl Puffer B3 zugegeben. Das Lysat wurde bei 70°C fiir 10
Minuten inkubiert.

3. Zur Fillung der DNA wurden 210 ul Ethanol (70 %) zugegeben und der Extrakt sofort
auf einem "Vortex" durchmischt.

4. Die Probe wurde auf eine NucleoSpin Saule iibertragen und 1 Minute bei 6000 x g in
einer Tischzentrifuge bei Raumtemperatur zentrifugiert; der Durchlauf wurde
verworfen.

5. Die NucleoSpin Séule mit der Probe wurde darauthin mit 500 pl Puffer BS gewaschen.
Es wurde erneut fiir 1 Minute bei 6000 x g und Raumtemperatur zentrifugiert. Der
Durchlauf wurde verworfen. Der Vorgang wurde 2 mal wiederholt.

6. Danach wurde die Sdule erneut ohne Zugabe von Fliissigkeit zentrifugiert, um letzte
Riickstinde des Waschpuffers B 5 zu entfernen.

7. Zuletzt wurde die Saule auf ein neues 1.5 ml Reaktionsgefd3 gesetzt und die DNA mit
100-200 pl vorgewdrmten Puffer BE (70°C) durch Zentrifugation bei 6000 x g fiir eine

Minute und Raumtemperatur eluiert.
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Konzentrationsbestimmung der DNA

Die photometrische Bestimmung der Konzentration und Reinheit der DNA erfolgte in eine
UV-Spektrometer (Pharmacia; Freiburg). Gegen aqua bidest. als Referenz wurden
Messungen in Quarzkiivetten bei den Wellenldngen 260 nm und 280 nm durchgefiihrt. Die
Konzentration der DNA wurde wie folgt errechnet.

DNA Konzentration [mg/ml] = Ezsx V x K

E ist die gemessene Extinktion, V die Verdiinnung der DNA-Ldsung und K eine empirisch
ermittelte Konstante, die darauf beruht, dal bei der Schichtdicke von 10 mm eine OD»g
von 1.0 einer DNA-Konzentration von 50 pg/ml (K=50) entspricht . Die Reinheit der DNA
wurde durch die Messungen bei 260 nm und 280 nm bestimmt. Die Reinheit der
extrahierten Proben ist gegeben, wenn der Quotient OD,s/OD,gp in einem Bereich

zwischen 1.8 und 2.0 liegt.

Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die PCR bietet eine Moglichkeit; DNA-Fragmente in vitro zu amplifizieren. Bei dem
zyklischen Prozess wird die Zahl spezifischer DNA-Abschnitte mit jedem Durchlauf
exponentiell erhoht. Es werden hitzestabile DNA-Polymerasen verwendet, die einen DNA-
Strang komplementir zu einem Matrizenstrang synthetisieren, wenn als Ausgangspunkt
eine sogenannte Primer-DNA mit einem freien 3'-Ende vorliegt. Die Primer werden so
ausgewdhlt, daB sie dem 5’- bzw. 3’-terminalen Ende der zu amplifizierenden ds-DNA
entsprechen. Durch Erhitzen auf 95°C wird aus der ds-DNA Einzelstrang-DNA hergestellt.
Wiéhrend der darauffolgenden Abkiihlung binden die synthetisch hergestellten
Oligonukleotide (Primer fiir Sense wund Antisense) definierter Lidnge und
Basenzusammensetzung an die komplementiren Abschnitte von den DNA-Strangen. Die
DNA-Polymerase synthetisiert dann die komplementdren DNA-Stringe durch den 3'-
Anbau von Nukleotiden. Die Verwendung einer hitzestabilen DNA-Polymerase aus dem
Bakterium Thermus aquaticus (Tag-Polymerase) ermdglicht eine Automatisierung der
Reaktion durch den Einsatz von sogenannten Thermocyclern.

Auf diese Weise wurden die Exons 5-8 des p53 Gens aus der genomischen DNA von
MFM-223 Zellen im "PCR-Cycler" (Biometra; Gottingen) amplifiziert. Es wurde mit vier
verschiedenen Primerpaaren gearbeitet. Die Primersequenzen sind in Tab. 5 aufgefiihrt.
Ein Teil der Primersequenzen stammte aus Vorrdten von fritheren Untersuchungen und

war biotinyliert. Die Biotinylierung war fiir die durchgefiihrten Untersuchungen nicht mehr
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notwendig. Die Primer wurden trotzdem eingesetzt, da die Reaktionen durch diese
Markierung nicht beeintrichtigt wurden. Es wurden dreifache Ansitze hergestellt, um

genug Ausgangsmaterial fiir die Sequenzierungs-Reaktionen zu erhalten.

Tab. 5. Amplifikationsprimer:

Exon Richtung Sequenz Referenz

5 sense 5- TTCCTCTTCCTGCAGTACTC -3' Metzger et al., 1991
antisense 5'-AGCTGCTCACCATCGCTA-3' Loning et al., 1993
sense 5'-ACGACAGGGCTGGTTGGCCCA-3' Kappes et al., 1994

° antisense 5'-CAAATAAGCAGCAGGAGAAAGC-3 Kappes et al., 1994
sense 5'-TCTCCTAGGTTGGCTCTGACTG-3' Kappes et al., 1994

’ antisense 5'-GGTCAGAGGCAAGCAGAGGC-3' Kappes et al., 1994

’ sense 5'-ATGGACAGGTAGGACCTGAT-3' Kappes et al., 1994
antisense 5-CCGCTTCTTGCTCTGCTTGCTT-3' Kappes et al., 1994

Ansatz der PCR

Die PCR wurde mit einem "Hot-Start"-Programm begonnen, um unspezifische
Bindungungen und Verldngerungen des zu amplifizierenden Fragments zu vermeiden.
Dazu war es erforderlich, jeden Versuchsansatz in zwei Teilen anzusetzen. Der eine Teil
des PCR-Gemisches im Reaktionsgefd3 enthielt die Primer und die zu amplifizierende
DNA. Zunichst wurde dieser Teil des PCR-Gemisches angesetzt und mit einem
Wachskiigelchen (Ampli-Wax®PCR Gem 50; PE Applied Biosystems; Langen)
tiberschichtet. Dann wurde die zweite Hilfte des PCR-Gemisches daraufgegeben. In
diesem Teil waren die ANTP’s und die Tag-Polymerase enthalten. Das Ampli-Wax hat die
Eigenschaft erst bei einer Temperatur von 80°C zu schmelzen, so dall Primer, DNA, Tag-
Polymerase und dNTP’s erst bei dieser hohen Temperatur gemischt wurden. Vor dem
Reaktionsstart wurde so durch die rdumliche Trennung der Einzelkomponenten verhindert,
daB die Primer bei Temperaturen unter 80°C unspezifisch anlagern und unerwiinschte

DNA-Fragmente durch die Tag-Polymerase synthetisiert werden.
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Teil 1:

10 x PCR-Reaktionspuffer J 5l

Primer (sense und antisense) jeweils 25 umol

DNA MFM-223 0.25 ng

aqua bidest. ad 25 pul

Teil 2:

dNTP’s 5 nmol

Tag-Polymerase 0.5 unit

aqua bidest. ad 25 pl (entspr. 1xPCR Puffer im Endansatz)

Parallel wurden Negativkontrollen (Ansdtze ohne DNA) mitgefiihrt, um etwaige

Kontaminationen mit Fremd-DNA zu detektieren.

10 x PCR-Reaktionspuffer J: 600 mM Tris-HCI, pH 9.5

20 mM MgCl,
150 mM (NH4)QSO4

Temperaturprogramm fiir die PCR

Zunichst wurden die Proben bei 95°C fiir 5 Minuten erhitzt, um die DNA-Doppelstringe
voneinander zu trennen. Danach begannen die Zyklen mit dem Denaturierungsschritt, 30
Sekunden bei 95°C. Durch langsames Abkiihlen folgte die Anlagerung der Primer
("Annealing") ebenfalls fiir 30 Sekunden. Es bildet sich ein Hybrid jeweils zwischen einem
Strang der Ziel-DNA und dem entsprechenden Primer. Dieser Schritt ist entscheidend, da
jetzt festgelegt wird, ob das richtige Fragment amplifiziert wird. Als Richtwert fiir die
optimale Anlagerungstemperatur wird die sogenannte "Wallace"-Temperatur [2°C x (A+T)
+ 4°C x (G+C)] ausgerechnet. Die optimale Anlagerungstemperatur liegt etwa bei diesem
Richtwert. Sie betrug fiir die jeweiligen Primerpaare (Exon 5/8) 55°C und (Exon 6/7)
60°C. Das DNA-Primer Hybrid dient als Ansatzpunkt fiir die Tag-Polymerase. Die
Extension erfolgte fir 60 Sekunden durch den Anbau von Desoxynukleosid-5'-
monophosphaten (ANTP’s als Vorstufen) bei 72°C, dem Temperaturoptimum der Tag-

Polymerase. Die Dauer der einzelnen Zyklen ist abhingig von Fragmentlinge und
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-qualitit. Die Anzahl der Zyklen kann mit hinreichender Genauigkeit des
Syntheseprodukts bis zu 40/45 Zyklen variiert werden. In diesem Fall wurden 40 Zyklen
gewdhlt. Mit jedem Zyklus wird die Reaktionsfolge wiederholt, dabei kommt es zu einer
exponentiellen Amplifikation beider Stringe des von den Primern flankierten DNA-
Fragments. Nach dem Durchlauf der Zyklen fand die AbschluBlextension bei 72°C fiir 7
Minuten statt. Unvollstindig amplifizierte Fragmente sollen mit diesem Schritt
vervollstindigt werden. Die PCR-Produkte wurden bei 4°C iiber Nacht, bei —20°C fiir

langere Zeitraume gelagert.

Aufreinigung der PCR-Produkte iiber Centricon

Mit dieser Methode werden die DNA-Fragmente aufkonzentriert und gleichzeitig von
Primern, dNTP’s und Salzen mittels Zentrifugation iiber eine Ultrafiltrationsmembran mit
bestimmter Porengrofle (> 125 bp) befreit. Es wurde das Centricon-100 System (Amicon;

Witten) verwendet.

1. Das PCR-Produkt wurde auf die Séule pipettiert und 2 ml aqua bidest. zugegeben.

2. Es folgte die Zentrifugation im Festwinkelrotor fiir 10 Minuten bei 2900 rpm und
10°C in einer Centrikon H-401 (Kontron /Hermle; Eichingen bei Miinchen) Zentrifuge.

3. Das Filtrat wurde entfernt und anschlieBend wurde die Sdule einmal mit 2 ml aqua
bidest. gewaschen.

4. Es wurde fiir 20 Minuten bei 2900 rpm und 10°C zentrifugiert und das Filtrat
verworfen.

5. Zur Elution der DNA wurde das Centricon-100 System gemill der Anweisung
umgesteckt

6. Es wurde ein letztes Mal bei 1500 rpm fiir 5 Minuten zentrifugiert, um die DNA in
dem Auffanggefdll zu sammeln.

7. In einer Agarosegelelektrophorese (s.0.) wurden die Reinheit der Produkte und die

verbliebene Menge der DNA nach der Centricon-Ultrafiltration {berpriift.
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Horizontale Agarosegelelektrophorese von DNA

Um die Qualitit der PCR-Produkte zu priifen, wurde jede Probe in einem Agarosegel
aufgetrennt. Die Trennung erfolgt sowohl nach der MolekiilgroBe als auch nach
elektrophoretischer Beweglichkeit. Dabei verringert sich je nach Porengréfie die
Beweglichkeit grofer Molekiile relativ zu kleineren. Das Gel wird vollstdndig von der
Pufferlosung umspiilt. Der pH-Wert gewdhrleistet, dal die DNA negativ geladen ist. Die
Auftrennung erfolgt im Verlauf der Wanderung zur Anode.

Jedes Fragment wird im UV-Licht bei 366 nm auf Grund der Anfiarbung mit
Ethidiumbromid sichtbar und zeigt gemil seiner GroBe im Agarosegel eine
charakteristische Laufldnge. Als Langenstandard dienen hierbei Molekulargewichtsmarker,
die DNA-Fragmente definierter Grof3e enthalten. Durch die Elektrophorese ist es moglich,
die Reinheit des PCR-Produktes zu tiberpriifen. Es konnen unspezifische PCR-Fragmente
detektiert werden. Verunreinigungen der PCR-Substanzen mit DNA konnen mit Hilfe der

Negativkontrolle (H,O an Stelle von Proben-DNA) erfaf3it werden.

Herstellung des Agarosegels
Die Agarose wurde durch Kochen gelost. Die Agaroselosung wurde in die dafiir
vorbereitete Flachbettkammer gegossen. Es wurde ein 50 ml- ("8 Slots") Gel angefertigt.

Das Gel mulite fiir mindestens 30 Minuten erstarren.

Zusammensetzung des Gels: 3% wiv Agarose NuSieve (3:1)
Ix viv Tris-Acetat-EDTA Puffer pH 7.8
1.3 mM Ethidiumbromid

Tris-Acetat-EDTA Puffer: 40 mM Tris, pH 7.8
2 mM EDTA
0.15% v/v Essigsdure

Vorbereitung der Proben

Nach Abkiihlen der PCR-Proben auf Raumtemperatur wurden sie zunichst in ein neues
Reaktionsgefa3 tiberfiihrt. Auf diese Weise wurden die Proben von dem Ampli-Wachs
getrennt. Danach wurden 10-15 pl Probe mit 1/10 v/v Probenpuffer gemischt. Der
Probenpuffer verhindert durch seinen Glyceringehalt eine Vermischung der Proben mit

dem Reservoirpuffer; Bromphenol-Blau (MG: 699) dient als Markierung fiir den Verlauf
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der Wanderung im elektrischen Feld. Auf die gleiche Weise wurde der

Molekulargewichtsmarker V (Boehringer Mannheim) behandelt.

Probenpuffer: 43 % v/v Glycerin (100 %)
10 mM EDTA
6 mM Bromphenol-Blau (Sigma)

Durchfiihrung der Agarosegelelektrophorese

Die Elektrophorese wurde in einer Agarosegelektrophoresekammer (BioRad)
durchgefithrt. Nach Erstarren des Gels wurde die Elektrophoreseapparatur mit
Elektrodenpuffer ("Laufpuffer") gefiillt. AnschlieBend wurden die vorbereiteten Proben
(10-15 ul) in die "Slots" pipettiert, wobei jedes Gel einen Molekulargewichtsmarker
enthielt. Die Proben sollten bei einer Spannung von 60 V zunédchst fiir 10 Minuten langsam

ins Gel einlaufen. Die eigentliche Elektrophorese erfolgte bei 80 V fiir 30 Minuten.

Elektrodenpuffer: 40 mM Tris, pH 7.8
2 mM EDTA

0.15% v/v Essigsédure



Material und Methoden 38

Sequenzierungsansatz mit dem Big Dye™ Terminator Cycle Sequencing Kit (PE
Applied Biosystems, Weiterstadt)

Mit Hilfe dieses Kits werden Polynukleotide unterschiedlicher Linge hergestellt. Neben
den normalen, im UberschuB enthaltenen Nukleotiden werden zu 1 % jeweils
fluoreszenzmarkierte 2',3’ Didesoxy-Nukleotide dem Reaktionsansatz zugefiigt. Dabei
trdgt jedes der vier Nukleotide eine andere Fluoreszenzmarkierung. Wird eines der
Didesoxy-Analoga anstelle eines normalen Nukleotids eingebaut, so wird das
Kettenwachstum abrupt beendet, da keine 3'-OH Gruppe zur Anbindung des nidchsten
Nukleotids mehr vorhanden ist. Zundchst wurde fiir jede zu sequenzierende Probe ein
"Premix" erstellt. Bestehend aus dem "Terminator Ready Reaction Mix", aus dem
Reaktionskit und jeweils einem Primer (Sense oder Antisense des zu amplifizierenden
Fragments), so daB einzelstringige Fragmente im Uberschu} entstanden. Es wurden 8
Ansitze jeweils mit den Primern (Tab. 6) vorbereitet. Als "Template" wurden die

amplifizierten und aufgereinigten PCR Produkte verwendet.

Ansatz: Terminator Ready Reaction Mix 8 ul
PCR Produkt 90 ng
Primer (sense oder antisense) 3.2 pmol
aqua bidest. ad 20 pl

Die Ansétze wurden mit einem Tropfen Mineraldl liberschichtet, um ein Verdunsten des

PCR-Gemisches zu verhindern.

Tab. 6. Primer fiir die Sequenzierung:

Exon Richtung Sequenz Referenz
5 sense S-TTCCTCTTCCTGCAGTACTC-3' Metzger et al., 1991
antsense 5'-AGCTGCTCACCATCGCTA-3' Loning et al., 1993
sense 5'-ACGACAGGGCTGGTTGGCCCA-3' Kappes et al., 1994
° antisense 5'-CAAATAAGCAGCAGGAGAAAGC-3 Kappes et al., 1994
. sense 5'-bio-AAAGGCCTCCCCTGCTTGCC-3' Kappes et al., 1994
antisense 5'-GGTCAGAGGCAAGCAGAGGC-3' Kappes et al., 1994
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sense 5'-ATGGACAGGTAGGACCTGAT-3' Kappes et al., 1994

antisense 5'-bio-GCAGTGCTAGGAAAGAGGCA-3' Kappes et al., 1994

Isopropanol-Fillung der amplifizierten DNA fiir die Sequenzierungs-Reaktion

Zur Entfernung von iiberschiissigen Primern und nicht eingebauten dNTP's wurden die

PCR-Produkte einer Isopropanol-Fillung unterzogen. Dazu wurde zunichst das PCR-

Produkt (ca. 40 ul Volumen) in eines neues Reaktionsgefdl iiberfiihrt. Dabei wurde darauf

geachtet, dall moglichst kein Mineral6l mitgefiihrt wurde.

1. Es wurden 80 pul 75 %-iges Isopropanol zugegeben und die Proben auf einem "Vortex"
gemischt.

2. Das PCR Produkt wurde bei Raumtemperatur fiir 15 Minuten gefallt.

3. Die Proben wurden darauthin fiir 20 Minuten bei maximaler Umdrehungszahl in einer
Tischzentrifuge zentrifugiert.

4. Der Uberstand wurde verworfen und das Prizipitat mit 250 ul 75 %-igen Isopropanol
gewaschen.

5. Danach wurden die Proben erneut bei maximaler Umdrehungszahl fiir 5 Minuten
zentrifugiert.

6. Der Uberstand wurde verworfen und die Proben fiir 1 Minute bei 90°C in einem

Heizblock getrocknet.

Sequenzierungsreaktion

Die aufgereinigten Proben wurden an ein Servicelabor (Dr. Buck; Institut fiir
Zellbiochemie und klinische Neurobiologie; Siiderfeldstr. 24) weitergegeben und mittels
eines Fluoreszenz-Sequenzierungsgerites Modell 373 A von PE Applied Biosystems
ausgewertet. Die Proben wurden dort auf ein Sequenziergel aufgetragen. Im Sequenziergel
werden die unterschiedlichen Fragmente, gemaf3 ihrer Linge, in einer einzigen Lauflinie
elektrophoretisch getrennt. Sie weisen jeweils die Fluoreszenz auf, die fiir das am 3'-Ende
eingebaute, modifizierte Nukleotid charakteristisch ist. Es ensteht so eine Serie von
Banden, deren Fluoreszenz schrittweise der Basenfolge der sequenzierten Fragmente

entspricht. Die Auswertung der Gele erfolgte computergesteuert.
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3 Ergebnisse

3.1 Wachstum von Prostatakarzinomzellen

3.1.1 Wachstum nach Kultivation mit DHT oder CPA

In vitro etablierte Karzinomzellinien sind weitgehend stabil. Die Sensitivitit gegeniiber
Steroidhormonen kann sich jedoch wihrend der Langzeit-Kultivation dndern, wie bereits
frither an Zellen der humanen Mammakarzinomlinie EFM-19 gezeigt (Simon et al., 1984).
Das Wachstum von urspriinglich androgensensitiven Zellen der Prostatakarzinomlinie
LNCaP kann z.B. nach ldngerer Kultivation ohne Zugabe von DHT androgenunabhéngig
werden (Kokontis et al., 1998). Fiir die Untersuchung von androgeninduzierten Effekten ist
daher die erneute Feststellung der DHT-Sensitivitdt unabdingbar. Von den untersuchten
Prostatakarzinom-Zellinien DU-145 und PC-3 ist bekannt, dal der Androgen-Rezeptor in
Folge von Mutation bzw. Genverlust nicht mehr exprimiert wird (Tilley et al., 1990). Das
Wachstum dieser Zellen wird daher weder positiv noch negativ durch eine Behandlung mit
DHT oder Antiandrogenen beeinflusst (Averesch et al., 1997 a und b).

In den eigenen Untersuchungen wurde die Androgen-Sensitivitdt von LNCaP Zellen
jeweils in multiplen parallelen Ansitzen unter verschiedenen Kulturbedingungen iiberpriift
(Abb. 10). Nach Inkubation der Zellen in regulirem Wachstumsmedium mit 10 % Nativ-
FCS ("FCS normal") lieB sich durch den Zusatz von 107 M DHT keine Anderung der
Proliferation erzielen (Abb. 10 A). Offenbar ist in Anwesenheit von 10 % Nativ-FCS das
maximale Zellwachstum erreicht, so dal keine weitere Steigerung durch DHT erfolgen
kann. In diesen Ansédtzen wurde nach der Anwachsphase von 2 Tagen eine Zellzahl von
1.3x10% pro cm” bestimmt (1x), und nach 10-tigiger Inkubation in Medium mit 10 %
Nativ-FCS ergab sich eine Zellzahl von 5.2x10* cm”. Dies entspricht einem Zuwachs von
5.1x10* Zellen pro cm® oder einer Vermehrung um den Faktor 40 (40x). In 10 %
Aktivkohle-behandeltem FCS ("FCS stripped") wurde dagegen nur ein Zuwachs um ca.
4x10° Zellen pro cm® wihrend der experimentellen Inkubation erreicht; das entspricht
lediglich einer Vermehrung um den Faktor 4. Das Wachstum der Zellen in Medium mit
vorbehandeltem FCS war somit wesentlich geringer im Vergleich zu Zellen, die in
Medium mit 10 % Nativ-FCS wuchsen. Offenbar wurde die Reduktion des Zellwachstums
durch die weitgehende Entfernung von Wachstumsfaktoren und Hormonen wihrend der
Behandlung des Serums mit Aktivkohle erzielt. Demzufolge wurde nach Zusatz von DHT
in Medium mit 10 % Aktivkohle behandeltem Serum eine Steigerung des Wachstums

beobachtet, die auf die alleinige Wirkung von DHT zuriickzufiihren ist. Bei 107 M DHT
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Abb. 10. Stimulierende Wirkung unterschiedlicher Molarititen des Androgens DHT und

des Antiandrogens CPA auf das Wachstum von LNCaP Prostata-
karzinomzellen. Die Versuche wurden in Medium mit 1 % oder 10 % Nativ-
FCS ("FCS normal") durchgefiihrt sowie in Medium, das Aktivkohle
behandeltes FCS enthielt ("FCS stripped"). (A) proliferationssteigernder Effekt
von DHT in Medium mit Aktivkohle-behandeltem FCS oder in Medium mit 1
% Nativ-FCS. (B) Stimulation des Zellwachstums durch CPA unter denselben
Bedingungen wie in (A). Keine Wirkung von DHT oder CPA in Medium mit
10 % Nativ-FCS. Die Zellzahlen nach der Anwachsphase und in unbehandelten
Kulturen sind durch offene Sdulen markiert. Die Behandlungsdauer betrug 10
Tage nach der Anwachsphase von 2 Tagen in Wachstumsmedium. Die
Zellzahlen pro cm” wurden jeweils aus dreifach gefiihrten Kulturen bestimmt
(£ SD). Der proliferative Effekt ist als Vielfaches der Zellzahl vor Beginn der

Behandlung (1x) angegeben.
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war der Stimulationseffekt maximal und entsprach einem Faktor von 15x bezogen auf die
Ausgangszellzahl von 1.3x10° Zellen pro cm®. Kulturen in 1 % Nativ-FCS erreichten nach
10-tdgiger Inkubation fast den gleichen Zuwachs (3x) wie unbehandelte Zellen in 10 %
Aktivkohle behandeltem FCS (4x). Dagegen lieB sich durch 107 M DHT in Medium mit
1 % Nativ-FCS eine Wachstumsstimulation um den Faktor 12 im Vergleich zur
Ausgangszellzahl erzielen. Erfolgte die Inkubation in 1 % Aktivkohle behandeltem FCS
und 107 M DHT, zeigte sich nur eine Wachstumssteigerung um den Faktor 6 gegeniiber
der Ausgangszellzahl. Somit konnte nur in Medium mit Serumzusatz, das kein maximales
Wachstum der Zellen zuldft, die Androgen-Sensitivitit von LNCaP Zellen eindeutig
nachgewiesen werden, nicht dagegen in Medium mit 10 % Nativ-FCS.

In der gleichen Weise war das Wachstum von LNCaP Zellen durch das steroidale
Antiandrogen CPA regulierbar (Abb. 10 B). In Medium mit 10 % Nativ-FCS war durch
107 M CPA kein proliferationssteigernder Effekt zu erzielen; in 10 % Nativ-FCS wurde
offenbar das maximale Wachstum erreicht, das durch CPA nicht weiter zu steigern war,
vergleichbar mit den Effekten nach Zusatz von DHT (vergl. Abb. 10 A). Nach Zugabe von
107 M CPA in Medium mit 10 % Aktivkohle behandeltem Serum wurde der maximale
Stimulationseffekt mit dem Faktor 9 im Vergleich zum Ausgangswert bestimmt. In
Medium mit 1% Nativ-FCS und 107 M CPA wurde eine Wachstumsstimulation um den
Faktor 19 erzielt und damit in gleichem Mafe wie bei Verwendung von 107 M DHT
(vergl. Abb. 10 A). Offenbar wirkt das steroidale Antiandrogen CPA bei LNCaP Zellen
dhnlich wachstumstimulierend wie DHT. Zur Erklérung fiir den proliferativen Effekt des
CPA kann eine Mutation im Androgen-Rezeptorgen herangezogen werden (Veldscholte et
al., 1990). Diese Mutation fiihrt zu einer Konformationsinderung des Rezeptors in der
hormonbindenden Domaine. Daher kann das steroidale Antiandrogen CPA gebunden
werden, und moglicherweise am Rezeptorprotein in gleicher Weise aktivierende
Strukturverdnderungen wie bei der Bindung von DHT bewirken, durch die eine
Transkription wachstumsstimulierender Gene ausgelost wird.

Im Unterschied zu LNCaP Zellkulturen lieB sich bei den Prostatakarzinomzellen
DU-145 und PC-3 in den eigenen Untersuchungen keine Anderung des Zellwachstums
durch die Kultivation mit DHT oder CPA erzielen (nicht gezeigt). Entsprechend ist aus der
Literatur bekannt, daB sowohl DU-145 als auch PC-3 Zellen keine Androgen-Rezeptoren
exprimieren, und somit nicht auf eine Behandlung mit Androgen oder Antiandrogen

ansprechen.
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3.1.2 Wachstum nach Behandlung mit CAS

Die Vermehrung des Zellwachstums ist an den gesteigerten Ablauf des Zellzyklus
gekoppelt, der bei LNCaP Zellen offenbar sowohl durch DHT, als auch durch das
steroidale Antiandrogen CPA induziert wird. Daher ergibt sich die Frage nach der Wirkung
eines nicht-steroidalen Antiandrogens, das moglicherweise auch {iber rezeptorvermittelte
Effekte den Zellzyklus beeinflussen kann. Zur Klirung dieser Frage wurde unter
vergleichbaren Bedingungen wie in den vorherigen Experimenten der Einflul des nicht-
steroidalen Antiandrogens CAS auf die Proliferation von LNCaP Zellen {iberpriift (Abb.
11). Im Gegensatz zur Wirkung von DHT und dem steroidalen Antiandrogen CPA lie3
sich das Wachstum von LNCaP Zellen durch CAS dosisabhingig reduzieren. Bei
Anwesenheit von Medium mit 10 % Nativ-FCS war die Zellzahl von unbehandelten
Kontrollkulturen in diesem Experiment wihrend der 10-tdgigen Inkubation um den Faktor
85 gestiegen (Abb. 11 A). Bei der geringsten verwendeten Konzentration von 10° M CAS
wurde nach der 10-tigigen Kultivation in 10 % Nativ-FCS nur eine Zellzahl/cm® von
6.1x10° pro cm’® erreicht, entsprechend einem Zuwachs um den Faktor von 61 im
Vergleich zur Ausgangszellzahl (1x). Mit 10° M CAS wurde der stirkste Hemmeffekt
erzielt. Das Wachstum stieg unter dieser Behandlung nur um den Faktor 9. Damit war das
Wachstum der Zellen im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle auf fast 10 % reduziert.

