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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Thematische Einfiihrung

Mit etwa 61.000 geschatzten Neuerkrankungen im Jahr 2020 ist das Prostatakarzinom (PCa)
die haufigste Krebserkrankung des Mannes in Deutschland (1). Stehen fiir lokalisierte Stadien
noch die chirurgische Entfernung oder Bestrahlung als kurative therapeutische Optionen zur
Verfigung, so kommen fur fortgeschrittene und metastasierte Tumore insbesondere
systemische Therapien wie die Androgendeprivation und Chemotherapie mit palliativer
Intention infrage (2). Hierzu z&hlt auch das Antiandrogen Enzalutamid, welches in den
vergangenen Jahren an enormer Bedeutung in der Therapie des PCa gewonnen hat. Es
inhibiert den Signalweg des Androgenrezeptors (AR) durch Hemmung der Bindung von
Dihydrotestosteron (DHT) an den AR sowie durch Hemmung der AR-Translokation in den
Zellkern und dessen Bindung an die DNA. Enzalutamid kommt bei Mannern mit
nichtmetastasiertem kastrationsresistenten PCa sowie im metastasierten hormonsensitiven
und kastrationsresistenten Stadium zum Einsatz (3-8). Jedoch sprechen einige Patienten
primér nicht auf das Medikament an oder entwickeln nach initialem Ansprechen eine Resistenz
mit Wirkverlust des Praparats (3, 5). Therapieresistenzen, die unter antiandrogener
Behandlung auftreten, stellen eine erhebliche Herausforderung in der Behandlung des
fortgeschrittenen PCa dar. Die Mechanismen, die zur Progression des Tumors unter
Androgenentzug fuhren, sind vielfaltig und Gegenstand grof3en wissenschaftlichen Interesses.
Hierzu zahlen Mutationen und SpleilBvarianten des AR, die zu einem konstitutiv aktiven
Signalweg flhren, sowie die Steigerung der intratumoralen Androgensynthese (9-13). Zudem
gewinnen Mechanismen wie die neuroendokrine Transdifferenzierung und die Hochregulation
von Proteinen und intrazellularen Signalwegen, welche der Tumorzelle Uberlebensvorteile
schaffen und mit Resistenzentwicklung einhergehen, an Bedeutung in der Entwicklung neuer
Behandlungsoptionen (14-17). Die Uberwindung von Resistenzen als Mdoglichkeit zur
Resensitivierung und folgender Therapieoptimierung stellt ein zentrales Anliegen der
translationalen uroonkologischen Forschung im Bereich des PCa dar. Zu den untersuchten
Zielstrukturen hinsichtlich der Resistenzentwicklung unter Androgendeprivation bzw.
Enzalutamid-Therapie gehdrt auch der Transkriptionsfaktor Signal Transducer and Activator
of Transcription 5 (STAT5). Zahlreiche Arbeiten haben STAT5 und seinen Signalweg bereits
als wichtigen Modulator fir Tumorwachstum und -progress beim PCa identifiziert (18-22).
Nach erfolgter Androgendeprivationstherapie konnte eine erhdhte STAT5-Expression
beschrieben werden, ebenso findet sich eine Assoziation der STAT5-Expression mit einem
hohen Gleason-Score (23-25). Zudem gelang durch den gezielten STAT5-Knockdown die
Verzoégerung der Progression kastrationsresistenter Tumore in vivo (23), was die Relevanz

von STATS als therapeutische Zielstruktur stiitzt. Aulierdem wurde nachgewiesen, dass eine
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Kommunikation von STAT5 mit dem AR vorliegt, welche zu einer starken synergistischen
Interaktion beider Proteine flhrt und zur Entwicklung einer Therapieresistenz beitragen knnte
(24). Auch fur den Fall der Enzalutamid-Resistenz war bereits eine Hochregulation von STAT5
nachweisbar (26). So konnte es durch die Uberexpression von STAT5 und den AR-
Synergismus zu einer Aufhebung der Enzalutamid-vermittelten Hemmung der AR-
Translokation und durch STAT5-vermittelte Expression der Zielgene BCL2L1 und CCND1 zur
direkten Aktivierung des Zellzyklus kommen, was zum Wirkverlust und damit zur

Resistenzentwicklung gegentber Enzalutamid fuhrt.

1.2 Problemstellung und Zielsetzung

Vor dem Hintergrund der bereits erlangten Erkenntnisse zur Rolle des STAT5-Proteins in der
(Patho-) Physiologie des PCa, der aufgefiihrten Uberlegungen und der klinisch drangenden
Problematik der Enzalutamid-Resistenz widmet sich diese Arbeit der Frage nach der
Moglichkeit der Uberwindung der Enzalutamid-Resistenz durch einen gezielten STAT5-
Knockdown. Ziel dieser Arbeit ist es, in vitro den Stellenwert des Transkriptionsfaktors STAT5S
in der Enzalutamid-Resistenz zu untersuchen. Hierzu soll die Expression von STATS in
hormonsensitiven, kastrationsresistenten und Enzalutamid-resistenten Zelllinien untersucht
werden. Zudem sollen die Auswirkungen einer siRNA- und pharmakologisch-vermittelten
STAT5-Inhibition mit dem STATS5-Inhibitor Pimozid auf die antitumordse Wirkung von
Enzalutamid in Enzalutamid-sensitiven und -resistenten Zellen beurteilt werden. Dabei ist von
besonderem Interesse, ob eine Resensitivierung Enzalutamid-resistenter Zellen durch die

STATS5-Inhibition erreicht werden kann.

Durch die vorliegende Arbeit soll so ein Beitrag zum tieferen Verstandnis der klinisch hoch

relevanten Enzalutamid-Resistenz und ihrer Uberwindung geleistet werden.
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2 Literaturiibersicht

2.1 Das Prostatakarzinom

Das PCa ist die am haufigsten diagnostizierte Krebserkrankung in Deutschland und die
zweithaufigste Krebstodesursache des Mannes (1). Es handelt sich um eine in der Prostata
entstehende maligne Neoplasie. In Gber 90 % der Falle liegt aus histologischer Sicht ein
Adenokarzinom vor, das vom Driisengewebe der peripheren Zone der Prostata ausgeht.
Seltenere Formen stellen unter anderem neuroendokrine Tumore oder Urothelkarzinome dar
(27). Das Lebenszeitrisiko eines Mannes, an einem PCa zu erkranken, betragt etwa 11 %.
Durch verbesserte Diagnostik sowie Vorsorge wird das PCa in ca. 2/3 der Félle in friihen
Stadien diagnostiziert, welche duRerst giinstige 5-Jahres-Uberlebensraten aufweisen (1). Die
zur Entstehung des PCa beitragenden Faktoren sind weitestgehend ungeklart. Zusatzlich zu
genetischer Pradisposition, Umwelteinflissen und molekularen Veranderungen nehmen
Androgene und die Modulation des Androgensignalweges eine wichtige Rolle in der
Progression des PCa ein (28). Bereits im Jahr 1941 gelangten Charles Huggins und Clarence
Hodges zu der wegweisenden Erkenntnis, dass das Wachstum von PCa-Zellen
hormonabhéngig ist und durch Androgenentzug inhibiert werden kann (29). Fur die Therapie
des PCa kommen zahlreiche kurative und palliative Behandlungskonzepte infrage. Diese
reichen von aktiver Uberwachung, radikaler Prostatektomie sowie Bestrahlung uber
Androgendeprivationstherapie bis hin zu taxanbasierter Chemotherapie (2). Zur Auswahl eines
geeigneten Therapieverfahrens werden neben dem klinischen Tumorstadium und der
histologischen Einstufung auch der Gesundheitszustand sowie der individuelle
Therapiewunsch des Patienten bericksichtigt. Die 6konomischen Folgekosten variieren je
nach Behandlungskonzept stark (30). Insgesamt beliefen sich die Krankheitskosten fiir das
PCa im Jahr 2015 nach Angaben des Statistischen Bundesamtes auf 1.850 Mio. Euro und die
fur die USA prognostizierten Kosten fur das Jahr 2020 auf 18.53 Mrd. US-Dollar (31, 32). Diese
Faktoren sowie die Tatsache, dass es sich in einem Grof3teil der Falle um einen langsam
wachsenden Tumor handelt, der nicht obligatorisch die Lebenserwartung der erkrankten
Manner einschrankt, machen das PCa zu einer Erkrankung, die das Leben und die
Lebensqualitat vieler Manner nach Diagnosestellung Uber einen grof3en Zeitraum hinweg

betrifft und beeinflusst.
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2.2 Die Prostata — Anatomische und physiologische Grundlagen

Die Prostata, auch Vorsteherdrise, gehort ebenso wie die paarig angelegten
Bulbourethraldrisen und die Samenblasen sowie die Samenblasenampulle zu den
akzessorischen Geschlechtsdriisen des Mannes (Abbildung 1). Die Prostata grenzt mit ihrer
apikalen Basis an den Fundus der Harnblase und umschlief3t die Harnréhre. Nach kaudal hin
liegt sie dem Beckenboden, speziell dem Diaphragma urogenitale, auf. Ventral wird sie durch
die Symphyse begrenzt, dorsal durch den Mastdarm. An dem etwa kastaniengrof3en Organ
lassen sich zwei Seitenlappen (Lobus dexter et sinister) sowie ein Mittellappen (Lobus medius)
und der Isthmus (Isthmus prostatae) abgrenzen (33). Umgeben ist die Prostata von einer
bindegewebigen Kapsel sowie einem Venen- und Nervengeflecht, bei dem es sich um den flr
die Erektion wichtigen autonomen Plexus prostaticus handelt.

CORPUS
CAVERNOSUM

COWPER'S'
GLAMD

BuLBEO-
CAVERNOSUS
MUSCLE

Abbildung 1: Das méannliche Becken im Sagittalschnitt (Gray 1918, Fig. 1136 (34))

Die Prostata besteht feingeweblich aus Driisengewebe, Bindegewebe und Muskulatur. Es
finden sich 30 bis 50 tubuloalveolaren Driisen, die Uber ca. 20 Ausfiihrungsgéange in die Pars
prostatica der Harnréhre minden (33). Die Prostata wird in eine periphere Zone (ca. 70 % des
Prostatagewebes), eine transitionale Zone zu beiden Seiten der Urethra (ca.5 % des
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Prostatagewebes) und eine zentrale Zone (ca. 25 % des Prostatagewebes), die von den
Spritzkan&lchen (Ductus ejaculatorii) durchzogen wird, eingeteilt (Abbildung 2) (35). Das
ventrale Prostatagewebe besteht aus fibromuskularem driisenfreiem Stroma. Die Driisen in
allen weiteren Bereichen der Prostata produzieren ein leicht séauerliches Sekret mit einem pH-
Wert von 6,4. Dieses macht etwa 30 % des Ejakulats aus. Es enthélt das Prostata-spezifische
Antigen (PSA), ein Enzym zur Verflissigung der Samenflissigkeit, und Spermin, ein Polyamin,
welches stabilisierend auf die DNA der Spermatozoen wirkt (33). AuRerdem enthalt das
Prostatasekret Proteasen, insbesondere saure Phosphatasen, die der Verflissigung des
Sekrets dienen (33). Zusammen mit dem Sekret der Samenblasen und der
Bulbourethraldriisen sowie der Spermien aus dem Hoden bildet dieses Sekret das Sperma.

‘Ejaculatory duct

Prostatic utricle
Urethral crest

Prostatic urellizg

Abbildung 2: Die Makroanatomie der Prostata (Gray 1918, Fig. 1153 (34))

2.3 Wachstum und Differenzierung der Prostata: Androgenwirkung und
Androgenrezeptorachse

Wachstum und Differenzierung der Prostata werden maf3geblich durch Androgene stimuliert
(29). Es handelt sich dabei um Steroidhormone, zu denen Testosteron, Dihydrotestosteron,
Dehydroepiandrosteron, Androstendion, Androstendiol und Androsteron zéhlen. Sie werden
bei Mannern zum Uberwiegenden Teil in den Leydig-Zellen des Hodens und in geringem Maf3
in der Nebennierenrinde produziert. Sie sind von groRer Bedeutung fiir die Ausbildung des
mannlichen Phanotyps wahrend der Embryonalentwicklung, die Spermatogenese, die
Ausbildung sekundarer Geschlechtsmerkmale und die ménnliche Fortpflanzung. Auch in
anderen Geweben, wie z.B. Muskel- oder Knochengewebe, nehmen Androgene eine wichtige
Rolle fur Zellwachstum und -differenzierung ein (36). Fur Differenzierung und Wachstum der

Prostata stellen Testosteron und DHT die wichtigsten Androgene dar (37). Bei DHT handelt
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es sich um das potentere Androgen, das durch das Enzym 5a-Reduktase aus Testosteron
metabolisiert wird und im Vergleich zu Testosteron eine héhere Affinitat zum AR aufweist (38,
39). Ein komplexer Regelkreis zwischen Hypothalamus, Hypophyse und Hoden liegt der
Bildung von Testosteron zugrunde. Im Hypothalamus erfolgt die Bildung des Gonadotropin-
freisetzenden Hormons (Gonadotropin Releasing Hormone, GnRH), welches im
Hypophysenvorderlappen die Freisetzung der Gonadotropine FSH (Follikel-stimulierendes
Hormon) und LH (Luteinisierendes Hormon) induziert. Wahrend LH die Testosteronbildung in
den Leydigzellen stimuliert, férdert FSH die Spermatogenese. Zur Verhinderung einer
Uberschiel3enden hormonellen Produktion existiert ein negativer Rickkopplungs-
mechanismus, welcher bei steigendem Testosteronspiegel die weitere Freisetzung der
Steuerhormone aus Hypothalamus und Hypophyse hemmt und auf diese Weise die
Testosteronproduktion negativ reguliert. Das gebildete Testosteron liegt im Blut zum grof3ten
Teil gebunden an Sexualhormon-bindendes Globulin vor, lediglich ein geringer Teil des in der
Blutbahn zirkulierenden Testosterons liegt ungebunden vor. Im Zytoplasma der Prostatazelle
wird Testosteron durch die 5a-Reduktase enzymatisch in DHT umgewandelt, welches dort als
Ligand am AR binden kann (Abbildung 4) (38).

Bei dem AR handelt es sich um einen ligandenabhéngigen Transkriptionsfaktor, der zu der
Familie der Steroidhormonrezeptoren gehort. Das AR-codierende Gen ist beim Menschen auf
dem langen Arm des X-Chromosoms (Xq12) lokalisiert (Abbildung 3) (40, 41). Dieses besteht
aus acht Exons, welche die vier funktionellen Doméanen des AR-Proteins verschlisseln. Das
AR-Protein, zusammengesetzt aus 919 Aminosauren, besitzt ein Molekulargewicht von 110
bis 112 kDa und besteht als nuklearer Rezeptor aus vier funktionellen Domaéanen, die durch

acht Exons verschlisselt werden (Abbildung 3).

X chromosome [ Xp D[ . Xq ]

q11.2 q12
AR-FLGene  5'emm] Exon 1
5'UTR
AR-FL Protein | NTD
1 142 TAU-1
| AF-1

Abbildung 3: Der humane Androgenrezeptor (nach Crona etal. 2017 (42)). Schematische
Darstellung der strukturellen Organisation des AR-Gens sowie -proteins mit den vier funktionellen
Domanen. AF-1: Activation Function 1, AF-2: Activation Function 2, AR-FL: Androgen Receptor Full
Length, DBD: DNA-Binding Domain, LBD: Ligand-Binding Domain, NTD: N-Terminal Transactivation
Domain, TAU-1: Transactivation Unit 1; TAU-5: Transactivation Unit 5, UTR: Untranslated Region.
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Vor Androgenbindung stabilisieren Hitzeschockproteine (HSP) den im Zytoplasma
befindlichen AR (43, 44). Als Folge der Androgenbindung dissoziieren die HSP vom AR und
es kommt zu einer Konformationsanderung sowie zu Phosphorylierungen des Rezeptors, der
nun in der Lage ist, ein Homodimer mit einem weiteren AR auszubilden (Abbildung 4) (45, 46).
In der Folge transloziert das Homodimer in den Nukleus, wo der Rezeptor an sogenannte
Androgen Response Elements (ARE) der DNA sowie koregulatorische Proteine bindet und als
Transkriptionsfaktor die Transkription androgener Zielgene regulieren kann (Abbildung 4) (47,
48). Neben dieser ligandenabhangigen Aktivierung kommt es zu einer Transaktivierung im
Rahmen der Signaltransduktion unterschiedlicher Wachstumsfaktoren und Zytokine (49, 50).
Beteiligt sind hier beispielsweise die Interleukine 6 und 8 (IL-6, IL-8), der Epidermale
Wachstumsfaktor (Epidermal Growth Factor, EGF) und der insulindhnliche Wachstumsfaktor
(Insulin-like Growth Factor, IGF-1) (Abbildung 4).
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Abbildung 4: Ligandenabhangiger und -unabhéngiger Androgenrezeptor-Sighalweg (hach
Pelekanou et al. 2013 (51)). T: Testosteron, DHT: Dihydrotestosteron, IL6R: Interleukin 6-Rezeptor,
EGFR: Epidermal Growth Factor Receptor, mAR: membrane Androgen Receptor, HSP:
Hitzeschockprotein, JAK: Januskinase, STAT: Signal Transducer and Activator of Transcription, PKA:
Protein Kinase A, FAK: Focal Adhesion Kinase, PI3K: Phosphoinositid-3 Kinase, cdc42: Cell Division
Control Protein 42 Homolog, NF-kB: Nuclear Factor 'kappa-light-chain-enhancer' of Activated B-Cells,
CREB: cAMP Response Element-binding Protein, Mek: Mitogen-activated Protein Kinase Kinase, Ras:
Rat Sarcoma Protooncogen, Raf: Rapidly Accelerated Fibrosarcoma Protein, Erk: Extracellular Signal-
regulated Kinases, racl: Ras-related C3 Botulinum Toxin Substrate 1.
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2.4 Epidemiologie und Risikofaktoren des Prostatakarzinoms