Die Anwesenheit von 10 % Nativ-FCS fiihrte zum maximalen Wachstum der LNCaP
Zellen, das sich durch DHT oder CPA nicht weiter steigern lief (vergl. Abb. 10 A u. B, S.
41). Ein Grofteil der Serum-Wachstumsfaktoren lieB sich durch die Vorbehandlung des
FCS entfernen, wie oben gezeigt wurde, und durch zusétzliche Reduzierung des FCS auf 1
% konnte die Wachstumsgeschwindigkeit weiter eingeschrinkt werden. Dies wird deutlich
durch die Reduktion der Zellvermehrung von 85x in Medium mit 10 % Nativ-FCS auf 12x
in Medium mit 1 % Aktivkohle behandeltem FCS (Abb. 11 A und B). Auch unter den
reduzierten Wachstumsbedingungen lie8 sich dosisabhéngig ein hemmender Effekt von
CAS nachweisen (Abb. 11 B). Demnach war eine wachstumshemmende Wirkung des
nicht-steroidalen CAS sowohl unter optimalen Wachstumsbedingungen als auch bei
suboptimaler Kultivation festzustellen.

Ein Effekt von CAS auf das Zellwachstum von DU-145 und PC-3 Zellen konnte, wie
erwartet, nicht nachgewiesen werden (nicht gezeigt). Die nicht vorhandene Sensitivitét fiir
das Antiandrogen CAS kann auf die fehlenden Androgen-Rezeptoren bei den beiden

Zellinien zuriickgefiihrt werden.
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Abb. 11. Hemmung des Wachstums von LNCaP Zellen durch unterschiedliche
Molarititen von CAS in Medium mit 10 % Nativ-FCS (A) oder 1 %
Aktivkohle behandeltem Serum (B). Die Zellkulturen wurden nach einer
Anwachsphase von 2 Tagen fiir die Dauer von 10 Tagen in den angegebenen
Konzentrationen mit CAS behandelt. Die Hohe der Séulen entspricht dem
jeweiligem Mittelwert (+ SD=standard deviation) aus drei parallel gefiihrten
Kulturen. Die gefiillten Sdulen zeigen die Zellzahlen der behandelten Kulturen,
die offenen Sdulen repridsentieren das Wachstum der unbehandelten Kulturen
im Vergleich zur Zellzahl vor Beginn der experimentellen Inkubation (1x).
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3.1.3 Morphologie von LNCaP Zellen nach Variation der Wachstumsbedingungen

Im Unterschied zu den epitheloiden Zellen der Linien DU-145 und PC-3 besitzen
LNCaP Zellen eine fibroblastoide Morphologie (vergl. Abb. 6, S. 16). Tumorzellen diesen
Typs sind offenbar eher geneigt, ihre phanotypische Ausprigung zu dndern, als epitheloide
Zellen. So lassen sich durch die Behandlung mit Glucocorticoid-Hormonen bei Kulturen
von HH-16 cl.2/1 Fibrosarkomzellen der Ratte starke Verdnderungen des zelluldren
Phanotyps erzeugen (Steffen et al., 1988). HH-16 cl.2/1 Zellen &andern ihren
fibroblastoiden in einen epitheloiden Phénotyp, der nach Abbruch der Hormonbehandlung
wieder in die urspriingliche fibroblastoide Morphologie zuriickfallt. In den eigenen
Untersuchungen (Abb. 12) war bei LNCaP Zellen nach Behandlung mit DHT oder CPA
keine Verdnderung der fibroblastoiden Morphologie erkennbar (Abb. 12 A und B).
Dagegen bildeten die Zellen, die mit CAS behandelt waren, nahezu doppelt so lange
Ausliufer, und der Zelleib war schmaler (Abb. 12 C). Diese Anderung des zelluliren
Phénotyps lieB sich auch an den Zellen der Kontrollkulturen in 1 % Aktivkohle
behandeltem Serum (D) und besser noch an Zellen in 0.1 % Nativ-FCS (F) beobachten. Im
Wachstumsarrest durch Serum-Entzug sind die Ausldufer verldngert, und der Zelleib ist
verkleinert. Die beobachtete Anderung der Morphologie ist somit an die reduzierten
Wachstumsbedingungen gekoppelt, verursacht entweder durch CAS-vermittelte
Wachstumshemmung oder durch zu geringe Menge von Wachstumsfaktoren und
Hormonen. LNCaP Zellen, die in Aktivkohle behandeltem Serum, allerdings unter Zugabe
der proliferationssteigendernden Hormone DHT (A) oder CPA (B) kultiviert wurden,
zeigen die reguldre Morphologie wie in Wachstumsmedium mit 10 % FCS (E). Die durch
CAS bewirkte Anderung der Zellmorphologie in 1 % Aktivkohle behandeltem FCS (G)
war reversibel nach weiterer Kultivation derselben Zellen in Medium mit 10 % Nativ-FCS

ohne CAS (H).
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Morphologie und Wachstum von LNCaP Zellen nach Behandlung mit 107 M
DHT, CPA oder CAS in 1 % Aktivkohle behandeltem Serum. Keine
morphologischen Verdnderungen nach Wachstum in DHT (A) oder CPA (B).
Spindelféormige Morphologie und auf ca. das Doppelte verlingerte
Zellausldaufer bei Wachstumshemmung durch CAS in 1 % Aktivkohle
behandeltem Serum (C). Unbehandelte Kontrollzellen in 1 % Aktivkohle
behandeltem Serum (D), nach Inkubation in regulirem Wachstumsmedium mit
10 % Nativ-FCS (E) sowie wachstumsarretierte Zellen in 0.1 % Nativ-FCS
(F). Nach der Anwachsphase von 2 Tagen wurde jeweils das entsprechende
Medium zugesetzt. Die Zellkulturen wurden nach 10 Tagen der
experimentellen Inkubation fotografiert. Verdnderte Morphologie bei
Inkubation mit CAS (G), erneute Proliferation und Riickfiihrung zur regulédren
Morphologie nach Weiterkultivation derselben Zellen des gleichen
Bildausschnitts in Wachstumsmedium (10 % Nativ-FCS) fiir 7 Tage (H).
Strichmarkierung in G und H. Phasenkontrast, 100x.
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3.1.4 Kompetitionsexperimente
Das Wachstum von LNCaP Zellen war in den bisherigen Untersuchungen sowohl
durch das Androgen DHT als auch durch das steroidale Antiandrogen CPA positiv zu
beeinflussen (vergl. Abb. 10 A und B, S. 41). Das nicht-steroidale Antiandrogen CAS
fiilhrte zur Reduktion des Zellwachstums sowohl in 10 % Nativ-FCS, als auch in 1 %
Aktivkohle behandeltem FCS (vergl. Abb. 11 A und B, S. 44). Daher ergab sich die
Frage, ob CAS die Androgen-Rezeptor vermittelte, proliferative Wirkung von DHT oder
CPA autheben kann.
In der Versuchsanordnung wurden die wachstumsstimulierenden Effekte von jeweils
107 M und 10® M DHT oder CPA mit steigenden Konzentrationen des proliferations-
hemmenden CAS kompetiert (Abb. 13). Die Versuche wurden im Zeitraum von 10 Tagen
in Medium mit 1 % Aktivkohle-behandeltem Serum durchgefiihrt. Ohne DHT zeigten die
Kontrollkulturen eine Vermehrung um den Faktor 3 bezogen auf die Ausgangszellzahl
(Abb. 13 A). Im gleichen Medium mit 107 M DHT wurde das Zellwachstum auf das 29-
fache des Ausgangswertes gesteigert (29x). Durch die gleichzeitige Anwesenheit von
zunehmenden Konzentrationen CAS lieB sich die stimulierende Wirkung von 107 M DHT
reduzieren bis zu einer Zellzahl von 6x10* pro cm® (6x) in Kulturen mit 10° M CAS, also
bei einem 100-fachen UberschuBl von CAS. Analog lieB sich die proliferationssteigernde
Wirkung von 10® M DHT durch 10° M CAS bis zu einem Vermehrungsfaktor von 8x
reduzieren. Der stirkste Kompetitionseffekt wurde beim 1000-fachen Uberschufl von CAS
in der Kombination 10®* M DHT und 10” M CAS erzielt. Diese Kulturen erreichten nur die
5-fache Zellzahl bezogen auf den Ausgangswert. Der Einsatz dquimolarer Mengen von
DHT und CAS fiihrte in jeweils 10”7 oder 10® M Konzentration gleichermafen zu einer
Reduzierung des Zellwachstum. LNCaP Kulturen mit jeweils 107 M DHT und 107 M
CAS als Mediumzusatz erreichten einen Zellzuwachs um den Faktor 17 bezogen auf die
Ausgangszellzahl. Im Vergleich mit den Kontrollkulturen, die unter alleinigem Zusatz von
107 M DHT wuchsen und eine 29-fache Steigerung des Wachstums erzielten, entspricht
dies ungefahr einer Reduzierung des Wachstums auf fast die Hélfte durch den Zusatz von
CAS. Somit diirfte etwa weniger als die Hélfte der Androgen-Rezeptoren bei dquimolaren
Mengen beider Substanzen das nicht-steroidale Antiandrogen CAS binden und damit die
Anheftung des wachstumsstimulierenden Androgens DHT reduzieren. Dies bedeutet eine
etwas geringere Affinitit von CAS als von DHT fiir die Bindung an den Androgen-

Rezeptor.
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Abb. 13. Kompetitionseffekte mit CAS bei Stimulation des LNCaP Zellwachstums durch

DHT oder CPA. Es wurden Konzentrationen von jeweils 10°-107 M DHT oder
CPA mit 10°-10° M CAS kombiniert. Die Behandlung der Zellen erfolgte nach
der Anwachsphase von 2 Tagen. Die Versuche wurden in 1 % Aktivkohle
behandeltem Serum ("FCS stripped") fiir die Dauer von 10 Tagen durchgefiihrt.
(A) Verminderung des proliferationssteigernden Effektes von DHT in
Abhingigkeit von der Konzentration des nicht-steroidalen Antiandrogens CAS.
Bei 1000-fachem UberschuB von CAS wurde der groBte Effekt erzielt. (B)
Konzentrationsabhidngige Reduktion der wachstumssteigernden Wirkung des
Antiandrogens CPA durch CAS. Stirkster Effekt beim 1000-fachen Uberschul3
von CAS. Durch die Sdulenh6he angegeben ist jeweils der Mittelwert (+ SD) aus
drei parallel gefiihrten Kulturen. Der proliferative Effekt ist als Vielfaches der
Zellzahl vor Beginn der Behandlung angegeben (1x).



Ergebnisse 49

In vergleichbarer Weise wie bei der Verwendung von DHT lieB sich der
stimulierende Effekt von CPA durch steigende Konzentrationen von CAS in Medium mit
1% Aktivkohle behandeltem Serum kompetieren (Abb. 13 B). Bei alleinigem Zusatz von
107 M CPA betrug der Zuwachs an Zellen im Versuchszeitraum von 10 Tagen 1.5x10° pro
cm’. Das entspricht einem Faktor von 22x verglichen mit der Ausgangszellzahl von
7.3x10° pro cm? (1x). Die Kontrolle in 1 % Aktivkohle behandeltem Serum ohne Zusatz
von CPA oder CAS erreichte im gleichen Zeitraum der Inkubation dagegen nur eine
Zellzahl von 1.4x10* pro cm? (2x). Bei Anwesenheit von CAS in steigender Konzentration
erfolgte dosisabhingig eine partielle Aufhebung des proliferativen Effektes von CPA. In
107 M CPA und bei gleichzeitiger Gabe von 10° M CAS, entsprechend einem 100-fachen
UberschuB von CAS, erreichten die LNCaP Kulturen im Versuchszeitraum eine Zellzahl
von 3.9x10* pro cm® (5x). In #hnlicher Weise lieB sich die proliferationssteigernde
Wirkung von 10® M CPA dosisabhingig durch CAS kompetieren. Bei einem 100-fachen
UberschuB von CAS (10° M) wurde eine Zellzahl von 6.7x10* pro cm” ermittelt (9x). Der
stirkste Hemmeffekt wurde in 10® M CPA in einem 1000-fachen UberschuB bei 10° M
CAS erzielt. In diesen Kulturen betrug die Zellvermehrung nur das 3-fache im
Versuchszeitraum. Die Hemmung der Proliferation erfolgte bei Zusatz &dquimolarer
Mengen von CPA und CAS in deutlich geringerem AusmaB als bei DHT. 107 M CPA und
107 M CAS bewirkten einen Zellzuwachs um den Faktor 18 bezogen auf die
Ausgangszellzahl, wihrend die alleinige Anwesenheit von 107 M CPA eine 22-fache
Steigerung der Proliferation ergeben hatte. Dies spricht fiir einen geringeren
Kompetitionseffekt des nicht-steroidalen Antiandrogens CAS auf die Bindung von CPA
als bei Einsatz von DHT.

3.1.5 Wachstumskinetik

Im Unterschied zu den Zellen der Linie LNCaP war das Wachstum von DU-145 und
PC-3 Zellen durch Androgene oder Antiandrogene nicht zu beeinflussen. Nach Kultivation
in Aktivkohle behandeltem Serum war jedoch auch bei Zellen dieser beiden Linien eine
deutliche, aber geringere Wachstumshemmung im Vergleich zur Verringerung der
Proliferation bei LNCaP Zellen in Aktivkohle reduziertem Serum zu beobachten (Averesch
et al. 1997 a wund b). Bei lidnger dauernder Kultivation unter reguldren
Wachstumsbedingungen wuchsen Zellen der Linien DU-145 und PC-3 etwa doppelt so
schnell wie LNCaP Zellen (Abb. 14). In den Kinetikexperimenten mit multiplen
Parallelkulturen erreichten Zellen der Linien DU-145 und PC-3 bereits nach 7-tigiger
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Inkubation unter reguldren Wachstumsbedingungen in Medium mit 10 % Nativ-FCS die
stationdre Wachstumsphase (Abb. 14 A und C). In der exponentiellen Wachstumsphase
von DU-145 Zellen entsprach die Verdopplungszeit ca. einem Tag, zwischen Tag 3 und
Tag 6 der Inkubation, wahrend LNCaP Zellen in Anwesenheit von 10 % FCS weniger
schnell proliferierten. Durch Dehnung der Abzisse in Abb. 14 B ergibt sich nur scheinbar
ein dhnlicher Wachstumsverlauf wie in Abb. 14 A und C. Die Kulturen der drei Zellinien
erreichten eine maximale Dichte bei ca. 2x10° Zellen pro cm”. Die Verdopplungszeit
wurde in dem Zeitraum bestimmt, in dem die Proliferation bei den drei gepriiften Zellinien
nahezu linear verlief. In Medium mit reduzierter Serumkonzentration (0.1 % Nativ-FCS)
wuchsen DU-145 und PC-3 Zellen in den Parallelkulturen deutlich langsamer im Vergleich
zur jeweiligen Kontrolle mit 10 % Nativ-FCS. Die Verdopplungszeit zwischen Tag 3 und 6
der Inkubation in 0.1 % Nativ-FCS betrug 1.6 oder 1.3 Tage bei DU-145 bzw. PC-3
Zellen. Restimulation des Zellwachstums wurde nach 4-tagiger Inkubation in Medium mit
0.1 % Nativ-FCS durch den Austausch gegen Medium mit 10 % Nativ-FCS erzielt. Die
Verdopplungszeit verringerte sich daraufhin zwischen Tag 3 und 7 der Inkubation auf etwa
einen Tag. Nach Aufhebung der Hemmung erreichten DU-145 und PC-3 Zellen somit
wieder die Proliferationsgeschwindigkeit und die maximale Zelldichte der Kontroll-
kulturen in Medium mit 10 % Nativ-FCS.

LNCaP Zellen erreichten wegen der geringeren Proliferationsgeschwindigkeit erst
nach 12-tdgiger Inkubation in Medium mit 10 % Nativ-FCS die stationire
Wachstumsphase (Abb. 14 B). Zellen dieser Linie bendtigten in 10 % FCS ca. 1.3 Tage
zur Verdoppelung, gemessen von Tag 3 bis Tag 6 der Inkubation. Nach dem Wechsel zu
Medium mit reduzierter Serumkonzentration (0.1 % Nativ-FCS) an Tag 1 der
Gesamtinkubation, kam es zum kompletten Arrest des Wachstums. Die Zellzahl war
stationdr zwischen 2x10° und 4x10° Zellen pro cm* gemessen an der Zellzahl kam es
jedoch nicht zum Absterben der LNCaP Kulturen. Nach 4-tdgiger Inkubation in Medium
mit 0.1 % FCS wurde durch die Zugabe von Medium mit 10 % Nativ-FCS das Wachstum
in den Parallelkulturen wieder angeregt. Die Proliferationsgeschwindigkeit nach
Restimulation durch den Serumwechsel betrug 1.1 Verdopplungen pro Tag, bestimmt
zwischen Tag 5 und 8 der Inkubation. Dies entsprach etwa der Verdopplungszeit von 1.3
Tagen bei unbehandelten Kontrollzellen in Medium mit 10 % Nativ-FCS. Somit lie3 sich
die komplette Hemmung des Wachstums bei LNCaP Zellen durch Wiederherstellung der

reguldren Wachstumsbedingungen vollig autheben.
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Abb. 14. Unterschiedliche Serumsensitivitdt der Wachstumskinetik von Zellen der
Linien DU-145 (A), LNCaP (B) und PC-3 (C) in multiplen Parallelkulturen.
Nach Ende der Anwachsphase (Zeitpunkt 0) und nach einem weiterem Tag in
Kultur wurde die Konzentration des nativen FCS von 10 % (offene Kreise) auf
0.1 % reduziert (Pfeile abwirts; Vierecke). Restimulation des Zellwachstums
erfolgte nach 4 weiteren Tagen durch erneute Zugabe von Medium mit 10 %
FCS (Pfeile aufwirts; geschlossene Kreise). Jeder Punkt reprdsentiert den

Mittelwert (£ SD) aus dreifach gefiihrten Kulturen.
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3.2 Analysen von p53

3.2.1 Immunzytochemie

Die Regulation des Zellwachstums und die Geschwindigkeit des Zellzyklus ist u.a. an die
Menge des intrazelluldr vorhandenen p53 gekoppelt. In normalen und proliferativ aktiven
Zellen ist der p53 Gehalt kaum nachweisbar und steigt mit der Verzégerung des
Zellwachstums (Levine, 1997). Dies gilt auch fiir Tumorzellen ohne p53 Mutation. Bei
DU-145 Zellen liegt jedoch je eine Mutation in den Codons 223 und 274 von Exon 6 bzw.
von Exon 8 des p53 Gens vor (vergl. Tab. 2 auf S. 14). Infolge dieser Mutationen
akkumuliert p53 auf Grund der verlingerten Halbwertzeit im Zellkern (Carroll et al.,
1993). Daher war p53 durch Immunfluoreszenz auch bei proliferierenden DU-145 Zellen
deutlich nachweisbar (Abb. 15), nicht dagegen in LNCaP Zellen (nicht gezeigt). Die DU-
145 Zellen befanden sich zum Zeitpunkt der Fixierung (Tag 7 der Inkubation bei

Abb. 15. p53 Immunfluoreszenz in DU-145 Zellen. Uberhdhter Gehalt an p53 nach
Kultivation in Medium mit 0.1 % Nativ-FCS (A) gegeniiber wachsenden
Zellen in 10 % Nativ-FCS (B). Zur Kontrolle sind die entsprechenden
Bildausschnitte im Phasenkontrast dargestellt (C und D). Nach der
Anwachsphase von 2 Tagen wurde das Wachstumsmedium gegen das
entsprechende Medium ausgetauscht. Am Ende der 7-tdgigen Inkubation der

parallelen Kulturen wurden die Zellen fixiert und die Immundetektion
durchgefiihrt. 600x.
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vergleichbarer Ausgangszellzahl) im Ubergang zur stationiren Wachstumsphase (vergl.
Abb. 14 A, S. 51) und bildeten daher in Medium mit 10 % FCS einen dichten Zellrasen, in
dem Zellen und Zellkerne in auffallender Weise verkleinert waren (Abb. 15 D). In der
Immunfluoreszenz war der p53 Gehalt nach Kultivation in Wachstumsmedium (10 %
Nativ-FCS) deutlich sichtbar (Abb. 15 B), jedoch wesentlich geringer als bei Kulturen
nach reduziertem Wachstum in 0.1 % FCS (Abb. 15 A). In Wachstumsmedium mit 10 %
FCS wurde in DU-145 Zellen fast ausschlieBlich eine nukledre Anfarbung des p53
Proteins, mit Ausnahme von zwei gerade in der Teilung befindlichen Zellen, beobachtet
(Abb. 15 B und D). Dagegen war p53 nach Wachstum unter reduzierter Serum-
konzentration ernorm vermehrt und zum gréfften Teil nukleér, aber auch zytoplasmatisch

lokalisiert.

3.2.2  Western-Blot Analysen
3.2.2.1 pS3 Gehalt nach Entzug von Wachstumsfaktoren

Durch Western-Blot Analysen liel sich das Verhéltnis der p53 Akkumulation zum
Wachstumszustand der DU-145 Zellen bestdtigen (Abb. 16). Im Vergleich zum p53
Gehalt der Kontrollkulturen nach Kultivation in 10 % FCS, war die p53 Akkumulation
nochmals gesteigert, wenn das Wachstum der Zellen durch Reduzierung der
Serumkonzentration vermindert war. Die Hemmung der Proliferation von DU-145 Zellen
in 0.1 % Nativ-FCS war am 7. Tag der Inkubation deutlich ausgeprigt (vergl. Abb. 14 A,
S. 51) und erkldrt somit die bei Wachstumshemmung extrem gesteigerte Menge von p53 in
der Immunzytochemie (vergl. Abb. 15 A, S. 52) und in spéteren Blots. Demnach wurde
der p53 Gehalt durch die Reduktion der Serum-Wachstumsfaktoren hochreguliert und
konnte zur Proliferationshemmung fiihren, obwohl das Gen in der "Core Doméne" von
beiden Allelen mutiert ist. Nach Zufuhr von FCS am 4. Tag der experimentellen
Inkubation war durch den Austausch des Mediums mit 0.1 % Nativ-FCS gegen Medium
mit 10 % Nativ-FCS eine geringere p53 Menge in DU-145 Zellen zu beobachten als in
Anwesenheit von 0.1 % FCS (Abb. 16; Spuren 1-3). Der p53 Gehalt war bei
restimulierten DU-145 Zellen am Ende des exponentiellen Wachstums jedoch deutlich
héher im Vergleich zu den Kontrollzellen in 10 % Nativ-FCS und &hnlichem
Wachstumszustand. Der erhdhte Gehalt an p53 ist moglicherweise durch eine verlédngerte
Halbwertzeit von p53 in den restimulierten DU-145 Zellen erkldrbar. Wildtyp p53 hat eine
Halbwertzeit von wenigen Stunden, wihrend sich die Halbwertzeit des mutierten Proteins

auf mehrere Tage verldngern kann (Berchuck und Bast, 1993).
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Abb. 16.

Detektion von p53 und p53-dhnlichen Proteinen durch Western-Blot Analysen
an Zellextrakten der Linien DU-145 und LNCaP nach Kultivation in 0.1 %
Nativ-FCS, bei Restimulation mit 10 % FCS fiir 4 Tage nach der
vorhergehenden 4-tigigen Behandlung mit 0.1 % FCS (10*) oder in
Wachstumsmedium (10 % Nativ-FCS). Zellen der Linien DU-145 und PC-3
wurden 6 Tage unter diesen Bedingungen inkubiert. LNCaP Zellen wurden fiir
10 Tage behandelt (vergl. 14 A-C, S. 51). Erhohter p53 Gehalt bei 0.1 %
Serum in den Zellen der Linien DU-145 und LNCaP. Keine Expression von
p53 in PC-3 Zellen. Es wurden jeweils 40 ng Gesamtprotein aufgetragen. Das
relative Molekulargewicht von p53 liegt bei 53 kD. Der schwarze Pfeil
markiert das Signal fiir wt-p53. Bei p53 aus DU-145 Zellen ergaben sich
Signale unterschiedlicher Wanderungsgeschwindigkeit und apparentem
Molekulargewicht; davon war das Protein der GroéBe ca. 50 kD stirker
vertreten und regulierbar durch die Reduktion von FCS auf 0.1 %.

In grundsitzlich dhnlicher Weise (Abb. 16; Spuren 4-6), wenn auch auf niedrigerem

Niveau ve

Wachstums

rhielt sich der p53 Gehalt in LNCaP Zellen in Abhéngigkeit vom
zustand (Abb. 16). Das Protein dieser Zellen wurde auf Grund der in 10 % FCS

vergleichsweise langsamen Proliferationsgeschwindigkeit am 10. Tag der Inkubation

geerntet. D

ie Zellen befanden sich damit noch in der exponentiellen Wachstumsphase,

etwas anders als beim Experiment mit DU-145 Zellen (vergl. Abb. 14 B, S. 51). Die

nachweisbare Menge von p53 war gering in LNCaP Zellen, die in Medium mit 10 %

Nativ-FCS proliferierten, im Vergleich zu wachsenden DU-145 Zellen mit mutiertem p53.

LNCaP Zellen tragen eine stille Mutation in einem p53 Allel. Das verbleibende Allel

entspricht dem Wildtyp. Die Zellen exprimierten folglich wt-p53. Daher war der p53
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Gehalt unter reguliren Wachstumsbedingungen sehr gering. Nach Arretierung des
Wachstums durch Serumentzug war der p53 Gehalt vermehrt und erhohte sich etwa um
das Doppelte gegeniiber der Kontrolle mit 10 % Nativ-FCS als Mediumzusatz. Im
Vergleich dazu war die Restimulation des Zellwachstums durch den Zusatz von 10 %
Nativ-FCS nach vorheriger Inkubation in 0.1 % Nativ-FCS (vergl. Abb. 14 B, S. 51) mit
einem geringeren p53 Gehalt gekoppelt als bei Wachstumsarrest. Dieser entsprach fast der
Menge von p53 unter reguliren Wachstumsbedingungen in Medium mit 10 % Nativ-FCS
und ist ein deutlicher Hinweis, da3 der Turnover von p53 in LNCaP Zellen nahezu
ungestort verlief.

In PC-3 Zellextrakten war erwartungsgemill kein p53 detektierbar. Wie in der
Einleitung beschrieben, wird p53, bedingt durch den Verlust eines Allels und durch
Mutation im verbleibenden Allel, in diesen Zellen nicht exprimiert. Dennoch wird das
Wachstum von PC-3 Zellen durch Serum-Reduktion deutlich verlangsamt. Dies bedeutet,
daB die Wachstumshemmung offenbar nicht durch p53 gesteuert ist, sondern daf} dafiir
andere Regulationsmechanismen verantwortlich sein miissen.

Bei DU-145 Zellen mit mutiertem p53 bewirkte der Entzug von Serum eine
verstirkte Akkumulation von p53 und eine Retardierung der Proliferation. Das Wachstum
war jedoch bei DU-145 Zellen in 0.1 % FCS nur verlangsamt, wihrend bei LNCaP Zellen
mit intaktem p53 eine vollstindige Hemmung der Proliferation zu beobachten war. Die
Retardierung des Wachstums bei DU-145 Zellen entsprach der Proliferationshemmung von
PC-3 Zellen, die kein p53 exprimierten. In DU-145 Zellen liegen die Mutationen im p53
Gen in der Region, die fiir die DNA-bindende Doméne des Proteins kodiert. Daher sollte in
DU-145 Zellen die Induktion anderer wachstumsregulierender Gene, wie z.B. WAF-1
(p21), durch p53 nicht moglich sein. Entsprechend diirfte in PC-3 Zellen ohne p53
Expression keine Regulation dieser Proteine erfolgen. Somit muf3 die Expression anderer
wachstumsretardierender Proteine die partielle Hemmung der Proliferation von DU-145
und PC-3 Zellen nach Serumentzug bewirkt haben, da p53 als regulierender Faktor nicht in

Frage kommt.
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3.2.2.2 p53 Gehalt nach Behandlung mit DHT, CPA oder CAS

Auf Grund der oben gezeigten Verkniipfung der p53 Akkumulation mit der
Wachstumsretardierung durch Serumentzug wurde das Wachstum durch hormonelle
Faktoren manipuliert. Danach wurde intrazelluldres p53 bei DU-145 und LNCaP
Zellkulturen, die mit Androgenen oder Antiandrogenen als Mediumzusatz wuchsen, in
Western-Blot Analysen bestimmt (Abb. 17). Wie zuvor gezeigt, war der Entzug von
Serum-Wachstumsfaktoren mit einer Hochregulierung des p53 Gehalts (vergl. Abb. 15
und 16, S. 52 bzw. 54) und einer Hemmung des Zellwachstums bei DU-145 und LNCaP
Zellen (vergl. Abb. 14 A und B, S. 51) assoziiert. Eine partielle Wachstumshemmung von
LNCaP Zellen konnte durch Inkubation mit dem nicht-steroidalen Antiandrogen CAS
erzielt werden (vergl. Abb. 11 A und B, S. 44). In Anwesenheit des Androgens DHT oder

DU-145 LNCaP M
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Abb. 17. Keine sichtbare Anderung der Konzentration von p53-dhnlichen in DU-145
Zellen nach Inkubation fir 5 Tage mit 107 M DHT, CPA oder CAS im
Vergleich zur Kontrolle in 1 % Aktivkohle behandeltem FCS. Erhohter p53
Gehalt in LNCaP Zellen nach 10-tidgiger Inkubation und Wachstumshemmung
durch 107 M CAS. Reduzierte Menge an p53 unter der wachstumssteigernden
Wirkung von DHT oder CPA im Vergleich zur Inkubation in 1 % FCS.

Aufgetragen wurden jeweils 80 pg Gesamtprotein.

des Antiandrogens CPA wurde die Proliferation dieser Zellen angeregt (vergl. Abb. 10 A
und B, S. 41). Auf Grund der fehlenden Androgen-Rezeptoren war das Wachstum von
DU-145 und PC-3 Zellen jedoch durch den Zusatz von Androgen oder Antiandrogenen
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nicht zu beeinflussen (Averesch et., al. 1997 a und b). Dementsprechend war bei DU-145
Zellen im Western-Blot keine Anderung des p53 Gehalts zu sehen (Abb. 17). Dies
entspricht dem unverdnderten Wachstum von DU-145 Zellen nach Zusatz von DHT oder
Antiandrogen im Vergleich zur Kontrolle ohne Hormonzusatz und ist durch den fehlenden
Androgen-Rezeptor zu erklidren. In DU-145 Zellextrakten wurden, wie bereits in Abb. 16,
S. 54 gezeigt, zwei starke Signale im Bereich und unterhalb des p53 Signals detektiert. Die
Signale sind aus unbekannten Griinden vergleichbar stark und den unterschiedlich starken
Signalen in Abb. 16 nicht angepaBt. Es sei daraufhin gewiesen, dall zwischen der
Durchfiihrung der beiden Experimente ein Zeitraum von ca. 1 Jahr verstichen war, indem
sich die Eigenschaften der DU-145 Zellen gindert haben konnten. Die Pfeil-Markierung
entspricht p53, da bei LNCaP Zellen auf dieser Hohe eine Regulation der pS3 Menge
entsprechend dem Wachstumszustand festzustellen ist. Durch den Zusatz von CAS zeigte
sich bei LNCaP Zellen in der Western-Blot Analyse ein stirkeres p5S3 Signal als in der
Kontrolle. Dies entspricht der Hemmung des Wachstums von LNCaP Zellen durch CAS.
Nach Zusatz des proliferationssteigernden Androgens DHT oder des Antiandrogens CPA
war hingegen deutlich weniger p53 nachzuweisen als bei unbehandelten LNCaP Zellen in
1 % Aktivkohle behandeltem FCS. In Zellextrakten der Linie PC-3 wurde wie erwartet
kein p53 detektiert (nicht gezeigt). Die in Abb. 17 dargestellten Ergebnisse lielen, ebenso
wie in der zuvor gezeigten Analyse (vergl. Abb. 16, S. 54) mehrere Signale fiir pS3 sowie
fiir andere Proteine mit unterschiedlicher Laufgeschwindigkeit und Intensitét erkennen.
Die Mehrzahl, der detektierten Banden, die vom verwendeten Antikorper (anti-p53; Ab-2,
Oncogene) erkannt wurden, waren nicht durch die Manipulation des Zellwachstums
verdndert und sind somit als unspezifisch anzusehen. Lediglich die p53 Bande in LNCaP
Extrakten zeigte Verdnderungen der Intensitét in den verschiedenen, durch die endokrinen
Faktoren beeinflussten Wachstumszustinden. Ausfiihrung und Dauer der Zellinkubation
entsprachen den schon vorgestellten Wachstumsexperimenten (vergl. Abb. 10 B u. Abb.
11 B, S. 41 bzw. 44). Vor jeder Inmundetektion wurden die transferierten Proteine auf der
Membran mit Hilfe der Ponceau-Farbung sichtbar gemacht. Auf diese Weise wurde
gepriift, ob die Proteine gleichmiBig aufgetragen und transferiert wurden. Ebenso wurde
sichergestellt, dal in jeder Spur des Western-Blots die gleiche Menge Protein enthalten

war.
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Zur Uberpriifung der entgegengesetzten Wirkung der Antiandrogene CPA und CAS
in LNCaP Zellen wurden die verwendeten Wirkstoffkonzentrationen im Bereich von 107-
10 M variiert (Abb. 18). Der p53 Gehalt war nach Kultivation in Medium mit 107 M
CPA bzw in 10 % FCS sehr gering, entsprechend den vorherigen Wachstumsstudien, in
denen 107 M CPA oder 10 % FCS jeweils maximal stimulierende Effekte hatten (vergl.
Abb. 10 B, S. 41). In geringerem Malle stimulierte Proliferation hatte sich bei LNCaP
Zellen gezeigt, die mit 10, 10® oder 10° M CPA inkubiert waren. Dies entpricht somit
dem p53 Gehalt der Zellen. Dagegen nahm der p53 Gehalt in LNCaP Zellen, die mit
wachstumshemmenden Konzentrationen von 10°-10° M CAS behandelt wurden,
kontinuierlich zu. Nach Zusatz von 10° M CAS war die groBte p53 Menge nachzuweisen.

Damit iibereinstimmend, hatte sich eine konzentrationsabhingige Hemmung der

LNCaP

(kD)

p53 =

CAS
CPA
%FCS
%FCS"

Abb. 18. Steigerung des p53 Gehalts in LNCaP Zellen nach Behandlung mit absteigender
Konzentration von CPA sowie minimale Menge an p53 bei der am stérksten das
Wachstum fordernden Konzentration von 107 M CPA (vergl. Abb. 10 B, S. 41).
Verringerung des p53 Spiegels bei Abnahme der Proliferationshemmung durch
CAS (vergl. Abb. 11 B, S. 44). In 10® M CAS bei 1 % FCS war die
Wachstumshemmung deutlich stirker als in 1 % FCS im Vergleich zur
Inkubation in 10 % FCS. Dementsprechend ist der p53 Gehalt in 10°® M CAS
und 1 % FCS am hochsten reguliert. Die Zellen wurden mit den angegebenen
Wirkstoff-Konzentrationen in 1 % Aktivkohle behandeltem Serum (% FCS®) fiir
10 Tage inkubiert. Es wurden 80 pug Gesamtprotein eingesetzt. Die Position von
p53 ist durch den waagerechten Pfeil markiert.
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Proliferation dieser Zellen im Bereich von 10°-10° M CAS, sowohl in 10 % FCS, als auch
in 1 % FCS gezeigt (vergl. Abb. 11 A und B, S. 44). Im Gegensatz zum Antiandrogen
CPA konnte demnach beim Hemmstoff CAS weder fiir die Wachstumshemmung noch fiir
die p53 Akkumulation ein maximaler Effekt im Dosisbereich von 10°-10° M gezeigt
werden. In 10° M CAS war p53 am stirksten vermehrt, im Vergleich zur Kontrolle in
Medium mit 1 % Aktivkohle behandeltem FCS ohne Hormonzusatz, obwohl die
Wachstumshemmung durch 10° M CAS in 1 % FCS weniger als 50 % der entsprechenden
Kontrolle betrug. Serumentzug von 10 % auf 1 % fiihrte zum kompletten Arrest des
Wachstums (vergl. Abb. 14 B, S. 51). Damit bewirkte CAS anscheinend in weit h6herem
Mal} eine Vermehrung von p53 als der Wachstumhemmung durch CAS entsprechend,
wihrend bereits die moderate Erhohung von p53 bei LNCaP Zellen in 1 % FCS den
volligen Stillstand des Wachstums bewirken konnte. Offenbar addierte sich jedoch der
Effekt von 10° M CAS mit der wachstumshemmenden Wirkung von 1 % FCS, so daB eine
vermehrte Akkumulation von p53 entstehen konnte. Zur verbesserten Detektion von p53
wurde die doppelte Menge 80 ng Protein eingesetzt. Moglicherweise wurden aus diesem

Grund vermehrt unspezifisch markierte Proteine detektiert.
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3.3 Wachstum von MFM-223 Mammakarzinomzellen

Zum Vergleich fiir die Wirkung von Androgenen und Antiandrogenen bei den
Prostatakarzinom-Zellinien DU-145, LNCaP und PC-3 wurde die Mammakarzinom-
Zellinie MFM-223 herangezogen. MFM-223 Zellen sind androgensensitiv, indem ihr
Wachstum durch DHT gehemmt und durch das Antiandrogen CPA stimuliert werden kann
(Hackenberg et al., 1990). Dies steht im Gegensatz zur Stimulation der Proliferation von
LNCaP Prostata-Tumorzellen durch DHT, wihrend das Antiandrogen CPA das Wachstum
der Zellen beider Linien stimuliert. Die Sensitivitit gegenliber Wachstumsfaktoren und
Hormonen kann sich wihrend der Langzeit-Kultivation verdndern. Aus diesem Grund
wurde der EinfluB von Androgenen, Ostrogenen und Antiandrogenen auf das Wachstum
von MFM-223 Zellen iiberpriift. AuBerdem wurde der Effekt des nicht-steroidalen
Antiandrogens CAS auf die Proliferation von MFM-223 Zellen untersucht, da hieriiber
bisher noch keine Beobachtungen vorliegen.

In multiplen und parallelen Versuchsansidtzen wurde die Proliferation von MFM-223
Zellen aus derselben Kulturflasche bei unterschiedlichen hormonellen Bedingungen
verglichen (Abb. 19). In den eigenen Untersuchungen lie sich in Medium mit 10 %
Nativ-FCS und DHT, der in fritheren Untersuchungen beschriebene, hemmende Effekt des
Androgens auf das Wachstum von MFM-223 Zellen bestétigen (Abb. 19 A). Naturgemil3
ist eine hemmende Wirkung besser nachweisbar, wenn die Zellen unter optimalen
Bedingungen wachsen. Daher wurden diese Ansédtze in 10 % Nativ-FCS mit steigenden
Konzentrationen von DHT inkubiert. Die Proliferation der Zellen war im Vergleich zu den
unbehandelten Kontrollkulturen nach 7-tdgiger Inkubation konzentrationsabhéngig durch
DHT gehemmt. Bei der geringsten verwendeten Konzentration von 10" M DHT in 10 %
Nativ-FCS erreichten die Kulturen nur einen Zellzuwachs um den Faktor 11, die
unbehandelten Kontrollkulturen erzielten dagegen einen Zuwachs um den Faktor 15 im
Vergleich zur Ausgangszellzahl (1x). Der stirkste Hemmeffekt wurde mit der
Konzentration von 10® M DHT erzielt. Die Zellzahl stieg unter diesen Kulturbedingungen
nur um den Faktor 5; im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle war die Proliferation
somit auf ungefdhr 30 % reduziert.

In weiteren Ansétzen wurde gepriift, ob die hemmende Wirkung von DHT durch E,
aufgehoben wird (19 B). Dieser Wachstumsversuch wurde in Medium mit 10 % Serum

durchgefiihrt, dessen Wachstumsfaktoren durch Aktivkohle-Behandlung entfernt waren.
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Abb. 19. Unterschiedliche Effekte von DHT, E, und Antiandrogenen auf das Wachstum

von MFM-223 Zellen. (A) Wachstumshemmung durch DHT in Medium mit
10 % Nativ-FCS. (B) Keine Stimulation des Wachstums durch 10® M E, und
wachstumshemmender Effekt von 10™° -10® M DHT in Medium mit 10° M E,
und 1 % Aktivkohle behandeltem FCS. (C) Steigerung der Proliferation durch
CPA in Medium mit 1 % Aktivkohle behandeltem FCS. (D) Antiproliferativer
Effekt von CAS in Medium mit 10 % Nativ-FCS. Die Zellkulturen wurden nach
einer Anwachsphase von 2 Tagen fiir die Dauer von 7 Tagen in den
angegebenen Konzentrationen mit den genannten Wirkstoffen behandelt. Die
Hohe der Sdulen entspricht dem jeweiligem Mittelwert (= SD) aus drei parallel
gefiihrten Kulturen. Die gefiillten Saulen zeigen die Zellzahlen der behandelten
Kulturen, die offenen Sdulen reprédsentieren das Wachstum der unbehandelten
Kulturen im Vergleich zur Zellzahl vor Beginn der experimentellen Inkubation

(1x).
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So war die Uberlagerung eines eventuell stimulierenden oder hemmenden Effektes auf die
Proliferation von MFM-223 Zellen durch niedermolekulare Wachstumsfaktoren des
Serums nicht mdglich. Bei alleinigem Zusatz von 10® M E, in Medium mit 1 %
Aktivkohle behandeltem Serum betrug der Zuwachs an MFM-223 Zellen 1.1x10° pro cm”
im Versuchszeitraum von 7 Tagen. Das entspricht einem Faktor von 7, verglichen mit der
Ausgangszellzahl von 1.5x 10* pro cm’ (1x). Die Kontrolle ohne Zusatz von E, erreichte im
gleichen Zeitraum der Inkubation eine Zellzahl von 1x10° pro cm?. Dies entspricht
ebenfalls einem Zuwachs um den Faktor 7, verglichen mit der Ausgangszellzahl. E, hat
somit auf das Wachstum von MFM-223 Zellen keinen EinfluB. Gleichzeitig wurde in
parallelen Versuchsansidtzen die Wirkung der Kombination von DHT mit E, auf das
Zellwachstum gepriift. Nach Zusatz von DHT und gleichzeitiger Gabe von 10° M E, war
im gepriften Konzentrationsbereich kein kompetitiver Effekt von E, auf die
Wachstumshemmung durch DHT zu erzielen. Bei alleiniger Gabe von DHT traten in
diesem Konzentrationsbereich vergleichbare Hemmeffekte auf (vergl. Teil A der Abb.
19). Somit ist die DHT Wirkung als unabhingig vom gleichzeitig eingesetzten E,
anzusehen. Die fehlende Wirkung von E, auf das Wachstum von MFM-223 Zellen kann
durch die geringe Menge an Ostrogen-Rezeptoren (8 fmol/mg Protein), im Vergleich zur
20-fach groBeren Menge an Androgen-Rezeptoren (160 fmol/mg Protein), erklért werden
(Hackenberg et al., 1990).

Zur Bestitigung der friiheren Beobachtungen tiber die proliferationsstimulierende
Wirkung des Antiandrogens CPA auf das Wachstum von MFM-223 Zellen (Hackenberg
et al., 1990) wurden die Zellen in Medium mit 1 % Aktivkohle behandeltem Serum und
verschiedenen Konzentrationen von CPA kultiviert (Abb. 19 C). In diesem Versuchsansatz
wurde mit 1 % Aktivkohle behandeltem Serum gearbeitet, da sonst die im Serum
enthaltenen Wachstumsfaktoren einen wachstumssteigernden Effekt von CPA iiberlagern
konnten. In den Ansétzen war nach der Anwachsphase von 2 Tagen eine Zellzahl von
1.5x10* pro cm® (1x) vorhanden, und nach 7-tigiger Inkubation in Medium mit 1 %
Aktivkohle behandeltem FCS ohne Zusatz von CPA ergab sich eine Zellzahl von 1x10°
cm® (7x). Dariiber hinaus war das Wachstum in Medium mit 10°-10° M CPA
konzentrationsabhingig gesteigert. Nach Zusatz von 10° M CPA in Medium mit 1 %

Aktivkohle behandeltem FCS erreichten die Kulturen eine Zellzahl von 3.4x10°/cm?,
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entsprechend einem Zuwachs um den Faktor 23 bezogen auf die Ausgangszellzahl (s.a.
Tab. 7 auf S. 67).

Zum Vergleich wurde in weiteren multiplen Versuchsansitzen die Wirkung des
nicht-steroidalen Antiandrogens CAS auf das Wachstum von MFM-223 Zellen gepriift
(Abb. 19 D). Die Wirkung von CAS auf das Wachstum dieser Mammakarzinomzellen ist
bisher nicht untersucht. Im Gegensatz zur wachstumssteigernden Wirkung des steroidalen
Antiandrogens CPA lieB sich die Proliferation durch CAS dosisabhidngig reduzieren. In
diesen Wachstumsversuchen wurde Medium mit 10 % Nativ-FCS verwendet, da eine
Hemmung des Zellwachstums unter reguldren Wachstumsbedingungen besser
nachzuweisen ist als unter reduzierten Serumbedingungen. Wihrend des Versuchs-
zeitraums von 7 Tagen war im Ansatz mit 10 % Nativ-FCS die Zellzahl der unbehandelten
Kontrollkulturen, bezogen auf die Ausgangszellzahl von 2.5x10* pro cm? um den Faktor
25 gestiegen. Bei der geringsten verwendeten Konzentration von 10° M CAS wurde eine
Zellzahl/cm® von 6.3x10° pro cm® erreicht, entsprechend einem Zellzuwachs um den
Faktor 23, im Vergleich zur Ausgangszellzahl (1x). Mit 10° M CAS wurde der stirkste
Hemmeffekt erzielt; die Zellzahl stieg unter dieser Behandlung nur um den Faktor 15.
Damit war das Wachstum der MFM-223 Zellen, im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle
durch 10° M CAS, auf nahezu 45 % reduziert.



Ergebnisse 64

3.4 p53 in MFM-223 Zellen

Das Wachstum der MFM-223 Mammakarzinomzellen war durch DHT negativ und durch
das steroidale Antiandrogen CPA positiv zu beeinflussen, wihrend das nicht-steroidale
Antiandrogen CAS ebenfalls antiproliferativ wirkte (vergl. Abb. 19, S. 61). Unter-
suchungen zur Regulation des p53 Gehalts, nach Manipulation des Zellwachstums durch
Androgene und Antiandrogene, hatten zuvor erwiesen, dal in LNCaP Prostatakarzinom-
zellen die Akkumulation von p53 mit Wachstumshemmung und reduzierter p53-Gehalt
mit Wachstumsstimulation assoziiert waren (vergl. Abb. 17, S. 56; s.a. Tab. 7, S. 67). In
Western-Blot Analysen wurde daher in vergleichender Weise gepriift, ob die p53
Expression bei MFM-223 Zellen in &dhnlicher Weise wie bei LNCaP Prostatakarzinom-

zellen mit dem Wachstum verknlipft ist.

MFM-223 M
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Abb. 20. Im Vergleich zu LNCaP Zellen (Abb. 16, S. 54) erhohter p53 Gehalt in MFM-
223 Zellen bei Wachstumsreduzierung nach 7-tdgiger Inkubation in Medium mit
1 % Aktivkohle behandeltem FCS® oder nach Zusatz von 107 M CAS in
Medium mit 10 % Nativ-FCS. Reduktion von p53 bei CPA-stimulierten Zellen.
Aufgetragen wurden jeweils 80 pg Gesamtprotein. Die Position von p53 ist
durch den Pfeil markiert.

Wie vermutet,,, ergab sich ein vermehrter Gehalt von p53 in MFM-223 Zellen nach
Wachstumsreduktion in Medium mit 1 % Aktivkohle behandeltem Serum (FCS®) im
Vergleich zu den Kontrollkulturen in 10 % Nativ-FCS (Abb. 20). Der p53 Gehalt war in
Zellen bei 1 % FCS etwa doppelt so hoch wie in Zellen, die in 10 % FCS gehalten wurden
(vergl. Abb. 19, S. 60). MFM-223 Zellen parallel gefiihrter Kulturen in Medium mit 1 %
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Aktivkohle behandeltem Serum wiesen unter Zusatz von 107 M CPA einen deutlich
geringeren p53 Gehalt auf, als die Kulturen in 1 % FCS®. Dementsprechend war das
Wachstum unter vergleichbaren Bedingungen in 107 M CPA in Bezug auf die Kontrolle
ohne Hormonzusatz um das dreifache gesteigert (vergl. Abb. 19 C, S. 61). Der p53 Gehalt
in MFM-223 Zellen, deren Wachstum durch CPA stimuliert wurde, war jedoch wesentlich
geringer als in Zellen, die unter reguldren Wachstumsbedingungen (10 % Nativ-FCS ohne
Hormonzusatz) maximale Wachstumraten zeigten. Offenbar ist die Assoziation von p53
Gehalt und Zellwachstum nicht verhdltnisgerecht umgekehrt proportional in diesen Zellen.
Dies wird auch deutlich in MFM-223 Zellen, deren Wachstum durch den Zusatz von 107
M DHT in Medium mit 10 % Nativ-FCS auf weniger als 50 % der Kontrolle vermindert
war (vergl. Abb. 19 A, S. 61), wihrend der p53 Gehalt kaum erhoht war, gegeniiber der
Kontrolle in 10 % Nativ-FCS. Moglicherweise ist bereits eine geringfiigige Erhohung des
p53 Spiegels ausreichend, um die beobachtete, mehr als 50%-ige Hemmung des
Wachstums durch 10® M DHT zu gewihrleisten. Dagegen war der p53 Gehalt von Zellen,
die in Medium mit 10 % Nativ-FCS und 10”7 M CAS kultiviert wurden, deutlich erhéht im
Vergleich zur Kontrolle in 10 % Nativ-FCS, obwohl das Wachstum in 107 M CAS nur
etwa um ca. 20 % reduziert war (vergl. Abb. 19 D, S. 61).

Zur Sicherung der beobachteten Wirkung von CAS wurde die Konzentrations-
abhéngigkeit der p53 Spiegel in Korrelation zum Wachstum tiberpriift (Abb. 21). In MFM-
223 Zellen, die mit 10°-10° M CAS in Medium mit 10 % Nativ-FCS behandelt wurden,
kam es zur unverhdltnismdBig starken konzentrationsabhidngigen Zunahme des p53
Gehalts. Dabei war z.B. die Proliferation durch 10° M CAS nur auf ca. 70 % gegeniiber
der Kontrolle gehemmt (vergl. Abb. 19 D, S. 61). Auch in diesem Experiment war
demnach die massive pS3 Erhohung unproportional zur relativ geringfligigen Hemmung
des Zellwachstums. Offenbar treibt der Einsatz von CAS bei MFM-223 Zellen die
Akkumulation von p53 wesentlich hoher, als dies der Wachstumshemmung entspricht. Die
fiir LNCaP Zellen beschriebene unproportionale Beziehung von Wachstums-hemmung und
p53 Anstieg ist bestitigt (Tab. 7, S. 67). Andererseits kam es bei LNCaP Zellen durch
Serum-Entzug zum vdélligen Stillstand der Proliferation, wahrend p53 nur miBig erhdht

war in den Western-Blots (vergl. Abb. 14, S. 51; Abb. 16, 17 u. 18, S. 54, 56 bzw. 58).



Ergebnisse 66

MFEFM-223 M
(kD)
o B |- 58
pS3 > - ﬂ“' 485
CAS —  — 10° 107 16°
%FCS 160 — 10 10 10
N FCS: — 1

Abb. 21. Konzentrationsabhingige Erhéhung des p53 Gehalts durch 10°-10° M CAS
nach 7-tdgiger Inkubation von MFM-223 Zellen in Medium mit 10 % Nativ-
FCS. Unbehandelte Kontrollen in 10 % Nativ-FCS oder 1 % FCS* (Aktivkohle
behandelt). Aufgetragen wurden jeweils 80 pg Gesamtprotein. Die Position von
p53 ist durch den Pfeil markiert.
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Tab. 7. Vergleich von p53 Akkumulation und Zellwachstum bei unterschiedlichen
Kulturbedingungen. Erhohter oder reduzierter pS3 Gehalt ist bezogen auf die
entsprechenden Kontrollkulturen in 10 % Nativ-FCS ohne Hormonzusatz. Als
1 % FCS wurde Aktivkohle behandeltes Serum verwendet. Die Effekte beziehen
sich auf Wirkstoff-Konzentrationen von jeweils 107 M, mit Ausnahme von
10® M DHT bei MFM-223 Zellen.

Zellinien p53 Gehalt Wachstum

pS53 Status FCS [10 % |1 %” |DHT [CPA [CAS |10 %1 %" |DHT |CPA |CAS
DU-145 ® 10%| ¥ | — | nd | nd | nd | A |— | nd | nd | nd
Mutation in
beiden Allelen |1 %" — | A | + + + | — | ¥ | + + +
LNCaP 10%| ¥ | — | nd | nd | nd | A |—| + | £ | ¥
stille Mutation

1% — | A 7 Vv | AN — [sTOP| A A 7

PC-3® 10%| @ | — | nd | nd | nd | A |— | nd | nd | nd
keine
Expression 1% — | @ %) %) g |— | ¥ t+ t+ +
MFM-223
AS-Austausch 0% ¥ | — nd | M N — | W nd 7
im Protein
eines Allels 1% — | A | nd | ¥ | nd |— | ¥ | nd | A | nd
A = Medium mit 1 % Aktivkohle behandeltem FCS
®  =kein Androgen-Rezeptor

nd = nicht durchgefiihrt

& = keine Expression
+ = unverandert (kein Effekt)
V  =reduziert

2 = gering erhoht
A =erhoht

AN = stark erhoht
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3.5 Sequenzanalysen des p53 Gens bei MFM-223 Zellen

Wie zuvor gezeigt, ist der p53 Gehalt in MFM-223 Zellen im Vergleich zu LNCaP Zellen
mit wt-p53 und regulédrem Turnover auch unter normalen Wachstumsbedingungen in 10 %
FCS deutlich erhoht (vergl. Abb. 20, S. 64 mit Abb. 16 u. 17, S. 54 bzw. 56). Von MFM-
223 Zellen ist der p53 Status nicht bekannt; die erhohte Anwesenheit von p53 in den
Western-Blot Analysen 146t jedoch eine Akkumulation und ein mutiertes p53 Gen
vermuten. Ein Gendosis-Effekt durch Vermehrung von Chromosom 17 (Polysomie 17)
kann auf Grund fritherer Untersuchungen ausgeschlossen werden (Hackenberg et al.,
1990). Es wurde daher eine Sequenzanalyse der sogenannten "Hot spots", entsprechend
den Exons 5-8 des p53 Gens, durchgefiihrt (Methode s. S. 31-39). Die Sequenzdaten
wurden mit der wt-Sequenz des p53 Gens verglichen, und in Exon 5 des p53 Gens lie3 sich
nach Amplifikation mit den Antisense-Primern, wie auch mit den Sense-Primern, eine
Punktmutation in Exon 5 nachweisen. Es handelt sich um einen Austausch der Base
Adenin gegen Guanin. Infolgedessen dndert sich die Kodierung des Basentripletts an der
Stelle 132 der Aminosédure-Sequenz von AAG fiir Lysin zu AGG fiir Arginin. Beide
Aminosduren besitzen basische polare Seitenketten und &dhneln sich daher in ihren
physikalischen Eigenschaften. Die von Exon 5 kodierten Aminosduren sind Teil der
"Core—Doméne" von p53, die an DNA bindet.

Wegen der relativ moderaten p53 Akkumulation im Vergleich zu DU-145 Zellen wird
vermutet, dal in MFM-223 Zellen nur ein Allel von der Mutation betroffen ist. Es ergaben

sich in der Sequenzierung keine Hinweise fiir Mutationen in den Exons 6-8.