Mit etwa 23 % aller diagnostizierten Krebsneuerkrankungen ist das PCa die haufigste
Krebsneuerkrankung des Mannes in Deutschland. Das Deutsche Krebsregister schétzt die
Zahl der im Jahr 2020 am PCa neuerkrankten Manner auf 61.200 und die Zahl der Sterbefalle
auf 14.318 (1). Weltweit hat das PCa den Daten der GLOBOCAN-Studie zufolge mit 13,5 %
die zweithtchste Inzidenz aller Krebserkrankungen und steht mit 6,7 % auf dem fiinften Platz
der Krebstodesfalle bei Mannern (52). Dabei ist das PCa in 105 Landern die am haufigsten
diagnostizierte Tumorerkrankung. Fur das Jahr 2018 wurden weltweit 359.000 PCa-
assoziierte Todesfdlle geschatzt. In der Uberwiegenden Zahl der Lander in West- und
Nordeuropa sowie Nordamerika sinkt die Mortalitdt des PCa in den vergangenen Jahren stetig
(53), was auf friihere Detektion der Krankheit durch das Screening des PSA-Werts im Rahmen
der Vorsorge und verbesserte Behandlungsoptionen zuriickzufihren sein kénnte. Trotz der
sinkenden Mortalitat in westlich gepragten Landern nimmt die Weltgesundheitsorganisation
(World Health Organisation, WHO) dennoch an, dass sich die Mortalitat des PCa innerhalb
der kommenden 20 Jahre bis zum Jahr 2040 verdoppeln und insbesondere mit einer
steigenden Lebenserwartung in afrikanischen und asiatischen Landern zunehmen wird (54).
Ausschlaggebend hierfir ist der mitunter bedeutendste Risikofaktor, das Alter. Das PCa ist die
am haufigsten diagnostizierte Krebsentitdt des alten Mannes (52). So zeigen Daten des
Robert-Koch-Institutes (RKI) von 2015/2016, dass insbesondere Manner ab dem 45.
Lebensjahr am PCa erkranken. Dabei steigt das 10-Jahres-Erkrankungsrisiko ab dem 50.
Lebensjahr deutlich an und liegt bei einem 75-jahrigen Mann bei ca. 5 % (1). Autopsiestudien
zur Pravalenz des PCa verdeutlichen diesen Trend. So kommt eine Ubersichtsarbeit aus dem
Jahr 2015 zu dem Schluss, dass die Pravalenz von inzidentellem Prostatakrebs in der
Altersgruppe der unter 30-jahrigen Mannern bei 5 % liegt, jedoch bei der Gruppe der Uber 79-
jahrigen Manner auf 59 % steigt (55). Aufgrund des demografischen Wandels ist davon
auszugehen, dass Inzidenz und Pravalenz in den kommenden Jahren weiter ansteigen.
Weiterhin ist eine familiare Haufung als Risikofaktor belegt. Das Erkrankungsrisiko von
Mannern, deren Vater oder Bruder an einem PCa erkrankt ist, ist doppelt so hoch wie das
Risiko der Manner ohne erkrankte erstgradige Verwandte (56). Ebenso konnte gezeigt
werden, dass das Risiko, an einem PCa zu erkranken, mit der Anzahl der betroffenen
Familienmitglieder steigt (56). Diverse Untersuchungen verweisen auch auf eine ethnische
und genetische Komponente in der Atiologie des PCa. Afro-amerikanische Manner weisen
weltweit die hochste Inzidenz auf und erkranken friher als andere ethnische Gruppen an
diesem Karzinom (57). Bei der Einordnung dieser Daten miissen der Einfluss unterschiedlich
ausgepragter Falldokumentationen und Friherkennungsprogramme sowie ein ungleicher
Zugang zum Gesundheitssystem bertcksichtigt werden (58). Neben dem Alter, der Ethnizitat

und der genetischen Pradisposition werden umweltassoziierte Faktoren diskutiert. Studien, die
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die Inzidenz unter Mannern untersuchten, die von Entwicklungslandern in industrialisierte
Lander immigrierten, verweisen auf die Bedeutung eines westlich gepragten Lebensstils in der
Entwicklung des PCa. So konnte gezeigt werden, dass die Inzidenz unter afro-amerikanischen
Méannern in den USA etwa 40-fach hoher ist als von im afrikanischen Herkunftsland lebenden
Mannern (59). Auch Daten Uber die Inzidenzen von in die USA immigrierten japanischen und
chinesischen Mannern im Vergleich zu nichtimmigrierten Mannern berichten eine bis zu 43-
fach erhdohte Neuerkrankungsrate nach Immigration (60). AufRerdem scheint die Ernéhrung
eine Rolle zu spielen. Hier stehen vor allem eine phytodstrogenhaltige Kost, beispielsweise
durch den Konsum von Soja-Produkten, sowie eine lycopenreiche Erndhrung, wie sie durch
den Verzehr von Tomaten erreicht werden kann, im Verdacht, eine protektive Wirkung zu
entfalten (61, 62).

2.5 Friherkennung und Primardiagnostik des Prostatakarzinoms

Die Identifikation aggressiver Prostatatumore bei asymptomatischen Mannern mit einer
Lebenserwartung von mehr als zehn Jahren ist Ziel der Friherkennungsmaflnahmen. Die
empfohlene Krebsfriherkennungsuntersuchung der gesetzlichen Krankenkassen, welche ab
dem 45. Lebensjahr empfohlen wird, umfasst als Leistungen neben der Abfrage von
Beschwerden die digital-rektale Tastuntersuchung der Prostata (DRU) und die Untersuchung
der aufleren Geschlechtsorgane. Die aktuelle S3-Leitlinie zum PCa (2021) empfiehlt zudem
die Bestimmung des PSA-Wertes zur Friherkennung des PCa bei Mannern ab dem 45.
Lebensjahr, sofern die Patienten Uber Nutzen der Bestimmung sowie Risiken einer
Ubertherapie aufgeklart wurden (2). Zudem soll bereits ab dem 40. Lebensjahr die
Bestimmung des PSA-Wertes bei Mannern mit einem erhohten Risiko fiir ein PCa erfolgen.
Die europaische Gesellschaft fir Urologie (European Association of Urology, EAU) empfiehlt
die Bestimmung eines Ausgangs-PSA-Wertes bei Mannern im Alter zwischen 40 und 45
Jahren zur Einleitung einer individualisierten, risikoadaptierten Weiterbetreuung mit dem Ziel,
die Inzidenz fortgeschrittener Tumorstadien und die krebsspezifische Mortalitat des PCa zu
senken (63). GemaR S3-Leitlinienempfehlung sollen erhéhte PSA-Werte = 4 ng/ml in einem
Intervall von sechs bis acht Wochen verlaufskontrolliert werden (2). Bei Vorliegen eines
kontrollierten PSA-Wertes = 4 ng/ml, eines karzinomverdachtigen Befundes der DRU oder
eines auffallig schnell ansteigendem PSA-Wertes wird zur Diagnosesicherung und
histologischen Subtypisierung das Prostatagewebe klassischerweise mittels Stanzbiopsie
gewonnen. Auch die multiparametrische Magnetresonanztomografie (MRT) und der
transrektale Ultraschall (TRUS) kommen in der Primardiagnostik zum Einsatz. Zur weiteren
Bestimmung des Tumorausmafies (Staging) koénnen in der Diagnostik je nach Stadium

zusatzlich die Computertomografie (CT) sowie die Skelettszintigrafie zum Einsatz kommen.
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2.6 Pathologie und Stadieneinteilung des Prostatakarzinoms
2.6.1 Histopathologie und Gleason-Grading

Bei der Uberwiegenden Mehrheit der Prostatatumore handelt es sich histologisch um aus den
azinaren Drisen der Prostata entstandene Adenokarzinome. Weitere seltenere Formen
stellen u.a. duktale Adenokarzinome, aus der Harnblase infiltrierende Urothelkarzinome,
neuroendokrine Tumore und Sarkome dar (27). Zur Beurteilung des Differenzierungsgrades
der Adenokarzinome hat sich das 1966 von D. F. Gleason entwickelte und zuletzt 2014 von
der Internationalen Gesellschaft flr Uropathologie (International Society of Urological
Pathology, ISUP) modifizierte Gleason-Grading etabliert (64-67). Dieses definiert funf
Drusenmuster, welche sich in Struktur und Architektur von nicht-tumorésem Gewebe
unterscheiden (Abbildung 5).

Abbildung 5: Schematische Darstellung der Drisenmuster nach D.F. Gleason (nach Humphrey
2004 (68)). Dargestellt sind die funf Differenzierungsmuster der Driisen von Grad 1-5. Grad 1: Sehr gut
differenziert. Grad 5: sehr schlecht differenziert, Verlust der Driisenstruktur.

Nach Prostatektomie wird der Gleason-Score durch Addition der beiden am haufigsten
vorkommenden Drisenmuster des Resektats bestimmt. Bei einem Stanzbiopsat wird der
Gleason-Score durch Addition des am haufigsten vorliegenden Driisenmusters und des am
schlechtesten differenzierten Drisenmusters ermittelt. Basierend auf dem Gleason-Score
erfolgt die Zuordnung zu einer prognoserelevanten Graduierungsgruppe (67). Dabei entspricht
nach aktueller ISUP-Empfehlung ein Gleasonscore von 6 der Graduierungsgruppe 1, der
Gleasonscore 7a (3+4) der Graduierungsgruppe 2, der Gleason-Score 7b (4+3) der
Graduierungsgruppe 3, ein Gleason-Score von 8 der Graduierungsgruppe 4 und ein Score
von 9-10 der Graduierungsgruppe 5 (67). Karzinome mit einem Gleason-Score von < 6 gelten

hinsichtlich ihrer Prognose als gut. Fur die Gleason-Scores 7a (3+4) und 7b (4+3) konnte ein
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deutlicher Unterschied im rezidivfreien Uberleben identifiziert werden, weshalb diese
mittlerweile durch die ISUP-Gruppierung differenzierter eingeordnet werden (ISUP-Gruppe 2
bzw. 3) (69-71). Karzinome ab einem Gleason-Score von 8 gelten als Hochrisikokarzinome
mit schlechter Prognose, wobei auch hier gezeigt werden konnte, dass das Vorliegen des
Drisenmusters 5 (Gleason-Scores 9/10) mit einer schlechteren Prognose vergesellschaftet ist
als das alleinige Vorliegen des Driisenmusters 4 (Gleason-Score 8, 4+4) und eine genauere
Subgruppenstratifizierung im Sinne der ISUP-Graduierungsgruppen nétig und sinnvoll ist (71-
73). Diese wurden im Jahr 2016 von der WHO Ubernommen und gelten somit als globaler
Standard (74).

2.6.2 TNM-Klassifikation und UICC-Stadien

Bei der TNM-Klassifikation handelt es sich um eine internationale Klassifikation zur
Stadieneinteilung von malignen soliden Tumoren. Die TNM-Klassifikation dient zur
Bestimmung der anatomischen Tumorausbreitung anhand der Gréf3e und Ausdehnung des
Tumors (T), der Lymphknotenbeteiligung (N) und dem Vorhandensein von Fernmetastasen
(M). Zur Stadieneinteilung des PCa dient die Klassifikation der Union internationale contre le
cancer (UICC) (Tabelle 1) (75).

Tabelle 1: TNM-Klassifikation und Stadien des PCa nach UICC (Wittekind 2017)

Stadium Tumorausbreitung

X Primé&rtumor nicht beurteilbar

TO Kein Hinweis auf einen Primartumor

T1 Klinisch unauffalliger, nicht tastbarer Tumor

Tla Inzidenteller Tumor, héchstens 5 % des Gewebes betroffen

T1lb Inzidenteller Tumor, mehr als 5 % des Gewebes betroffen

Tlc Tumornachweis durch Nadelbiopsie

T2 Tastbarer Tumor, auf die Prostata beschrénkt

T2a Maximal 50 % eines Prostatalappens betroffen

T2b Mehr als 50 % eines Prostatalappens betroffen

T2c Beide Prostatalappen betroffen

T3 Ausdehnung des Tumors Uber die Prostatakapsel hinaus

T3a Tumorausbreitung Uber die Prostatakapsel hinaus, Samenblasen tumorfrei
T3b Ausbreitung bis in die Samenblase(n)

T4 Tumor ist fixiert oder hat sich auf benachbarte Strukturen ausgebreitet
NX Regionale Lymphknoten nicht beurteilbar

NO Keine regionalen Lymphkontenmetastasen nachweisbar

N1 Regionale Lymphkontenmetastasen nachweisbar
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Stadium Tumorausbreitung

MO Keine Fernmetastasierung nachweisbar
M1 Fernmetastasierung nachweisbar
Mla Nichtregionale Lymphknoten betroffen
M1b Knochenmetastasen nachweisbar
Mlc Andere Organe betroffen
UICC-Stadium | TNM

I Bis T2a

I T2b, T2c

" T3

v T4 oder N1 oder M1

Als lokal begrenztes PCa gilt die lokal begrenzte Ausbreitung ohne Lymphknotenbefall oder
Fernmetastasen (T1-2 NO MO0). Die organiuberschreitenden Stadien T3-4 NO MO werden als
lokal fortgeschrittenes Stadium zusammengefasst. Bei Lymphknotenbefall oder
Fernmetastasierung handelt es sich um ein fortgeschrittenes bzw. metastasiertes Stadium
(T1-4 N1 und/oder M1) (2). Zur Stratifizierung des Rezidivrisikos lokal begrenzter Tumore wird
nach D’Amico neben dem klinischen T-Stadium auch der Gleason-Score sowie der PSA-Wert
herangezogen und in drei Risikogruppen eingeteilt (Abbildung 6) (76). Bei den Niedrigrisiko-
Tumoren handelt es sich um Tumore mit einem PSA-Werte < 10 ng/ml und einem Gleason
Score von 6 sowie einem T-Stadium 1c/2a. Als Tumore mit intermedidrem Risiko gelten alle
Tumore mit einem PSA-Wert von 11-20 ng/ml oder einem Gleason-Score von 7 oder einem
T-Stadium 2b. Als Hochrisikotumore werden alle Tumore mit einem PSA-Wert > 20 ng/ml oder
einem Gleason-Score ab 8 oder einem T-Stadium 2c eingestuft, auRerdem alle Tumore im
fortgeschrittenen und metastasierten Stadium. Zusatzlich zu dieser Risikostratifizierung
erfolgte die Definition der sogenannten Epstein-Kriterien fur potenziell nicht-signifikante
Tumore. Dazu zahlen ein T1c-Stadium, eine PSA-Dichte von < 0,15 ng/ml/cm?, ein Gleason
Score < 6, maximal eine positive Biopsie sowie weniger als 50 % Tumorgewebe in der
Stanzbiopsie (77, 78). Diese Klassifizierung erfolgt zur Identifizierung klinisch unbedeutender

Karzinome, fiir die therapeutisch eine aktive Uberwachung infrage kommt.
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Diagnostiziertes PCa

Lokas begrenztes PCa Lokal fortgeschrittenes PCa Metastasiertes PCa
T1-2 NO MO T3-4 NO MO T1-4 N1 u./Jo. M1

Progressionsrisikostratifizierung
nach D*Amico

Niedrig Intermediar Hoch

PSA = 10 ng/ml PSA = 11-20 ng/ml PSA > 20 ng/ml
GS<6 GS=7 GS=8

cT1-2a cT2b cT2c

Abbildung 6: Risikostratifizierung des lokal begrenzten PCa nach D’Amico (76)

2.7 Therapie des lokal begrenzten und lokal fortgeschrittenen
Prostatakarzinoms

Fur das lokal begrenzte PCa stehen eine Vielzahl an kurativen Therapieoptionen zur
Verfigung. Dabei orientiert sich die Wahl der Therapie an der Lebenserwartung des Patienten,
seinem Gesundheitszustand sowie individuellen Komorbiditaten, Risiken und Winschen.
Kurativ intendierte Therapieoptionen kommen dabei fur alle Manner mit einer

Lebenserwartung von mehr als zehn Jahren sowie einem guten Gesundheitszustand infrage

).
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Abbildung 7: Therapieoptionen fir das hormonsensitive Prostatakarzinom gemaR S3-Leitlinie
2021 (2)

Im Falle einer Niedrigrisiko-Konstellation mit einem PSA-Wert < 10 ng/ml, einem Gleason-
Score < 6, dem klinischen T-Stadium cT1 und cT2a, Tumorgewebe in maximal zwei Stanzen
sowie maximal 50 % Tumorgewebe pro Stanze ist gemanR aktueller Leitlinie in Anlehnung an
die Epstein-Kriterien die Moglichkeit zur Aktiven Uberwachung gegeben (2, 79). Engmaschige
Verlaufskontrollen dienen der Hinauszégerung definitiver Therapien mit dem Ziel der
Vermeidung von Ubertherapien. Gleichzeitig soll die Identifizierung desjenigen Zeitpunktes
gewahrleistet werden, an dem sich eine Krankheitsprogression feststellen lasst und eine
kurative Therapie initiiert werden muss. Fur alle Risikogruppen kommen gemaf S3-Leitlinie
die radikale Prostatektomie sowie die perkutane Strahlentherapie zum Einsatz, letztere ab
mittlerem Risikoprofil in Kombination mit adjuvanter hormonablativer
Androgendeprivationstherapie (ADT) (Abbildung 7) (2). Neben der bilateralen Orchiektomie ist
eine hormonablative Therapie durch den Einsatz von GnRH-Analoga, GnRH-Antagonisten
sowie steroidalen und nicht-steroidalen Antiandrogenen realisierbar. Zudem stellt die
Brachytherapie ein weiteres mogliches strahlentherapeutisches Verfahren fiir Karzinome mit
niedrigem Risikoprofil dar. Sofern eine Standardtherapie oder die aktive Uberwachung
abgelehnt werden, kann Patienten mit einem unilateralen und lokal begrenzten Tumor eine
fokale Therapie angeboten werden. Beispielsweise kommt eine Studie zur fokalen, vaskular-
gezielten photodynamischen Therapie (VTP) zu dem Ergebnis, dass bei gutem Potenz- und

Kontinenzerhalt eine radikale Therapie seltener notwendig wird im Vergleich zur aktiven
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Uberwachung (80). Auch der fokal-therapeutische hochintensive fokussierte Ultraschall
(HIFU) wird im Rahmen prospektiver randomisiert kontrollierter Studien durchgefihrt. Im lokal
fortgeschrittenen Stadium kommt als therapeutische Option neben der radikalen
Prostatektomie die perkutane Strahlentherapie in Kombination mit einer hormonablativen
Therapie oder in Kombination mit einer Brachytherapie infrage, im letzten Fall fir Karzinome
der klinischen Ausbreitung T3, jedoch nicht T4 (2). Als palliatives Therapiekonzept steht im
Fall einer geringen Lebenserwartung oder relevanter Komorbiditaten das Watchful Waiting zur
Verfligung, eine Beobachtungsstrategie mit verzdgerter symptomorientierter Therapie.
Weiterhin kann eine palliativ intendierte primare ADT eingeleitet werden. Fir diese konnte im
lokal fortgeschrittenen Stadium eine Verlangerung des progressionsfreien Uberlebens (PFS)
identifiziert werden, was sich fur das lokal begrenzte Stadium jedoch nicht generell bestétigte
(81, 82). Lediglich Patienten mit aggressiv wachsendem Tumor profitierten in diesem Stadium
von einer frihen ADT (83). Fur Lokalrezidive mit entsprechendem PSA-Anstieg nach radikaler
Prostatektomie bzw. Bestrahlung steht das jeweils andere Verfahren als sog. Salvage-
Therapieoption (Rettungsoption) zur Verfligung. Die ADT stellt in diesem Fall kein

Standardtherapieverfahren dar (2).