R
13051 Mutation = AGG 13100
ACAGTACTCC CCTGCCCTCA ACAAGATGTT TTGCCAACTG GCCAAGACCT

Q Y S P A L N K M F C Q L A K T
125 130 132 136 140

Abb. 22 . Punktmutation (Transition) des Nukleotids 13074 mit einem Austausch von
Adenin gegen Guanin. Das mutierte Basentriplett 132 kodiert fiir Arginin (R)
und ersetzt Lysin (K) der wt-Sequenz. Dargestellt ist die p53 Sequenz von
Aminosdure 13051-13100 des Exons 5. AuBerdem sind die benachbarten
Aminosduren 125-140 gezeigt. Das von der Mutation betroffene Triplett ist
hervorgehoben und unterstrichen.
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3.6 Expression von p53-regulierten Proteinen

3.6.1 MDM 2

Die Regulation von Zellzyklus und Apoptose erfolgt durch p53 iiber eine Reihe
nachgeordneter Proteine (vergl. Abb. 3, S. 6; Abb. 5, S. 12), von denen zunédchst das fiir
Metabolisierung und Degradation von p53 verantwortliche Protein MDM?2 untersucht
wurde. Die Transkription des Proteins MDM2 wird, wie in der Einleitung beschrieben,
durch p53 induziert. Aus den vorangegangenen Western-Blot Analysen (vergl. Tab.7, S.
67) geht hervor, dall der p53 Gehalt in den Prostatakarzinomzellen DU-145 und LNCaP
sowie bei MFM-223 Mammakarzinomzellen, bei Wachstum reduziert und im Zustand der
Wachstumshemmung erhoht ist. Wegen der unterschiedlichen Regulation der wachstums-
assoziierten p53 Spiegel durch endokrine Faktoren oder Serum-Konzentrationen, war zu
erwarten, daf3 sich die MDM2 Expression in LNCaP Zellen mit wt-p53 anders verhilt, als
bei Zellen der Linien DU-145 und MFM-223 mit mutiertem p53.

DU-145 LNCaP M
(kD)

MDM2 = = - = . — 116

% FCS 0.1 10* 10 0.1 10 10

48.5

Abb. 23. MDM2 Gehalt in Zellen der Linien DU-145 und LNCaP nach Behandlung durch
Serumentzug (0.1 % FCS), Restimulation mit 10 % FCS (10*) oder in
Wachstumsmedium (10 % FCS). Keine deutliche Anderung der MDM2 Menge in
DU-145 Zellen in Abhéngigkeit vom Wachstumszustand. Erhohter Gehalt an
MDM2 Protein in arretierten (0.1 % FCS) bzw. nahezu kein MDM2 in
proliferierenden LNCaP Zellen. Die Gesamtinkubationszeit war 7 Tage bei der
Zellinie DU-145, bei LNCaP Zellen 10 Tage. Restimulation (10*) des
Zellwachstums durch die Gabe von Wachstumsmedium mit 10 % FCS erfolgte
jeweils nach 4 Tagen der Inkubation. Es wurden jeweils 80 pg Gesamtprotein
eingesetzt. Das MDM2 Signal ist durch den Pfeil angezeigt.
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In DU-145 Zellen war keine deutliche Anderung des MDM2 Gehalts in
Abhiéngigkeit vom Wachstumszustand der Zellen zu beobachten (Abb. 23), obwohl p53
nach Serumreduktion sehr stark akkumuliert war (vergl. Abb. 16, S. 54; Tab. 7, S. 67).
Offenbar kann p53 in DU-145 Zellen die Transkription von MDM?2 infolge von
mutationsbedingter Konformationsédnderungen des Proteins nicht mehr induzieren. Eine
Hochregulierung des MDM2 Proteins zeigte sich eindeutig bei LNCaP Zellen, in denen der
p53 Gehalt bei Wachstumsarrest durch Serumentzug angestiegen war. Im Vergleich dazu
war in restimulierten LNCaP Zellen der MDM?2 Gehalt in dhnlicher Weise wie zuvor bei
p53 beobachtet ungefiahr auf die Hélfte reduziert. Die geringste MDM?2 Menge wurde in
LNCaP Kontrollzellkulturen sichtbar, die sich unter reguldren Wachstumsbedingungen in
10 % Nativ-FCS befanden. Damit korreliert der MDM2 Gehalt der jeweiligen LNCaP
Kulturen in etwa proportional mit den zuvor nachgewiesenen Verdnderungen der p53
Menge. MDM2 Protein wird in LNCaP Zellen somit in Abhéngigkeit vom
Wachstumszustand durch p53 reguliert. Anhand der Aminosédureabfolge von MDM2 148t
sich ein relatives Molekulargewicht von 54 kD ableiten. Im SDS-PAA-Gel zeigt MDM2
Protein jedoch ein verdndertes Laufverhalten. Die Bande erscheint bei ca. 90 kD (Momand
at al. 1992; Oliner et al. 1992; Barak, et al., 1993; Leach et al. 1993).

Es ist denkbar, daB3 gerade das Ausbleiben der Induktion von MDM2 Protein bei DU-
145 Zellen die starke Akkumulation des p53 verursacht (vergl. Abb. 16, S. 54), denn ohne
ausreichende Menge an MDM2 Protein kann p53 dem Turnover nicht mehr zugefiihrt
werden. Wie schon in vorangegangenen Versuchen bei der Detektion von p53 gezeigt
wurde (vergl. Abb. 17 u. 18, S. 56 bzw. 58), erkannte der Antikorper fiir MDM2 (MDM?2
Ab-1, Oncogene), auler dem MDM2 Protein, eine Reihe weiterer Proteine mit geringeren
Molekulargewichten, von denen einige regulierbar waren durch die unterschiedlichen
Wachstumsbedingungen. Der Antikorper fir das MDM2 Protein (MDM2 Ab-1,
Oncogene) war offenbar in der Lage, ebenfalls p53 zu erkennen, denn es zeigten sich in
den Extrakten von DU-145 Zellen jeweils zwei starke Banden bei 45 bzw. 50 kD, von
denen die 50 kD Bande nach Wachstumshemmung der Zellen in 0.1 % FCS stéirker
ausgepragt war. Dies wurde in vergleichbarer Weise bereits bei Einsatz von anti-p53 (p53
Ab-2, Oncogene) beobachtet (vergl. Abb. 16, S. 54). Zusitzlich fand sich eine kleinere
Bande von ca. 53 kD, die in DU-145 Zellen bei Wachstumshemmung nicht regulierbar
war. Nach Inkubation in 0.1 % FCS war p53 in Extrakten aus LNCaP Zellen sichtbar; bei
wachsenden LNCaP Zellen kam es zur Down-Regulation der durch anti-MDM2 erkannten

53 kD Bande. Das entsprechende Protein wird offenbar in der gleichen Weise wie p53
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reguliert und ist somit moglicherweise p53, das mit anti-p53 (p53 Ab-2; Oncogene)
detektiert wurde (vergl. Abb. 16, S. 54). Die Darstellung der beiden Proteine von 45 und
50 kD durch anti-p53 (p53 Ab-2, Oncogene) und anti-MDM2 (MDM2 Ab-1; Oncogene)
erfolgte spezifisch nur in Extrakten aus DU-145 Zellen und nicht bei Proteinen aus den
iibrigen untersuchten Zellinien. Offenbar erkannte der Antikorper gegen MDM2 die
Proteine mit 45 bzw. 50 kD, von denen nur p50 geringfiigig reguliert ist. Diese Proteine
werden moglicherweise auch von anti-p53 (p53 Ab-2; Oncogene) detektiert (vergl. Abb.
16, S. 54), sind jedoch im Western-Blot unterscheidbar von p53, denn das von anti-MDM?2
(MDM2 Ab-1; Oncogene) in LNCaP Zellen erkannte p53 wird reguliert durch
Serumentzug, ebenso wie die immunzytochemisch durch anti-p53 (p53 Ab-2; Oncogene)
bei Serumentzug dargestellte Akkumulation von p53 in DU-145 Zellen (vergl. Abb. 15, S.
52). In PC-3 Zellen war keine Expression von MDM?2 nachweisbar (nicht gezeigt in Abb.
23), dies beruht offenbar auf der volligen Abwesenheit von p53, so daB keine Induktion der
Transkription des Gens fiir MDM2 stattfinden kann.

In den eingangs durchgefiihrten Untersuchungen an LNCaP Zellen war sowohl das
Wachstum, als auch der p53 Gehalt durch DHT oder CPA regulierbar (vergl. Tab. 7, S.
67). In diesen Versuchen wurde eine Wachstumsstimulation durch DHT oder CPA
bewirkt, wihrend der p53 Gehalt reduziert war, im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle.
Dagegen wiesen LNCaP Zellen, deren Wachstum durch Kultivation mit CAS gehemmt
war, erhohte p53 Spiegel auf. Daher wurde in weiteren Western-Blot Analysen die MDM?2
Expression nach Kultivierung von LNCaP Zellen in Medium mit 1 % Aktivkohle-
behandeltem Serum und Zusatz von DHT oder der Antiandrogene CPA und CAS gepriift
(Abb. 24). Als Kontrolle wurden Extrakte aus DU-145 Zellen und PC-3 Zellen mitgefiihrt,
deren Wachstum auf Grund des fehlenden Androgen-Rezeptors durch Androgene oder
Antiandrogene nicht zu beeinflussen war.

In DU-145 Zellextrakten lie sich in diesem Versuch kein MDM2 Signal
detektieren (Abb. 24). Dies bestitigt die oben gemachte Vermutung, dal zwar eine
massive p53 Akkumulation bei Wachstumsreduktion gefunden wird, dafl auf Grund der
vorhandenen p53 Mutation jedoch die Funktion zur Induktion von MDM2 verloren
gegangen ist. Dagegen konnte MDM2 Protein in Zellen der Linie LNCaP nach
Behandlung mit 107 M CAS eindeutig nachgewiesen werden, wihrend p53 leicht erhoht
war (vergl. Abb. 17, S. 56), und ein volliger Arrest des Zellwachstums eingetreten war
(vergl. Abb. 14, S. 51). Demgegeniiber war in proliferierenden LNCaP Zellen, die mit 10”

M DHT oder CPA kultiviert waren, sowie in unbehandelten Kontrollzellen (ohne
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Hormonzusatz) kein MDM?2 Protein nachweisbar. Somit war bei gering vermehrtem p53
Gehalt nur in LNCaP Zellen, deren Wachstum durch CAS auf ca. 70 % gehemmt war,
MDM2 Expression nachweisbar. Offenbar besitzt CAS eine besondere Féhigkeit zur
Erhéhung von MDM2 Protein in diesen Zellen. Es erscheint merkwiirdig, da3 in LNCaP
Zellen bei kompletter Wachstumshemmung in 1 % FCS keine MDM2 Expression
gefunden wurde, dagegen sehr wohl bei zusétzlicher Gabe von CAS. Offenbar stellt bei
Wachstumsarrest durch Serum-Reduktion die Anwesenheit des antiandrogenen CAS eine
zusétzliche Noxe dar, die zur Akkumulation von MDM2 Protein fiihrt. In PC-3 Zellen war

infolge der volligen Abwesenheit von p53 kein MDM2 Protein nachzuweisen.

DU-145 LNCaP PC-3
0 DHT CAS CPA 0 DHT CAS CPA ( DHT CAS CPA

Abb. 24. Anwesenheit von MDM2 Protein in LNCaP Zellen, nach partieller
Wachstumshemmung durch 107 M CAS in Medium mit 1 % Aktivkohle
behandeltem FCS fiir 10 Tage. Keine Expression nach 10 Tagen Inkubation
von LNCaP Zellen bei Zusatz von 10”7 M DHT, CPA oder in Kontrollkulturen
(ohne Zusatz von Androgen oder Antiandrogen) bei kompletter Wachstums-
hemmung durch 1 % FCS” sowie in DU-145 und PC-3 Zellen. Von DU-145
und PC-3 Zellextrakten wurden jeweils 40 pg, von LNCaP Zellextrakt wurde
80 ng Gesamtprotein eingesetzt.
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Zur Absicherung der Anwesenheit von MDM?2 Protein in wachstumsgehemmten
LNCaP Zellen sollte die Konzentrationsabhingigkeit der MDM2 Expression nach
Behandlung mit dem Antiandrogen CAS untersucht werden (Abb. 25). Im Protein der
Kontrollzellen war MDM2 unter reguldren Wachstumsbedingungen in Medium mit 10 %
Nativ-FCS nur in duflerst geringer Menge nachzuweisen. Bei Zellen, die unter reduzierten
Wachstumsbedingungen in Medium mit 1 % Aktivkohle behandeltem Serum wuchsen,
war dagegen der MDM?2 Gehalt erhoht, ebensowie bei LNCaP Zellen in zunehmenden
Konzentrationen von CAS (10%-10° M), deren Konzentrationsabhingigkeit von CAS
wegen mangelnder Qualitit des Blots nicht deutlich wird. Im Gegensatz zu dem zuvor in
Abb. 24, S. 72 dargestellten Versuch waren in diesen Extrakten Proteine enthalten, die
ebenfalls von dem verwendeten Detektionssystem erkannt wurden, deren Menge jedoch
durch die Variation der Wachstumsbedingungen nicht reguliert wurde, und die somit als

unspezifisch anzusehen sind.

(kD)
116

84

58
48.5

36.5

CAS
%FCS
%FCS? = 1 I

Abb.25. MDM2 Protein in LNCaP Zellen in Anwesenheit von verschiedenen
Konzentrationen des Antiandrogens CAS im Vergleich zur Kontrolle ohne
Wirkstoff-Zusatz (Medium mit 1 % Aktivkohle behandeltem FCS®). Dem-
gegeniiber geringe Expression in Zellen, die in Wachstumsmedium wuchsen
(10 % Nativ-FCS). Die Zellen wurden jeweils fiir 10 Tage inkubiert. In jeder
Spur wurden 80 pg Gesamtprotein aufgetragen. Das MDM2 Signal ist durch
den Pfeil markiert.
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In &hnlicher Weise, liel sich bei MFM-223 Mammakarzinomzellen der MDM?2
Gehalt, jedoch mit erheblich besserer Auflosung als bei LNCaP Zellen darstellen (Abb.
26). Das Wachstum von MFM-223 Zellen wurde nach Zusatz von 107 M des nicht-
steroidalen Antiandrogens CAS auf ca. 75 % der Kontrolle reduziert (vergl. Abb. 19 D, S.
61). Der Gehalt an p53 war unter diesen Bedingungen in MFM-223 Zellen
iiberproportional vermehrt (vergl. Abb. 20, S. 64 u. 21, S. 66). Verglichen mit der relativ
moderaten Wachstumshemmung durch CAS, war dagegen der MDM?2 Gehalt nicht mehr
erhéht, als bei Hemmung des MFM-223 Zellwachstums durch 10° M DHT auf ca. 33 %
(vergl. Abb. 19 A, S. 61). Offenbar war das akkumulierte p53 nicht in der Lage, eine
wesentliche Steigerung der MDM?2 Expression zu bewirken; dies ist moglicherweise auf
die oben gezeigte Punktmutation in Exon 5 des p53 Gens zuriickzufiihren (vergl. Abb. 22,
S. 68). Somit darf angenommen werden, dal CAS selektiv eine Erhéhung von p53
bewirkt, nicht jedoch eine vergleichbare Steigerung des MDM2 Gehalts der MFM-223
Zellen. Die Expression von MDM2 Protein war jedoch erniedrigt in MFM-223 Zellen,
deren Wachstum in 1 % FCS durch 107 M CPA um den Faktor 3 gesteigert wurde (vergl.
Abb. 19 C, S. 61). Dies steht im Einklang mit der Reduktion des p53 in CPA-stimulierten
MFM-223 Zellen (vergl. Abb. 20, S. 64). Der Antikorper gegen MDM?2 Protein (MDM?2
Ab-1, Oncogene) erkennt offenbar spezifisch im Extrakt von MFM-223 Zellen Proteine
der GroBle 55-75 kD, die jedoch nicht durch die Inkubationsbedingungen regulierbar sind.

MFM-223 M
(kd)
— 1106
MDM2 —=>» o e o
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Abb. 26. Vermehrte Anwesenheit von MDM2 Protein in MFM-223 Zellen, die fiir 7
Tage in Medium mit 10 % Nativ-FCS und wachstumshemmenden 10® M
DHT, 107 M CAS oder in Medium mit 1 % Aktivkohle behandeltem Serum
(FCS™ kultiviert wurden. Dagegen geringe Expression in Zellen, die in
Medium mit 1 % Aktivkohle behandeltem Serum und Zusatz von
wachstumstimulierenden 107 M CPA oder in 10 % Nativ-FCS (ohne Zusatz
von Androgen oder Antiandrogenen) wuchsen. Es wurden jeweils 80 pg
Gesamtprotein eingesetzt. Das MDM?2 Signal ist durch den Pfeil markiert.
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Auch durch Erhéhung der Konzentration von CAS bis zu 10° M (Abb. 27) lieB sich
die Menge an MDM2 Protein in MFM-223 Zellen nicht in dem Ausmal steigern wie die
p53 Akumulation. Offenbar ist der Umsatz von p53 in MFM-223 Zellen in weitaus
starkerem Umfang durch CAS inhibiert als durch DHT (vergl. Abb. 20, S. 64). Somit steht
auch in diesem Experiment mit MFM-223 Zellen die aullerordentlich hohe Menge an p53
nach Inhibition der Proliferation mit CAS nicht im proportionalen Verhiltnis zur
moderaten Erh6hung von MDM2 Protein, so dall die Annahme bestdtigt wird, daB3 ein Teil
der p53 Molekiile auf Grund der mutationsbedingten Konformationséinderung nicht zur
Induktion von MDM2 Protein befdhigt ist. Dieser Befund steht im Gegensatz zu den
Ergebnissen mit LNCaP Zellen, in denen die Erhéhung des p53 durch CAS von einer
deutlichen Zunahme der MDM-2 Expression begleitet war (vergl. Abb. 24, S. 72). Im
Vergleich zur Kontrollkultur in 10 % Nativ-FCS fand sich eine Hemmung der
Zellproliferation durch CAS im Dosisbereich von 10° M (um ca. 14 %) bis 10° M (32 %)
(vergl. Abb. 19 D, S. 61) mit einer Vermehrung von MDM2 Protein verbunden. Nach
Inkubation der Zellen mit 10° M CAS (entsprechend einer Reduktion der Proliferation auf
ca. 60 %) war keine weitere Steigerung der MDM2 Expression zu beobachten, so daf ein
maximaler Effekt bei 10° M Konzentration von CAS anzunehmen ist. Somit darf
angenommen werden, dal CAS selektiv eine Erhohung von p53 bewirkt (vergl. Abb. 21,
S. 66), nicht jedoch eine zusétzliche Steigerung des MDM?2 Gehalts in MFM-223 Zellen.
In der gleichen Weise wie im zuvor dargestellten Experiment wurden Proteine vom
verwendeten Antikorper (MDM2 Ab-1, Oncogene) im GroBenbereich von 50-75 kD
erkannt, deren Menge nicht durch CAS regulierbar war (vergl. Abb. 26, S. 74).

MFEM-223 M
(kD)

MDM2 => — 86

CAS (M) — 19" 0% 10 16°

Abb. 27. Variation der MDM2 Expression in MFM-223 Zellen in Abhéngigkeit von
der Konzentration des Antiandrogens CAS in Medium mit 10 % Nativ-FCS
im Vergleich zur Kontrolle ohne Hormonzusatz (erste Spur). In jeder Spur
wurden 80 pg Gesamtprotein aufgetragen. Das MDM2 Signal ist durch den
Pfeil markiert.
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3.6.2 p21 (WAF1)

Ein wichtiger negativer Regulator des Zellzyklus und damit der Proliferation ist das p21/
WAF1 Protein (vergl. Abb. 3, S. 6). Die Transkription des p21 Inhibitors von Zyklin-
Kinase-Komplexen wird in Stress-Situationen bei normalen Zellen u.a. auch durch p53
induziert (Cordon-Cardo, 1995). Eine vermehrte Expression von p21 kann, wie in der
Einleitung beschrieben, einen Gl-Arrest und damit eine Hemmung des Zellzyklus zur
Folge haben. Fiir die Untersuchung der p21 Expression wurden die Karzinomzellkulturen
durch den Entzug von Serum-Wachstumsfaktoren oder durch die Kultivation in Medium
mit DHT bzw. CAS im Wachstum gehemmt (vergl. Abb. 10, 11 u. 19, S. 41, 44 bzw. 61).
Bei Wachstumshemmung in jeweils unterschiedlichem Ausmal zeigte sich vermehrt p53
und eine erhdhte Expression von MDM?2 Protein in LNCaP und MFM-223 Zellen. Obwohl
der p53 Gehalt in DU-145 Zellen zunahm (Abb. 15, S. 52 u. Abb. 16, S. 54), war keine
Expression von MDM2 in DU-145 Zellen zu sehen (Abb. 17 u. 20, S. 56 bzw. 64). Da p53
die Expression von p21 hochregulieren kann, wire bei Wachstumshemmung eine
vermehrte p21 Expression zu erwarten.

Wie Abb. 28 erkennen 14Bt, weisen LNCaP Zellen bei komplettem Wachstums-
stillstand durch Serumentzug (0.1 % FCS) einen erhohten p21 Gehalt auf. Im Vergleich
dazu war der p21 Gehalt in LNCaP Zellen nach Restimulation des Zellwachstums durch
erneute Zufuhr von Serum und nach fortlaufender 10-tigiger Kultivation in
Wachstumsmedium (10 % FCS) gleich grof8. Demnach ist p21 nach der Restimulation fiir
2 Tage offenbar bereits wieder auf den Level von reguldr wachsenden LNCaP Zellen
herunterreguliert. Dies zeigt offenbar einen reguldren Turnover des p21 an und entspricht
somit dem Abfall des wt-p53 Spiegels unter diesen Bedingungen (vergl. Abb. 16, S. 54).
Auffallend ist der relativ moderate Anstieg von p21 und p53 in der Situation des
kompletten Stillstands der Proliferation der LNCaP Zellen. In den Prostatakarzinomzellen
DU-145 und PC-3 wurde kein p21 Signal detektiert. Offenbar wird p21 in diesen Zellen
nicht exprimiert, da in beiden Zellinien das intakte p53 fehlt. In DU-145 Zellen wird bei
Wachstumshemmung vermehrt p53 akkumuliert, das Protein ist jedoch derart mutiert, daf3
die Induktion des nachgeordneten p21 ausfillt, ebenso wie zuvor gezeigt, die Induktion
von MDM2 Protein (vergl. Abb. 23, S. 69). Eine Regulation von p21 durch p53 ist in PC-
3 Zellen nicht moglich, da diese kein p53 exprimieren. Die Wachstumsretardierung muf}
also in DU-145 und PC-3 Zellen auf andere Weise reguliert werden als durch p21. Als
Kontrolle fiir die Detektion von p21 im Western-Blot wurden Zellextrakte der

Mammakarzinomlinie MCF-7 mitgefiihrt. Die Zellen wurden 5 Tage mit 4 ng/ml des
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Zytostatikums Epirubicin in Medium mit 10 % Nativ-FCS kultiviert. Diese Behandlung

fiihrte zur Hochregulierung des p21 Proteins im Vergleich zu den unbehandelten Kulturen

(in 10 % Nativ-FCS ohne Zytostatikum). Demnach wurde auch in wachsenden MCF-7

Zellen durchaus p21 exprimiert, in dhnlicher Weise wie bei LNCaP Zellen. Die in einem

Extrakt aus MCF-7 Zellen detektierten Signale wurden zur Identifizierung der p21 Bande

auch bei den weiteren Untersuchungen verwendet.

DU-145 LNCaP PC-3 MCF-7

p21 2 ‘ L T "". § —18

%FCS 0.1 10 10 0.1 10* 10 0.1 10* 10 10 10

EPI

Abb. 28.
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Erhohte Expression von p21/WAF1 in wachstumsarretierten LNCaP Zellen
nach Serumentzug (0.1 %). Geringere Expression von p21 bei wachsenden (10
% FCS) oder bei restimulierten Zellen (10*). Keine Detektion von p21 in DU-
145 und PC-3 Zellen. Unter den jeweils angegebenen Kulturbedingungen
betrug die Inkubationsdauer 10 Tage bei LNCaP Zellen und 7 Tage bei DU-
145 und PC-3 Zellkulturen. Restimulation des Zellwachstums erfolgte nach 4-
tagiger Inkubation in 0.1 % Serum durch 2-tdgige Inkubation in Wachstums-
medium mit 10 % Nativ-FCS. Als Kontrolle wurde Proteinextrakt aus MCF-7
Zellen anlysiert und zeigte vermehrte Expression von p21 nach 5-tdgiger
Kultivation und Wachstumshemmung in Medium mit 4 ng/ml Epirubicin
(EPI). Aufgetragen wurden jeweils 80 pg Gesamtprotein. Das apparente
Molekulargewicht liegt bei 21 kD (Xiong et al., 1992). Der Pfeil markiert das
p21 Signal.
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Der wachstumsstimulierende Zusatz von 107 M CPA war in LNCaP Zellen mit der
Reduktion des p21 Gehalts assoziiert, wihrend DHT eher eine Erhohung des p21 Gehalts
bewirkte (Abb. 29). Dies steht im Gegensatz zur Beobachtung, dal beide endokrine
Faktoren das Wachstum von LNCaP Zellen steigerten (vergl. Abb. 10 A u. B, S. 41), und
der p53 Spiegel sowie der MDM?2 Gehalt relativ niedrig waren (Abb. 17, S. 56 u. Abb. 25,
S. 74, vergl. Tab. 7, S. 67). In LNCaP Zellen, deren Wachstum durch CAS gehemmt war,
zeigte sich eine deutliche Erhohung von p21. Entsprechend war p53 sowie das MDM2
Protein erhoht (vergl. Tab. 7, S. 67). Die Ergebnisse lassen den Schlufl zu, daf
tiberraschenderweise die DHT-induzierte erhohte Expression von p21 in LNCaP Zellen mit
der Wachstumssteigerung gekoppelt war. Die stimulierende Wirkung von DHT ist
demnach nicht durch Reduktion von p21 hervorgerufen und mull zunédchst ungeklért
bleiben. Die Wachstumshemmung durch CAS bei LNCaP Zellen und durch Epirubicin bei
MCF-7 Zellen ist dagegen im Einklang mit der vermehrten Anwesenheit des p21 und
dessen bremsender Wirkung auf den Zellzyklus.

In DU-145 und PC-3 Zellen konnte erneut kein p21 in den Western-Blot Analysen
nachgewiesen werden (nicht gezeigt). In Ubereinstimmung mit den vorherigen Unter-
suchungen ist offenbar bei fehlendem p53 in PC-3 Zellen keine Expression von p21
moglich, so daBl die Hemmung des Wachstums durch Serumentzug bei diesen Zellen auf
andere Weise als iiber die Erhéhung der p21 Expression erfolgen muB}. In diesem
Experiment wurden eine Reihe weiterer Proteine mit hdéherem apparentem
Molekulargewichten vom Antikorper (Anti-human p21, Pharmingen) gegen p21 erkannt,
die mit einer Ausnahme nicht regulierbar waren; lediglich ein Protein von ca. 32 kD war in
LNCaP Zellen durch DHT oder CPA down-reguliert, ebenso wie in MCF-7 Zellen durch

Epirubicin.
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Abb. 29.
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Vermehrter p21 Gehalt bei Wachstumshemmung von LNCaP Zellen nach 10-
tagiger Behandlung mit 107 M CAS gegeniiber Kulturen, deren Wachstum
durch 107 M DHT oder CPA stimulierbar war. Die Versuche wurden in 1 %
Aktivkohle behandeltem Serum (FCS®) durchgefiihrt. Erhohte p21 Expres-
sion in der Kontrolle (ohne Wirkstoffzusatz) im Vergleich zu Zellen in 10 %
FCS. Erhohte Expression von p21 in MCF-7 Zellen nach Behandlung mit
dem Zytostatikum Epirubicin (EPI) und nach Inkubation von LNCaP Zellen
mit DHT. Im Vergleich dazu keine Expression in MCF-7 Zellen, die ohne
Zytostatikum in 10 % Nativ-FCS kultiviert wurden. Die Zellextrakte der
Linie MCF-7 wurden als Kontrolle fiir die Detektion von p21 mitgefiihrt. Es
wurden 40 pg Gesamtprotein aus MCF-7 Zellen und 80 pg Gesamtprotein
aus LNCaP Zellen aufgetragen.

Zur Absicherung der Wirkung von CAS wurde der p21 Gehalt von LNCaP Zellen

untersucht, die mit verschiedenen Konzentrationen des Antiandrogens behandelt waren

(Abb. 30). Das Resultat zeigt eindeutig die Hochregulierung von p21 durch 10~ und 10

M CAS, die eine starke Hemmung des Zellwachstums in 1 % FCS auf weniger als 20 %
bzw. 40 % der Kontrolle bewirkten (vergl. Abb. 11, S. 44), in dhnlicher Weise wie der

Effekt von Epirubicin bei MCF-7 Zellen. Im Vergleich mit der Hochregulierung von p21

in Epirubicin behandelten MCF-7 Zellen ist jedoch die Menge von p21 nur moderat durch

CAS gesteigert. Das Experiment wurde in 1 % FCS durchgefiihrt, da sich bei Serum-

Reduktion der stirkste Effekt von CAS in der Hochregulierung von p53 gezeigt hatte

(vergl. Tab. 7, S. 67). Die p21 Menge sinkt in dieser Untersuchung mit der Abnahme der
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CAS Konzentration, und in Relation zur abnehmenden Wachstumshemmung (vergl. Abb.

11 B, S. 44). Die vom Antikorper (Anti-human p21, Pharmingen) bei Extrakten von

LNCaP Zellen erkannten Proteine mit niedrigeren Molekulargewichten (vergl. Abb. 29, S.

79) waren in diesem Versuch nicht detektierbar. Zuvor waren sie zwar auch bei MCF-7

Zellen zu beobachten. Sie waren jedoch mit Epirubicin nicht regulierbar und wurden daher

als unspezifisch angesehen.

Abb. 30.
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Vermehrung des p21 Gehalts bei wachstumshemmenden Konzentrationen von
CAS (10° M-10® M) bei LNCaP Zellen im Vergleich zur Kontrolle ohne
Hormonzusatz (Medium mit 1 % Aktivkohle behandeltem FCS). Deutlich
erhohte p21 Menge in den als Kontrolle eingesetzten MCF-7 Zellen, die mit
dem Zytostatikum Epirubicin (EPI) behandelt wurden. Dagegen geringere
Expression in MCF-7 Zellen, die ohne Zytostatikum (10 % Nativ-Serum)
kultiviert wurden. Es wurden 40 pg Gesamtprotein der Linie MCF-7 und 80 pg
Gesamtprotein von LNCaP Zellextrakten aufgetragen. In den beiden duBeren
rechten Spuren ist weniger Protein eingesetzt worden, so daf} die
entsprechenden Signale quantitativ nicht auszuwerten sind. Das p21 Signal ist
durch den Pfeil markiert.
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Bei MFM-223 Zellen lie sich das Wachstum durch DHT oder CAS reduzieren
(vergl. Tab. 7, S. 67), dementsprechend war p21 erhoht (Abb. 31). Durch Serum-Entzug
konnte kein Anstieg von p21 gezeigt werden, wihrend in den zur Kontrolle mitgefiihrten
MCEF-7 Zellen bei Wachstumshemmung durch Epirubicin, wie in den vorher gezeigten
Versuchen, ein deutlicher Anstieg von p21 eintrat (vergl. Abb. 28, 29 bzw. Abb. 30, S. 77,
79 bzw. 80).
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Abb. 31. Erhohung des p21 Gehalts in MFM-223 Zellen bei Hemmung des Wachstums
durch den Zusatz von DHT oder CAS. Die Zellen wurden fiir 7 Tage in Medium
mit 10 % Nativ-FCS und DHT oder CAS kultiviert. Geringe p21 Expression in
Kulturen, die mit 1 % Aktivkohle behandeltem Serum (FCS®) und 107 M CPA
behandelt wurden. Als Kontrolle fiir das p21 Signal wurde MCF-7 Extrakt
eingesetzt aus Zellen, die mit dem Zytostatikum Epirubicin (EPI) behandelt
waren. In diesen Zellen war die p21 Expression erhoht im Vergleich zu MCF-7
Zellen, die ohne EPI kultiviert wurden. Aufgetragen wurden jeweils 80 ug
Gesamtprotein. Die Position von p21 ist durch den Pfeil markiert.
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Das Fehlen des p21 Anstiegs nach Serum-Entzug war auch im folgenden Experiment
mit MFM-223 Zellen auffillig, in dem die Konzentrationen von CAS variiert wurden
(Abb. 32). In den zugehorigen Kontrollansdtzen mit verschiedenen Serumkonzentrationen
war keine p21 Expression nachweisbar, obwohl die zweifache Menge Protein als von
MCF-7 Zellextrakten fiir die Gel-Elektrophorese verwendet wurde. Dagegen war mit
Zunahme der Wachstumshemmung bei steigender Dosierung von CAS eine vermehrte
Expression von p21 sichtbar. Im Extrakt aus MCF-7 Kontrollzellkulturen war p21 deutlich
nachweisbar, und bei Wachstumshemmung durch Epirubicin kam es zur vermehrten
Expression von p2l. Aus diesen Ergebnissen kann geschlossen werden, da3 die
Hochregulierung von p21 in MFM-223 Zellen durch Serum-Entzug nicht deutlich
nachweisbar ist, und dafl die Hemmung des Zellwachstums durch CAS jedoch in 1 % FCS
zuverldssig mit dem Anstieg von p21 assoziiert ist.

Die Erhohung der p21 Menge in MFM-223 Zellen entsprach jedoch nicht der starken
p53 Akkumulation nach der Behandlung mit CAS (vergl. Abb. 21, S. 66), obwohl p21
durch p53 induziert werden kann. Daher ist dieses Ergebnis ein weiterer Hinweis darauf,
dafl ein Teil der p53 Molekiile auf Grund einer mutationsbedingten Konformations-

anderung offenbar nicht zur reguldren Induktion von p21 beféhigt ist.

MCEFE-7 MFM-223
A A EEa (k)
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— 31.8
p21 = e
: =18
CAS (M) -l T 160 10—
EPI = I - . 0]
%FCS 10 10 10 10 10—
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Abb. 32. Steigerung des p2l1 Gehalts bei MFM-223 Zellen nach Inkubation mit
zunehmenden Konzentrationen von CAS, die zur Wachstumshemmung fiihren.
Abwesenheit von p21 bei Reduktion des Zellwachstums durch Serum-Entzug.
In der Kontrolle mit dem Zytostatikum Epirubicin (EPI) war p21 in MCF-7
Zellen deutlich erhoht. Es wurden 40 pg Gesamtprotein der Linie MCF-7 und
80 pg Gesamtprotein von MFM-223 Zellextrakten aufgetragen. Das p21 Signal
ist durch den Pfeil markiert.
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3.7 Apoptose

Der Vorgang der Apoptose wird durch mehrere Signal- und Effektorkaskaden ausgelost.
Auch p53 kann zur Induktion der Apoptose beitragen. So werden Regulator-Proteine wie
das auf Mitochondrien gerichtete BAX oder das zellmembranstindige FAS, die beide zur
Auslosung der Apoptose fithren konnen, durch vermehrtes p53 induziert. In den
vorangegangen Untersuchungen konnte sowohl bei LNCaP, als auch bei MFM-223 Zellen,
nach Reduktion des Zellwachstums durch Entzug von Wachstumsfaktoren oder durch
Einsatz von antiproliferativ wirkenden endokrinen Faktoren, ein Anstieg des p53 Gehalts
bewirkt werden. Die Zellen wurden dabei unter Stress gesetzt, indem Serum entzogen oder
eine Behandlung mit Antiandrogenen bzw. DHT durchgefiihrt wurde. Ein Sonderfall war
gegeben bei der Verwendung von CAS, das bei volligem Wachstumsstillstand von LNCaP
Zellen in 1 % FCS einen starken Anstieg von MDM-2 hervorrief, jedoch in MFM-223
Zellen wenig Einflul auf MDM-2 hatte.

3.7.1 Immunzytochemie

In den folgenden Untersuchungen wurde gepriift, ob durch die Behandlung mit
hormonellen Wirkstoffen oder mit CAS die Apoptose in LNCaP oder MFM-223 Zellen
ausgelost wird. Zum Nachweis der Apoptose wurde zur Detektion bei Einzelzellen ein
immunzytochemisches Verfahren mit Hilfe des TUNEL Assays (ApopTag) gewéhlt, da
voraussichtlich nur wenige Zellen der asynchron wachsenden Kulturen gleichzeitig in die
Apoptose gehen. Im biochemischen Nachweis durch Western-Blot Analysen werden
dagegen Extrakte von allen Zellen eingesetzt, auch von solchen, die nicht in Apoptose
befindlich sind. Mit der immunzytochemischen Methode werden die durch DNA-
Fragmentation wéhrend der Apoptose neu entstandenen 3'-OH-Enden der DNA-
Deoxyribose mit Hilfe einer Fluoreszenz-Markierung durch wachsenden Deoxynukleotid-
Einbau sichtbar gemacht. Die Zellen wurden dazu auf Objekttridgern kultiviert und mit den
jeweiligen Wirksubstanzen behandelt oder einer Serumreduktion unterworfen. Die
Kultivationsbedingungen waren die gleichen wie in den vorangestellten Experimenten.

In multiplen Versuchsansidtzen wurde die Ausbildung der Apoptose in LNCaP Zellen
bei unterschiedlichen Proliferationsbedingungen verglichen (Abb. 33). Serumreduktion
von 10 % auf 0.1 % Nativ-FCS bewirkte bei LNCaP Zellen einen Wachstumsarrest (vergl.
Abb. 14, S. 51). Mit dem TUNEL-Assay lieBen sich unter denselben Bedingungen
apoptotische Zellen feststellen (Abb. 33 A). Die in Auflosung befindlichen Kerne dieser
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Abb. 33.

Bestimmung der Apoptose im TUNEL-Assay bei LNCaP-Monolayer Kulturen.
(A) Immunfluoreszente, apoptotische Zellen bei Wachstumsarrest durch
Serumentzug (0.1 % FCS). (B) Apoptosefreie Kontrollkultur unter reguliren
Wachstumsbedingungen in 10 % Nativ-FCS teilweise jedoch mit abgeldsten
Zellen (Pfeile). (C) Negativ-Kontrolle (ohne Enzym) mit abgestorbenen Zellen
(Pfeil), die in Medium mit 1 % Aktivkohle behandeltem FCS kultiviert waren.
(D) Apoptose-Zellen nach Inkubation der Kultur in 1 % Aktivkohle
behandeltem FCS sowie (E) bei zusitzlicher Anwesenheit von 107 M CAS.
Nach der Anwachsphase von 2 Tagen wurde das Wachstumsmedium gegen das
entsprechende Medium ausgetauscht. Die Inkubationsdauer betrug 10 Tage
unter den jeweiligen Bedingungen. Abgebildet sind Immunfluoreszenz mit
Propidiumjodid als Gegenfarbung (oben) und Phasenkontrast desselben
Bildausschnitts (unten). 600x.
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Zellen sind als griinfluoreszierende Flecken sichtbar (oben), wihrend im Phasenkontrast
(unten) desselben Bildausschnitts die apoptotischen Zellen an der teilweise abgeldsten
Struktur zu erkennen sind. In der Kontrollkultur, die in 10 % Nativ-FCS kultiviert war,
fanden sich keine apoptotischen Zellen, obwohl sich auch abgeloste Zellen in der Kultur
befanden, deren Zellkorper allerdings intakt erschien, und die moglicherweise in Teilung
begriffen waren (Abb. 33 B). Der Anteil apoptotischer Zellen war in 0.1 % FCS um das
Vierfache hoher als in 10 % FCS (vergl. Tab. 8, S. 88). Zur Kontrolle des TUNEL-Assays
wurde eine Objektriger-Kultur in Medium mit 1 % FCS verwendet, zu der alle
Bestandteile des Reaktionsgemisches hinzugefiigt wurden, jedoch nicht das DNA-Ketten
verlingernde Enzym (Terminale Deoxynukleotidyl-Transferase) (Abb. 33 C). Der
Vergleich der Immunfluoreszenz (oben) mit demselben Bild-Ausschnitt im Phasenkontrast
(unten) =zeigt nur eine sehr geringfiigige Anfirbung von apoptotischen Zellen.
Entsprechend der duBerst geringen Anzahl apoptotischer Zellen in Medium mit 10 % FCS
hatte sich die LNCaP Zellzahl unter den reguliren Wachstumsbedingungen vermehrt,
wéhrend in gehemmten Kulturen kein Zellzuwachs zu verzeichnen war. Es mull daher in
0.1 % FCS nahezu ein Gleichgewicht zwischen Apoptose und Zellteilung bei diesen
LNCaP Kulturen geben, da die Zellzahl wéhrend des Versuchs nicht unter die
Ausgangszellzahl abgefallen war (vergl. Abb. 14, S. 51). Der Anteil apoptotischer Zellen
in LNCaP Kulturen in Medium mit 1 % Aktivkohle behandeltem Serum (Abb. 33 D) war
mit 7 % anndhernd gleich dem Anteil von 6 % in Medium mit 0.1 % FCS (Tab. 8, S. 88).
Das Wachstum von LNCaP Zellen war in 1 % Serum auf etwa 14 % reduziert, im
Vergleich zu unbehandelten Zellen in 10 % Nativ-FCS. (vergl. Abb. 11 A und B, S. 44).
Demgegeniiber kam es zum vdlligen Stillstand der Proliferation in 0.1 % FCS (vergl. Abb.
14 B, S. 52). Offenbar ist der Anteil von apoptotischen LNCaP Zellen im kompletten
Zellarrest nicht weiter gesteigert als bei Hemmung des Zellwachstums in 1 % Serum
(vergl. Abb. 11 A u. B, S. 44).

Durch den Zusatz von 10”7 M des nicht-steroidalen Antiandrogens CAS in Medium
mit 1 % Aktivkohle behandeltem FCS lieB sich die LNCaP-Zellproliferation auf 64 %
reduzieren, im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle (Tab. 8, S. 88). Entsprechend
konnte in Objekttrager-Kulturen, die mit CAS kultiviert waren, eine deutliche Zunahme
von apoptotischen Zellen gezeigt werden (Abb. 33 E; Tab. 8, S. 88). Der Anteil
apoptotischer Zellen verdoppelte sich nahezu von 7 % bei der Kontrolle in 1 % Serum auf
12 % in CAS-behandelten Kulturen, wihrend das Wachstum jedoch nur auf 2/3 der
entsprechenden Kontrolle reduziert war (vergl. Abb. 11, S. 44). Dieses Ergebnis 1463t den
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Schluf3 zu, da3 das nicht-steroidale Antiandrogen CAS an der Auslésung der Apoptose in
LNCaP Zellen im stirkerem MaBe beteiligt ist, als an der Hemmung des Zellwachstums.
Die Behandlung mit DHT oder dem steroidalen Antiandrogen CPA fiihrte in LNCaP
Zellkulturen zu einer deutlichen Wachstumssteigerung, daher konnte in diesen Kulturen
nur ein sehr geringer Anteil apoptotischer Zellen nachgewiesen werden. Die Ergebnisse
dieser Untersuchung zeigen, dal der Anteil apoptotischer Zellen bei LNCaP Kulturen
infolge der Hemmung des Wachstums durch Serumreduktion oder nach Behandlung mit
CAS ansteigt, wihrend nach einer Stimulation der Proliferation durch die Wirksubstanzen
DHT oder CPA, ebenso wie bei den Kontrollkulturen in 10 % FCS, kaum apoptotische
Zellen nachzuweisen sind (Tab. 8, S. 88). Entsprechend verhielt sich der p53 Gehalt in
LNCaP Zellen. Die Hemmung der Proliferation korrelierte mit der Akkumulation von p53,
und eine gesteigerte Proliferation war mit der Abnahme des p53 Gehalts in diesen Zellen
assoziiert (Abb. 16 , S. 54 u. Abb. 17, S. 56).

Das Wachstum von MFM-223 Zellen lie sich ebenfalls durch Serumreduktion und
Hormonbehandlung deutlich beeinflussen. Nach Hemmung der Proliferation von multiplen
MEFM-223 Kulturen durch 10®* M DHT oder 107 M CAS in 10 % FCS konnten mit dem
TUNEL Assay ebenfalls apoptotische Zellen nachgewiesen werden (Abb. 34 B und C).
MFM-223 Zellen, deren Wachstum durch die Behandlung mit DHT oder dem
Antiandrogen CAS partiell gehemmt war, zeigten eine deutliche Zunahme an
apoptotischen Zellen, gegeniiber der Kontrollkultur in 10 % FCS (Abb. 34 A). So betrug
der Anteil apoptotischer Zellen in DHT-behandelten Kulturen 7 % und in CAS-
behandelten Kulturen 8 %, im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle (Tab. 8, S. 88).
Allerdings war der Anstieg von apoptotischen Zellen nach Zusatz von DHT relativ gering,
im Vergleich zur Wachstumshemmung auf 42 % der entsprechenden Kontrollkultur durch
das Androgen (vergl. Abb. 19, S. 61). Der Zusatz von 107 M CAS in 10 % FCS hatte mit
77 % einen geringeren Hemmeffekt auf das Zellwachstum im Vergleich zur Behandlung
mit 10° M DHT, der Anteil apoptotischer Zellen war jedoch vergleichbar (Tab. 8, S. 88)
Die Wachstumsreduktion durch die Behandlung mit DHT oder CAS war demnach in
MFM-223 Zellen nicht streng an die Induktion von Apoptose gekoppelt. Es miissen also
zusitzlich andere Mechanismen als die Apoptose-"Pathways" zur Verminderung der

Proliferation der MFM-223 Zellen beitragen.
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Abb. 34.

Apoptose bei MFM-223 Mammakarzinomzellen. (A) Fehlen von apoptotischen
Zellen unter reguldren Wachstumsbedingungen in 10 % Nativ-FCS. ( B) Zellen
in Apoptose bei partieller Hemmung des Wachstums in 10® M DHT oder CAS
in 10 % Nativ-FCS (C). Die Zellen wurden nach der Anwachsphase von 2
Tagen fiir 7 Tage unter den jeweiligen Bedingungen kultiviert, fixiert und im
TUNEL-Assay analysiert. Abgebildet sind Immunfluoreszenz und
Kernfarbung mit Propidiumjodid (oben) sowie Phasenkontrast desselben
Bildausschnitts (unten). 600x.



Ergebnisse

88

Tab. 8

10 %*
FCS®

X

AR

Anteil von apoptotischen Monolayer-Zellen der Linien LNCaP und MFM-223
immunzytochemisch dargestellt mit Hilfe des TUNEL-Assays (ApopTag) in
Abhingigkeit vom Wachstumszustand (jeweils 200 Zellen ausgezihlt)

LNCaP
Variation der % apoptotische % Wachstum
Serumkonzentrationen Zellen ®
10 % 1.5 100
0.1 % 6 0
10%* 0.5 118
10”7 M Hormonzusatz in 1 % % apoptotische % Wachstum
FCS? Zellen RO®
ohne Hormon 7 100
107" M DHT 1.5 475
107 M CPA 1 262
107 M CAS 12 64
MFM-223
Hormonzusatz % apoptotische % Wachstum
Zellen R
10 % FCS Nativ ohne Hormon 1 100
10® M DHT in 10 % FCS 7 42
107 M CAS in 10 % FCS 8 77
1 % FCS” ohne Hormon 4 100
107 M CPA in 1 % FCS* 2 300

restimuliert nach 4 Tagen (0.1% = 10% Serum)

Aktivkohle behandeltes FCS

Proliferation zwischen Tag 5-12 der Inkubation

Proliferation nach Anwachsphase von 2 Tagen und 10-tdgiger Inkubation
mit der jeweiligen Wirksubstanz (vergl. Abb. 10, S. 41; Abb. 11, S. 44)

Proliferation nach Anwachsphase von 2 Tagen und 7-tidgiger Inkubation mit

der jeweiligen Wirksubstanz (vergl. Abb. 19, S. 61)
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3.7.2 Apoptose assoziierte Proteine

3.7.2.1 BAX

In den vorangestellten Experimente konnte mit Hilfe des TUNEL-Assays gezeigt werden,
da in LNCaP sowie in MFM-223 Zellen nach Hemmung des Wachstums durch
Serumreduktion oder durch die bereits vorgestellten hormonellen Faktoren Apoptose
ausgelost wurde. An der Induktion der Apoptose ist eine Reihe von Proteinen in den
entsprechenden "Pathways" beteiligt, die fiir die gepriiften Zellinien bei den hier
untersuchten Konstellationen der Wachstumshemmung bisher nicht analysiert sind. Daher
wurde in den folgenden Experimenten an Extrakten aus LNCaP und MFM-223 Zellen die
Anwesenheit der Apoptose assoziierten Proteine BAX, BCL-2 und Caspase 8 mit Hilfe
von Western-Blot Analysen untersucht. Die Proteinextrakte wurden aus Zellen hergestellt,
deren Wachstum durch Serumentzug, Hormone, Antihormone oder durch CAS verédndert
war. Es sollten damit also Wachstumszustand, Gehalt an p53 und an p53-assoziierten
Proteinen, Apoptose und Vorhandensein von Apoptose induzierten Proteinen miteinander
korreliert werden.

Erhohung von BAX Protein, als ein proapoptotisches Mitglied der BCL-2 Familie,
kann eine Induktion der Apoptose bewirken. Dabei sollte die angestiegene BAX
Expression weitgehend der p53 Erhéhung bei Hemmung des Wachstums der Zellen
entsprechen. Zur Kldrung dieser Frage wurden die Zellen einer Serumreduktion
unterworfen oder mit den jeweiligen Wirksubstanzen unter denselben Kultivations-
bedingungen wie in den vorangestellten Experimenten behandelt. Die Untersuchung ergab
bei LNCaP Zellen, nach Hemmung des Wachstums durch Serum-Reduktion von 10 % auf
0.1 %, einen Anstieg des BAX Proteins etwa auf das Doppelte im Vergleich zur Kontrolle
mit Zellen in 10 % FCS (Abb. 35 A). In dhnlicher Weise enthielten LNCaP Zellen
vermehrt p53 (vergl. Abb. 16, S. 54 u. Abb. 18, S. 58). Entsprechend war in LNCaP
Zellen, die mit 0.1 % FCS behandelt waren, eine erhohte Apoptoserate nachzuweisen
(vergl. Tab. 8, S. 88). Der BAX Gehalt war in LNCaP Zellen, die zunéchst durch 0.1 %
FCS im Wachstum arretiert waren und durch erneute Zugabe von 10 % FCS restimuliert
wurden, gegeniiber der Kontrolle mit kontinuierlicher Anwesenheit von 10 % FCS leicht
erhoht. Im TUNEL-Assay konnten in vergleichbar behandelten LNCaP Zellen demzufolge
nur wenig apoptotische Zellen nachgewiesen werden (vergl. Tab. 8, S. 88). Vergleicht
man in LNCaP Zellen die p53 Expression mit der Proliferation nach Reduktion der

Serumkonzentration, so war bei der Wachstumshemmung der BAX Gehalt zusammen



Ergebnisse 90

A LNCaP MCF-7
M
(kd)
— 41.8
|- 318
BAX =>
— 18
EPI R S o "
% FCS 10 10* 0.1 10 10
BAX =
107 M
EPI il R L T
%FCS _ — e — 10 10
% FCS% il 1 1 1 e e

Abb. 35. Expression von BAX bei Modulation des Wachstums von LNCaP oder MCF-7
Zellen. (A) Anstieg von BAX Protein bei Arretierung des Wachstums in 0.1 %
FCS oder nach Restimulation mit 10 % FCS (10*) fiir 4 Tage nach der
vorhergehenden 4-tigigen Inkubation in 0.1 % FCS. Behandlung der Zellen fiir
insgesamt 10 Tage (vergl. Abb. 14 A-C, S. 51). (B) Vermehrte Expression von
BAX in LNCaP Zellen nach Wachstumshemmung bei 10-tdgiger Einwirkung
von 107 M CAS. Reduzierte Menge an BAX Protein unter der proliferativen
Wirkung von DHT oder CPA im Vergleich zur Inkubation in 1 % FCS. Keine
Reaktion bei MCF-7 Zellen nach 5-tdgiger Behandlung mit 4 ng/ml Epirubicin
(EPI). Es wurden jeweils 80 pg Gesamtprotein aufgetragen. Apparentes
Molekulargewicht von BAX bei 21 kD (Pfeil).
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mit p53 im Vergleich zur Kontrolle in 10 % FCS (vergl. Abb. 16, S. 54 u.
Abb. 35 A, 35 B) angestiegen. Dies steht im Einklang mit der vermuteten Hochregulation
von BAX durch p53 in LNCaP Zellen. In Zellen der zum Vergleich herangezogenen
Mammakarzinom-Zellinie MCF-7 war nach wachstumshemmender Behandlung mit dem
Zytostatikum Epirubicin kein Anstieg des BAX Proteins gegeniiber der unbehandelten
Kontrolle festzustellen. Moglicherweise haben MCF-7 Zellen einen Defekt in der
Regulation der BAX Expression.

Im Bereich von ca. 35-50 kD wurde eine Reihe anderer Proteine durch das
Detektionssystem erkannt, deren Gehalt sich in LNCaP Extrakten in Abhédngigkeit vom
Wachstumszustand der Zellen verdnderte (Abb. 35 A). In MCF-7 Zellextrakten waren im
Bereich von 35-50 kD sehr starke Signale nachzuweisen, deren Intensitit kaum in
Abhingigkeit von der Vorbehandlung der Zellen variierte. In der Produktinformation iiber
den verwendeteten polyklonalen BAX Antikorper [bax (Ab-1), Fa. Oncogene, 1998] sind
unspezifische Reaktionen mit Proteinen in diesen Molekulargewichtsbereichen
beschrieben. Die in diesen Versuchen zusitzlich detektierten Banden waren somit als
unspezifisch anzusehen.

Bei Hemmung des LNCaP Zellwachstums mit dem Antiandrogen CAS in 107
molarer Konzentration erfolgte ein deutlicher Anstieg des BAX Proteins (35 B). In
Ubereinstimmung mit diesem Ergebnis war in LNCaP Kulturen nach Stimulation der
Proliferation mit DHT oder CPA kaum BAX Protein nachzuweisen. Ebenso war die p53
Expression in diesen DHT- oder CPA-behandelten LNCaP Zellen sehr gering im Vergleich
zu CAS-behandelten Zellen oder in der Kontrolle mit 1 % Aktivkohle behandelten Serum
(vergl. Abb. 17, S. 56). Entsprechend enthielten LNCaP Zellkulturen nach Kultivierung
mit DHT oder CPA kaum apoptotische Zellen im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle
in 1 % FCS (vergl. Tab. 8, S. 88). Dieses Ergebnis steht in Uberstimmung mit dem
vermehrten Auftreten von apoptotischen Zellen nach Kultivation in Medium mit 1 %
Aktivkohle behandeltem Serum ohne den Zusatz von 107 M DHT oder CPA. Gegeniiber
der unbehandelten Kontrolle in 1 % Aktivkohle behandeltem FCS mit 7 % apoptotischen
Zellen war ein Anstieg von Zellen in Apoptose auf 12 % nach Zusatz von CAS zu
verzeichnen (vergl. Tab. 8, S. 88). Dementsprechend war auch die p53 Expression in den
CAS-behandelten LNCaP Kulturen stidrker vermehrt als in den Kontrollzellen mit 1 %
Aktivkohle behandeltem FCS (vergl. Abb. 17, S. 56). Diese Ergebnisse lassen den Schluf3
zu, daBl in LNCaP Zellen die erhdhte Anwesenheit von p53 und von BAX Protein in

gleichsinniger Weise mit dem Auftreten der Apoptose und mit der Hemmung der
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Proliferation korreliert. Dies gilt nicht fiir MCF-7 Zellen, deren Wachstum durch
Epirubicin reduziert wird. In MCF-7 Zellen war in diesen Untersuchungen jedoch keine
Vermehrung von BAX Protein mit ca. 21 kD nachzuweisen, wohl aber BAX-dhnliches,
unbekanntes Protein mit hoheren Molekulargewichten. Offenbar ist der mitochondriale
Weg zur Apoptose-Induktion iiber das BAX Protein in MCF-7 Zellen tiefgreifend gestort.