2.8 Therapie des metastasierten hormonsensitiven Prostatakarzinoms

In Deutschland liegt bei Erstdiagnose in ca. 20 % der PCa-Félle eine metastasierte Erkrankung
vor, die im Vergleich zum lokalisierten Stadium mit einer ungeféhr halbierten 5-Jahres-
Uberlebenrate assoziiert ist (1). Die Therapie des metastasierten hormonsensitiven
Prostatakarzinoms (mHSPC), das durch das Vorliegen mindestens einer Fernmetastase
definiert ist, hat in den vergangenen Jahren durch umfangreiche prospektive Studien eine
bedeutende Veranderung erfahren. War in der Vergangenheit die alleinige ADT primare
Therapieoption, so stehen nun mit dem Taxan Docetaxel, dem CYP17Al-Inhibitor Abirateron
in Kombination mit einem Kortikosteroid zum Nebenwirkungsmanagement sowie dem nicht-
steroidalem Antiandrogen Apalutamid in Kombination mit dem bisherigen Goldstandard ADT
weitere Wirkstoffe zu Verfligung, die sowohl das PFS als auch das Gesamtiberleben (OS)
verlangern kénnen (84-89). Auch flr den nichtsteroidalen AR-Antagonisten Enzalutamid in
Kombination mit einer ADT fand sich im Rahmen der ENZAMET- und der ARCHES-Studie
Evidenz fir die Verlangerung des PFS sowie OS, sodass Enzalutamid im Jahr 2021 von der
EMA flr diese Indikation zugelassen wurde und in der jingst aktualisierten S3-Leitlinie aus
dem Jahr 2021 als Therapieoption flr das metastasierte hormonsensitive PCa aufgefiihrt wird
(2, 7, 8). Weiterhin werden derzeit Nutzen und Risiken von Mehrfachtherapien, bestehend aus
ADT, Chemotherapie und antiandrogener Therapie, sowie der Effekt einer lokalen Therapie

im primér metastasierten Stadium untersucht (90, 91).
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2.9 Therapie des kastrationsresistenten Prostatakarzinoms

Trotz eines initial haufig sehr guten klinischen Ansprechens auf die ADT kommt es bei nahezu
allen Mannern unter ADT zu einem Therapieversagen im Sinne des Fortschreitens der
Erkrankung. Das kastrationsresistente Prostatakarzinom (CRPC) ist durch ein biochemisches
Rezidiv oder den Klinischen Progress der Erkrankung trotz niedrigem Serum-
Testosteronspiegel (<50 ng/dl)  gekennzeichnet  (92). Im  nicht-metastasierten
kastrationsresistenten Stadium (nmCRPC) stehen neben der alleinigen ADT mit den nicht-
steroidalen Antiandrogenen Enzalutamid, Apalutamid und Darolutamid wichtige Substanzen
zur Verfigung, die bei Ma&nnern mit einem hohen Metastasierungsrisiko das Metastasen-freie
Uberleben signifikant reduzieren konnten (Abbildung 8) (6, 93, 94). Auch fir Abirateron
(+ Kortikosteroid) konnte in der nmCRPC-Situation eine signifikante Verringerung der PSA-
Level gezeigt werden (95). Fir die Erstlinientherapie des metastasierten
kastrationsresistenten  Prostatakarzinoms (mCRPC) stehen fur Patienten  mit
asymptomatischer oder gering symptomatischer Erkrankung Docetaxel, Abirateron und
Enzalutamid zur Verfugung (Abbildung 8). Fir symptomatische Patienten mit ossarer
Metastasierung kann zudem der Alphastrahler Radium-223 zum Einsatz kommen. Fir alle
Substanzen konnten deutliche Uberlebensvorteile identifiziert werden (3, 96-98). Differenziert
betrachtet wird nach aktueller S3-Leitlienie die Gruppe der Patienten mit einem reduzierten
Gesamtzustand (ECOG Performance Status = 2, (99)). Hier steht eine symptombezogene
Therapie im Vordergrund (Abbildung 8) (2). Die Identifizierung einer optimalen
Sequenztherapie flr Zweit- und Drittlinie nach Tumorprogress und Therapieversagen ist von
hohem wissenschaftlichem Interesse. Fir die Sequenztherapie mit androgengerichteter
Behandlung konnte ein Vorteil des sequenziellen Einsatzes von Abirateron gefolgt von
Enzalutamid gegeniber Enzalutamid gefolgt von Abirateron gefunden werden (100, 101).
Nach einer taxanbasierten Chemotherapie stehen leitliniengemal Abirateron plus
Prednisolon, Enzalutamid, Radium-223 sowie Cabazitaxel zur Verfigung (Abbildung 8) (5,
102, 103). Hier konnte im Zuge der CARD-Studie der hohe Stellenwert von Cabazitaxel in der
Therapiesequenz des mCRPC nach Docetaxel und antiandrogener Therapie (Enzalutamid
oder Abirateron) herausgestellt werden (104). Auch die Wirksamkeit und Sicherheit einer
Kombinationstherapie bestehend aus Cabazitaxel und Enzalutamid wird derzeit in einer
Phase 1/2-Studie Uberprift (105). Neben den bereits genannten Substanzen werden in einer
Vielzahl von Studien weitere mdgliche therapeutische Optionen fiir das mCRPC untersucht,
so unter anderem Inhibitoren der Poly-ADP-Ribose-Polymerase (PARP-Inhibitoren) (106-
108), aus deren Gruppe der Wirkstoff Olaparib nach Zulassungen fiir das Pankreas-, Ovarial-
und Mamakarzinom erst kirzlich die Zulassung zur Behandlung des mCRPC nach
vorangegangener antihormoneller Therapie und nachgewiesener Mutation der Gene BRCA1

und/oder BRCAZ erhielt und somit fur die zielgerichtete Therapie des PCa zur Verfiigung steht
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(107). Weiterhin zu nennen sind an dieser Stelle die Radioligandentherapie mit *’’Lutetium-
PSMA-617 (109, 110) oder immuntherapeutische Ansatze, beispielsweise mit dem PD-1-
Inhibitor Pembrolizumab (111-113). Zudem zeigte eine Interimsanalyse der klinischen Phase
1b-Studie COSMIC-021 einen antitumordsen Effekt sowie eine gute Vertraglichkeit der
Kombinationstherapie bestehend aus dem PD-L1-Inhibitor Atezolizumab und dem
Tyrosinkinase-Inhibitor (TKI) Cabozantinib bei Patienten mit einem mCRPC (114). Die
Kombination beider Wirkstoffe wird in einer Phase 3-Studie bei mCRPC-Patienten als
Zweitlinientherapie nach bereits erfolgter antiandrogener Behandlung evaluiert (115).
Derartiger Kombinationsregime sowie der Identifizierung guinstiger Sequenztherapien gilt das

aktuelle Augenmerk der klinischen Untersuchungen zum PCa.
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Abbildung 8: Therapieoptionen flir das kastrationsresistente Prostatakarzinom gemaR S3-
Leitlinie 2021 (2)

2.10 Das Zweitgenerations-Antiandrogen Enzalutamid

Bei dem nicht-steroidalen Antiandrogen Enzalutamid handelt es sich um ein Therapeutikum,
welches seit seiner Erstzulassung durch die FDA im Jahr 2012 eine elementare Bedeutung in
der Therapie des PCa eingenommen hat (vgl. 2.8, 2.9, 2.10). Es wird als Zweitgenerations-
Antiandrogen bezeichnet und weist im Vergleich zu den Antiandrogenen der ersten Generation

(z.B. Bicalutamid, Flutamid) verbesserte pharmakologische Eigenschaften auf (116). Sein
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Wirkmechanismus besteht aus der Inhibition der Androgenbindung an den AR, der
Translokation des AR in den Nukleus sowie der AR-Bindung an die DNA und Rekrutierung
von Koaktivatoren (Abbildung 9). Es ist in einer taglichen Dosis von 160 mg oral applizierbar
und zeichnet sich durch eine hohere AR-Bindungsaffinitit als das Erstgenerations-
Antiandrogen Bicalutamid sowie fehlende agonistische Aktivitat am AR aus (117).

Cytoplasm

Enzalutamide
Enzalutamide =r & |
Inhibits AR binding to DNA
Competitively inhibits . and coactivator recruitment
androgen pinding to AR

Enzalutamide /®/

Inhibits nuclear
translocation of the AR

C
DNA
Nucleus

Abbildung 9: Der Wirkmechanismus von Enzalutamid im Androgen-Signalweg (nach Rodriguez-
Vida et al. 2015 (118)). Enzalutamid inhibiert die Androgenbindung an den AR, dessen Translokation in
den Nukleus sowie die Bindung des ARs an die DNA und die Rekrutierung von Koaktivatoren.
T: (Dihydro-)Testosteron, AR: Androgenrezeptor, C: Koaktivatoren.

In der Zulassungsstudie fiur den Enzalutamid-Einsatz nach bereits erfolgter Docetaxeltherapie
zeigten sich als haufige Nebenwirkungen in der Interventions-Gruppe vor allem Fatigue,
Diarrhoe, Hitzewallungen sowie muskuloskelettaler Schmerz, Kopfschmerz und Frakturen (5).
Zudem trat bei 0,6 % der Patienten im Enzalutamid-Arm ein Krampfanfall auf (5). Die
konvulsive Wirkung von Enzalutamid konnte sowohl im Tiermodell als auch in der Phase 1/2-
Studie als dosisabhangig identifiziert werden, wobei dieser Effekt ab einer taglichen Dosis von
mehr als 360 mg auftrat (4, 119). Die Behandlung von Patienten mit einem bekannten
Krampfleiden oder fiir einen Krampfanfall pradisponierenden Nebenerkrankungen bedarf
daher einer individuellen Risiko-Nutzen-Abwagung (5). Neben dem Einsatz beim PC zeigte
sich Enzalutamid ebenfalls beim fortgeschrittenen, dreifach-negativen, AR-positiven
Mammakarzinom als wirksam (120). Fir das fortgeschrittene hepatozellulare Karzinom (HCC),
bei dem eine hohe AR-Expression bekannt ist, liegt eine heterogene Datenlage vor. Wahrend

in einer Phase 1b-Studie kein antitumoraler Effekt von Enzalutamid gefunden werden konnte
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(121), kam eine andere Studie zu dem Schluss, dass Enzalutamid in Kombination mit Olaparib
sowohl in vitro als auch in vivo synergistische hemmende Effekte auf das Wachstum von
hepatozellularen Karzinomen aufweist (122).

2.11 Enzalutamid-Resistenz

Trotz seines hohen Stellenwertes in der Therapie des PCa ist die Wirkung von Enzalutamid
durch therapieassoziierte oder primére Resistenzen limitiert. So erlitten in der PREVAIL-Studie
zur Zulassung in der Chemotherapie-naiven Situation etwas weniger als 10 % der Patienten
bereits innerhalb der ersten drei Behandlungsmonate mit Enzalutamid einen radiografischen
Progress (3), in der AFFIRM-Studie mit vorangegangener Chemotherapie sogar mehr als
20 % (5). Bei diesen Subgruppen mit sehr frihem Krankheitsprogress kann von einer primaren
Enzalutamid-Resistenz ausgegangen werden (123). Wird ein nicht erfolgter PSA-Abfall von
=250 % als Kriterium der priméaren Enzalutamid-Resistenz gewahlt, so fanden sich in der
AFFIRM-Studie 46 % bzw. in der PREVAIL-Studie 22 % der Patienten mit priméarer Resistenz
(3, 5). Bei den Patienten mit einem initialen PSA-Ansprechen kam es innerhalb einer medianen
Zeit von 8,3 (AFFIRM) respektive 11,2 Monaten (PREVAIL) zu einem erneuten PSA-Anstieg
und einem damit verbundenen beginnenden Wirkverlust von Enzalutamid (3, 5, 124). Die
molekularen Mechanismen der Enzalutamid-Resistenz sind vielfaltig und hinsichtlich ihrer
Komplexitat und Gesamtheit zum derzeitigen Zeitpunkt nicht vollstandig verstanden. Zu ihnen
zahlen sowohl AR-abhéngige als auch -unabhéangige Mechanismen, wie AR-Spleil3varianten,
Mutationen des AR, neuroendokrine  Transdifferenzierung, die  tumoreigene
Androgensynthese, die Uberexpression des Glukokortikoidrezeptors (GR) und die Modulation

intrazellularer Signalwege (Abbildung 10).
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Abbildung 10: Verschiedene Mechanismen der Enzalutamidresistenz (nach Claessens et al. 2014
(125)). Im Verlauf der Erkrankung oder bereits zu Therapiebeginn ist es der Tumorzelle durch
verschiedene Mechanismen mdglich, eine Enzalutamid-Resistenz auszubilden. Dies geschieht u.a.
durch intratumorale Androgenproduktion, eine gesteigerte Androgenrezeptor (AR)-Expression, die
Ausbildung konstitutiv-aktiver AR-SpleiBvarianten sowie AR-Mutationen. Weiterhin spielen AR-
Koaktivatoren, der Glukokortikoidrezeptor (GR) sowie die Aktivierung alternativer Signalwege eine Rolle
in der Entstehung der Enzalutamid-Resistenz.

2.11.1 AR-Splei3varianten

Ein bereits intensiv untersuchter Resistenzmechanismus ist die Bildung der AR-Spleil3variante
AR-V7, bei der er sich um einen verkirzten AR ohne C-terminale Ligandenbindedoméne
handelt (126, 127). Hieraus resultieren eine konstitutive Aktivitat des Rezeptors sowie ein
fehlendes Ansprechen von Inhibitoren der Ligandenbindedoméne, wie z.B. von Enzalutamid.
Eine Assoziation von AR-V7-positiven zirkulierenden Tumorzellen (Circulating Tumor Cells,
CTC) und einer Enzalutamidresistenz wurde bereits identifiziert. So zeigten AR-V7-positive
Patienten ein kiirzeres PFS unter Enzalutamid-Therapie als AR-V7-negative Patienten (9).
Molekular kommt so der SpleiBvariante AR-V7 eine hohe Bedeutung zu. Sie kann
beispielsweise durch den Einsatz des antihelminthischen Wirkstoffs Niclosamid gezielt

inhibiert werden (128). Fiir Niclosamid konnte in vitro eine Uberwindung der Enzalutamid-
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Resistenz gezeigt werden (128, 129). In einer klinischen Phase 1-Studie kam es jedoch nicht
zu einem PSA-ADbfall. Aufgrund der eingeschrankten oralen Bioverfligbarkeit konnten keine
Plasmawirkstoffkonzentrationen erreicht werden, die den therapeutisch wirksamen praklinisch
untersuchten Spiegeln entsprachen (130). Das zunachst vielversprechende AR-V7
abbauende Galeterone erreichte in einer Phase 3-Studie seinen primaren Endpunkt nicht,
sodass die Weiterentwicklung dieses Wirkstoffes eingestellt wurde (131). Weiterhin von
Interesse sind Antagonisten der N-terminalen Doméane des AR, wie z.B. der
Small-molecule Inhibitor Ralanitenacetat (EPI-002) bzw. sein Metabolit Ralaniten (EPI-506)
(132). Auch dieser Wirkstoff wurde aufgrund seiner hohen Metabolisierungsrate im Rahmen
der Phase 1/2-Studie nicht weiterentwickelt. Aktuell erfolgt die Suche nach alternativen
Substanzen dieser Wirkstoffklasse (133). Einen weiteren Ansatz zur gezielten AR-V7-Therapie
stellen die Inhibitoren der Bromodomane und extraterminalen Domane (BET-Inhibitoren) dar.
Diese inhibieren insbesondere das BET-Protein BRD4, welches als epigenetischer Regulator
fur die Onkogen-Expression von z.B. MYC verantwortlich ist und mit dem N-Terminus des AR
interagiert (134). Hier konnte praklinisch eine Wirksamkeit in Kombination mit Enzalutamid zur
Resistenziiberwindung und in Kombination mit Chemotherapie identifiziert werden (135, 136).
Die Ergebnisse der Phase 1/2-Studien mit den BET-Inhibitoren ZEN-3694 und GS-5829,
welche zusétzlich in Kombination mit Enzalutamid untersucht werden, sind aktuell ausstehend
(137, 138). Eine weitere Studie konnte erst kirzlich die Wirksamkeit von Inhibitoren der
Monoaminoxidase A (MAO-A) als Ansatzpunkt einer zielgerichteten Therapie AR-V7-
bedingter Enzalutamidresistenz demonstrieren (139). Die Autoren vermuten als Folge einer
durch Enzalutamid induzierten erhéhten AR-V7-Expression eine gesteigerte Expression der
MAO-A, welche ihrerseits einen Enzalutamid-Resistenzerwerb durch eine Involvierung des
Hypoxie-induzierten Faktors la (HIF 1a) beglnstigt. In vitro fihrte die Gabe von MAO-A-
Inhibitoren zu einer Enzalutamid-Resensitivierung Enzalutamid-resistenter Zellen (139). Die
Vielfaltigkeit der therapeutischen Ansatze in der Uberwindung der AR-V7-mediierten
Enzalutamidresistenz wird durch eine Studie verdeutlicht, die in vitro eine Herunterregulation
der AR-V7-Expression und eine Resensitivierung Enzalutamid-resistenter Zellen durch
Rhizochalinin feststellen konnte, eine halbsynthetische Verbindung ausgehend von
Rhizochalin (140). Dabei handelt es sich um eine bioaktive Substanz, die urspriinglich aus

marinen Schwammen (Rhizochalina incrustata) isoliert wurde (140).

2.11.2 Mutationen und Amplifikation des Androgenrezeptors

Weiterhin kommen Mutationen des AR als Resistenzmechanismen in Frage. So konnte die
Missense-Mutation F877L bzw. F876L in zellfreier DNA von CRPC-Patienten isoliert werden,
welche nach Enzalutamid-Behandlung einen Krankheitsprogress vorwiesen (141). Im Rahmen

dieser Mutation kommt es zu einer agonistische Aktivitdt von sowohl Enzalutamid als auch
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Apalutamid (141). Insbesondere in Kombination mit der T878A-Mutation (F877L/T878A-
Doppelmutation) konnte eine starke agonistische Enzalutamid-, Apalutamid- und Flutamid-
Aktivitat gefunden werden, jedoch ebenfalls eine effektive antagonistische Aktivitdt von
Bicalutamid (10, 142). Der Small-molecule Inhibitor Darolutamid, der sich in seiner chemischen
Struktur von anderen Antiandrogenen unterscheidet, konnte als Inhibitor der transkriptionellen
Aktivitat verschiedener AR-Mutanten, darunter F877L und F877L/T878A, identifiziert werden
(143). Ebenso stellt die Amplifikation und resultierende Uberexpression des AR, welche in
Enzalutamid-resistenten Zelllinien nachgewiesen werden konnte, einen mdglichen
Resistenzmechanismus dar (144, 145). Zudem wurde durch Untersuchung zirkulierender
zellfreier Tumor-DNA eine Assoziation von AR-Amplifikation und primérer Resistenz sowie
schlechterem Outcome unter Enzalutamid-Therapie gefunden werden (11). Auch im Rahmen
einer multizentrischen Biomarkerstudie zeigten Patienten mit AR-amplifizierten Tumoren ein
schlechteres Ansprechen auf eine Enzalutamid-Behandlung mit kiirzerem OS sowie PFS
(146).

2.11.3 Tumoreigene Androgensynthese

Die intratumorale Androgensynthese und folgende Reaktivierung des AR wurde bereits als
Resistenzmechanismus nach ADT identifiziert (12, 13). In Enzalutamid-resistenten Zelllinien
wurde eine Uberexpression des in die Androgenbiosynthese involvierten Enzyms AKR1C3
und eine hieraus resultierende intratumorale Androgensynthese als Enzalutamid-
Resistenzmechanismus beschrieben (147). Die Inhibition dieses Enzyms mittels Indometacin,
einem nicht-steroidalen antirheumatischen Wirkstoffes, und Kombinationsbehandlung mit
Enzalutamid resultierte in einer Wachstumshemmung Enzalutamid-resistenter Tumore (147).
Dieser Effekt konnte ebenso mit dem Antiandrogen Abirateron gezeigt werden (148). Eine
klinische Phase 1/2-Studie evaluiert auf Grundlage dieser Daten die Kombinationsbehandlung

von Enzalutamid und Indometacin (149).

2.11.4 Neuroendokrine Transdifferenzierung

Obwonhl es sich bei neuroendokrinen Karzinome der Prostata (NEPC) um seltene Tumore
handelt, konnte in den vergangenen Jahren eine deutliche Zunahme verzeichnet werden, was
sich in einem Anstieg der Inzidenz um ca. 7 % pro Jahr widerspiegelt (150). Diese sind mit
Metastasierung und einem schlechteren Uberleben assoziiert (151). Die neuroendokrine
Differenzierung kennzeichnet sich u.a. immunhistochemisch durch die Expression
neuroendokriner Marker, wie die neuronenspezifische Enolase (NSE) oder Chromogranin A
(CgA). Initial konnte bereits Ende der 1990er Jahre im Zellmodell gezeigt werden, dass ein

andauernder Hormonentzug in LNCaP-Zellen zu einer neuroendokrinen Differenzierung der
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Zellen fuhrt und diese im Umkehrschluss durch erneute Hormongabe unterdriickt werden kann
(152). Weiterhin wurde eine Assoziation mit einer verminderten AR-Expression und -Aktivitat
gefunden (153). Wahrend lediglich ein sehr geringer Teil der PCa-Patienten bereits bei
Diagnosestellung neuroendokrine Tumoranteile vorweist (< 1 %), entwickelt der Grof3teil der
betroffenen Patienten diese erst im Verlauf unter anti-hormoneller Therapie (154). So konnten
Aggarwal et al. bei etwa jedem flinften Patienten mit mCRPC neuroendokrin differenzierte
Tumore in Biopsien feststellen (151). Klinisch fanden sich bei Patienten mit erhéhten CgA-
Leveln ein signifikant kiirzeres PFS sowie OS (155). Die Bestimmung der NSE oder von CgA
finden derzeit allerdings keinen routinemafigen Einsatz als Biomarker in der klinischen Praxis.
Invitro Studien konnten eine Assoziation von neuroendokriner Differenzierung und
Enzalutamidresistenz finden. So zeigten Dang etal. die Zunahme neuroendokriner
Differenzierung unter Enzalutamid-Behandlung durch Involvierung von eingewanderten
Mastzellen und der nicht-kodierenden microRNA (miR) miR32 (14). Die Ergebnisse einer
weiteren kurzlich veroffentlichten Studie legen die neuroendokrine Differenzierung als
Mechanismus der Enzalutamidresistenz, mediiert durch den Transkriptionsfaktor 4 (TF4),
nahe (15). Auch konnte im Rahmen der Studie das Parathormon-related Protein (PTHrP), ein
weiterer neuroendokriner Marker, als assoziiert mit einer Enzalutamid-Resistenz identifiziert
werden. Die Autoren konnten in der Folge eine Enzalutamid-Resensitivierung durch Blockade
von PTHrP sowie TF4 erzielen (15). Tiefergehende Untersuchungen zum Verstandnis der
neuroendokrinen Differenzierung als Mechanismus der Enzalutamid-Resistenz sind jedoch

ausstehend.

2.11.5 Uberexpression des Glukokortikoidrezeptors

Als ein androgenunabhéangiger, mit Enzalutamid-Resistenz assoziierter Mechanismus wurde
die Uberexpression des GR in Enzalutamid-resistenten Zelllinien, in Enzalutamid-resistenten
Tumoren und in Metastasenbiopsaten von Patienten unter Enzalutamid-Therapie identifiziert
(156). Zudem werden AR-Zielgene wie PSA und die Transmembrane Protease Serine
Subtype 2 (TMPRSS2) durch den GR reguliert (17). Die Inhibition des GR mit dem
Progesteron- und GR-Antagonisten Mifepriston flhrte in Enzalutamid-resistenten Zelllinien zu
einer reduzierten Zellproliferation sowie einer verminderten Zellzahl (156). Die therapeutische
Bedeutung einer Inhibition des GR wird derzeit im Rahmen Klinischer Studien untersucht, so
unter anderem die Kombination von Enzalutamid und Mifepriston bei Patienten mit mCRPC
(157). Hinsichtlich dieser Fragestellung konnten préklinische Daten allerdings keine
ausreichende Effektivitdit von Mifepriston in Kombination mit Enzalutamid aufzeigen,
maoglicherweise zu erklaren durch den partiellen Agonismus von Mifepriston am AR (158, 159).

Eine andere Phase 1/2-Studie evaluiert Sicherheit und Wirksamkeit einer
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Kombinationstherapie von Enzalutamid und dem selektiven GR-Antagonisten CORT125281
(160).

2.11.6 Modulation intrazellularer Signalwege

Veréanderungen intrazellularer Signalkaskaden und des Zellmetabolismus stellen weitere AR-
unabhangige Resistenzmechanismen dar. So konnte ein Zusammenhang zwischen
Enzalutamid-Resistenz und einem erhdhten Glukosestoffwechsel, vermittelt durch p52, ein
Protein der Familie der Nuclear Factor 'kappa-light-chain-enhancer' of Activated B-Cells-
Transkriptionsfaktoren (NF-kB), ermittelt werden (16). Durch Behandlung mit dem Glukose-
Analogon 2-Desoxy-D-glukose zeigten p52-tberexprimierende, Enzalutamid-resistente
Zelllinien ein wiederhergestelltes Therapieansprechen auf Enzalutamid, welches in
Kombinationsbehandlung mit dem Glukose-Analogon synergistische hemmende Effekte auf
das Zellwachstum zeigte (16). Weiterhin verweisen in vitro Daten auf die Verknipfung von
Autophagie und Enzalutamid-Resistenz. Beispielsweise wird der Autophagie-Modulator
Metformin in Kombination mit Enzalutamid klinisch evaluiert, nachdem diese Kombination
bereits in vitro und in vivo zu reduziertem Tumorwachstum fiihrte (161). Klinisch wurde bereits
eine gute Vertraglichkeit der Kombination von Metformin und Enzalutamid bestatigt (162). Eine
Studie, die die Kombination beider Wirkstoffe im Vergleich zu einer alleinigen Enzalutamid-
Therapie untersucht, befindet sich im Status der Rekrutierung (163). Ebenso scheinen der
Wnt/3-Catenin-Signalweg und 3-Catenin-Mutationen in die Enzalutamid-Resistenz involviert.
Diese konnten zu einem hohen Anteil in Enzalutamid-resistenten Patienten detektiert werden

und waren mit einem verringerten OS assoziiert (164).

Auch das proinflammatorische Zytokin Interleukin 6 (IL-6) und der IL-6/STAT3-Signalweg
(Signal Transducer and Activator of Transcription 3) zahlen zu den in die Enzalutamid-
Resistenz involvierten Signalwegen. Es wurde bereits eine Assoziation von IL-6 und der
Progression und Metastasierung sowie der Entwicklung von Kastrationsresistenz beim PCa
beschrieben (165, 166). Zudem wurde IL-6 als Marker von prognostischem Wert fur das PCa
identifiziert (167). Die in vitro Inhibition von STAT3 mittels siRNA in Enzalutamid-resistenten
PCa-Zelllinien fiihrte zur Uberwindung der Resistenzsituation (168). Der spezifische STAT3-
Inhibitor Galiellalactone konnte das Tumorwachstum in einem PCa-Xenograftmodell
verringern (169) und die AR-Aktivitat in PCa-Gewebe senken (170). In Enzalutamid-
resistenten Tumoren konnte Galiellalactone in vivo das Tumorvolumen und die PSA-Level
senken sowie in Kombinationsbehandlung mit Enzalutamid additive Effekte auf die AR-
Aktivitat und Zellproliferation vorweisen (171). Auf Grundlage dieser Daten kdnnte eine
zielgerichtete Therapie der IL-6/STAT3-Signalachse mit dem Inhibitor Galiellalactone eine

Moglichkeit zur Uberwindung der Enzalutamidresistenz darstellen. Auch das bereits erwéahnte
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Biguanid Metformin, eingesetzt zur Behandlung des Diabetes mellitus Typ 2, scheint durch
Beeinflussung der STAT3-Signalachse in der Lage zu sein, ein Enzalutamid-Ansprechen im
Enzalutamid-resistenten Xenograft-Mausmodell zu bewirken (172).

Einen Regulator des Zytokin-Signals stellt die Proteinfamilie der Protein Inhibitors of Activated
Signal Transducers and Activators of Transcription (PIAS) dar (173). Insbesondere fir das
PIAS1-Protein wurde eine erhohte Expression in PCa-Gewebe gefunden und ein
proliferationsférdernder Effekt in PCa-Zelllinien nachgewiesen (174). Die Herunterregulation
von PIAS1 resultierte in einer Verstarkung der Enzalutamid-Wirkung (175). Auch fir ein
weiteres in die IL-6/STAT3-Achse involviertes Protein, das Suppressor of Cytokine Signaling
3-Protein (SOCS3), konnte in PCa-Zelllinien ein modulierender Effekt auf die Wirkung der
Antiandrogene Bicalutamid und Enzalutamid und damit eine mogliche Involvierung in die

Enzalutamid-Resistenz gefunden werden (176).

2.11.7 Biomarker fur die Enzalutamid-Behandlung und -Resistenz

Die Identifizierung neuer Biomarker fur die Behandlung mit Enzalutamid und flr das Auftreten
einer Resistenz sind von hoher Relevanz. Hierbei stehen insbesondere die Isolation
zirkulierender Tumorzellen und zellfreier DNA aus dem Bereich der sogenannten Liquid
Biopsies (Blut- und Urinproben) sowie die Untersuchung von Keimbahnmutationen im Fokus.
So konnten AR-Veranderungen in zellfreier DNA, wie die AR-Amplifizierung und AR-
Mutationen, als pradiktive Marker fir das Enzalutamid-Ansprechen und als assoziiert mit
Enzalutamid-Resistenz identifiziert werden (11, 177). Eine multizentrische Biomarkerstudie
evaluierte den pradiktiven Wert einer hohen AR-Kopienzahl in zellfreier DNA. Die Daten
zeigen, dass Tumore mit einer hohen AR-Kopienzahl ein schlechteres Ansprechen auf eine
Enzalutamid-Behandlung und dass Patienten ein kiirzeres OS sowie PFS aufweisen (146).
Erganzend dazu konnte bei Enzalutamid-behandelten Patienten ein gesteigertes PFS im Falle
fehlender AR-Amplifikation festgestellt werden. Ebenso wurden hier niedrige Testosteron-
Level als prognoserelevant fur das PFS sowie OS beschrieben (178). Aul3erdem konnte AR-
V7-positiven CTCs im Blut von PCa-Patienten ein pradiktiver Wert fir die Beurteilung des
Enzalutamid- oder Abirateron-Ansprechens und den Verlauf der Krankheit beigemessen
werden (179). Antonarakis et al. untersuchten den prognostischen Wert von CTCs und dem
AR-V7-Status auf das PFS und OS und konnten zeigen, dass CTC-negative Patienten das
gunstigste PFS/OS unter Enzalutamid- bzw. Abirateron-Therapie aufwiesen. Eine
ungunstigere Prognose, insbesondere hinsichtlich des PFS, wurde bei CTC-positiven, aber
AR-V7-negativen Patienten ermittelt. Die unglinstigste Prognose hatten CTC-positive/AR-V7-
positive Patienten (180). Daten einer umfangreichen prospektive Studie von Armstrong und

Kollegen identifizierten das Vorliegen AR-V7-positiver CTCs als assoziiert mit kiirzerem OS
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sowie PFS unter Enzalutamid- und Abirateron-Therapie und bestétigen diese Ergebnisse
(181). Weiterhin wurden die microRNAs miR-3687 und miR-375 als prognoserelevant fur das
progressionsfreie Uberleben von Enzalutamid-behandelten mCRPC-Patienten beschrieben
(182). Ein weiterer untersuchter Marker ist die Serum-y-Glutamyltransferase (yGT). Hier wurde
von Takemura et al. der prognostische Wert der Erhdhung der yGT-Werte auf >40 U/l
hinsichtlich eines kiirzeren OS identifiziert (183). Zum jetzigen Zeitpunkt konnte aufgrund der
eingeschrankten Datenlage allerdings keiner der untersuchten Marker in die Anwendung in

der klinischen Routine implementiert werden.

2.12 Signal Transducer and Activator of Transcription 5 (STAT5)

Auch der Transkriptionsfaktor Signal Transducer and Activator of Transcription 5 (STAT5)
wurde als moglicher therapeutischer Ansatzpunkt in der Behandlung des PCa beschrieben.
Die Familie der STAT-Proteine umfasst die sieben Proteine STAT1, STAT2, STAT3, STAT4,
STAT5A, STAT5B und STAT6. Diese vermitteln als Transkriptionsfaktoren die
Signaltransduktion von Zytokinen und Wachstumsfaktoren und sind so an wesentlichen
biologischen Vorgangen, wie der Zellwachstumsregulation, der Gewebeerneuerung und der
Immunantwort, beteiligt (184). STAT5 und seine Involvierung in die Vermittlung der
Prolaktinwirkung wurde zunéchst bei laktierenden Schafen, Rindern und Nagern als Mammary
Gland Factor (MGF) nachgewiesen und erst im Anschluss der Familie der STAT-Proteine
zugeordnet (185-187). Der Begriff Signal Transducer and Activator of Transcription 5 umfasst
die beiden Proteinisoformen STAT5A und STAT5B, welche beim Menschen durch zwei
nahezu homologe Gene auf dem langen Arm von Chromosom 17 kodiert werden (188-190).
Die Identifizierung des STAT5B-Gens und -Proteins erfolgte kurze Zeit nach der Identifizierung
des MGF, welcher daraufhin in STAT5A-Protein umbenannt wurde (188, 191). Das STAT3-
Protein wird ebenso wie die STAT5-Proteine auf Chromosom 17 kodiert, wohingegen die fir
die Ubrigen STAT-Proteine kodierenden Gene auf den Chromosomen 2 (STAT1, STAT4) und
12 (STAT2, STAT6) zu finden sind (192-194). STAT5A besteht aus 794 Aminosauren mit
einem molekularen Gewicht von 94 kDa, wohingegen sich STAT5B aus 787 Aminosauren
zusammensetzt und ein molekulares Gewicht von 92 kDa besitzt (190). Wie allen STAT-
Proteinen ist STAT5A/B der strukturelle Aufbau aus sieben hoch konservierten Doménen
gemeinsam, die der Transduktion des Liganden-induzierten Signals dienen (Abbildung 11)
(195).
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Abbildung 11: Die strukturellen und funktionellen Domé&nen der humanen STAT5-Proteine (nach
Tan & Nevalainen 2008 (22)). Beide Proteine besitzen einen gemeinsamen strukturellen Aufbau und
bestehen aus einer N-terminalen Domé&ne (N), einer Coiled-Coil-Doméne (CC), einer DNA-
Bindedoméne (DBD), einer Linkerdoméne (L), einer SH2-Doméne (SH2), einem
Phosphotyrosylsegment (PY) sowie einer Transaktivierungsdoméne (TA) am C-Terminus.

Dabei vermittelt die N-terminale Domane die Kommunikation zweier STAT-Dimere, die
Coilded-Coil-Doméne (CC) den nukledren Im- und Export, die DNA-Bindedoméne (DBD)
sowie die Linkerdoméne die Bindung des Transkriptionsfaktors an die DNA und die SH-2-
Dbmane die STAT-Rekrutierung und -Homodimerisation. Bei der C-terminalen
Transaktivierungsdoméane (TAD) handelt es sich um die variabelste Doméane, hier
unterscheiden sich beide STAT5-Proteine in ihrer Aminosauresequenz. Diese Domane dient
der Interaktion mit Koaktivatoren wie beispielsweise p300/CBP, p100 oder Oct-1 (22). Die
essentielle Bedeutung dieser Doméane konnte in Studien mit C-terminalen STAT5-
Deletionsmutanten mit fehlender TAD nachgewiesen werden (196). Infolge der Deletion kam
es trotz Bindung des Transkriptionsfaktors an die DNA nicht zu einer Expression von STAT5-

Zielgenen.