In MFM-223 Zellen lieB sich bei Hemmung des Wachstums ebenfalls vermehrt
Apoptose auslosen. Die Western-Blot Untersuchungen zeigten eine vermehrte Expression
von BAX in MFM-223 Kulturen, deren Wachstum durch den Zusatz von 10 M DHT oder
von 107 M CAS in Medium mit 10 % Nativ-FCS reduziert war (Abb. 36). Nach Zusatz
von CAS war der BAX Gehalt hoher als in DHT-behandelten Kulturen, obwohl das
Wachstum durch 10® M DHT stérker reduziert war, als nach Behandlung mit 107 M CAS
(vergl. Abb. 19, S. 61). Beide Substanzen konnten in MFM-223 Zellen Apoptose ausldsen
(Tab. 8, S. 88). Nach Behandlung mit 107 M CAS waren trotz 10-fach héherer Dosierung
nur 1 % mehr apoptotische Zellen als nach Zugabe von 10® M DHT nachzuweisen.
Moglicherweise werden durch die DHT Behandlung in MFM-223 Zellen alternative Wege
zur stirkeren Reduktion des Wachstums als durch CAS angeschaltet, da sich die Apoptose-
Raten im TUNEL-Assay und die BAX Vermehrung nach Behandlung mit DHT oder CAS
im Vergleich zur Wachstumshemmung nicht entsprechen.

Ahnliches gilt auch fir den p53 Gehalt. Nach Behandlung mit 107 M des
Antiandrogens CAS war p53 deutlich erhoht gegeniiber den durch 10® M DHT-
gehemmten MFM-223 Kulturen (vergl. Abb. 20, S. 64). In MFM-223 Zellen, die mit 1 %
Aktivkohle behandeltem Serum kultiviert wurden, war die Anzahl der apoptotischen
Zellen, verglichen zur Kontrolle mit 10 % Nativ-FCS, um 3 % erhoht (vergl. Tab. 8, S.
88). Entsprechend konnte eine Vermehrung des BAX Proteins in Zellen, die mit 1 %
Aktivkohle behandeltem FCS kultiviert wurden, festgestellt werden. Wie die vorherigen
Untersuchungen gezeigt haben, war in 1 % FCS der p53 Gehalt in MFM-223 Zellen im
Vergleich zur Kontrolle in 10 % Nativ-FCS erhoht (vergl. Abb. 20, S. 64). Der Zusatz von
107 M CPA in Medium mit 1 % Aktivkohle behandeltem FCS fiihrt bei MFM-223 Zellen
zu einer Wachstumssteigerung und einer Verringerung der Anzahl apoptotischer Zellen im
TUNEL Assay (vergl. Tab. 8, S. 88). Dementsprechend zeigte die Western-Blot Analyse
eine hohere BAX Expression in CPA-behandelten Zellen im Vergleich zu MFM-223
Kulturen, die in 1 % Aktivkohle behandeltem FCS ohne Wirkstoffzusatz kultiviert wurden
(Abb. 36). AbschlieBend 148t sich feststellen, daB die vermehrte Anzahl apoptotischer
Zellen im TUNEL-Assay und die gesteigerte Anwesenheit von p53 mit der
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Hochregulierung des BAX Gehalts bei MFM-223 Zellen korrelierten. Eine Ausnahme
stellen die DHT-behandelten MFM-223 Kulturen dar, deren extreme Wachstumshemmung
(Abb. 19, S. 61) offenbar moglicherweise auch durch andere zellzyklusregulierende
Faktoren beeinflufit wird. In den Western-Blot Analysen zur BAX Expression an MFM-
223 Zellextrakten wurden wie in den vorherigen Analysen an LNCaP Zellextrakten eine
Reihe weiterer Proteine im Bereich von 35-50 kD detektiert. Die Verteilung dieser
Proteine war vergleichbar mit der in LNCaP Zellextrakten. Diese wurden bei MFM-223
Zellen, wie bei LNCaP Zellen nicht reguliert und sind daher als unspezifisch anzusehen

(vergl. Abb. 35 A u. Abb. 36).
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% FCS* — 1 1 . e

Abb. 36. Erhohte Menge an BAX Protein in MFM-223 Zellen bei reduziertem
Wachstum nach 7-tdgiger Inkubation in 1 % FCS oder in Medium mit 10 %
Nativ-FCS und 10® M DHT bzw. 107 M CAS. Geringer Gehalt von BAX
Protein bei wachsenden MFM-223 Zellen in 10 % Nativ-FCS. Aufgetragen
wurden jeweils 80 pg Gesamtprotein. Die Position von BAX ist durch den
Pfeil markiert. Der Antikorper gegen BAX Protein (Ab-1; Oncogene) detektiert
eine groBere Anzahl unspezifischer Proteine besonders bei Inkubation mit
DHT oder CAS in 10 % Nativ-FCS.
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3.7.2.2 BCL-2

Anders als BAX Protein, das die Einleitung der Apoptose unterstiitzt, fithrt eine
vermehrte Anwesenheit von BCL-2 zur Inhibition des programmierten Zelltods. BCL-2
und BAX dimerisieren (Yang and Korsmeyer, 1996). Durch diese Bindung verlieren die
Proteine ihre Funktion. Das Mengenverhdltnis der freien Proteine zueinander ist daher
maBgeblich fiir die Inhibition oder Induktion der Apoptose. Uberwiegt die Menge an
freiem BCL-2 Protein, so wird der programmierte Zelltod nicht ausgeldst. Ist jedoch die
BAX Menge grofler als der BCL-2 Gehalt, so wird Apoptose eingeleitet. In den folgenden
Western-Blot Analysen wurde dieser Zusammenhang durch die Bestimmung der BCL-2
Menge nach Manipulation des Zellwachstums tiberpriift. Zudem wird die Expression von
BCl-2, wie schon in der Einleitung beschrieben, durch Erhohung von p53 reprimiert. Eine
Abnahme des BCL-2 Gehalts sollte daher bei Wachstumshemmung der Zellen in dhnlicher
Weise wie die Erh6hung von p53 zu beobachten sein.

Die Western-Blot Analysen zur Bestimmung des BCL-2 Gehalts ergaben nach
Manipulation des LNCaP Zellwachstums durch Variation der Serumkonzentration
iiberraschenderweise keine wesentliche Anderung der BCL-2 Expression (Abb. 37). Die
Proliferation von LNCaP Zellen wurde jedoch durch den Entzug von Wachstumsfaktoren
des Serums nachweislich gehemmt (vergl. Abb. 14 B, S. 51). Eine Hochregulierung von
pS53 war nach Arretierung der Proliferation durch Serum-Entzug in LNCaP Zellen
ebenfalls zu beobachten (vergl. Abb. 16, S. 54 u. Abb. 18, S. 58). Dagegen wurde die
BCL-2 Expression in LNCaP Zellen weder durch die Wachstumshemmung bei Serum-
Entzug noch durch den gesteigerten p53 Gehalt beeinflusst. Demnach ist eine Regulation
von BCL-2 durch p53 in LNCaP Zellen unter diesen Bedingungen nicht gegeben.

In Zellen der Linie DU-145 wurde kein BCL-2 Protein nachgewiesen (Abb. 37), und
mit Hilfe des TUNEL-Assays wurde in Serum-reduzierten DU-145 Zellkulturen keine
Apoptose nachgewiesen. Daher kann eine mogliche Uberexpression von BCL-2 nicht der
Grund fiir das Ausbleiben der Apoptose in diesen Zellen sein. Das Wachstum von DU-145
Zellen wurde durch Reduktion der Serumkonzentration von 10 % auf 0.1 % FCS
gehemmt. Allerdings konnte durch Serum-Entzug die Proliferation bei DU-145 Zellen
nicht wie bei LNCaP Zellen vollstindig arretiert werden (vergl. Abb. 14, S. 51 A u. B).
Gleichzeitig war jedoch ein sehr starker Anstieg des pS3 Gehalts in wachstumsretardierten
DU-145 Zellen zu verzeichnen (vergl. Abb. 16, S. 54). Wie von anderer Seite gezeigt
wurde (Carrol et al., 1993) ist das p53 Gen in DU-145 Zellen mutiert (vergl. Tab. 2, S.

14), und eine Regulation von p53 abhingigen und den Zellzyklus steuernden Proteinen wie
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MDM?2 und WAF-1 erfolgte nicht (vergl. Abb. 23, S. 69, Abb. 24, S. 72, Abb. 28, S. 77).
Es ist daher denkbar, dal DU-145 Zellen durch den Entzug von Wachstumsfaktoren eine
anderweitige, von p53 unabhdngige Verlangsamung des Wachstums erfahren, und daf3 der
programmierte Zelltod ausbleibt. Als Positivkontrolle wurden MCF-7 Zellen mitgefiihrt,
die auch unter reguldren Wachstumsbedingungen in 10 % FCS ohne Wirkstoffzusatz eine

extrem hohe Expression von BCL-2 aufweisen.

MCEF-7 DU-145 M LNCaP M

(kd) (kd)
t
— — 85
— . — 418
. — — 31.8
BCL-2 = £ . :
— — 18
: — — 6.4
% FCS 10 0.1 10% 10 0.1 10* 10

Abb. 37. Nicht detektierbares BCL-2 Protein bei DU-145 Zellen und relativ
geringfiigige, unverdanderte Expression in LNCaP Zellen bei verschiedenen
Serumkonzentrationen. Uberexpression von BCL-2 in unbehandelten MCF-
7 Zellen. Die Inkubationszeit betrug 10 Tage. Es wurden jeweils 80 ng
Gesamtprotein aufgetragen. Das apparente Molekulargewicht von BCL-2
Protein liegt bei 24-26 kD (Pfeil).

Wie Abb. 38 A erkennen 148t, war in LNCaP Zellen nach Kultivation in Medium mit
DHT oder den Antiandrogenen CPA oder CAS ebenfalls keine Anderung der BCL-2
Expression festzustellen. Ebenso war der BCL-2 Gehalt von LNCaP Zellen im Vergleich
zur BCL-2 Menge in MCF-7 Zellen relativ gering. Es ist daher festzustellen, da3 BCL-2 in
LNCaP Zellen zwar exprimiert, jedoch nicht wie das proapoptotische BAX in
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Abhingigkeit vom Wachstumszustand der Zellen reguliert wird. Die Western-Blot
Analysen zur BCL-2 Expression in MFM-223 Zellen fiihrten zu einem @hnlichen Ergebnis
(Abb. 38 B). Auch in MFM-223 Zellen blieb eine Regulation der BCL-2 Menge nach
Behandlung der Zellen mit DHT oder den Antiandrogenen CPA oder CAS aus. Allerdings
war der BCL-2 Gehalt in MFM-223 Zellen etwa doppelt so hoch wie in LNCaP Zellen
unabhingig von der Behandlung der Zellen. In MFM-223 Zellen war die BCL-2 Menge
jedoch weitaus geringer als die Expression von BCL-2 in MCF-7 Zellen. Nach
Kultivierung von MCF-7 Zellen in Medium mit dem Zytostatikum Epirubicin war eine
zusitzliche Vermehrung des BCL-2 Gehalts zu beobachten. Im Gegensatz dazu wurde in
den eigenen Versuchen der BAX Gehalt durch die Behandlung mit Epirubicin nicht
beeinflusst (vergl. Abb. 35 A u. B., S. 90). Aus der Literatur ist jedoch bekannt, dal3
MCF-7 Zellen Apoptose zeigen, obwohl nicht nachgewiesen wurde, da3 gleichzeitig eine

BAX-Erhéhung vorliegt (Gompel et al., 2000).
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Abb. 38. Unverinderte Menge an BCL-2 Protein in Zellen der Linien LNCaP (A) und
MFM-223 (B) nach Inkubation mit den wachstumsregulierenden Faktoren
DHT, CPA oder CAS in 1 % Aktivkohle behandeltem FCS bzw. in 10 %
Nativ-FCS. Uberexpression in MCF-7 Zellen bei An- oder Abwesenheit von
Epirubicin (4 ng/ml).
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3.7.2.3 Caspase 8

Essentiell fiir den Vorgang der Apoptose sind die sogenannten Caspasen. Sie bilden
die "ICE-like"” Proteinase-Familie und gehoren zu den Cystein-Proteinasen. Die Caspasen
liegen als inaktive Proenzyme in der Zelle vor. Als Reaktion auf ein extra- oder
intrazelluldres Signal werden sie durch enzymatische Spaltung aktiviert. Als
funktionsfahiges Enzym aktivieren sie dann durch ihre Bindung in kaskadenartiger Weise
weitere Mitglieder ihrer Familie. Die aktivierten Caspasen spalten wichtige
Zellbestandteile wie z.B. Lamin, Aktin und die poly(ADP)-ribosylierte RNA Polymerase,
deren Degradation dann zum Untergang der Zelle beitrdgt. Caspase 8 steht am Anfang
dieser Enzym-Kaskade.

Im Gegensatz zum pro-apoptotischen BAX und anti-apoptotischen BCL-2 war eine
deutliche Regulation der Apoptose induzierenden Caspase 8 in LNCaP Zellen zu
beobachten (Abb. 39 A). In normal proliferierenden LNCaP Zellen war in
Wachstumsmedium (10 % Nativ-FCS) eine sehr geringe Menge an Caspase 8 zu sehen.
Die Anzahl apoptotischer Zellen 1im  TUNEL-Assay war unter diesen
Wachstumsbedingungen ebenfalls sehr gering (Tab. 8, S. 88). Dagegen nahm der Gehalt
der Apoptose induzierenden Caspase 8§ in LNCaP Zellen zu, die durch den Entzug von
Wachstumsfaktoren (1 % Aktivkohle-behandeltes Serum) in der Proliferation gehemmt
waren (vergl. Abb. 11, S. 44). Entsprechend waren in LNCaP Zellkulturen nach
Serumentzug vermehrt apoptotische Zellen nachzuweisen (Tab. 8, S. 88). Nach
Behandlung mit dem hemmenden Antiandrogen CAS in Medium mit 1 % Aktivkohle-
behandeltem FCS (vergl. Abb. 11, S. 44) war ein Anstieg des Caspase 8 Gehalts im
Vergleich zur unbehandelten Kontrolle (1 % Aktivkohle behandeltes FCS ohne
Wirkstoffzusatz) zu beobachten. Die Anzahl apoptotischer Zellen war in Korrelation dazu
entsprechend hoher als in der unbehandelten Kontrollkultur (vergl. Tab. 8, S. 88). Der
Zusatz wachstumsfordernder Substanzen wie DHT oder CPA in Medium mit 1 %
Aktivkohle behandeltm FCS (Abb. 10, S. 41) fiihrte dagegen in LNCaP Zellen zu einer
geringeren Expression von Caspase 8 im Vergleich zur Kontrolle (I % Aktivkohle
behandeltes FCS ohne Wirkstoffzusatz). Dementsprechend waren in DHT- oder CPA-
behandelten Kulturen weitaus weniger apoptotische Zellen mit Hilfe des TUNEL-Assays
zu beobachten (vergl. Tab. 8, S. 88). Die Ergebnisse lassen den Schlul zu, dal das
Auftreten von Apoptose in LNCaP Zellen mit dem Caspase 8 Gehalt und dem

Wachstumszustand der Zellen korreliert. In proliferierenden Zellen wurde ein geringerer
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Abb. 39.
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Expression von Caspase 8 unter verschiedenen Wachstumsbedingungen in
LNCaP und MFM-223 Zellen. (A) Down-Regulation bei wachsenden LNCaP
Zellen in 10 % FCS. Hoch-Regulation nach Inkubation in 1 % FCS, vermindert
in Anwesenheit von wachstumsstimulierenden 107 M DHT oder CPA,
dagegen verstirkte Expression bei Wachstumshemmung durch 107 M CAS.
(B) Fehlende Korrelation der Expression von Caspase 8 zur Verdnderung des
Wachstums von MFM-223 Zellen durch Serum-Entzug oder durch Applikation
von endokrinen Faktoren. Es wurden jeweils 80 pug Gesamtprotein eingesetzt.
Das apparente Molekulargewicht von Caspase 8 liegt bei 55 kD (Pfeil).
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Gehalt an Caspase 8 und apoptotischen Zellen beobachtet. In wachstumsreduzierten
Kulturen wurde dagegen eine vermehrte Expression von Caspase 8 und eine grofere
Anzahl apoptotischer Zellen nachgewiesen.

Der Gehalt der Apoptose induzierenden Caspase 8 wurde in MFM-223 Zellen
ebenfalls in Abhangigkeit vom Wachstumszustand der Zellen reguliert (Abb. 39 B). Nach
Entzug von Wachstumsfaktoren in 1% Aktivkohle behandeltem FCS wurde das Wachstum
von MFM-223 Zellen gechemmt (Abb. 19, S. 61). In der Western-Blot Analyse war ein
Anstieg des Caspase 8 Proteins, nach Entzug der Wachstumsfaktoren in MFM-223 Zellen,
im Vergleich zur Kontrolle mit 10 % Nativ-FCS zu beobachten. Entsprechend war ebenso
die Anzahl apoptotischer Zellen im TUNEL-Assay erhoht (Tab. 8, S. 88). Nach Zugabe
von 107 M CPA in Medium mit 1 % Aktivkohle behandeltem FCS war dagegen eine
Wachstumssteigerung im Vergleich zur unbehandelten Kontrollkultur (1 % Aktivkohle
behandeltes FCS) festzustellen (Abb. 19, S. 61). In Ubereinstimmung damit war der
Gehalt des Caspase 8 Proteins in derartig behandelten Kulturen niedriger als in der
Kontrolle ohne Zusatz von CPA. Ebenso war die Anzahl apoptotischer Zellen um die
Hilfte geringer als in der Kontrolle. Die Zugabe von 10® M DHT und des Antiandrogens
107 M CAS in Wachstumsmedium (10 % Nativ-FCS) fithrte dagegen zu einer Reduktion
der Zellproliferation bei MFM-223 Zellen (Abb. 19, S. 61). Im Western-Blot war
dementsprechend eine Erhohung des Caspase 8 Proteins nach Kultivation der Zellen in
Medium mit 10®* M DHT oder 107 M CAS in 10 % Nativ-FCS im Vergleich zur Kontrolle
ohne Wirkstoffzusatz zu sehen. Sowohl DHT als auch CAS konnten in MFM-223 Zellen
Apoptose induzieren (Tab. 8, S. 88). Der Anstieg des Caspase 8 Gehalts war nach Zugabe
von DHT allerdings hoher als in CAS-behandelten Kulturen, obwohl die Anzahl
apoptotischer Zellen im TUNEL-Assay anndhernd gleich war (Tab. 8, S. 88). Dies steht
im Gegensatz zur BAX Expression in MFM-223 Zellen. Der BAX Gehalt war nach
Kultivation der Zellen in DHT geringer als nach Zusatz von CAS (vergl. Abb. 36, S. 93).
Dieses Ergebnis deutet darauthin, dal die Induktion der Apoptose in MFM-223 Zellen
nach Behandlung mit CAS vermehrt iiber den mitochondrialen Weg und das BAX Protein
eingeleitet wird. Abschlieend ist festzuhalten, dal der Gehalt an Caspase 8 Protein auch
in MFM-223 Zellen nach Wachstumshemmung erhoht ist, wihrend in proliferierenden
MFM-223 Zellen geringere Mengen des Proteins nachzuweisen waren. Somit ist der

Caspase 8 Gehalt in MFM-223 mit dem Wachstumszustand der Zellen korreliert.
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Tab. 9

p53-Status und die Regulation nachgeordneter Proteine bzw. der Apoptose und
des Wachstums bezogen auf die jeweilige Kontrolle

Zellinien | PS3 | MDM-2 | P21 | BAX | BCL-2 | CAP-8| FAS | Apoptose | Wachstum
DU-145
01%FCS | A | @ | ® | ® ® nd | nd ® Vv
LNCaP
0.1%FCS | g\ rA A A @ nd | nd 0 v
10 % FCS | NY NR 7 N7 %) 7 )
1 %FCSY | A\ g | o | A > r | O 'y v
DHT 7 g |o| O %) Vv | o ) 1)
CPA v %] 3| %) v %) @ ()
CAS I M (A M| @ (M| T | M ¥
MFM-223
L%FCS" | A oA o | A2 | 2| # ¥
CPA
lwres’ | Y| ¥ 92| @ vV | o @ A
o () () rl A "M A M
10 % FCS @ v
CAS k) () | A M
10 % FCS @ r 2 7
MCF-7
E d d N %) AMMA d d d d
n n n n n n
10 % FCS
nd = nicht durchgefiihrt
® = nicht nachweisbar
%) =unverandert (kein Effekt)
7 = reduziert
7 = gering erhoht
N = erhoht
AN = stark erhoht

AR = sehr stark erhoht
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4 Diskussion

4.1 p53 Status und Regulation der nachgeschalteten Proteine p21 und MDM2

In dieser Arbeit wurden Karzinom-Zellinien von Prostata und Mamma untersucht. Die vier
Zellinien DU-145, LNCaP, PC-3 und MFM-223 unterscheiden sich hinsichtlich des p53
Status. Jede Linie ist daher beziiglich der Anwesenheit und der Auswirkungen von p53 und
der nachgeschalteten Faktoren verschieden (Tab. 2, S. 14). Das Ziel der Untersuchungen
war, verschiedene Bedingungen des Zellwachstums anhand der unterschiedlichen Zusténde
von p53 und der davon abhéingigen Proteine abzukliren.

Die Proststakarzinomzellen DU-145 tragen in jedem Allel des p53 Gens eine
Mutation. Die eine Mutation liegt in Exon 6 (Codon 223, P223L; Abb. 40, S. 103-104),
und die andere in Exon 8 (Codon 274, V274F; Abb. 40, S. 103-104). Dies flihrt dazu, daf3
p53 in diesen Zellen auch unter reguldren Wachstumsbedingungen konstitutiv erhoht ist. In
der Immunzytologie zeigten, bei eigenen Untersuchungen mit dem Antikorper Ab-2 gegen
die Aminosduren 46-55 des p53 Proteins, 100 % der DU-145 Zellen eine starke
Kernfiarbung. Im Gegensatz dazu, waren mit einem polyklonalen Antikdrper gegen p53 nur
6 % der wt-p53 MCF-7 Zellen positiv fiir eine p53 Kernfarbung (Carroll et al., 1993). Der
Grund fiir die massive Anhdufung von p53 in DU-145 Zellen beruht vermutlich auf einer
Storung des autoregulativen Feedback-Mechanismus zwischen p53 und MDM2. Die
Transkription von MDM2 wird durch p53 in der Ratten-Embryofibroblasten Zellinie (Klon
6) induziert. Dabei konnte ebenfalls gezeigt werden, da3 durch den erhéhten p53 Gehalt in
Klon 6 Zellen ebenfalls die nachweisbare Menge des MDM2 Proteins gesteigert ist (Barak
et al., 1993). Eine Eigenschaft von MDM?2 ist die Fahigkeit, wt-p53 zu binden (Hinds et al.,
1990; Olson et al., 1993). Mit dieser Bindung wird eine Degradation von p53 durch
Proteinasen des Ubiquitin-Systems eingeleitet; dies hat unter optimalen Wachstums-
bedingungen in Miuse-Leukdmie-Zellen (DA-1) und in myeloiden Leukémie-Zellen (ML-
1) eine niedrige zelluldre p53 Konzentration zur Folge. Nach radioaktiver Bestrahlung mit
200 rad steigt der pS3 Gehalt jedoch in diesen beiden Zellinien an (Haupt et al., 1997).
Durch strahleninduzierte Mutationen des p53 Gens kann das Protein in seiner
Konfiguration derart verdndert sein, dal weder die Transkription, noch die Ankopplung
des MDM2 Proteins erfolgen kann; somit kann p53 nicht mehr durch das MDM?2 Protein
gebunden und dem Abbau zugefiihrt werden.

Bei DU-145 Zellen wurden in der Ndhe von p53 zwei Proteine mit apparenten

Molekulargewichten im Bereich von 45 und 50 kD durch den verwendeten Antikorper
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Abb. 40: Aminosdure-Sequenz der p53 Core Domine nach Cho et al., 1994.
(A) Die Zahl von Verinderungen durch Mutationen in Tumorgeweben ist durch
die Hohe der Balken gekennzeichnet. Aminosduren fiir die DNA-Bindung sind
durch Sternchen, Aminoséduren fiir die Bindung des Zinkatoms sind durch Kreise
hervorgehoben. Die konservierten Regionen dieses Bereichs sind unterstrichen.
Die Sekundirstrukturen sind B-Faltblitter (S), a-Helixes (H), drei Loops (L) und
die Zinkatom-Bindungsstelle (Zn>").
(B) Ausschnitt der p53 Core Doméne und Lokalisation der Mutationen in den
Zellinien DU-145, LNCaP und MFM-223 gekennzeichnet durch farbige Ellipsen.
Die konservierten Regionen des p53 sind durch gelb fiir Region II, blau fiir
Region III, orange fiir Region IV, rotlich fiir Region V hervorgehoben. Die
Zahlen innerhalb der Faltblétter und Helices geben die Aminosdureabfolge an. In
Abweichung zu der von Cho et al., 1994 angegebenen Zeichnung (vergl. Abb. 6
A) ist die Position der Aminosduren C238 und C242 fiir die Zink-Bindung
entsprechend der Aminosédureabfolge korrigiert (vergl. Teil A von Abb. 40).
(C) Ausschnitt des Core Domine-DNA Komplexes. Die farbigen Ellipsen
reprasentieren Mutationen der jeweiligen Zellinie.
(D) Beispiel fiir Interaktion von R273 (gelb) mit der DNA.



Diskussion

105

: p53 (Ab-3)
A Wild-type p53 PAB240
Native Conformation %

p53 (Ab-4)
PAb246
Mo;}se ontl_y : p53 (Ab-5)
conformationa PAb1620
p53 (Ab-2)
B 156 Human only

conformational

53 (Ab-1)
01

p53 (Ab-1)
PAb421

p53 (Ab-4)
PAb246
B Mutant and/or Mouse only Conformational
Denatured p53 fpSS (Ab-5)
PAb1620

Human only Conformational

p53 (Ab-2)
PAb1801

Human only

p53 (Ab-3)

p53 (Ab-8)
BP53.12

Primates only

Abb. 41. Angriffspunkte, der zur Zeit der Studie verfiigbaren p53 Antikorper.

(A) Reaktion mit Epitopen von wt-p53.
(B) Epitope erkennbar am denaturierten, mutiertem p53.

Antikorper Ab-2 (Pab 1801) wurde in dieser Studie verwendet.
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Ab-2 erkannt (Abb. 16, S. 54). Dabei war das 45 kD Protein stirker vertreten als das hoher
molekulare Protein von 50 kD. Mdglicherweise ist das p5S3 Gen von DU-145 Zellen in
jeweils einem Allel zusitzlich durch Deletion kodierender DNA-Bereiche C-wérts der vom
Antikorper Ab-2 detektierten Proteinregion der Aminosduren 46-55 trunkiert. Dies wiirde
zur Verkiirzung der beiden Proteine fiihren. Eine Antwort auf diese Frage konnte die
zusdtzliche Verwendung von Antikorpern liefern, die C-terminal an p53 binden, z.B. Ab-1
(Pab 421), der die Aminoséduren 371-380 detektiert (Abb. 41, S. 105). Andererseits konnte
die Lage der Promotoren durch Mutationen veridndert worden sein und auf diese Weise p53
Proteine mit unterschiedlichen Molekulargewichten entstanden sein. Dazu sind keine
anderen Untersuchungen erfolgt. In der Literatur sind bisher nur Sequenzanalysen der
Exons 5-8 des p53 Gens in DU-145 Zellen beschrieben (Carroll et al., 1993). Die iibrigen
Genbereiche sind noch nicht untersucht. Eine andere Ursache fiir die Konfigurations-
anderung konnte die fehlende posttranslatorische N- bzw. C-terminale Modifikation durch
Phosphorylierung oder Acetylierung von p53 aufgrund der Mutationen im p53 Gen von
DU-145 Zellen sein. Die Proteinbereiche, in denen p53 phosphoryliert- oder azetyliert
wird, liegen allerdings weiter N-terminal oder C-terminal, und nicht im Bereich der in DU-
145 Zellen nachgewiesenen Mutationen (Prives and Manley, 2001). Fiir die Aufkldrung
wire es erforderlich gewesen, spezielle Antikorper anzuwenden, die gegen die verschieden
azetylierten bzw. phosphorylierten p53 Proteine gerichtet sind (Kishi et al., 2001).

Nach Wachstumshemmung der DU-145 Zellen durch Serumentzug nahm der
gemessene Gehalt des 45 kD Proteins um das Vierfache und der 50 kD-Komponente um
das Dreifache zu. Infolge der extremen Erhdhung von p53-dhnlichen Peptiden waren die
zwel Protein-Banden in der Elektrophorese durch Verschmelzen nicht genau zu
unterscheiden. Demnach sind in DU-145 Zellen zwei Varianten von p53 mit apparenten
Molekulargewichten von 45 bzw. 50 kD in iiberhdhtem Mafe vorhanden. Eine massive
Erhohung der p53 Reaktivitit konnte unter reguldren Wachstumsbedingungen bei DU-145
Zellen in dieser Arbeit in Ubereinstimmung mit friiheren Daten (Carroll et al., 1993)
bestdtigt werden. Nach Wachstumshemmung durch Serumreduktion auf 0.1 % FCS war
eine weitere Vermehrung der bereits unter reguldren Wachstumsbedingungen verschieden
stark erhohten 45 und 50 kD Proteine in DU-145 Zellen zu sehen. Damit lieB sich
ausschliefen, dal die Proteine von 45 bzw. 50 kD Abbauprodukte von p53 sind, da sie
infolge der Wachstumshemmung unabhingig voneinander reguliert wurden.

Der extrem hohe Gehalt von p53-Peptiden in DU-145 Zellen wird, im Vergleich zu
LNCaP Zellen mit stiller Mutation im p53 Gen und Wildtyp-Status des Proteins, durch die
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Ergebnisse in der Immunfluoreszenz bestitigt (Abb. 15, S. 52). Nach Wachstums-
hemmung durch Serumreduktion auf 0.1 % FCS war ein extremer Anstieg von p53 im
Zellkern zu beobachten. Der Vergleich mit der Phasenkontrast-Abbildung bestdtigt die
Lokalisation von p53 im Zellkern. Zusédtzlich war p53 nach Wachstumshemmung durch
Serumentzug im Zytoplasma der DU-145 Zellen nachzuweisen. Moglicherweise ist,
bedingt durch die Mutationen, der Transportmechanismus der p53-Peptide gestort, oder es
erfolgt eine Ubersittigung des Zellkerns in Folge der massiven Akkumulation von p53-
dhnlichen Proteinen. Die immunzytologischen Bilder lassen allerdings nicht darauf
schlieBen, welches der beiden Proteine von 45 oder 50 kD im Zellkern angereichert ist. Die
Ergebnisse lassen jedenfalls das Resultat zu, daBl p53 in DU-145 Zellen konfigurativ
verdndert ist. Es ist aus der Literatur bekannt, dal im Gegensatz zum wt-p53, welches in
normalen Zellen mit einer Halbwertzeit von 20 Minuten relativ schnell abgebaut wird,
durch Mutationen entstandene Varianten des Proteins stabiler sind und im Kern von
normalen Zellen akkumulieren (Levine, 1997). Das mutierte Protein ist damit, im
Unterschied zum relativ kurzlebigen wt-p53, immunzytologisch leicht nachweisbar und
dient dem Pathologen als Nachweis fiir einen Defekt im p53 Gen. Diese Beobachtung
konnte in den eigenen Untersuchungen bestitigt werden, da in LNCaP Zellen mit wt-p53
Status in der Immunfluoreszenz unter reguliren Wachstumsbedingungen keine p53-
positiven Zellen detektiert wurden. Der fiir p53 verwendete, pantrope Antikorper (Ab-2)
erkennt das Antigen im N-terminalen Bereich (Aminosduren 46-55) und kann wt-p53 und
mutiertes p53 nicht unterscheiden (Merck 2003/2004, Abb. 41, S. 105).

P53 kann als Transkriptionsfaktor die Expression des Zellzyklus-steuernden p21
auslosen, das einen G1-Arrest in der Zelle induzieren kann (vergl. Abb. 3, S. 6). Infolge
des Wachstumsfaktorenentzugs bei Serum-Deprivation wire ein Anstieg von p21 in DU-
145 Zellen zu erwarten, da zu den Auslosern der p53 Aktivierung, neben Stre3faktoren wie
UV-Strahlung, Hypoxie, Zellgiften, auch der Entzug von extrazelluliren Wachstums-
faktoren zahlt (Lowe and Lin, 2000). Nach Hemmung der Proliferation durch Serumentzug
war jedoch kein p21 Protein in DU-145 Zellen nachzuweisen (Abb. 28, S. 77). Offenbar
sind die p53-dhnlichen Proteine so stark in der Konfiguration verdndert, daB3 keine
Induktion von p21 erfolgen konnte. Im Gegensatz zu den vorliegenden Untersuchungen ist
anderenorts in der Literatur beschrieben, dal DU-145 Zellen p21 exprimierten und der
Gehalt des Proteins nach Behandlung mit Interferon-gamma dosisabhéngig anstieg,
wihrend die Zellproliferation dosisabhidngig inhibiert wurde (Kominsky et al., 2000).
Allerdings wird durch die Behandlung mit Interferon-gamma die JAK/STAT
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Signalkaskade aktiviert. Nach Entzug von Wachstumsfaktoren wird dagegen p53
stabilisiert und aktiviert. Es ist zudem aus der Literatur bekannt, daBl p21 nicht
ausschlieBlich durch p53 reguliert wird (Sheikh et al., 1994). Moglicherweise ist aber auch
die von Kominsky et al., 2000 untersuchte DU-145 Zellinie nicht zum Vergleich geeignet,
da sie in Passagenzahl und Herkunft von der fiir diese Arbeit benutzten DU-145 Linie
abweicht.

Die Punktmutationen des p53 Gens in DU-145 Zellen liegen in den Codons 223 und
274; sie gehoren zu den konservierten Regionen des p53 Gens, die hdufig von Mutationen
betroffen sind (Abb. 2, S. 4, Abb. 40 A, S. 103). Eine Besonderheit bei DU-145 Zellen ist,
daB die Mutation in Codon 274 (V274F) in beiden Allelen auftritt. Die Vermutung hierzu
ist, dal} sich eine Zelle mit dem Allel und der Mutation in Codon 274 dupliziert hat, und die
zweite Mutation in Codon 223 (P223L) im anderen Allel zusétzlich hinzugekommen ist
(Carroll et al., 1993). Aus diesem Grund ergibt sich eine Mischkultur von DU-145 Zellen,
in der ein Teil der Zellen beide Mutationen in den Codons 223 und 274 trigt und der
andere nur die Codon 274 Mutation. Codon 223 kodiert fiir die Aminosdure Prolin (Cho et
al., 1994). Durch diese Mutation wird die Aminosdure Leucin statt Prolin exprimiert
(Carroll et al., 1993). Die Aminosdure liegt in einer Haarnadelschleife des Proteins
zwischen den B-Faltbldttern S7 und S8. Diese bilden zusammen mit anderen [-Faltblattern
eine "FaB3-Struktur", welche eine hydrophile DNA-Bindungsstelle bildet (Abb. 40 B u. C,
S. 103-104). Sie stabilisiert die DNA-Bindung von p53 (Cho et al., 1994). Der Austausch
von 223-Prolin gegen Leucin bedingt keine Anderung der Polaritiit, da beide Aminosiuren
unpolar sind. Allerdings ist Prolin eine zyklische a-Iminoséure und daher einzigartig unter
den 20 Aminosduren. Durch die zyklische Form des Pyrrolidinrestes besitzt Prolin eine
starre Konformation. Leucin trigt dagegen zwei Methylgruppen. Aus P223L koénnen sich
sterische Verdnderungen der Faltblattstrukturen von S7 und S8 ergeben, die zu einer
Verdnderung der Tertidrstruktur von p53 fithren und somit die DNA-Bindung storen.

Die zweite Punktmutation in DU-145 Zellen betrifft Codon 274 (V274F; Carroll et
al., 1993) am Ende des B-Faltblattes S10, das zu der hochkonservierten Region V des p53
Gens gehort und direkt mit der DNA interagiert (Abb. 2, S. 4, Abb. 40 B, C u. D, S. 103-
104). Dabei ist festzuhalten, daB3 die Mutation V274F nicht direkt die DNA-Bindungsstelle
betrifft. Die Bindung mit der DNA erfolgt iiber die benachbarte Aminosdure Arginin,
kodiert durch Codon 273. Sie zdhlt zu den "Hot Spots" unter den Mutationen im p53 Gen
(Cho et al., 1994). Die Mutation in Codon 274 fithrt zum Austausch von Valin gegen

Phenylalanin (Carrol et al., 1993). Auch in diesem Fall sind beide Aminosduren unpolar.
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Valin tragt 2 Methylgruppen, Phenylalanin dagegen einen aromatischen Rest, der in seiner
Masse um ein Drittel groBer ist als Valin. Dieser Unterschied kann wiederum dazu fiihren,
daB die direkte Bindung zwischen Arginin 273 und Thymin 11 der DNA-Bindungsstelle
sterisch nicht erfolgen kann (Abb. 40 C u. D., S. 103-104). Nach Betrachtung der
Mutationen im p53 Gen in DU-145 Zellen ist es durchaus moglich, da3 durch Mutation
verdnderte, p53-dhnliche Proteine nicht mehr in der Lage sind, mit der DNA in korrekter
Weise zu interagieren. Somit konnte die Transkription anderer Zellzyklus-steuernder Gene
nicht mehr induziert werden. Eine Bestdtigung hierfiir sind die Ergebnisse der Western-
Blot Analysen von p21 und MDM2, die eindeutig keine Regulation dieser Proteine in DU-
145 Zellen nach Serumentzug zeigten (Abb. 23, S. 69 u. Abb. 28, S. 77).

Die Proliferation von DU-145 Zellen kann durch den Entzug von Wachstumstaktoren
gehemmt werden (Abb. 14, S. 51). Im Vergleich zu LNCaP Zellen mit wt-p53 fallt
dennoch auf, dal das Wachstum von DU-145 Zellen nicht vollstindig gehemmt wurde
(Abb. 14, S. 51). Nach Serumentzug wuchsen DU-145 Kulturen verlangsamt weiter,
wihrend das Wachstum von wt-p53 LNCaP Zellen vollstiandig arretiert wurde. Dies kann
als Hinweis dafiir gelten, dall intaktes p53 und die Regulation der nachgeschalteten
Proteine, wie p21 und MDM2, erforderlich wéren, um das Wachstum von DU-145 Zellen
nach Entzug von Wachstumsfaktoren vollstindig zu inhibieren. MDM2, ein Zellzyklus-
steuerndes Protein, dessen Transkription durch p53 reguliert wird, konnte in der Western-
Blot Analyse bei DU-145 Zellen nachgewiesen werden. Allerdings folgte die MDM?2
Menge nicht dem Anstieg von p53 nach Wachstumshemmung der Zellen durch den Entzug
von Wachstumsfaktoren. Demnach hat p53 in DU-145 Zellen die Féahigkeit verloren, den
Spiegel von MDM2 Protein addquat zu regulieren.

Die Prostatakarzinom-Zellinie LNCaP trigt eine stille Mutation im p53 Gen. Die
Mutation betrifft das Codon 153, das fiir Prolin kodiert (Abb. 40, S. 103-104). Durch die
Mutation wird kein Aminoséureaustausch bewirkt. Das neu entstandene Codon wird
ebenfalls zu Prolin umgesetzt (Carroll et al., 1993). Es ergeben sich daher keine
Unterschiede zur Wildtyp-Konfiguration des Proteins. Dies wird durch das Verhalten des
Proteins in LNCaP Zellen unterstiitzt. In der Immunfluoreszenz ist, wie erwartet, kein p53
nachzuweisen. Wie schon erwihnt, ist der Turnover des normalen wt-p53 sehr schnell.
Somit ist pS3 in LNCaP Zellen mit Hilfe dieser Methode nicht nachzuweisen. In der
Western-Blot Analyse mit LNCaP Zellextrakten nach Variation der Wachstums-
bedingungen konnte ein reguldres Verhalten von p53 gezeigt werden (Abb. 16, S. 54).
Unter normalen Wachstumsbedingungen mit 10 % FCS war der p53 Gehalt entsprechend
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gering, wiahrend nach Hemmung der Proliferation durch Serumentzug ein Anstieg von p53
zu beobachten war. Es wird demnach regelhaft bei Auftreten einer StreB3-Situation, in
diesem Fall der Entzug von Wachstumsfaktoren, hochreguliert. Die Analysen der
nachgeschalteten Proteine p21 und MDM2 zeigten nach Variation der Wachstums-
bedingungen zudem, dall auch die Regulation der p53-abhingigen Proteine intakt war. In
LNCaP Zellen wurde p21 nach Hemmung der Proliferation entsprechend hochreguliert und
folgte demnach der Erhohung des p53 Gehaltes (Abb. 28, S. 77). Dies gilt auch fiir
MDM2, dessen Expression ebenfalls nach Arretierung der Proliferation durch Serumentzug
zunahm (Abb. 23, S. 69). Diese Ergebnisse stiitzen die Aussage, dal} die stille Mutation in
Codon 153 keinerlei Auswirkungen auf die Funktion von p53 in LNCaP Zellen hat und
belegen ein regulédres Verhalten des Proteins in diesen Zellen.

Die Zellinie PC-3, etabliert aus einem Karzinom der Prostata, exprimiert kein p53.
PC-3 Zellen sind hemizygot fiir ein mutiertes p53 Gen. Im verbleibenden Allel findet sich
eine Deletion der Aminosdure Arginin (Codon 138). Dies fiihrt zu einer "frame-shift"-
Mutation, durch welche ein neues Stop-Codon in Codon 169 gebildet wird, so daB3 kein
intaktes p53 exprimiert wird (Carroll et al., 1993). Ubereinstimmend mit dieser
Beobachtung lie sich in PC-3 Zellen weder in der Immunfluoreszenz noch in der Western-
Blot Analyse ein p53 Signal detektieren (nicht gezeigt). Dementsprechend wurden in
Western-Blot Analysen keine Signale fiir p21 und MDM2 gefunden (Abb. 24, S. 72, Abb.
28, S. 77). Allerdings konnte in einer Arbeit von Chinni et al. (2001) die Hochregulation
von p21 nach Behandlung mit der Phytochemikalie Indol-3-Carbinol gezeigt werden.
Durch die Phytochemikalie wurden in PC-3 Zellen ein G1-Arrest im Zellzyklus und
Apoptose ausgeldst. In den eigenen Untersuchungen war dagegen zu beobachten, dal3 das
Wachstum von PC-3 Zellen nach Wachstumsfaktoren-Entzug fiir 11 Tage lediglich auf ca.
s gegeniiber der unbehandelten Kontrolle reduziert war. Demnach war in PC-3 Kulturen
dieser Arbeit weiterhin ein Zellzuwachs zu verzeichnen (vergl. Abb. 14, S. 51).
Moglicherweise wurde in den Untersuchungen von Chinni et al. (2001) durch Indol-3-
Carbinol eine p53-unabhingige Signalkaskade aktiviert, die p21 hochregulierte und auf
diese Weise einen G1-Arrest in den Zellen ausloste bzw. die Apoptose induzierte.

In einer anderen Arbeit von Jacobberger et al. (1999) wurde die Expression von
MDM?2 in PC-3 Zellen nachgewiesen. In den Untersuchungen von Jacobberger et al.
(1999) wurden verschiedene Isoformen von MDM?2 (188, 153, 78, 64, 54, 44, 39, 34 kd)
mit schwachen Signalen detektiert. Die stirkste Expression wurde bei 78 kD nachgewiesen,

wihrend das relative Molekulargewicht von MDM2 in DU-145, LNCaP und MFM-223
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Zellen der vorliegenden Arbeit bei ca. 90 kD lag. Wie gezeigt werden konnte, wurde die 90
kD Bande durch die Hemmung des Wachstums in LNCaP und MFM-223 Zellen hoch-
reguliert und ist daher als spezifisch anzusehen (Abb. 23, S. 69, Abb. 24, S. 72, Abb. 26,
S. 74). Zudem ist bekannt, dal MDM2 im SDS-PAA-Gel ein verdandertes Laufverhalten
zeigt. Obwohl aus der Aminosédureabfolge von MDM2 ein relatives Molekulargewicht von
54 kD resultiert, erscheint die Bande im SDS-PAA-Gel bei ca. 90 kD (Momand at al. 1992;
Oliner et al. 1992; Barak, et al.,, 1993; Leach et al. 1993; Olson et al., 1993).
Moglicherweise wurde in der Arbeit von Jacobberger et al., (1999) eine PC-3 Zellinie
untersucht, die nicht zum Vergleich geeignet ist, da sie in ihrer Passagenzahl und Herkunft
von der in dieser Arbeit benutzten PC-3 Zellinie abweicht.

Bei eigenen Sequenzanalysen wurde festgestellt, da3 die Mammakarzinom-Zellinie
MFM-223 eine Punktmutation des p53 Gens in Codon 132 (K132R) trdgt (Abb. 22, S. 68,
Abb. 40, S. 103-104). Die Aminosédure 132 Lysin wird infolge der Mutation durch die
Aminosdure Arginin ersetzt. Beide Aminosduren besitzen polare basische Seitenketten. Sie
dhneln sich daher in ihren physikalischen Eigenschaften. Die Mutation liegt innerhalb des
Exons 5 in der hochkonservierten Region II des p53 Gens und am Beginn des S2'-
Faltblattes. Diese Region zéhlt zum "Loop-Faltblatt-Helix"-Teil des p53 und stabilisiert die
Tertidrstruktur des Proteins (Abb. 40 B u. C, S. 103-104). Damit wird die DNA Bindung
von p53 unterstiitzt (Cho et al., 1994). In den eigenen Western-Blot Analysen an MFM-223
Zellen verhielt sich p53 regelhaft. Das Molekulargewicht stimmte mit dem Wildtyp-
Molekulargewicht von p53 iiberein (Abb. 20, S. 64). Zudem nahm der p53 Gehalt nach
Hemmung der Proliferation durch den Entzug von Wachstumsfaktoren, bzw. in
Anwesenheit der proliferationshemmenden Faktoren DHT oder CAS, im Vergleich zur
Kontrolle regelhaft zu. Weiterhin konnte gezeigt werden, dall der Anstieg von p53, nach
Hemmung der Proliferation durch Wachstumsfaktoren-Entzug oder durch DHT bzw. CAS,
in 10 % FCS von einer Erhohung des MDM?2 Gehaltes begleitet wurde (Abb. 26, S. 74).
Dies war jedoch nicht der Fall in Gegenwart des, bei MFM-223 Zellen
proliferationsfordernden, steroidalen Antiandrogens CPA in 1 % FCS. Ein &hnliches
Verhalten, wie das MDM2 Protein, zeigte auch die Western-Blot Analyse zur p21
Expression in MFM-223 Zellen (Abb. 31, S. 81). Moglicherweise hat die p53-Mutation
von MFM-223 Zellen keinen Einfluf auf die Funktionsfidhigkeit von p53. Andererseits
konnte die Mutation nur ein Allel betreffen, und das Protein des verbleibenden Allels im

Tetramer-Komplex des funktionsfdhigen p53 entspriche dem Wildtyp-Status. In diesem
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Fall wiirde das, dem Wildtyp-Status entsprechende, wt-p53 die regulativen Funktionen des

Proteins weiterhin aufrecht erhalten.

4.2  Beeinflussung des Zellwachstums durch DHT oder Antiandrogene sowie
Regulation von p53, p21 und MDM2 Protein

Die Prostatakarzinom-Zellinie DU-145 exprimiert keine Androgen-Rezeptoren. Das
entsprechende Gen ist deletiert (Chlenski et al., 2001). In eigenen Untersuchungen konnte
nachgewiesen werden, dall nach Behandlung mit DHT oder den Antiandrogenen CPA und
CAS keine Anderung des Zellwachstums erfolgte (nicht gezeigt). Totzdem wurde zur
Kontrolle in Western-Blot Analysen der Gehalt von p53 nach Behandlung mit den
jeweiligen Substanzen gepriift (Abb. 17, S. 56). Ubereinstimmend mit der fehlenden
Androgen-Sensitivitit von DU-145 Zellen war keine Anderung der p53 Menge in
Abhingigkeit von der Behandlung mit DHT, CPA oder CAS festzustellen. Daher wurde
auf die Analyse von p21 und MDM2, die durch p53 reguliert werden, verzichtet.

Die Zellinie PC-3, isoliert aus einem Karzinom der Prostata, exprimiert ebenfalls
keine Androgen-Rezeptoren (Chlenski et al., 2001). Entsprechend hatte die Behandlung mit
DHT oder den Antiandrogenen CPA oder CAS keine Auswirkungen auf das Wachstum der
Zellen (nicht gezeigt). Die Priifung des Gehalts von p53 wurde nicht durchgefiihrt, da es
von PC-3 Zellen nicht exprimiert wird. Die durchgefiihrten Untersuchungen hatten
ergeben, dal die p53-regulierten Proteine MDM2 und p2l in PC-3 Zellen nicht
nachzuweisen waren (Abb. 24, S. 72, Abb. 28, S. 77).

Die Prostatakarzinomzellen LNCaP sind androgensensitiv (Horosewicz et al., 1983).
Dies wurde auch durch eigene Untersuchungen belegt (Abb. 10, S. 41, Abb. 12 S. 46 A u.
B). Diese Untersuchungen haben gezeigt, dal in 10 % steroidfreiem FCS nicht nur durch
DHT, sondern auch durch das steroidale Antiandrogen CPA eine Wachstumssteigerung bei
LNCaP Zellen erzielt wurde. Zur Erklarung fiir den proliferativen Effekt von CPA kann
eine Mutation im Androgen-Rezeptorgen herangezogen werden (Veldscholte et al., 1990).
Die Mutation liegt in der fiir die steroidbindende Domine kodierenden, Region des
Androgen-Rezeptorgens in Codon 868 und fiihrt zu einem Aminosdureaustausch von
Threonin zu Alanin (T868A). Infolge der Mutation verdndert sich die Bindungsaffinitit des
Androgen-Rezeptors in der, steroidbindenden Doméne, so da3 auch steroidale Hormone,
wie Ostrogene, Progestagene und auch Antiandrogene, z.B. das steroidale Antiandrogen

CPA, an den Androgen-Rezeptor binden und ihn aktivieren (Veldscholte et al., 1992). Die
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Aktivierung des Androgen-Rezeptors erfordert die Dissoziation des Androgen-
Rezeptorkomplexes. Im inaktiven Zustand sind zytosolische "heat-shock"-Proteine (hsp 56-
90 kD) an den Rezeptor gebunden, die nach Wirkstoffbindung abdissoziieren und die
DNA-bindende Domidne des Rezeptors freigeben. Der Rezeptor dimerisiert darauthin,
bindet an das '"responsive element" in der DNA und kann die Transkription
wachstumsregulierender Gene induzieren, bzw. reprimieren (Carson-Jurica et al., 1990).
Zudem haben Untersuchungen, u.a. auch an LNCaP und MFM-223 Zellen, ergeben, dal3
die Aktivitit des Rezeptors durch eine Reihe von sogenannten Koaktivatoren (ARA70,
FHL2) oder Korepressoren (SMRT, N-CoR) positiv, bzw. negativ, beeinflusst wird. Diese
interagieren mit dem Androgen-Rezeptor der basalen Transkriptionsmaschinerie und direkt
mit dem Chromatin, und beeinflussen so die transkriptionelle Regulation (Huang et al.,
2002, Dotzlaw et al., 2002). Aufgrund der Affinitits- und Konformationsédnderung der
steroidbindenden Doméne des Androgen-Rezeptors infolge der Mutation, kann steroidales
CPA an den Androgen-Rezeptor binden und ihn aktivieren. Die Aktivierung des Rezeptors
durch CPA induziert offenbar die Expression wachstumsstimulierender Gene, in dem die
Proliferation von LNCaP Zellen durch das Antiandrogen, im Vergleich zur unbehandelten
Kontrolle, angeregt wird (Abb. 10, S. 41).

Im Vergleich zur Erhéhung der Proliferation durch CPA, wird bei LNCaP Zellen
durch das nicht-steroidale Antiandrogen CAS eine Reduktion des Wachstums erzielt (Abb.
11 A u. B, S. 44, Abb. 12 C u. G, S. 46). Wie frithere Untersuchungen an dieser Zellinie
(Veldscholte et al., 1992) gezeigt haben, bindet CAS an den Androgen-Rezeptor-Komplex.
Dabei wurden sowohl der wt-, als auch der mutierte Rezeptor in COS Zellen, transient
exprimiert und die Bindungsaffinititen in Kompetitionsexperimenten verglichen.
Allerdings fiihrt die Bindung nicht zur Dissoziation der "heat-shock"-Proteine vom
Androgen-Rezeptor, so dal} dieser nicht mit der DNA interagieren kann (Veldscholte, et al.,
1992). In COS-1 Zellen konnten zudem Huang et al. (2002) zeigen, dal CAS die
Interaktion des Rezeptors mit dem Corepressor (SMRT) induziert. Zudem wird die
Bindung des Coaktivators (N-CoR), gemil diesen Untersuchungen, durch CAS gehemmt.
Aus diesem Grund bleibt die Transkription proliferativ wirkender Gene durch den mit CAS
verbundenen Androgen-Rezeptor aus. Eine Kompetition von wachstumsstimulierenden
Androgenen durch CAS ist auszuschlieBen, da das Serum durch die Aktivkohle-
Behandlung von Hormonen befreit war (Abb. 11 B, S. 44, Abb. 12, S. 46, Abb. 17, S. 56).
CAS konnte auch mit anderen wachstumsregulierenden Proteinen interagieren, deren

EinfluB zur Reduktion der Proliferation fiihrt. Dafiir spricht zum einen, dafl das Wachstum
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von LNCaP Zellen nach Zugabe von CAS in Aktivkohle behandeltem Serum unter den
Kontrollwert (ohne Wirkstoffzusatz) zu reduzieren war (Abb. 11 B, S. 44). Zum anderen
tibertraf der Gehalt von p53 nach Behandlung mit CAS die Menge von p53 in der
Kontrollzellgruppe in 1 % Aktivkohle behandeltem Serum ohne Wirkstoffzusatz (Abb. 17,
S. 56). Entsprechend der positiven oder negativen Auswirkungen auf das Wachstum von
LNCaP Zellen wurde der Gehalt von p53 in Abhédngigkeit vom Wirkstoffzusatz (DHT,
CPA oder CAS) herunter oder hoch reguliert. Nach Behandlung mit den
proliferationsfordernden Substanzen DHT oder CPA war der Spiegel von p53 niedrig,
wihrend nach Einsatz des antiproliferativen CAS eine Vermehrung von p53 festzustellen
war (Abb. 17, S. 56). Untersuchungen zur Konzentrationsabhingigkeit der Wirkstoffe CPA
und CAS zeigten, dall der Gehalt von p53 direkt mit dem Wachstumszustand der Zellen
korrelierte. Nach Zugabe von 10°-10° M CPA war der p53 Gehalt in Zellen, die mit 107
M DHT behandelt wurden, am geringsten (Abb. 18, S. 58). Entsprechend war nach
Behandlung mit dieser Wirkstoffkonzentration die Proliferation am gréfiten (Abb. 10, S.
41). Nach Behandlung mit 10°-10° M CAS war eine konzentrationsabhingige
Verminderung des Wachstums von LNCaP Zellen zu beobachten (Abb. 11, S. 44).
Entsprechend nahm der p53 Gehalt konzentrationsabhingig zu (Abb. 18, S. 58) und
folgerichtig waren in den mit CAS behandelten LNCaP Kulturen erhhte MDM?2 und p21
Mengen nachzuweisen (Abb. 25, S. 73, Abb. 29, S. 79). Nach Behandlung mit 10°-10°M
CAS stieg mit zunehmender Konzentration und Wachstumshemmung der Gehalt der
nachgeschalteten Proteine MDM2 und p21 (Abb. 11, S. 44, Abb. 25, S. 73, Abb. 30, S.
80). Demnach erfolgte in LNCaP Zellen die Erhéhung der Expression von MDM2 und p21
entsprechend dem angestiegenem p53 Gehalt und der Wachstumshemmung (Tab. 9, S.
101).