2.13 Der Januskinase 2/STAT5-Signalweg

Das STAT5-Signal wird durch eine Vielzahl von Liganden induziert. Hierzu zahlen Prolaktin
(PRL), die Interleukine 2, 3, 5 und 7, der Granulozyten-Makrophagen-Kolonie-stimulierende
Faktor, Insulin, Erythropoetin, Thrombopoetin sowie Somatotropin (22). Nach
Ligandenbindung an den membranstandigen Rezeptor und Rezeptordimerisation kommt es
durch die Nahe zweier Januskinasen vom Typ 2 (JAK2) zu einer gegenseitigen
Phosphorylierung von Tyrosinresten (Abbildung 12). Diese Phosphorylierung bewirkt die
Rekrutierung von STAT5, welche lber die SH-2-Domane vermittelt wird (185). In der Folge
kommt es zur Phosphorylierung und Aktivierung von STAT5A am Tyrosinrest 694 bzw. von
STAT5B am Tyrosinrest 699 im Bereich der Phophorylierungsdoméane (PY) des Proteins
(190). Im Rahmen der Tyrosinphosphorylierungen erfolgt die Homo- oder Heterodimerisation
von STATS bzw. eine Ausbildung von STAT5-Tetrameren (Abbildung 12).
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Abbildung 12: Uberblick iiber die Januskinase/STAT-Signalachse (nach Morris et al. 2018 (197))
Durch Zytokinbindung kommt es zur Rezeptordimerisation und -phosphorylierung der Januskinase
(JAK). Nach Phosphorylierung eines STAT-Proteins homo- oder heterodimerisiert bzw. tetramerisiert
dieses und transloziert in den Kern. Hier erfolgt die Zielgenexpression. Durch SOCS-Proteine wird diese
Signalkette moduliert.

Durch verschiedene Kinasen erfolgen weitere Phosphorylierungen an Serinresten zur
Unterstitzung der Transaktivierung (198). Das STAT5-Dimer ist nun in der Lage, durch ein
insbesondere DBD-vermitteltes nukledres Lokalisationssignal unter Ausbildung eines
Importin-Komplexes in den Nukleus zu translozieren (Abbildung 12) (199). Dort bindet es an
sogenannte GAS-Elemente (Gamma Interferon Activation Site), DNA-Elemente mit dem
pallindromischen Motiv TTC(T/C)N(G/A)GAA in der Promotorregion der entsprechenden
Zielgene. Hier initiiert es unter dem Einfluss TAD-bedingter Rekrutierung von Coaktivatoren
sowie -repressoren die Genexpression (200, 201). Negative Regulatoren dieser Signalachse
stellen die bereits beschriebenen Proteine PIAS und SOCS dar. Ein weiterer Mechanismus
der Regulation dieses Signalweges ist die Inaktivierung von STAT-Proteinen durch

Phosphorylasen-bedingte Dephosphorylierung (202).

Die Expression der STAT5-Zielgene erfolgt zelltypspezifisch variierend. Insbesondere in
Zellen der Brustdrise, der Prostata, in Blut- und Knochenmarkszellen sowie Leber- und
Fettzellen konnten durch Expressionsanalysen und Knockoutmodelle zahlreiche relevante
Zielgene und mafgebliche Funktionen von STATS identifiziert werden (203-210). Bei diesen
handelt es sich unter anderem um CSN2, BCL2L1, MYC, CCND 1-3, SOCS 1-3, CIS, FOXP3,
OSM, IL-2Ra, EGFR und PLRP (203-210). Die Gene regulieren essenzielle Zellfunktionen wie
Proliferation, Differenzierung, Zellzyklus und Apoptose sowie den Zellmetabolismus. Dabei

werden einige Gene zelltypubergreifend exprimiert, wohingegen Uuber Interaktion mit
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zelltypspezifischen Transkriptionsfaktoren die Regulation zelltypspezifischer Gene stattfindet
(208). Im Gewebe wird durch STATS5 u.a. die Mammogenese und die Differenzierung der
Prostata adressiert. So waren STAT5A-defiziente weibliche Maé&use nicht fahig zur
physiologischen Entwicklung der Brustdriise und méannliche M&ause bildeten ein irreguléres
Prostataepithel aus (211, 212). Auch konnte im Rahmen von Knockout-Studien die Relevanz
von STATS fir die Hamatopoese, die Entwicklung des lymphatischen Gewebes und die
Immunreaktion herausgestellt werden (213-215). Im hepatischen Gewebe ist die
Somatotropin-vermittelte STATS5-Aktivierung beteilig an der Progression der hepatischen
Steatose sowie der Entwicklung des HCC (216).

2.14 Die Rolle von STATS in Neoplasien

Aberrante bzw. onkogene STAT5-Aktivitat konnte in einer Vielzahl von hdmatologischen und
soliden Neoplasien beschrieben werden (217-222). Besonders im Bereich der
hamatoonkologischen Erkrankungen ist STAT5 Gegenstand zahlreicher intensiver
Untersuchungen. Bereits kurz nach der Entdeckung von STATS und der erfolgreichen
Klonierung konnte im Jahr 1996 die Expression von konstitutiv aktivem STATS bei Patienten
festgestellt werden, die an akuter myeloischer (AML) und akuter lymphatischer Leukémie
(ALL) litten (217). In der Folge wurde der Zusammenhang gesteigerter STAT5-Aktivitat mit
einer durch das Fusionsprotein Bcr-Abl ausgeldsten chronisch myeloischen Leukamie (CML)
identifiziert (218, 219). Das BCR-ABL-Fusionsgen, nach dem Ort seiner Erstbeschreibung
Philadelphia-Chromosom genannt, entsteht durch die Translokation der Chromosomen 9 und
22 und kodiert das Bcr-Abl-Protein, eine konstitutiv aktive Tyrosinkinase (223). Es findet sich
bei Uber 90 % der CML-Patienten und ca. 30 % der Patienten mit ALL (223, 224). Die
konstitutive Aktivierung von STAT5-Proteinen hat ihrerseits die dauerhafte Genexpression der
STAT5-Zielgene wie MYC, CCND1 und BCL2L1 zur Folge. Auch Mutationen einer weiteren
Tyrosinkinase, der FLT3-Rezeptortyrosinkinase (FMS-like Tyrosine Kinase 3), welche die
haufigste Mutation unter Patienten mit AML darstellt, flhren zu ligandenunabhangiger
Aktivierung und in der Folge zur Phosphorylierung nachgeschalteter Proteine wie STAT5
(225). Weiterhin fand sich durch Gain-of-function-Mutationen hyperaktiviertes STAT5B im
Zusammenhang mit vor allem aggressiven reifen T-Zell-Leukdmien sowie -Lymphomen (220,
221). Eine erhthte STAT5-Expression konnte bei CML in Zusammenhang mit einer Resistenz

gegen Imatinib, einen Tyrosinkinaseinhibitor gegen Bcr-Abl, gebracht werden (222).
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Unter Kenntnis der essentiellen Bedeutung von STATS fur die Entwicklung der Brustdriise und
die Fahigkeit zur Laktation scheint es kaum verwunderlich, dass dieses Protein auch in
Zusammenhang mit der Tumorgenese der Brust steht (212). So konnten Knockout-Studien in
Mausmodellen zeigen, dass ein STAT5A-Verlust mit einer verzogerten Burstkrebsentstehung
und -progression einhergeht (226, 227). AufRerdem konnten Shan etal. in
immunhistochemischen Untersuchungen von Brusttumoren bei Ratten eine Korrelation
zwischen aktiviertem STATS und fortgeschrittener Tumorentdifferenzierung feststellen (228).
SchlieRlich fuhrte die STAT5-Uberexpression zur Ausbildung von Mammakarzinom in einem
Zeitraum von 8-12 Monaten (229). Fiur das humane Mammakarzinom konnte
interessanterweise eine vorteilhafte Rolle von STATS identifiziert werden, da dieses die
Differenzierung des Driisenepithels férdert und eine hohe Expression mit einer ginstigeren
Prognose einhergeht (230). So zeigte eine Studie, dass das Vorliegen von STATS in
Ostrogenrezeptor-positivem Brustkrebs mit einem verbesserten Uberleben und verbesserten
Ansprechen auf die antiostrogene Therapie assoziiert ist (231). Peck et al. beschreiben
niedrige Level von nuklear lokalisiertem, phosphorylierten STATS5 als Biomarker fur ein
schlechteres klinisches Outcome und hoheres Risiko flr ein Versagen der Hormontherapie mit

dem Osterogenrezeptormodulator Tamoxifen (232).

Auch flir solide Tumoren konnte eine Assoziation mit aktiviertem STAT5 nachgewiesen
werden (233-238). Fur Plattenepithelkarzinome des Kopfes und Halses wurde die konstitutive
STAT5-Aktivierung als gunstig fur das Tumorwachstum und die Tumorzellinvasion sowie
mitverantwortlich flr eine Resistenz gegeniber Inhibitoren des Epidermal Growth Factor
Receptor (EGFR) beschrieben (233). Ebenso wurde eine STAT5B-Aktivierung in
Zusammenhang mit einer aggressiveren Form von hepatozelluldren Karzinomen gebracht,
verursacht durch die Ausbildung eines mesenchymalen Phanotyps (234). Durch STAT5-
Inhibition konnte hier, ebenso wie auch beim kolorektalen Karzinom, eine Wachstumsinhibition
erzielt werden (235, 236). Beim nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinom konnte eine Korrelation
zwischen erhdhtem STAT5-Level sowie der Proteinexpression des durch das Zielgens
BCL2L1 kodierten Bcl-xL-Proteins mit einer schlechten histologischen Differenzierung
gefunden werden (237). Interessanterweise scheint beim  nicht-kleinzelligen
Bronchialkarzinom eine PRL-Erh6hung nach erfolgter Therapie mit dem Checkpoint-Inhibitor
Nivolumab einen Marker fiir einen unglinstigeren Krankheitsverlauf darzustellen (239) und mit
gesteigerter Tumoraggressivitat assoziiert zu sein (240). Zu klaren ist, ob es sich hierbei
mdoglicherweise um Effekte einer Aktivierung des JAK2-STAT5-Signalweges handelt. Eine
gesteigerte Bcl-xL-Expression wurde zudem beim Ovarialkarzinom als
Resistenzmechanismus gegenuber einer Carboplatin-Therapie ausgemacht, zudem
resensitivierte ein STAT5-Knockdown Carboplatin-resistente Ovarialkarzinomzellen fir
Carboplatin (238).
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2.15 Die Rolle von STAT5 beim Prostatakarzinom

STAT-Proteine und der JAK-STAT-Signalweg wurden im Bereich des PCa intensiv untersucht.
Wahrend eine erhohte STAT1-Expression eher protektive Effekte auf das Uberleben
aufzuweisen scheint (241), wurde STAT3 als konstitutiv aktiv und erhdht exprimiert in
fortgeschrittenen und metastasierenden Tumoren nachgewiesen (242, 243). Weiterhin ist die
STAT3-Expression mit neuroendokriner Differenzierung und einer schlechteren Prognose das
Uberleben betreffend assoziiert (244, 245). Zudem konnte eine Involvierung von STAT3 in die
Therapieresistenz gegenuber Antiandrogenen und dem Chemotherapeutikum Docetaxel
identifiziert werden (168, 246). Durch die Inhibition von STAT3 in vitro wurde so die

Enzalutamid-Resistenz Uberwunden (168, 172).

Auch fur STATS liegen eine Vielzahl an Daten vor, die die bedeutende Rolle dieses Proteins
fur das Zelliberleben, das Tumorwachstum und die Metastasierung herausstellen. Das
STATS5-Signal ist von hoher Bedeutung fur die Funktion und Morphologie des Prostataepithels.
Insbesondere STAT5A scheint in diesem Kontext ein wichtiger Faktor fur die Ausbildung der
epithelialen Drisenstruktur zu sein (211). Die STAT5B-Aktivierung hingegen wurde als
relevant fir Tumorwachstum und Progression beschrieben. So war die dominant-negative
Isoform STATS5AB im Maus-Tumormodell in der Lage, Wachstum und Invasivitat von PCa-
Zellen zu inhibieren (18). Ahonen et al. konnten zeigen, dass PCa-Zellen konstitutiv aktives
und nuklear lokalisiertes STATS5 aufweisen und die Inhibition von STAT5 durch Expression
einer dominant-negativen STAT5-Mutante zum Zelltod von CWR22Rv- und LNCaP-PCa-
Zellen fuhrt (19). Auch durch STAT5A/B-Inhibition mittels siRNA und Antisense-Oligonukleotid
kam es zum Zelltod in PCa-Zelllinien (20). Zudem konnte die bedeutende Rolle von STAT5 flr
das Wachstum von humanen Tumoren in Xenograft-Mausmodellen herausgestellt werden,
welche nach STAT5-Inhibition einen Wachstumsriickgang zeigten (20). In dieser Studie
wurden ebenfalls CCND1 und BCL2L1 als STAT5-Zielgene in der menschlichen Prostata
identifiziert, diese kodieren die Proteine Cyclin D1 und Bcl-xL (20). Zugleich konnte gezeigt
werden, dass die Aktivierung von STAT5A/B beim PCa durch PRL und die JAK2 erfolgt und
die auto- bzw. parakrine PRL-Expression einen wichtigen Faktor der PCa-Progression darstellt
(247). Erhohte PRL-Level fanden sich insbesondere in Proben kastrationsresistenter und
metastasierter Tumore (21). Hier waren Dagvadorj etal. in der Lage, mittels
pharmakologischer PRL-Inhibition die STAT5A/B-Aktivierung zu inhibieren und den Zelltod in
PCa-Zellen zu induzieren (21). Die STAT5-Aktivierung und -Expression zeigte sich auRerdem
korrelierend mit einem hohem Gleason-Score (23, 25) und als Pradiktor eines frihes
Krankheitsprogresses nach radikaler Prostatektomie (248, 249). Bei etwa 95 % der Tumore
im kastrationsresistenten Stadium konnten Tan et al. eine STAT5-Aktivierung identifizieren

(24). Im Rahmen der Tumorprogression scheint der STAT5A/B-Locus einer Gen-Amplifikation
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zu unterliegen, die mit einem hohem Gleason-Score sowie Fernmetastasierung assoziiert ist
(250). Zudem konnten Thomas et al. eine erhdhte STAT5-Expression sowohl nach Kurzzeit-
als auch nach Langzeit-ADT und ebenfalls im Gewebe von CRPC-Patienten nachweisen (23).
Interessanterweise wurde ein starker, auf physikalischer Interaktion beruhender Synergismus
zwischen dem AR und STATS beobachtet (Abbildung 13) (24). So ist aktiviertes STAT5S in der
Lage, die transkriptionelle Aktivitdt des AR zu erhdhen und vice versa der ligandengebundene
AR die transkriptionelle Aktivitat von STATS5 sowie dessen nukleare Translokation
(Abbildung 13) (24). Nach gezieltem STAT5-Knockdown wurde weiterhin eine aufgehobene
AR-Translokation in den Nukleus sowie eine reduzierte Stabilitdt des AR-Proteins und
Zunahme der proteosomalen Degradation des ARs beschrieben (23). Durch STATS5-
Knockdown  mittels  Antisense-Oligonukleotid konnte invivo die  Progression
kastrationsresistenter Tumore verzogert werden (23). AufRerdem wurde im Rahmen von
in vitro und in vivo Untersuchungen zur Migration und Invasion von PCa-Zellen die potente
Auswirkung von STATS5 auf das Metastasierungsverhalten beschrieben und eine durch STAT5
induzierte epithelial-mesenchymale Transition sowie die Ausbildung hochtumorigener
Stammzelleigenschaften beobachtet (251, 252). Maranto etal. berichteten zudem die
Bedeutung von STATS fir die Sensitivitdt von PCa-Zellen fur eine Bestrahlung, vermittelt
durch die Expression des Rad51-Proteins, das an der DNA-Reparatur von
Doppelstrangbriichen beteiligt ist. Der STAT5-Knockdown flhrte zu einer eingeschrankten
DNA-Reparatur und zu einer Sensitivierung gegenuber der durchgefiihrten Bestrahlung,
welche lediglich im Prostatagewebe, nicht aber in dem umgebenden Nachbargewebe

gefunden werden konnte (253).

Erst kirzlich veroffentlichten Udhane etal. Ergebnisse zur Rolle von STAT5 in der
Enzalutamid-Resistenz und griffen die Thematik des AR-STAT5-Synergismus auf (26). So
konnten sie demonstrieren, dass der Enzalutamid-gebundene AR die JAK2/STATS-
Phosphorylierung und -Aktivierung beeinflusst und unterstitzt, welche sich wiederum als
abhangig von der Dimerisierung des PRL-Rezeptors zeigt und durch JAK-2 spezifische
Phosphatasen vermittelt scheint. Das aktivierte STAT5 seinerseits induziert die mRNA-
Expression von JAK2, wodurch es zu einem sich selbst unterhaltenden und potenzierenden
Kreislauf der STATS5-Aktivierung kommt. Unter Enzalutamid-Behandlung konnte eine
Zunahme der STAT5-Expression sowie ein férdernder Effekt von STATS auf die Viabilitat von
PCa-Zellen gefunden werden, ebenso zeigte sich immunhistochemisch in Biopsieproben eine
hohere STAT5-Expression nach Enzalutamid-Behandlung als vor der Behandlung sowie im
Vergleich zur hormon-naiven Situation. Durch die alleinige als auch die einer Enzalutamid-
Behandlung folgenden STAT5-Inhibition mit dem Small-molecule Inhibitor IST5-002 konnte die
Zellviabilitat von PCa-Zellen starker verringert werden als durch alleinige Enzalutamid-

Behandlung. Ebenso konnte die Kombination aus Enzalutamid und STAT5-Inhibition das
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Wachstum Enzalutamid-resistenter Xenografttumoren invivo als auch explantierter
Patiententumore ex vivo in erheblicherem Ausmal als eine alleinige Enzalutamid-Behandlung
inhibieren (26).

Abbildung 13: Interaktion von AR und STAT5 (nach Tan & Nevalainen 2008 (24)). Nach
Testosteronbindung an den AR und STAT5-Aktivierung mit jeweils folgender Dimerisierung beider
Proteine besteht ein physikalischer Synergismus, der zur gegenseitigen Steigerung der
transkriptionellen  Aktivitat fohrt. HSP: Hitzeschockprotein, DHT: Dihydrotestosteron, AR:
Androgenrezeptor, JAK: Januskinase, PrIP: Prolaktinrezeptor, Prl: Prolaktin, STAT5: Signal Transducer
and Activator of Transcription 5, GAS: Gamma Interferon Activation Site.
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2.16 Die STAT5-Inhibition als Méglichkeit der zielgerichteten Krebstherapie

Um den STAT5-Signalweg durch direkte Inhibition von STAT5 zu adressieren, wurden in der
Vergangenheit bereits einige Small-molecule Inhibitoren entwickelt und préaklinisch getestet.
Unter anderem zeigte der Inhibitor of STAT5-002 (IST5-002) im préaklinischen Modell eine
Suppression der nuklearen Translokation von STAT5A/B sowie Reduktion der STAT5-DNA-
Bindung und -Zielgenexpression und konnte sowohl in vitro als auch in vivo das Wachstum
von PCa- und CML-Zellen inhibieren (254, 255). Ebenso konnte AC-4-130, ein direkter
Inhibitor der STAT5-SH2-Doméne, das Wachstum und die Proliferation von AML-Zellen
reduzieren (256). Mangeinde Wirksamkeit, hohe Toxizitat und ein schneller Abbau stellen
grof3e Herausforderungen bei der klinischen Entwicklung direkter Inhibitoren dar (257). Die
sich aus der Inhibition der physiologischen STAT5-Funktion im Organismus ergebende
Toxizitdt und ebenso die bisher nicht Uberzeugende Bioverfugbarkeit kdonnten durch
Antikdrper-Inhibitor-Konjugate oder die Einbeziehung von wirkstofftragenden Nanopartikeln
zur gezielten Bereitstellung am Wirkort verbessert werden (257). Die Einbeziehung der
Inhibition vorgeschalteter Kinasen wie JAK, Bcr-Abl oder FLT3 und Kombination mit direkter
STATS5-Inhibition stellt einen vielversprechenden therapeutischen Ansatz dar. Beispielsweise
kam es in vitro durch Kombination von AC-4-130 mit dem JAK1/2-Inhibitor Ruxolitinib zu einer
synergistischen Wirkungsverstarkung des JAK-Inhibitors (256). Die Bcr-Abl-Inhibitoren
Bosutinib und Dasatinib, welche als Tyrosinkinase-Inhibitoren ebenfalls zu einer indirekten
STAT5-Inhibition fiihren, sind neben Imatinib fir die Behandlung der CML und
Philadelphiachromosom-positiven ALL zugelassen (258, 259). Auch der flr die FTL3-mutierte
AML zugelassene FTL3-Inhibitor Midostaurin stellt eine Mdglichkeit der indirekten STAT-
Inhibition dar (257, 260). Weiterhin sind aus dem Bereich der Naturstoffe einige unspezifische
STATS5-Inhibitoren bekannt, zu diesen zéhlen z.B. Curcumin und Sulforaphan (257, 261, 262).
Interessanterweise konnte ebenfalls der BET-Inhibitor JQ-1, welcher in praklinischen Modellen
in der Lage war, das PCa-Wachstum zu hemmen, tber einen unbekannten Wirkmechanismus
STATS in T-ALL-Zellen inhibieren (263, 264). Auch das bereits zugelassene antipsychotische
Medikament Pimozid, das zur Therapie von Tick-Stérungen, dem Tourette-Syndrom und zur
Langzeitbehandlung chronischer Psychosen zugelassen ist, konnte als STAT3- und STAT5-
Inhibitor Wirkeffekte in der Behandlung der AML und CML vorweisen (265-267). Bei Pimozid
handelt es sich um einen D2-Dopamin-Rezeptorantagonisten, der zusatzlich die STAT5- und
STAT3-Phosphorylierung reguliert. Es zeigte antitumor6se  Aktivitat in  HCC-
Xenograftmodellen und konnte Uber die Inhibition der STAT3-Aktivierung das Wachstum von
PCa-Zellen inhibieren (268, 269).
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Aufgrund der Interaktion von STAT5 und dem AR sowie der dringlichen Notwendigkeit zur
Identifikation moglicher therapeutischer Optionen im Angesicht der Enzalutamidresistenz ist
es Ziel dieser Studie, das STAT5-Protein in der Enzalutamid-resistenten Situation zu
untersuchen und zu prifen, inwiefern eine Inhibition sowohl durch siRNA als auch
pharmakologisch durch Pimozid zur Uberwindung der Enzalutamidresistenz dienen kann, um
so dazu beizutragen, den zahlreichen am PCa erkrankten Mannern eine therapeutische
Perspektive bieten zu kénnen.
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3 Material

3.1 Laborgerate und Geréatezubehor

Tabelle 2: Laborgerate und Geratezubehdor

Name

Herstellerfirma

Firmensitz

Absaugsystem VACUSAFE

INTEGRA Biosciences
GmbH

Biebertal, Deutschland

Analysenwaage ENTRIS

Sartorius Corporate
Administration GmbH

Gottingen, Deutschland

Brucheismaschine ZBE 30-10

ZIEGRA Eismaschinen

Isernhagen, Deutschland

Bunsenbrenner
FIREBOY eco

VWR International GmbH

Darmstadt, Deutschland

CO:z2 -Inkubator Heracell™ 240i

Thermo Fisher Scientific

Waltham, MA, USA

Durchflusszytometer
BD FACSCalibur™

Becton Dickinson

Franklin Lakes, NY, USA

Einfrierhilfe CoolCell®

Corning, Inc.

Corning, New York, USA

Finnpipette™ F2 0,2 bis 2 ul

Thermo Fisher Scientific

Waltham, MA, USA

Finnpipette™ F2 1 to 10 pl

Thermo Fisher Scientific

Waltham, MA, USA

Finnpipette™ F2 10 bis 100 pl

Thermo Fisher Scientific

Waltham, MA, USA

Finnpipette™ F2 100 bis 1000 pl

Thermo Fisher Scientific

Waltham, MA, USA

Finnpipette™ F2 2 bis 20 ul

Thermo Fisher Scientific

Waltham, MA, USA

Finnpipette™ F2 20 bis 200 pl

Thermo Fisher Scientific

Waltham, MA, USA

FluorChem E Imaging System

ProteinSimple

San Jose, CA, USA

Gelelektrophoresesystem
Mini-PROTEAN® Tetra Cell

Bio-Rad Laboratories
GmbH

Munchen, Deutschland

Heizblock fir MikroreaktionsgefalRe

Cole-Parmer

Stone, GroRbritannien

Kihl-/Schittelblock
ThermoCell Mixing Block

Bio-Rad Laboratories
GmbH

Munchen, Deutschland

Laborwaage L2200

Sartorius Corporate
Administration GmbH

Gottingen, Deutschland

Magnetrihrer mit Heizplatte VWR
VMS-C7

VWR International GmbH

Darmstadt, Deutschland
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Name

Herstellerfirma

Firmensitz

MIC Magnetic Induction Cycler for
gPCR, 4 Farben

Bio Molecular Systems

Upper Coomera, Australien

Mikroplattenleser
Tecan US Inc. Spark 10M

Tecan Group Ltd.

Mannedorf, Schweiz

Mikroskop Axiovert 40 CFL

Carl Zeiss AG

Oberkochen, Deutschland

Mikroskopkamera Axiocam ICm1

Carl Zeiss AG

Oberkochen, Deutschland

Mikrozentrifuge

Heraeus™ Fresco™ 21

Thermo Fisher Scientific

Waltham, MA, USA

Mikrozentrifuge Micro Star 17R

VWR International GmbH

Darmstadt, Deutschland

Multichannelpipette
Transferpette® S-12 20 bis 200 pl

Brand GmbH & Co. KG

Wertheim, Deutschland

Multichannelpipette
Transferpette® S-8 10 bis 100 pl

Brand GmbH & Co. KG

Wertheim, Deutschland

Multichannelpipette
Transferpette® S-8 20 bis 200 pl

Brand GmbH & Co. KG

Wertheim, Deutschland

Multichannelpipette
Transferpette® S-12 10 bis 100 pl

Brand GmbH & Co. KG

Wertheim, Deutschland

PCR Thermo-Cycler

Hangzhou Bioer

Technology Co. Ltd

Hangzhou, China

pH-Meter

Mettler-Toledo GmbH

GielRen, Deutschland

Pipettetierhilfe accu-jet® pro

Brand GmbH & Co. KG

Wertheim, Deutschland

Power Supply
PowerPac™ HC High-Current

Bio-Rad Laboratories
GmbH

Munchen, Deutschland

Reagenzglasschuttler RS-VA 10

Phoenix Instrument

Garbsen, Deutschland

Rollenmischer Stuart SRT9

Cole-Parmer

Stone, GroRbritannien

Sicherheitswerkbank Herasafe™ KS

Thermo Fisher Scientific

Waltham, MA, USA

Spektrophotometer DS-11

DeNovix Inc.

Wilmington, NC, USA

Universalzentrifuge

Heraeus™ Megafuge™ 16

Thermo Fisher Scientific

Waltham, MA, USA

Universalzentrifuge Megafuge® 1.0R

Thermo Fisher Scientific

Waltham, MA, USA

Wasserbad Aqualine AL 18

Lauda Dr. R. Wobser
GmbH & Co. KG

Lauda-Konigshofen,

Deutschland
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Name

Herstellerfirma

Firmensitz

Zellz&hlgerat

logos Biosystems

Villeneuve d’Ascq,

Automated Cell Counter LUNA™ Frankreich
3.2 Verbrauchsmaterial
Tabelle 3: Verbrauchsmaterial

Name Herstellerfirma Firmensitz

Blotting Paper FN 100
580 x 600 mm, 195 g/m?

A. Hartenstein

Wirzburg, Deutschland

Cell Counting Slides

logos Biosystems

Villeneuve d’Ascq,
Frankreich

Eppendorf Tubes® 5 ml mit
Schraubdeckel

Eppendorf AG

Hamburg, Deutschland

Falcon® Round-Bottom Tubes 5 ml mit
Schraubdeckel

Corning Inc.

Corning, NY, USA

Filter Top Zellkulturflaschen Cellstar®

75 cm?

Greiner bio-one GmbH

Kremsminster, Osterreich

Kryorohrchen Nunc® Cryo Tubes®

Thermo Scientific™ Nunc™

Waltham, MA, USA

Mikroreaktionsgefald Safe-Lock 0,5 ml | Eppendorf AG Hamburg, Deutschland
Mikroreaktionsgefald Safe-Lock 1,5 ml | Eppendorf AG Hamburg, Deutschland
Mikroreaktionsgefald Safe-Lock 2,0 ml | Eppendorf AG Hamburg, Deutschland
Pasteurpipetten 2 ml VWR Radnor, PA, USA

230 mm, Glas, ungestopft

Pasteurpipetten graduiert 3 ml,

unsteril, 155 mm

Carl Roth GmbH + Co. KG

Karlsruhe, Deutschland

Petrischale 94/16 mm steril

Greiner Bio-One

International GmbH

Kremsminster, Osterreich

Pipettenspitze 10 pl SurPhob® extra
lang unsteril

Biozym Scientific GmbH

Hessisch Oldendorf,

Deutschland

Pipettenspitze 10 pl SurPhob® mit
Filter steril

Biozym Scientific GmbH

Hessisch Oldendorf,
Deutschland
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Name

Herstellerfirma

Firmensitz

Pipettenspitze 100 pl SurPhob® mit
Filter steril

Biozym Scientific GmbH

Hessisch Oldendorf,
Deutschland

Pipettenspitze 1250 ul SurPhob® extra

lang unsteril

Biozym Scientific GmbH

Hessisch Oldendorf,

Deutschland

Pipettenspitze 1250 pl SurPhob® mit

Filter steril

Biozym Scientific GmbH

Hessisch Oldendorf,

Deutschland

Pipettenspitze 20 pl SurPhob® mit

Filter steril

Biozym Scientific GmbH

Hessisch Oldendorf,

Deutschland

Pipettenspitze 200 pl SurPhob® mit
Filter steril

Biozym Scientific GmbH

Hessisch Oldendorf,
Deutschland

Pipettenspitze 200 pl SurPhob®extra

lang unsteril

Biozym Scientific GmbH

Hessisch Oldendorf,

Deutschland

Reagenzreservoir 25 ml steril

VWR International GmbH

Darmstadt, Deutschland

Serologische Pipette steril mit Filter
10 ml

Greiner bio-one GmbH

Kremsmiinster, Osterreich

Serologische Pipette steril mit Filter
2ml

Greiner bio-one GmbH

Kremsminster, Osterreich

Serologische Pipette steril mit Filter
25 ml

Greiner bio-one GmbH

Kremsminster, Osterreich

Serologische Pipette steril mit Filter
5ml

Greiner bio-one GmbH

Kremsminster, Osterreich

Serologische Pipette steril mit Filter
50 ml

Greiner bio-one GmbH

Kremsminster, Osterreich

StarGuard Protect Nitril Handschuhe
M

Starlab International GmbH

Hamburg, Deutschland

Sterilfilter 0,45 pm

neolLab Migge GmbH

Heidelberg, Deutschland

Wagepapier

Greiner bio-one GmbH

Kremsmiinster, Osterreich

Zellkultur Multiwellplatte, 6 Well,

transparent, Flachboden, steril

Sarstedt AG & Co. KG

NiUmbrecht, Deutschland

Zellkultur Multiwellplatte, 96 Well,

transparent, Flachboden, steril

Sarstedt AG & Co. KG

NiUmbrecht, Deutschland

Zellkulturflasche 25 cm?

Sarstedt AG & Co. KG

NiUmbrecht, Deutschland
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Name

Herstellerfirma

Firmensitz

Zellkulturflasche 75 cm?

Sarstedt AG & Co. KG

NUmbrecht, Deutschland

Zellschaber

Greiner bio-one GmbH

Kremsmiinster, Osterreich

Zentrifugenréhrchen 15 ml

Greiner bio-one GmbH

Kremsmiinster, Osterreich

Zentrifugenréhrchen 50 ml

Greiner bio-one GmbH

Kremsmiinster, Osterreich

3.3 Chemikalien

Tabelle 4: Chemikalien

Name

Hersteller

Firmensitz

1,4 Dithrothreitol (DTT)

Carl Roth GmbH & Co.

Karlsruhe, Deutschland

4 x Laemmli Sample Buffer

Bio-Rad Laboratories
GmbH

Minchen, Deutschland

Ammoniumpersulfat (APS)

Carl Roth GmbH & Co.

Karlsruhe, Deutschland

Ampuwa

Steriles pyrogenfreies Wasser

Fresenius Kabi AG

Bad Homburg, Deutschland

Antibiotic-Antimycotic (100x)

Thermo Fisher Scientific

Waltham, MA, USA

Coomassie® Blau R 250

Roth Carl GmbH & Co.

Karlsruhe, Deutschland

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Sigma-Aldrich

Taufkirchen, Deutschland

Ethylendiamintetraacetat (EDTA)

Sigma-Aldrich

Taufkirchen, Deutschland

Enzalutamid (MDV-3100)

Astellas Pharma

Munchen, Deutschland

Essigsaure 100 %

Carl Roth GmbH & Co.

Karlsruhe, Deutschland

Ethanol absolut

AppliChem GmbH

Darmstadt, Deutschland

Glycerol Sigma-Aldrich Taufkirchen, Deutschland
Glycin Carl Roth GmbH + Co. KG | Karlsruhe, Deutschland
Isopropanol Sigma-Aldrich Taufkirchen, Deutschland

Magermilchpulver

AppliChem GmbH

Darmstadt, Deutschland

Methanol

Merck

Darmstadt, Deutschland

3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazoliumbromid (MTT)

Sigma-Aldrich

Taufkirchen, Deutschland
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Name

Hersteller

Firmensitz

N,N,N’,N'-Tetramethylethylendiamin
(TEMED)

Sigma-Aldrich

Taufkirchen, Deutschland

Natriumchlorid

Carl Roth GmbH & Co.

Karlsruhe, Deutschland

Natriumdeoxycholat 10 % Sigma-Aldrich Taufkirchen, Deutschland
Nuklease-freies Wasser Invitrogen Carlsbad, CA, USA
UltraPure Distilled Water

(Rnase/Rnase free)

Phenylmethansulfonyl fluoride solution | Sigma-Aldrich Taufkirchen, Deutschland
(PMSF) 100 mM

Phosphatase Inhibitor Cocktail 2 Sigma-Aldrich Taufkirchen, Deutschland

Phosphatgepufferte Salzlésung w/o
Ca?'Mg?* (PBS)

Thermo Fisher Scientific

Waltham, MA, USA

Pimozid

Sigma-Aldrich

Taufkirchen, Deutschland

Poly-D-Lysin

Sigma-Aldrich

Taufkirchen, Deutschland

Precision Plus Protein™
Kaleidoscope™ Prestained Protein
Standards

Bio-Rad Laboratories
GmbH

Muinchen, Deutschland

Propidium lodid (PI)

Molecular Probes

Eugene, OR, USA

Protease Inhibitor Cocktail

Sigma-Aldrich

Taufkirchen, Deutschland

Radiance Plus ECL Ldsung

Azure Biosystems, Inc.

Dublin, CA, USA

Rinderserumalbumin (BSA)

Sigma-Aldrich

Taufkirchen, Deutschland

RNAse A

Sigma-Aldrich

Taufkirchen, Deutschland

Rotiphorese® 10x SDS-PAGE

Carl Roth GmbH & Co.

Karlsruhe, Deutschland

Rotiphorese® Gel A

Carl Roth GmbH & Co.

Karlsruhe, Deutschland

Rotiphorese® Gel B

Carl Roth GmbH & Co.

Karlsruhe, Deutschland

Salzsaure HCI 1N

Carl Roth GmbH & Co.

Karlsruhe, Deutschland

Schilke Wipes

Schiilke & Mayr GmbH

Hamburg, Deutschland

Natriumlaurylsulfat (SDS)

Bio-Rad Laboratories
GmbH

Munchen, Deutschland

Terralin® liquid

Schiilke & Mayr GmbH

Hamburg, Deutschland

Terralin® protect

Schiilke & Mayr GmbH

Hamburg, Deutschland
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Name

Hersteller

Firmensitz

Tris Trizma®base

Sigma-Aldrich

Taufkirchen, Deutschland

Tris-Hydrochlorid 99 %

Carl Roth GmbH & Co.

Karlruhe, Deutschland

Triton X-100

AppliChem GmbH

Darmstadt, Deutschland

Trypanblau 0,4 %

Sigma-Aldrich

Taufkirchen, Deutschland

Trypsin/EDTA 0,25 %

Sigma-Aldrich

Taufkirchen, Deutschland

Tween®20

AppliChem GmbH

Darmstadt, Deutschland

Western Blot Recycling Stripping
Buffer, 50 ml (10X)

Alpha Diagnostic Intl. Inc.