Das Wachstum der Mammakarzinom-Zellinie MFM-223 war ebenfalls eindeutig
durch Androgene und Antiandrogene zu beeinflussen (Abb. 19, S. 61). MFM-223 Zellen
weisen im Vergleich zu anderen Mammakarzinom-Zellinien (MCF-7, ZR-75-1, EFM-19)
einen hohen Gehalt an Androgen-Rezeptoren auf (Hackenberg et al., 1991; Magklara et al.,
2002). In Wachstumsmedium (10 % FCS) fiihrte die Zugabe von DHT zu einer
konzentrationsabhingigen Wachstumsverminderung. Die Proliferation anderer Mamma-
karzinomzellen wie MCF-7 oder EFM-19 wird dagegen durch die Kultivation in DHT-
haltigem Medium angeregt (Lippmann et al., 1976; Simon et al., 1984). Hierin zeigt sich
in charakteristischer Weise das unterschiedliche Verhalten hormonsensitiver individueller

Karzinomzellinien. Interessanterweise wird das Wachstum von MFM-223 Zellen durch die
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Kultivation in Medium mit 1 % Aktivkohle behandeltem Serum und dem Antiandrogen
CPA stimuliert (Abb. 19 C, S. 61). Dies deutet daraufhin, dal3 die hormonbindende
Doméne des Androgen-Rezeptors in MFM-223 Zellen durch Mutation veréndert ist, und
auf Grund dessen die antagonistische Wirkung von CPA in eine agonistische Wirkung
verkehrt wird. Untersuchungen zu Mutationen innerhalb des Androgen-Rezeptorgens in
MFM-223 Zellen ergaben allerdings keine Auffélligkeiten im Vergleich mit anderen
Mammakarzinomlinien. Mdoglicherweise ist die Interaktion des CPA-Rezeptorkomplexes
mit Coaktivatoren oder Corepressoren des Androgen Rezeptors gestort (Magklara et al.,
2002). Das nicht-steroidale Antiandrogen CAS hemmt dagegen wie bei LNCaP Zellen das
Wachstum von MFM-223 Zellen in Wachstumsmedium mit 10 % FCS konzentrations-
abhéngig (Abb. 19 D, S. 61). Die Untersuchung der Zellzyklus-Regulatoren p53, MDM?2
und p21 ergab vergleichbar mit Ergebnissen an LNCaP Zellen eine umgekehrte Korrelation
zwischen Wachstumszustand der Zellen und dem Gehalt der genannten Proteine.
Entsprechend der Wachstumshemmung durch den Zusatz von DHT oder CAS war in
MFM-223 Zellen eine Erhohung der p53 Expression festzustellen. Allerdings war der p53
Gehalt nach Zusatz von CAS hoéher als nach Zusatz von DHT, obwohl die Reduktion des
Wachstums von MFM-223 Zellen durch DHT groer war (vergl. Abb. 19 A u. D, S. 61,
Abb. 20, S. 64). Moglicherweise wird die Stabilisierung von p53 durch CAS induziert oder

CAS lost die Aktivierung anderer Signalkaskaden aus, die p53 induzieren.

4.3 Apoptose und Expression der Apoptose relevanten Proteine BAX, BCL-2 und
Caspase 8

In DU-145 und PC-3 Zellen wurde mit Hilfe der Immunzytochemie keine Apoptose
nach Wachstumsfaktoren-Entzug nachgewiesen (nicht gezeigt). Zu den Initiatoren der
Apoptose zdhlt p53, das posttranslational in der Reaktion auf StreB-Situationen, z.B.
Wachstumsfaktoren-Entzug modifiziert wird (Kishi et al., 2001, Prives and Manley, 2001,
Dorman and Hupp, 2001). Die Prostatakarzinom-Zelllinie DU-145 hat Mutationen in
beiden Allelen des p53 Gens und zeigt p53-dhnliche Proteine mit Molekulargewichten von
45 bzw. 50 kD. Eine Regulation der nachgeschalteten Proteine MDM?2 und p21 war nicht
sichtbar (Abb. 23, S. 69, Abb. 28, S. 77). Wie bereits die Ergebnisse von Honda et al.
(2002) zeigten, konnte in Western-Blot Analysen der vorliegenden Arbeit die Expression

des proapoptotischen und durch p53 regulierten BAX nicht nachgewiesen werden. Die
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Zellinie PC-3 exprimierte kein p53. Es ist daher denkbar, dafl in DU-145 und PC-3 Zellen
durch Wachstumsfaktoren-Entzug iiber den p53 Weg keine Apoptose ausgelost wurde, da
p53 als essentieller Sensor fiir StreB-Situationen und als Regulator der Apoptose nicht
intakt ist oder fehlt. Daher lieB sich in den eigenen Untersuchungen die Aktivierung der
p53-induzierten Apoptose durch die StreB-Situation des Wachstumsfaktoren-Entzugs
offenbar nicht herstellen. Aus der Literatur ist allerdings bekannt, dal DU-145 und PC-3
Zellen in die Apoptose gehen konnen. So zeigten Experimente von Cattaneo-Pangrazzi et
al. (2000), da die Behandlung mit der zytotoxischen Substanz 5-dU-NOAC, einem
Heterodinucleosid-Dimer, in beiden Zellinien Apoptose ausloste. Neben p53 konnen
allerdings eine Reihe weiterer Signalproteine Apoptose in der Zelle auslosen, darunter die
Membranproteine FAS/APO-1, Trail-R1 oder R2, TNF-R1 (Nagata et al., 1997), so daB3 die
zytotoxische Substanz 5-dU-NOAC einen p53-unabhidngigen Weg aktiviert haben konnte.
Dafiir spricht, daB3 zytotoxische Substanzen die Expression von Fas-L induzieren kdnnen
(Jones et al., 2001), der wiederum den membranstindigen Rezeptor FAS/APO-1 aktiviert
und auf diesem Weg Apoptose induziert (Nagata et al., 1997).

In LNCaP und MFM-223 Zellen waren nach Entzug von Wachstumsfaktoren und
nach Behandlung mit den antiproliferativen Substanzen vermehrt apoptotische Zellen im
TUNEL-Assay zu sehen (Abb. 33, S. 84 und 34, S. 87). LNCaP Zellen wiesen 7 %
apoptotische Zellen nach Wachstumstfaktoren Entzug und 12 % apoptotische Zellen nach
Zusatz des nicht steroidalen Antiandrogens CAS auf. Entsprechend dazu exprimierten
LNCaP Zellen die Wildtyp-Variante von p53. Unter positiven Wachstumsbedingungen,
wie 10 % FCS, waren entsprechend nur 1.5 % apototische Zellen enthalten, und nach
Zusatz der proliferationsfordernden Substanzen DHT oder CPA betrug der Anteil
apoptotischer Zellen 1.5 % bzw. 1 %. Der Entzug von Wachstumsfaktoren oder der Zusatz
des Antiandrogens CAS in serumhaltiges Medium 16ste auch bei 4 % bzw. 8 % der MFM-
223 Zellen Apoptose aus. Bei MFM-223 Zellen wurden ebenfalls nach Behandlung mit
DHT, das bei diesen Zellen proliferationshemmend wirkte, 7 % apoptotische Zellen
nachgewiesen. MFM-223 Zellen tragen zwar eine Punktmutation in Codon 132 (K132R)
im p53 Gen, die aber auf die Regulation von MDM2 oder p21 durch p53 keinen Einfluf} zu
haben scheint (Abb. 26, S. 74, Abb. 31, S. 81). Somit ist die Funktion zur Regulation der
nachgeschalteten Proteine (MDM2, p21) und der Apoptose gegeben. Wie bei LNCaP
Zellen waren entsprechend weniger apoptotische MFM-223 Zellen unter positiven
Wachstumsbedingungen nachzuweisen; z.B. in 10 % FCS mit 1 % apoptotischen Zellen

oder nach Zusatz von CPA mit 2 % Apoptose.



Diskussion 117

Die Initiator-Caspase 8 ist ein Enzym mit Todes-Effektor Doméne (vergl. Abb. 4,
S. 10). Mit dieser Domine ist das Protein an die membranstiandigen Rezeptoren FAS/APO-
1, Trail-R1 oder R2, TNF-R1 gebunden. Die Aktivierung der Caspase 8 erfolgt durch die
Aktivierung des membrangebundenen Rezeptors oder auf anderen Wegen, die bisher nicht
bekannt sind (Jones et al., 2001). Die Ergebnisse der eigenen Arbeit haben gezeigt, dall in
serumreduzierten Medium, sowohl in LNCaP Prostatakarzinomzellen, als auch in MFM-
223 Mammakarzinomzellen, die Expression von Caspase 8 durch den Entzug von
Wachstumsfaktoren oder durch die Behandlung mit dem Antiandrogen CAS hochreguliert
wurde (Abb. 39, S. 99). Zudem war in MFM-223 Zellen bei Anwesenheit von 10 % FCS
und dem proliferationshemmenden DHT die Caspase 8 Menge erhoht. Der Anstieg des
Caspase 8 Gehaltes war demnach mit der Wachstumshemmung der Zellen positiv
korreliert. Unter reguldren Wachstumsbedingungen (10 % FCS) mit niedriger Apoptoserate
(1.5 %) war dagegen der Caspase 8 Gehalt in LNCaP und MFM-223 Zellen geringer als in
Kulturen, deren Proliferation durch Wachstumsfaktoren-Entzug gehemmt waren (Tab. 8,
S. 88, Abb. 39, S. 99 A). Auffillig war die vermehrte Expression von Caspase 8 in LNCaP
Kulturen, die mit den proliferationsfordernden Substanzen DHT oder CPA behandelt
wurden, gegeniiber LNCaP Zellen, die in Wachstumsmedium mit 10 % FCS kultiviert
wurden. Im Gegensatz dazu, war die Apoptoserate mit 1.5 % bei 10 % FCS und 1.5 % und
1 % nach Behandlung mit DHT oder CPA nahezu gleich. Hierbei muf3 darauf verwiesen
werden, daB3 die Wirksubstanzen DHT und CPA einem Medium zugesetzt wurden, dem
durch Aktivkohle-Filterung enthaltene Wachstumsfaktoren entzogen wurden. Daher kdnnte
das Fehlen anderer essentieller Wachstumsfaktoren die Erhohung von Caspase 8 erkléren.
Zudem erreichten LNCaP Zellen nach Behandlung mit DHT oder CPA in 1 % Aktivkohle
behandeltem Medium nicht die Gesamtzellzahl wie LNCaP Zellen, die in
Wachstumsmedium (10 % FCS) kultiviert wurden (Abb. 10, S. 41).

Es sei darauf hingewiesen, dafl die Morphologie von LNCaP und MFM-223 Zellen,
die aus menschlichen Karzinomen stammten, fibroblastoid war, obwohl keine Begriindung
dafiir anzugeben ist; die Morphologie hat sich im Verlauf der Untersuchungen unter
verschiedenartigen Wachstumsbedingungen nicht veridndert. Dies ist gut erkennbar am
fibroblastoiden Typ der LNCaP Zellen (vergl. Abb. 6, S. 16; Abb. 12, S. 46; Abb. 33, S.
84). Die Morphologie beider fibroblastoiden Zellinien wurde besonders deutlich unter
suboptimalen Wachstumsbedingungen, fotografiert im Phasenkontrast (vergl. Abb. 33, S.
84; Abb. 34, S. 87). Dagegen zeigten DU-145 und PC-3 Zellen eine besténdige epitheloide
Morphologie in der Kultur (Abb. 6, S. 16). LNCaP und MFM-223 Zellen erfuhren
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Apoptose unter diesen Kultivationsbedingungen (vergl. Tab. 8, S. 88, Abb. 14, S. 51,
Abb. 19, S. 61), ohne dall ecin massives Absterben der Kulturen zu beobachten war.
Offenbar konnten die untersuchten Zellinien mehrere Tage ohne ausreichende Zufuhr von
Néhrstoffen  unter  vergleichbaren  Bedingungen bei  volligem  Erhalt  der
Proliferationsfahigkeit iiberleben. Dies zeigt deutlich die Restimulierbarkeit des
Wachstums von LNCaP Zellen nach Wachstumsarrest (Abb. 14, S. 51). Die in vitro
Uberlebensfihigkeit erscheint ein besonderer Vorteil bei der Arbeit mit Zellkulturen aus
Tumoren zu sein.

In MFM-223 Zellen war die Anwesenheit von Caspase 8 konstitutiv hoher als in
LNCaP Zellen. In MFM-223 Zellen war auch unter reguldren Wachstumsbedingungen in
10 % FCS eine hohere Expression des mit der Apoptose assoziierten Proteins
nachzuweisen; bei Serum-Reduktion auf 1 % FCS wurde die Menge an Caspase 8 Protein
etwa verdoppelt. Entsprechend war die Apoptose-Inzidenz in Wachstumsmedium (10 %
FCS) mit 1 % geringer als nach Kultivierung in 1 % Aktivkohle behandeltem Medium mit
4 % apoptotischen Zellen. Dementsprechend war der Caspase 8 Gehalt nach Zusatz des
wachstumsfordernden CPA in einer Konzentration von 107 M geringer als in Kulturen, die
in 1 % Aktivkohle behandeltem Medium ohne Wirkstoffzusatz wuchsen. In
Ubereinstimmung mit diesem Ergebnis waren in CPA-behandelten Kulturen nur 2 %
apoptotische Zellen nachzuweisen, wihrend die unbehandelte Kontrolle 4 % Apoptose
aufwies. Nach Behandlung mit dem proliferationsférdernden CPA in 1 % Aktivkohle
behandeltem FCS war wie in LNCaP Zellen eine Erhohung des Caspase 8 Gehaltes
gegeniiber der Kultur in Wachstumsmedium (10 % FCS) zu sehen, obwohl die
Apoptoseinzidenz mit 2 % und 1 % nahezu gleich grof3 war (Tab. 8, S. 88). Das Wachstum
von MFM-223 Zellen erreichte allerdings nach Zusatz von 107 M CPA in 1 % Aktivkohle
behandeltem Medium nicht die Zellzahl, wie Kulturen, die in Wachstumsmedium (10 %
FCS) gehalten wurden (vergl. Abb. 19 C mit Abb. 19 D, S. 61). Demnach kénnte, wie bei
LNCaP Zellen, das Fehlen anderer essentieller Wachstumsfaktoren die Erhohung von
Caspase 8 in diesen MFM-223 Kulturen erkldren. Die stdrkste Expression von Caspase 8
war in MFM-223 Zellen nach Behandlung mit 10® M DHT zu sehen. Interessanterweise
{ibertraf dies den Gehalt von Caspase 8 nach Behandlung von MFM-223 Zellen mit 107 M
CAS, obwohl die Inzidenz der Apoptose unter diesen Bedingungen mit 7 % bzw. 8 %
vergleichbar war (Tab. 8, S. 88, Abb. 39, S. 99). Eine Erklarung hierfiir wire, da3 je nach
Substanz DHT oder CAS unterschiedliche Signalkaskaden wirksam werden und die

Apoptose nach Behandlung mit CAS vermehrt iiber den mitochondrialen Weg eingeleitet
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wird. In LNCaP und MFM-223 Zellen war der Apoptose induzierende Effekt des Anti-
androgens CAS sehr grof3. Beit MFM-223 Zellen konnte gezeigt werden, daB3 in 10 % FCS
der Zusatz von 107 M CAS das Wachstum auf 77 % reduzierte. Im Vergleich dazu wurde
die Proliferation dieser Zellen nach Zusatz von 10® M DHT auf 42 % verringert, der Anteil
apoptotischer Zellen war jedoch vergleichbar (Tab. 8, S. 88). Diese Ergebnisse konnten
dafiir sprechen, da3 durch die Behandlung mit dem Antiandrogen CAS in MFM-223 Zellen
in erster Linie Apoptose ausgelost wird, wihrend die hohere Wachstumshemmung nach
Zugabe der geringeren Menge von DHT bei vergleichbarer Apoptoseinzidenz darauthin
deutet, dall neben der Apoptose ein G1-Arrest induziert wurde.

Die Analyse des proapoptotischen BAX in den Zellinien LNCaP und MFM-223
ergab regelhaft eine deutliche Korrelation zur Inzidenz der apoptotischen Zellen. Mit
zunehmender Anzahl apoptotischer Zellen war auch der Gehalt von BAX Protein in beiden
Zellinien erhoht (Abb. 35, S. 90, Abb. 36, S. 93).

Die Menge an antiapoptotischem BCL-2 war bei LNCaP Zellen unter optimalen
Wachstumsbedingungen ungefiahr um die Hilfte geringer als in Kulturen, die in Aktivkohle
behandeltem Serum und nach Zusatz von DHT, CPA oder CAS kultiviert wurden. Der
Gehalt von BCL-2 war nach Entzug von Wachstumsfaktoren oder nach Zusatz von DHT,
CPA oder CAS nahezu gleich (Abb. 37, S. 95, Abb. 38 A, S. 97). Wie schon erwihnt
wurde, sind die Wirksubstanzen DHT und CPA einem Medium zugesetzt worden, dem
durch Aktivkohle-Filterung enthaltene Wachstumsfaktoren entzogen wurden. Daher konnte
das Fehlen anderer essentieller Wachstumsfaktoren die Erh6hung von BCL-2 erkléren.
Zudem erreichten LNCaP Zellen nach Behandlung mit DHT oder CPA in 1 % Aktivkohle
behandeltem Medium nicht die Gesamtzellzahl wie LNCaP Zellen, die in Wachstums-
medium (10 % FCS) kultiviert wurden (Abb. 10, S. 41). Aus der Literatur ist bekannt, daf3
LNCaP Zellen nach Hormon-Ablation vermehrt BCL-2 exprimieren (Catz et al., 2001).
Eine verstirkte Expression des antiapoptotischen BCL-2 wurde auch nach radioaktiver
Bestrahlung oder Chemotherapie beobachtet (Chaudhary et al., 1999, Huang et al., 1998;
Catz). Es wird vermutet, daf} diese Hochregulation von BCL-2 nach wachstumshemmender
oder zytotoxischer Behandlung eine Adaption der Zellen ist, um den programmierten
Zelltod zu entgehen. Der BCL-2 Gehalt erfuhr bei MFM-223 Zellen ebenfalls keine
Anderungen in Abhingigkeit von der Behandlung (Abb. 38 B, S. 97). Der Gehalt des
Proteins war in diesen Zellen konstitutiv hoher als in LNCaP Zellen. In der Literatur sind
bisher keine Untersuchungen {iiber die Expression von BCL-2 in MFM-223 Zellen

beschrieben.
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5 Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurden vier Zellinien aus humanen Karzinomen von Prostata
(DU-145, PC-3, LNCaP) und Mamma (MFM-223) untersucht. Die Zellinien unterscheiden
sich hinsichtlich der Mutationen des Proteins p53 und der Androgen-Sensitivitit. In den
Experimenten sollte verglichen werden, welche Auswirkungen die Mutationen des
Zellzyklus und Apoptose regulierenden p53 auf die Regulation der abhédngigen Proteine
MDM2 ("murine double-minute chromosome-2") bzw. p21/WAF1 (p21/"wt-p53-activated
fragment 1") und auf das Wachstumsverhalten haben. Zudem sollte die Apoptose nach
Wachstumsfaktoren-Entzug und nach der Behandlung mit Androgenen oder
Antiandrogenen tiberpriift werden.

In den Untersuchungen wurden dem Kultivations-Serum der Zellinien Wachstums-
faktoren entzogen oder die Hormone DHT (5a-Dihydrotesteron), E; (2; 17 B Ostradiol)
bzw. das steroidale Antiandrogen CPA (Cyproteronazetat) oder das nicht-steroidale CAS
(Casodex; chem. Bezeichnung Bicalutamid) zugesetzt. Die Prostatakarzinom-Zellinien
DU-145 und PC-3 exprimierten keine Androgen-Rezeptoren und sind daher nicht
androgenssensitiv. Die androgensensitive Zellinie LNCaP hingegen reagierte nach
Behandlung mit DHT oder dem steroidalen Antiandrogen CPA mit einer
Wachstumssteigerung. Das nicht-steroidale Antiandrogen CAS hat dagegen das Wachstum
dieser Zellinie gechemmt. Wéhrend der Behandlung mit CAS ergab sich, dall der Gehalt an
p53 bei Hemmung der Proliferation von LNCaP Zellen mit stiller Mutation des Gens und
wt-Status des Proteins regelhaft anstieg (vergl. Abb. Z;, S. 122). Entsprechend zeigten die
Western-Blot  Analysen eine erhohte Menge an MDM2 und p2l. Im
immunzytochemischen Nachweis von DNA-Fragmenten im TUNEL-Assay wurden
vermehrt apoptotische LNCaP Zellen nach Wachstumsfaktoren-Entzug oder nach
Behandlung mit CAS nachgewiesen. Western-Blot Analysen zeigten einen Anstieg des
proapoptotischen Proteins BAX und der Caspase 8 bei unverdndertem Gehalt des anti-
apoptotischen Proteins BCL-2 (Abb. Z;, S. 122). Nach Kultivation der LNCaP Zellen in
Wachstumsmedium oder mit den proliferationsférdernden Substanzen DHT bzw. dem
steroidalen Antiandrogen CPA war der p53 Gehalt gering, ebenso wie die Menge von
MDM2 und p21 (Abb. Z;, S. 122). Im TUNEL-Assay wurden unter diesen positiven
Wachstumsbedingungen nur 1-1.5 % apoptotische Zellen nachgewiesen, und die Menge
der Apoptose assoziierten Proteine BAX und Caspase 8 war entsprechend gering.

Zellen der androgensensitiven Mammakarzinom-Zellinie MFM-223 reagierten nach

Zusatz von DHT mit Wachstumshemmung. Die Behandlung mit dem steroidalen
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Antiandrogen CPA fiihrte dagegen zur Wachstumssteigerung der Zellen. Im Gegensatz
dazu bewirkte der Zusatz des nicht-steroidalen Antiandrogens CAS eine Verminderung der
Proliferation. Nach Hemmung des Wachstums durch Wachstums-faktoren-Entzug und
nach Behandlung mit DHT oder CAS wurden p53 und die p53-induzierbaren Proteine
MDM2 und p21 regelhaft hochreguliert, obwohl aus eigenen Sequenzanalysen erstmals
hervor ging, da3 das Protein im Core-Anteil durch eine p53-Punktmutation in Codon 132
(K132R) verédndert ist (vergl. Abb. Z;, S. 122). Demnach hat die p53-Mutation von MFM-
223 Zellen anscheinend keinen Einflufl auf die Funktionsfahigkeit von p53. Die Mutation
konnte allerdings nur ein Allel betreffen, und das p53 des verbleibenden Allels entspriache
dem Wildtyp-Status. In diesem Fall wiirde die wt-pS3 Komponente die regulativen
Funktionen von p53 weiterhin aufrecht erhalten. Entsprechend war unter negativen
Wachstumsbedingungen durch Wachstumsfaktoren-Entzug und Zusatz von DHT oder
CAS die Anzahl der apoptotischen MFM-223 Zellen im TUNEL-Assay erhoht, und der
Gehalt von BAX und Caspase 8 nahm zu (Abb. Z;, S. 122). Die Menge des
antiapoptotischen BCL-2 erfuhr dagegen unter diesen Kultivationsbedingungen keine
Anderung. Unter optimalen Wachstumsbedingungen in 10 % FCS oder nach Stimulation
des Wachstums durch das Antiandrogen CPA waren p53 sowie MDM2 und p21 in
Western-Blot Analysen gering exprimiert. Zudem wurden unter diesen positiven
Wachstumsbedingungen nur 1-2 % apoptotische Zellen nachgewiesen, vergleichbar mit
der Apoptose-Inzidenz von 1-1.5 % unter optimalen Proliferationsbedingungen bei LNCaP
Zellen. Entsprechend war in MFM-223 Zellen der Gehalt der Apoptose relevanten Proteine
BAX und Caspase 8 bei stimuliertem Wachstum geringer als bei den entsprechenden
Kontrollansédtzen mit LNCaP Zellen. Dennoch wird in diesen beiden Zellinien der Zelltod
offenbar durch p53 und die davon regulierten Proteine gesteuert.

Im Gegensatz dazu, stehen die Ergebnisse der Untersuchungen an den Androgen-
resistenten Zellinien DU-145 und PC-3. Die Zellinie DU-145 trdgt Mutationen in den
Codons 223 und 274 des p53 Gens. Es wurden zwei p53-dhnliche Proteine der Gréf3en von
ca. 45 bzw. 50 kD in diesen Zellen detektiert, die offenbar auf Grund einer verdnderten
Halbwertzeit in DU-145 Zellen akkumulierten. Die Zellinie PC-3 exprimiert kein p53. Die
Proliferation beider Zellinien wird durch den Entzug von Wachstumsfaktoren im Vergleich
zu LNCaP oder MFM-223 Zellen in geringerem Ausmall gehemmt. Zudem haben
Western-Blot Analysen der durch p53-regulierten Proteine MDM2 oder p21 gezeigt, dal3
diese in DU-145 oder PC-3 Zellen entweder nicht exprimiert oder durch die Variation der

Wachstumsbedingungen bei DU-145 und PC-3 Zellen nicht reguliert wurden (vergl. Abb.
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75, S. 123). Weiterhin ergaben die Untersuchungen im TUNEL-Assay, da3 der Entzug von
Wachstumsfaktoren keine Apoptose in DU-145 oder PC-3 Zellen ausldste, und demnach
ein Zelluntergang offenbar nicht durch p53 und durch die nachregulierten Proteine
vermittelt wird.

Das nicht-steroidale Antiandrogen CAS bewirkte eine doppelt so hohe Akkumulation
von p53 im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle in den Androgen sensitiven LNCaP
und MFM-223 Zellen, von denen letztere durch steroidale Androgene antiproliferativ
beeinflulit werden, wihrend LNCaP Zellen durch steroidale Substanzen wie DHT oder
CPA eine Steigerung des Wachstums erfuhren. Die Inzidenz von apoptotischen LNCaP
Zellen nach Behandlung mit CAS war mit 12 % im Vergleich zur Apoptose-Inzidenz nach
Entzug von Wachstumsfaktoren mit 7 % nahezu doppelt so hoch. Dies impliziert eine
spezielle Wirkungsweise von CAS auf p53 und den programmierten Zelltod in LNCaP und

MFM-223 Zellen, zu deren Klarung weitere Untersuchungen erforderlich sind.

Zellinien: LVCHP P53 (wt) MFM-223 p53 (mut/wt)
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Ze"inien: DU']45 p33 (mut/mut) PC-3 p33 (-/mut)

Zeitlich verzogerte Proliferation bei Serumentzug
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Zusitzliche Abbildungen der Zusammenfassung

Z;: Ubersicht der Ergebnisse zur Regulation von p53 und Apoptose nach Inhibition der
Proliferation von LNCaP Prostatakarzinomzellen und MFM-223 Mamma-
karzinomzellen durch Serumentzug oder Casodex bzw. Dihydrotestosteron (DHT).

Z,: Verzogerte Proliferation und Ausbleiben der Apoptose bei Prostatakarzinomzellen
DU-145 und PC-3 bei Serumentzug.

Funktionen: = fordernd, - hemmend, +*> aufgehoben, = = => indirekter
Effekt, (-) Protein nicht nachweisbar. Rot: kein Effekt fiir die entsprechende
Reaktion.
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Abstract

In dieser Arbeit wurde die Expression des Tumorsuppressorproteins p53 in verschiedenen
Zellinien von humanen Karzinomen der Prostata (DU-145, LNCaP, PC-3) oder Mamma
(MFM-223) in Abhdngigkeit vom Wachstumszustand untersucht. Die Zellinien unterscheiden
sich hinsichtlich des p53 Genstatus und der Androgen-Sensitivitdt. In den Untersuchungen
wurde die Zellproliferation durch Entzug von Wachstumsfaktoren oder durch Behandlung mit
Androgenen sowie den Antiandrogenen Cyproteroneacetat oder Bicalutamid ("Casodex",
CAS) manipuliert. AnschlieBend wurde die Expression von p53 und der p53-regulierten
Proteine MDM2 und p21 in Western-Blot Analysen gepriift. Immunzytochemische
Untersuchungen zum programmierten Zelltod wurden mit Hilfe des TUNEL-Assays
unternommen. Der Gehalt an Apoptose-assoziierten Proteinen BCL-2, BAX und Caspase 8
wurde in Western-Blot Analysen iiberpriift. Es konnte gezeigt werden, da3 in LNCaP Zellen
mit "stiller" Mutation im p53 Gen und in MFM-223 Zellen mit mutiertem p53 Gen nach
Wachstumshemmung ein Anstieg von p53 und der p53-induzierten Proteine MDM?2 und p21
erfolgte. LNCaP und MFM-223 Zellen wiesen vermehrt apoptotische Zellen nach Reduktion
des Zellwachstums auf. Der Gehalt der Apoptose-assoziierten Proteine BAX und Caspase 8
nahm entsprechend zu.

In DU-145 Zellen mit p53-Mutation in beiden Allelen erfolgte keine Regulation von
MDM2. p21 war in diesen Zellen nicht nachzuweisen. In PC-3 Zellen mit Verlust eines Allels
und einer "frameshift" Mutation im verbleibenden p53-Allel war keine Expression von
MDM2 und p21 nachzuweisen. Bei den Zellen dieser beiden Linien war nach Reduktion des
Wachstums auf 50 % keine Apoptose zu finden. Die Ergebnisse zeigen das individual-

spezifische Verhalten von Tumorzellen unter verschiedenen Stre3-Situationen.