Woodlake Center, TX, USA

3.4 SDS-PAGE Standard

Tabelle 5: SDS-PAGE-Standard

Produkt

Hersteller

Firmensitz

Precision Plus Protein™ Kaleidoscope™

Prestained Protein Standards

Bio-Rad Laboratories
GmbH

Muinchen, Deutschland

Abbildung 14: In der SDS-PAGE verwendeter GréRRenstandard © Bio-Rad Laboratories GmbH
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3.5 Zelllinien

3.5.1

Verwendete Zelllinien

Tabelle 6: Verwendete Zelllinien

Zelllinie Herkunft und Eigenschaften Medium Quelle

LNCaP Supraklavikulare Lymphknotenmetastase, | RPMI 1640 American Type
hormonsensitiv, AR-Expression, PSA- +10 % FCS Culture Collection
Expression, T877A-Mutation des AR

C4-2 LNCaP-Subzelllinie, hormonunabhangig, DMEM
AR-Expression, PSA-Expression, T877A- | + 10 % FCS (Universitat Bern,
Mutation des AR, AR-V7-Expression Schweiz)

MR49F Enzalutamid-resistente Zelllinie aus RPMI 1640
LNCaP-Xenograft-Modell, +10 % FCS (Vancouver Prostate
AR-Expression, PSA-Expression, F877L- | + 10 uM Center, Kanada)
Mutation des AR Enzalutamid

LAPC4- LAPCA4-Zellen behandelt mit Vehikel als IMDM

CTRL Kontroll-Zelllinie zur LAPC4-EnzaR- +10 % FCS (Medizinische
Zelllinie, AR-Expression (AR Wildtyp), Universitat Innsbruck)
PSA-Expression

LAPC4- Enzalutamid-resistente Zelllinie nach IMDM

EnzaR Enzalutamid-Dosiseskalation und +10 % FCS (Medizinische
Langzeitbehandlung in vitro, +10 uM Universitat Innsbruck)
hormonabhéangig, AR-Expression, keine Enzalutamid
PSA-Expression, AR-V7-Expression

PC3 Knochenmetastase, keine AR-Expression, | RPMI 1640 American Type
keine PSA-Expression +10 % FCS Culture Collection

3.5.2 LNCaP

Bei der LNCaP-Zelllinie handelt es sich um eine humane PCa-Zelllinie, die aus einer

supraklavikularen

Lymphknotenmetastase eines

50-jahrigen

kaukasischen

Mannes

entnommen wurde, welcher an einem hormonsensitiven, metastasierten Adenokarzinom der

Prostata erkrankt war (270). Diese Zellen sind hormonsensitiv und in der Lage zur PSA-
Synthese (270). Die LNCaP-Zelllinie tragt die die T877A-Punktmutation im AR (271, 272). Hier
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liegt an Position 877 anstelle der Aminosaure Threonin die Aminosaure Alanin vor. Bei dieser
Mutation handelt es sich um die haufigste AR-Mutation bei PCa-Patienten (273, 274).

3.53 C4-2

Die Zellen der C4-2-Zelllinie stellen eine Subzelllinie der LNCaP-Zellen dar, die aus einem
chiméren Tumormodell stammen. Hierzu erfolgte eine Co-Injektion von LNCaP-Zellen und
knochenfibroblastischen Zellen (MS-Zellen). Die entstandenen chimaren Tumore wiesen eine
PSA-Sekretion auf. Von kastrierten Mausen wurde so die C4-Subzelllinie gewonnen. Bei der
C4-2-Zelllinie handelt es sich um eine Zweitgenerations-Subzelllinie, fur die C4-Zellen erneut
gemeinsam mit MS-Zellen in kastrierten Mausen zusammengebracht wurden. Aus den im
Anschluss gebildeten chimaren Tumoren erfolgte die Isolation der C4-2-Zelllinie (275). Als
LNCaP-Subzelllinie tragt die C4-2-Zelllinie ebenso die T877A-Punktmutation. Aul3erdem
weisen die C4-2-Zellen die SpleiRvariante AR-V7 auf (276).

3.5.4 MRA49F

Bei der MR49F-Zelllinie handelt es sich um eine Enzalutamid-resistente Zelllinie, die aus
einem LNCaP-Xenograft-Modell generiert wurde. Hierzu erfolgte die Beimpfung von Mausen
mit LNCaP-Tumorzellen, welche dann nach Tumorwachstum und PSA-Anstieg kastriert
wurden. Nachdem es zu wieder ansteigenden PSA-Werten gekommen war, wurden die Mause
mit Enzalutamid behandelt. Im Verlauf wurden Enzalutamid-resistente LNCaP-Xenografts in
kastrierte Mause unter Enzalutamid-Behandlung eingebracht. Nachdem die Tumore
gewachsen waren, wurden sie wiederum mannlichen kastrierten Mausen unter
Enzalutamidtherapie implantiert. Aus den daraufhin gewachsenen Drittgenerations-Tumoren
erfolgte die Etablierung der MR49F-Zelllinie, welche durch eine AR- sowie PSA-Expression
charakterisiert ist (277). Die MR49F-Zellen weisen die F877L-Mutation in der LBD des AR auf,
welche flr eine agonistische Enzalutamid-Wirkung auf die AR-Aktivitat verantwortlich ist (141,
142, 278). Aus diesem Grund gqilt die F877L-Mutation als Enzalutamid-

Resistenzmechanismus.

3.5.5 LAPC4 und LAPC4-EnzaR

Zur Etablierung der LAPC4-EnzaR-Zelllinie wurde eine 10-monatige Dosiseskalation und
Langzeitbehandlung mit Enzalutamid durchgefiihrt (145). Die LAPCA4-Zellllinie ist eine
immortalisierte PCa-Zelllinie, die aus der Lymphknotenmetastase eines mannlichen Patienten
mit kastrationsresistentem, fortgeschrittenen PCa stammt, in ein immundefizientes
Mausmodell implantiert und nach erfolgreichem Tumorwachstum wieder enthnommen und

kultiviert wurde (279). Zur Etablierung dieser Zelllinie wurden LAPC4-Zellen in vitro beginnend
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mit einer Enzalutamid-Konzentration von 0,2 uM behandelt und einer sukzessiven
Dosissteigerung bis zur Zielkonzentration von 8 uM Enzalutamid unterzogen. Bei der LAPC4-
CTRL-Zelllinie handelt es sich um die mitgefiihrten, Vehikel-behandelten Kontrollen (145).
Beide Zelllinien weisen eine AR-Expression auf. Die resistenten LAPC4-EnzaR weisen im
Vergleich zur sensitiven Kontrolle zwar keine Mutation auf, jedoch findet sich die
Proteinexpression der AR-SpleiBvariante V7. Aulerdem liegt kein PSA-Protein in der

Enzalutamid-resistenten Zelllinie im Vergleich zur sensiblen Kontrolle vor (145).

3.56 PC-3

Die PC-3-Zelllinie entstammt einer Knochenmetastase eines am PCa erkrankten, 62-jahrigen
kaukasischen Mannes. Diese Zelllinie ist androgenunabhangig, es liegen weder ein AR-
Protein noch eine PSA-Synthese vor (280). Die PC3-Zelllinie ist insbesondere im Vergleich
zur LNCaP-Zelllinie durch ein hohes Metastasierungspotenzial sowie die Expression
neuroendokriner Marker gekennzeichnet (281, 282). PC3-Xenograftmodelle weisen zudem
morphologische sowie immunhistochemische Merkmale eines neuroendokrinen PCa auf
(282).

3.6 Kultivierungsmedien und Zuséatze

3.6.1 Medien und Zusatze
Tabelle 7: Kultivierungsmedien und Zuséatze
Produkt Hersteller Firmensitz

Antibiotic-Antimycotic (100x)

Thermo Fisher Scientific

Waltham, MA, USA

Dulbecco's Modified Eagle's Medium
(DMEM)

Sigma-Aldrich

Taufkirchen, Deutschland

Gibco™ Fotales Kalberserum,

charcoal stripped

Thermo Fisher Scientific

Waltham, MA, USA

Gibco™ Fotales Rinderserum (FCS)

Thermo Fisher Scientific

Waltham, MA, USA

Gibco™ GlutaMAX™ Supplement

Thermo Fisher Scientific

Waltham, MA, USA

HEPES (1M) Pufferlésung

Thermo Fisher Scientific

Waltham, MA, USA

IMDM Medium

Sigma-Aldrich

Taufkirchen, Deutschland

RPMI 1640 Medium

Thermo Fisher Scientific

Waltham, MA, USA
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3.6.2 Kultivierungsmedien

DMEM-Medium fiur C4-2-Zellen

10 % FCS

20 mM HEPES

1% GlutaMAX™

1% Antibiotic-Antimycotic (100x)

IMDM-Medium fur LAPC4-CTRL-Zellen

10 % FCS
1% GlutaMAX™

IMDM/Enzalutamid-Medium fiir LAPC4-EnzaR-Zellen

10 % FCS
1% GlutaMAX™
10 uM Enzalutamid

RPMI-Medium fur LNCaP- und PC3-Zellen

10 % FCS

20 mM HEPES

1% GlutaMAX™

1% Antibiotic-Antimycotic (100x)

RPMI/Enzalutamid-Medium fiir MR49F-Zellen

10 % FCS

20 mM HEPES

1% GlutaMAX™

1% Antibiotic-Antimycotic (100x)
10 uM Enzalutamid

Die Kulturmedien wurden bei 4°C gelagert und vor Nutzung im Wasserbad auf 37°C erwarmt.
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3.7 Antikorper

3.7.1 Priméare Antikorper

Tabelle 8: Primare Antikorper

Antikdrper Verdinnung | Hersteller Firmensitz

STATS (C-17) 1:500 Santa Cruz Biotechnology, Inc. Dallas, TX, USA

AR (441) 1:400 Santa Cruz Biotechnology, Inc. Dallas, TX, USA
PSA/KLK3 (D6B1) 1:2.000 Cell Signaling Technology Danvers, MA, USA
GAPDH (6C5) 1:50.000 EMD Millipore Burlington, MA, USA

3.7.2 Sekundare Antikdrper

Tabelle 9: Sekundéare Antikdrper

Antikorper Verdinnung Hersteller Firmensitz

Dako Peroxidase-Conjugated Rabbit 1:2.000 Agilent Santa Clara, CA, USA
Anti-Mouse Immunglobulin

Dako Peroxidase-Conjugated Goat 1:2.000 Agilent Santa Clara, CA, USA

Anti-Rabbit Immunglobulin
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3.8 Small interfering RNAs

Tabelle 10: Small interfering RNAs

Oligonukleotid

Detailinformation

ON-TARGETplus Non-targeting sSiRNA
#1

Target Sequence: 3UGGUUUACAUGUCGACUAAS'
5nM
Nr.: D-001810-01-05, Dharmacon (Lafayette, CO, USA)

ON-TARGETDplus
Human STAT5A (6776) siRNA —
SMARTpool

Target Sequences: 3*CGGCUGGGAUCCUGGUUGAS',
3'GCGCUUUAGUGACUCAGAAS',
3'GUACUACACUCCUGUGCUGS5',
3'GCAAUGAGCUUGUGUUCCAS5!

5nM

Nr.: L-005169-00-0005, Dharmacon (Lafayette, CO, USA)

ON-TARGETDplus
Human STAT5B (6777) siRNA —
SMARTpool

Target Sequences: 3GAAUUUACCAGGACGGAAUYS,
3'GGACACAGAGAAUGAGUUAS',
3'GGGCACAGUCGGCGACAGAS,
J'UCUCAAGCCUCAUUGGAAUS'

5nM

Nr.: L-010539-00-0005, Dharmacon (Lafayette, CO, USA)

3.9 Transfektionsreagenz

Tabelle 11: Transfektionsreagenz

Produkt

Hersteller Firmensitz

Lipofectamine™ RNAIMAX

Transfektionsreagenz

Thermo Fisher Scientific Waltham, MA, USA
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3.10 PCR-Primer

Tabelle 12: PCR-Primer

Assay Assay-I1D Hersteller Firmensitz
TagMan™ Gene Expression Hs00559637_g1 Applied Foster City, CA,
Assay STATb5a Biosystems USA
TagMan™ Gene Expression Hs00560026_m1 Applied Foster City, CA,
Assay STAT5b Biosystems USA
TagMan™ Gene Expression Hs02576345_m1 Applied Foster City, CA,
Assay PSA Biosystems USA
TagMan™ Gene Expression Hs00236329_m1 Applied Foster City, CA,
Assay BCL2L1 Biosystems USA
TagMan™ Gene Expression Hs01050839_m1 Applied Foster City, CA,
Assay CCND1 Biosystems USA
TagMan™ Gene Expression Hs02800695_m1 Applied Foster City, CA,
Assay HPRT1 Biosystems USA

3.11 Kits

Tabelle 13: Verwendete Kits
Produkt Hersteller Firmensitz

RNeasy® Plus Mini Kit

QIUAGEN GmbH

Hilden, Deutschland

iScript™ cDNA Synthesis Kit

GmbH

Bio-Rad Laboratories

Munchen, Deutschland

Biozym Probe qPCR Mix

Biozym

Hessisch Oldendorf,
Deutschland
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3.12 Puffer und Lésungen

Alle gelisteten Puffer wurden, sofern nicht anders aufgefiihrt, mit destilliertem Wasser (H>Oq)
hergestellt.

3.12.1 Puffer fur die Proteinextraktion und -bestimmung

RIPA-Puffer (1x)

150 mM NaCl

5mM EDTA, pH 0,8

50 mM Tris-HCI, pH 7,4
0,5 % Natriumdeoxycholat
0,1% SDS

1% NP-40 (v/v)

Der Puffer wurde auf 500 ml mit_ H-Oq aufgefiillt.

Zelllysepuffer (1x) (frisch angesetzt)

940 ul RIPA-Puffer

10 pl DTT (100 mM)

10 pl Protease Inhibitor Cocktail

10 pl Phosphatase Inhibitor Cocktail 2
20 ul PMSF (100 mM)

10 pl Triton-X 100

Bradford-Reagenz (5x)

300 mg Coomassie Brilliant Blue G250
150 ml Methanol

150 ml H20q4

300 ml Phosphorséaure (85 % v/v)
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3.12.2 Puffer und Losungen fur die SDS-PAGE

Ethanol (70 % v/v)

350 ml Ethanol absolut
150 ml H2Oq

Trenngelpuffer (pH 8,8)

66,19 Tris

Tris wurde in 400 ml H,Oq4 geldst, der pH-Wert auf 8,8 mit HCI eingestellt und mit H.Oq4 auf
500 ml aufgefullt.

Losung fiir zwei 10 % Trenngele

2,6 ml H20q4

100 pl SDS (10 % wiv)
2,5ml Trenngelpuffer

3,2 ml Rotiphorese® Gel A
1,6 ml Rotiphorese® Gel B
100 pl APS (10 % wiv)

10 pl TEMED

Sammelgelpuffer (pH 6,8)

66,19 Tris

Tris wurde in 400 ml H.Oq4 gel6st, der pH-Wert auf 6,8 mit HCI eingestellt und mit H,Oq4 auf
500 ml aufgefiillt.

Losung fir zwei 6 % Sammelgele

2,7 ml H>Oq4

50 pl SDS (10 % wiv)
1,25 ml Sammelgelpuffer
0,65 ml Rotiphorese® Gel A
0,3 ml Rotiphorese® Gel B
50 pl APS (10 % w/v)

10 pl TEMED
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3.12.3 Puffer fir den Western Blot

Laemmli-Probenpuffer (4x)

900 pl 4 x Laemmli Sample Buffer
100 pl 3-Mercaptoethanol

SDS-Laufpuffer (1x)

100 ml Rotiphorese® 10x SDS-PAGE
900 ml H20q4

Transferpuffer nach Towbin (283) (10x)

30,39 Tris
144 g Glycin

Der Transferpuffer wurde mit H,O4 auf ein Gesamtvolumen von 1.000 ml aufgefullt.

Transferpuffer nach Towbin (283) (1x)

100 ml Transferpuffer nach Towbin (10x)
100 ml Methanol
800 ml H204

Trisgepufferte Saline (TBS) (10x)

26 ¢ Tris-HCI
4,24 ¢g Tris
292,79 NaCl

Der pH-Wert wurde mit 5N HCI auf 7,4 eingestellt und der Puffer mit H,Oq4 auf ein

Gesamtvolumen von 1.000 ml aufgefullt.

Trisgepufferte Saline (TBS) (1x)

100 ml TBS 10x
900 ml H2O0q
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Trisgepufferte Saline mit Tween® 20 (TBST) (1x)

100 ml TBS 10x
899 ml H2Oq
1ml Tween® 20

Blockierungslésung

549 Magermilchpulver
50 ml TBS
Antikdrperpuffer

0,59 Magermilchpulver
50 ml TBST

3.12.4 Lodsungen und Puffer fur den MTT-Assay

MTT-Arbeitslésung (0,5 %)

259 MTT
500 ml PBS

MTT-Solubilisierungspuffer

10 % SDS
0,01 N HCI

3.12.5 Losungen fir die Zellzyklusanalyse

Propidium-lodid Stammlésung (5 mag/ml)

25 mg Propidium lodid
5ml PBS

FACS-Puffer

259 BSA
500 ml PBS
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RNase A (100 pg/ml)

25 mg
250 ml

RNase A
H2Oq

3.12.6 Stamml6ésungen der Medikamente

Enzalutamid-Stammldsung

100 mM Enzalutamid gelést in DMSO

Pimozid-Stammldsung

100 mM Pimozid gel6st in DMSO

3.13 Software

Tabelle 14: Software

GmbH

Name Version Firma Firmensitz

AlphaView SA 3.4.0. ProteinSimple Santa Clara, CA, USA
BD CellQuest™ Pro 5.1 Becton Dickinson Franklin Lakes, NJ, USA
Endnote X9.3 Thomson Reuters Toronto, Kanada
FlowJo 10.5.3. Becton Dickinson Franklin Lakes, NJ, USA
GraphPad Prism 7.04. GraphPad Software, Inc. San Diego, CA, USA
Magellan V22 Tecan Group Ltd. Mannedorf, Schweiz
ModFit 5.0.9 Verity Software House Topsham, ME, USA
Office Professional 14.0.7237.50 ] )

Plus 2010 00 Microsoft Corporation Seattle, WA, USA

Zen 2.3. Carl Zeiss Microscopy Jena, Deutschland
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4 Methoden
4.1 Zellbiologische Methoden

4.1.1 Kryokonservierung von Zellen

Zur langfristigen Verfugbarkeit und Verarbeitung wurden die Zellen im jeweils Ublichen
Passagenverhéltnis in 1 ml Einfriermedium (Kultivierungsmedium mit 10 % DMSO-Anteil)
geldst und in ein Kryogefal3 Gberflhrt. Zur Gewéhrleistung eines langsamen Herunterkiihlens
(2°C/min) wurden die Gefal3e tber Nacht in einer Einfrierhilfe bei -80°C gelagert. Im Anschluss
erfolgte die Lagerung in einen Tank mit fliissigem Stickstoff bei -178°C.

4.1.2 Auftauen von Zellen

Zur Rekultivierung der kryokonservierten Zellen wurden diese kurz im Wasserbad bei 37°C
aufgetaut, im Anschluss in 9 ml Medium (s. 3.6.2) aufgenommen und in Zellkulturflaschen
Uberfuhrt. Danach erfolgte die Inkubation bei 5 % CO, und 37°C im Brutschrank. Am Folgetag
wurde ein Wechsel des Kultivierungsmediums durchgefuhrt, um die DMSO-Ruckstande und

Zelldebris zu entfernen.

4.1.3 Zellkultivierung

Die Zelllinien wurden im entsprechenden Medium (s. 3.6.2) bei 37°C und 5% CO; im
Brutschrank inkubiert. Es erfolgten regelméaRige lichtmikroskopische Kontrollen. Im Falle der
Enzalutamid-resistenten Zelllinien erfolgte ein Mediumwechsel mit 10 uM Enzalutamid an
jedem zweiten Tag, um eine ausreichend hohe Wirkstoffkonzentration mit entsprechendem
Resistenzdruck zu gewahrleisten. Das Passagieren der Zellen wurde bei 80 %iger Konfluenz

durchgefinhrt.

4.1.4 Passagieren der Zellkulturen

Zum Zeitpunkt einer 80 %igen Konfluenz wurde das Medium abgenommen, der Zellrasen mit
PBS gewaschen und anschlieend mit 2 ml Trypsin/EDTA in Kurzinkubation abgel6st. Die
Trypsinreaktion wurde durch Zugabe von 4 ml Medium abgestoppt, die Zellsuspension in ein
50 ml Zentrifugenrdhrchen Uberfihrt und bei 300 g fir 5 min bei Raumtemperatur (RT)
zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Zellpellet erneut in Medium
resuspendiert. In der Regel wurden die PC3-Zellen im Verhéltnis 1:5, die tbrigen Zelllinien im

Verhaltnis 1:3 in eine neue Zellkulturflasche passagiert.
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4.1.5 Bestimmung der Lebendzellzahl

Fir die Bestimmung der Lebendzellzahl erfolgte die Abldsung der maximal 80 % konfluenten
Zellen wie zuvor beschrieben (s. 4.1.4). Nach Zentrifugation und erneuter Aufnahme in
Kulturmedium wurde die Zellsuspension im Verhaltnis 1:1 mit dem Vitalfarbstoff Trypanblau
gefarbt und in eine Zellzdhlkammer gegeben. Mittels Trypanblau erfolgt eine Farbung aller
bereits avitalen Zellen aufgrund der nicht mehr intakten Zellmembranen. Die anschlieRende
Zahlung erfolgte automatisiert mit dem LUNA™-Zellz&hler.

4.1.6 Aussaat von Zellen in Well-Platten

Nach Bestimmung der Lebendzellzahl wurde jeweils die gewiinschte Zellzahl in Abhangigkeit
der Zelllinie und der verwendeten WellgroRe durch Verdinnung der Zellsuspension mit
Medium eingestellt. Fur die Aussaat in der 6-Well-Platte wurde eine Zellzahl von 5x10° Zellen
pro Well eingestellt. In der 96-Well-Platte erfolgte bei den Zelllinien LNCaP, C4-2 und MR49F
die Aussaat von 1x10* Zellen pro Well, bei der PC-3-Zelllinie wurden 5x10°% Zellen pro Well

genutzt.

4.1.7 Behandlung von Zellen mit Enzalutamid und Pimozid
4.1.7.1 Zellviabilitdt unter Enzalutamid-Behandlung

Zur Evaluation der zellviabilitétsinhibierenden Wirkung von Enzalutamid wurden AR-positive,
hormonsensitive LNCaP-Zellen, AR-positive, kastrationsresistente C4-2-Zellen, AR-positive,
Enzalutamid-resistente MR49F-Zellen sowie AR-negative PC3-Zellen Uber einen Zeitraum
von 24,48,72 und 96 h mit aufsteigenden Dosen von 10? bis 10* nM Enzalutamid behandelt.
Hierzu wurde vor der Behandlung ein Mikroreaktionsgefald der bei -20°C gelagerten

Stammldsung aufgetaut.

4.1.7.2 Dosis-Wirkungs-Analysen fur Enzalutamid und Pimozid

Fur die Ermittlung der Dosis-Wirkungs-Kurven mit dem MTT-Test (s.4.1.9) und die
Bestimmung der mittleren inhibitorischen Konzentration (ICsp) im  gewahlten
Konzentrationsbereich wurden die Zellen mit Enzalutamid oder Pimozid fur einen Zeitraum
von . Hierzu wurde vor der Behandlung ein Mikroreaktionsgefafld der bei -20°C gelagerten
Stammldsung aufgetaut. Die Behandlung der Zellen erfolgte im Anschluss der Aussaat mit
Konzentrationen von 0,01 bis 10 uM Enzalutamid oder 0,01 bis 100 uM Pimozid zur Erstellung
der Dosis-Wirkungskurven.
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4.1.7.3 Kombinationsbehandlungen mit Enzalutamid und Pimozid

Fur die Kombinationsbehandlungen wurden die Zellen in festen Kombinationsverhaltnissen
beider Wirkstoffe (Enzalutamid : Pimozid und Pimozid : Enzalutamid) von 1:1, 1:2 und 1:5 fur
72 h behandelt (284). Dazu wurden vier Behandlungslésungen aus beiden Wirkstoffen in den
jeweiligen Verhéltnissen angesetzt und logarithmische Verdiinnungen mit Endkonzentrationen
des jeweils fixen Wirkstoffs von 0,01 bis 100 uM von jeder Behandlungslésung hergestellt. Die
Behandlung erfolgte einen Tag nach der Aussaat. Als Kontrollen wurden die Zellen einzeln
sowohl mit Enzalutamid als auch mit Pimozid in Wirkkonzentrationen von 0,01 bis 100 uM
Enzalutamid bzw. Pimozid behandelt. Die Zellviabilitat wurde mit dem MTT-Test (s. 4.1.9)
gemessen. Zur Analyse der Kombinationsindices aus den Isobologrammen wurde nach Loewe

folgende Formel genutzt (284):

Tabelle 15: Kombinationsbehandlungsansatz fur den Isobologrammversuch

Kombinationsbehandlungs- 1:0 1:1 1:2 1:5
verhaltnis

Enzalutamid 100 uM 100 uM 100 uM 100 uM
Pimozid oOuM 100 um 200 uM 500 uM

Die Konzentrationen des eingesetzten Enzalutamids zur Bestimmung der Zellviabilitéat nach
STAT5A/B-Knockdown reichten von 0,001 bis 100 uM mit einer Behandlungsdauer von 72 h.
Fur die Western Blot- und Zellzyklusanalysen sowie die Bestimmung der AR-Aktivitat nach
STAT5A/B-Knockdown wurden die Experimente in An- oder Abwesenheit von 10 uM
Enzalutamid flr 72 h durchgefuhrt. Untersuchungen der Arbeitsgruppe zur Toxizitat von
DMSO zeigten, dass diese erst signifikant ab einer Konzentration gréRer als 1 % auftreten,
sodass unter Beachtung dieses Grenzwertes auf Toxizitatskontrollen mit DMSO als Vehikel

verzichtet wurde.

4.1.8 Transfektion mit sSiRNA

Fur die Transfektion der Zellen wurden 25nM (Endkonzentration) ON-TARGETplus
SMARTpool-siRNA gegen STAT5A und STAT5B sowie eine Kontrolle unter Nutzung des
Lipofectamin RNAIMAX-Reagenz nach Herstellerangaben eingesetzt (s. 3.8, Tabelle 10). Zum

Ansetzen der Lipofectamin- sowie siRNA-Behandlungslésungen wurde RPMI- bzw. DMEM-
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Medium ohne weitere Zusétze genutzt. Dabei erfolgte die Transfektion am Folgetag der
Aussaat. 24 h nach der Transfektion wurden die Zellen mit Enzalutamid oder Vehikel
behandelt. Zudem wurde bei jedem Versuch eine nicht-transfizierte Kontrolle (MOCK)
mitgefuhrt, um mdgliche Effekte der Transfektion detektieren zu kbnnen.

4.1.9 Messung der Zellviabilitat

Nach entsprechender Behandlungsdauer und Inkubation bei 37°C und 5 % CO> wurde die
Zellviabilitat mittels MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazolium Bromide)-
Assay erfasst. Dazu wurden die Wells mit 10 pl des Farbstoffs MTT (s. 3.12.4) fur 4 h inkubiert,
woraufhin 100 ul des Solubilisierungspuffers (s. 3.12.4) aufgetragen wurde. Der Assay basiert
auf der Reduktion des gelben Farbstoffes MTT in violettes, wasserunlésliches Formazan durch
mitochondriale Dehydrogenasen, was die Viabilitdit der Zellen anzeigt (285). Die
photometrische Messung der Absorption (optische Dichte (OD)) wurde 24 h nach
Solubilisierung mit dem Tecan SPARK 10M Multiplattenleser und der Software Magellan bei

einer Wellenlange von 570 nm und einer Referenzwellenlange von 650 nm durchgefihrt.
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4.2 Western Blot
4.2.1 Proteinisolation aus Zellen

Zur Verhinderung der Proteindegradation wurden alle Arbeitsschritte auf Eis durchgefihrt. Zur
Gewinnung von Proteinlysat wurde zunachst das Medium der in 6-Well-Platten wachsenden
Zellen verworfen. Im Anschluss erfolgte die Zugabe von 1 ml kaltem PBS und die Abldsung
des Zellrasens mittels eines Zellhebers. Die in PBS geltste Zellsuspension wurden in 1,5 ml
Mikroreaktionsgefal3e Uberfuhrt und in der Kihlzentrifuge 5 min bei 4°C und 500(g
zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und die Zellpellets in 50 pl Zelllysepuffer
(s. 3.12.1) resuspendiert. Nach Durchmischung und 30-minutiger Inkubation auf Eis erfolgte
eine weitere Zentrifugation bei 21.000 g und 4°C fur 10 min. Hiernach wurde der die Proteine
enthaltene Uberstand in ein neues 1,5 ml MikroreaktionsgefaR tberfuhrt und bis zur

anschlieBenden Proteinbestimmung auf Eis gelagert.

4.2.2 Bestimmung der Proteinkonzentration nach Bradford

Zur Sicherstellung gleicher Proteinmengen pro Bande wurde vor der Gelbeladung eine
Bestimmung der Proteinkonzentration nach Bradford durchgeflhrt. Diese basiert auf der
Verschiebung des Coomassie® Blau-Absorptionsmaximums von 470 nm auf 595 nm nach der
Proteinbindung in saurem Medium (286). Hierzu wurde das Bradford-Reagenz (s. 3.12.1) im
Verhaltnis 1:5 mit destilliertem Wasser verdiinnt. 5 ul der Proteinlysat-Probe wurden mit PBS
1:10 verdunnt. Von dieser Verdinnung wurden 10 ul in ein Well einer 96-Well-Platte gegeben.
Die Messung erfolgte in Triplets. Zur Kalibrierung mit einem Referenzprotein wurde die
Erstellung einer Standardkurve mit bovinem Serumalbumin (BSA) durchgefiihrt. Hierzu wurde
mit BSA (1 mg/ml) und PBS eine Verdinnungsreihe von 0 bis 1 mg/ml in Schritten von
0,2 mg/ml hergestellt und 10 ul jeder Verdinnungsstufe in eine 96-Well-Platte gegeben. Die
Messung erfolgte in Triplets. Im Anschluss erfolgte die Zugabe von 300 pl Bradford-Reagenz
pro Well. Zur Messung der Absorptionszunahme wurde die Absorption bei 595 nm
photometrisch gemessen. Die Standardkurve wurde mittels linearer Regression berechnet.
Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte durch Umrechnung der Absorptionswerte

(OD) unter Zuhilfenahme der zuvor ermittelten Regressionsgleichung.

4.2.3 Herstellung von Polyacrylamid-Gelen fir die SDS-PAGE

Zur Durchfihrung der Proteinauftrennung wurden 10 %ige (Trenngel) und 6 %ige
(Sammelgel) Polyacrylamid-Gele hergestellt. Dazu wurde zunachst die Trenngelldsung
(s. 3.12.2) in die zuvor nach Herstellerprotokoll aufgebaute Gelgiel3-Apparatur eingegossen.

Diese Losung wurde im Anschluss mit Isopropanol Uberschichtet, um eine glatte Gelgrenze
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nach der Polymerisation zu erzielen. Nach Polymerisation des Trenngels und der Entfernung
des Isopropanols wurde die Sammelgelldsung (s. 3.12.2) eingeflillt und ein Gelkamm im Gel
platziert. Nach Polymerisation des Sammelgels wurden die Glasplatten aus der Apparatur
entfernt, der Kamm gezogen und die Taschen vorsichtig mit destilliertem Wasser gesplilt.
Dann erfolgte die Befestigung in der Elektrophoresekammer, welche mit 1x Laufpuffer bis zur
Markierung beflllt wurde.

4.2.4 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Bei der Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) handelt es sich
um ein etabliertes Verfahren zur Auftrennung von Proteinen, das von Laemmli bereits 1970
entwickelt wurde (287). Das Verfahren beruht auf der Wanderung geladener Teilchen, in
diesem Fall durch SDS negative geladene Proteine, zum Pol mit der entgegengesetzten
Ladung. Durch Nutzung eines diskontinuierlichen Polyacrylamidgels werden die Proteine bei
ihnrer Wanderung im elektrischen Feld nach ihrer Grof3e aufgetrennt. Hierzu wurden
20 bis 30 pg Proteinlysat mit 4x Laemmli-Probenpuffer (s. 3.12.3) versetzt und die Proteine
durch funfminutiges Erhitzen auf 95°C denaturiert. Im Anschluss wurde das Gel mit den
Proben beladen. Fir jedes Gel wurden zusatzlich 5 pl GréRenstandard (s. 3.4) zur spateren
Bestimmung des Molekulargewichtes eingesetzt. Nun folgte der Anschluss der Laufkammer
an das Netzteil. Zunéachst wurde eine konstante Spannung von 80 V angelegt, bis die Lauffront
das Trenngel erreicht hatte. Zum Durchlaufen des Trenngels wurde eine konstante Spannung
von 150 V am geregelten Netzteil gewahlt. Nach Erreichen des unteren Trenngelbereichs

wurde die Spannung entfernt und das Gel aus der Laufapparatur entnommen.

4.2.5 Elektrophoretischer Proteintransfer

Die Aktivierung der fur den Proteintransfer genutzten PVDF-Membran erfolgte in Methanol bis
zur Transparenz der Membran nach ca. 10 Minuten, dann folgte ein Waschschritt mittels 1x
Transferpuffer fir 10 min. Weiterhin wurden vier zugeschnittene Filterpapiere in einem
Gesamtvolumen von 50 ml mit 1x Transferpuffer (s. 3.12.3) befeuchtet. Fur den Transfer der
Proteine wurde folgende Anordnung der Schichten gewahlt und auf die schwarze Flache der

Blothalterung aufgelegt (Abbildung 15).
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Proteintransfer
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v T schwammtuch
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Abbildung 15: Schematische Anordnung des Blot-Sandwiches. Von oben nach unten: Kathode,
Schwammtuch (grin), Filterpapiere (4x, weil3), SDS-Gel (blau), PVDF-Membran (orange), Filterpapiere
(4x, weil), Schwammtuch (grun).

Luftblasen wurden mit dem Blotroller durch Rollbewegungen von der Mitte zum Rand hin
entfernt. Im Anschluss wurde die Blothalterung in die Blotkammer eingesetzt, welche mit 1x
Transferpuffer aufgeftllt, mit Kihlakkus bestlickt und flir 1 h an eine Spannungsquelle mit

konstanter Spannung von 100 V mit variabler Stromstéarke angeschlossen wurde.

4.2.6 Blockierung der PVDF-Membran

Nach Beendigung des Blotvorgangs erfolgte die Blockierung der unspezifischen
Proteinbindungsstellen der Membran und der darauf befindlichen Proteine. Die PVDF-
Membran wurden aus der Blotapparatur enthommen, beschriftet und in ein 50 ml
Zentrifugenréhrchen mit Stehrand Uberfuhrt, in dem die Membran fortan bis zur Detektion
verblieb. Nun folgte auf einen ersten Waschschritt mit 20 ml 1x TBS flir 10 min die Inkubation
der Membran mit 10 ml der Blockierungslosung (s. 3.12.3) fir 60 min bei RT auf dem

Rollenmischer.

4.2.7 Inkubation der Membran mit dem Primarantikorper

Der Primarantikérper (Tabelle 8) wurde je nach etablierter Antikérperverdinnung unter
Nutzung des Antikérperpuffers (s.3.12.3) verdinnt. Nach dem Verwerfen der
Blockierungsldsung folgte die Zugabe von 2 ml des den Primarantikbrper enthaltenden
Antikorperpuffers, welcher tiber Nacht bei 4°C auf dem Rollenmischer inkubiert wurde. Am
Folgetag beendeten drei Waschschritte mit 10 ml 1x TBST (s. 3.12.3) mit einer Dauer von

10 min unter kontinuierlicher Rollenmischung bei RT die Primarantikérperinkubation.
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4.2.8 Inkubation der Membran mit dem Sekundarantikérper

Fir die Inkubation mit dem Sekundarantikdrper wurde zunachst die Antikdrperlésung mit dem
Antikdrperpuffer (s. 3.12.3) und dem jeweils zu nutzenden Sekundérantikdrper (Tabelle 9) in
einer Verdiinnung von 1:1.000 hergestellt und 2 ml dieser Losung in das Zentrifugenrohrchen
Uberfihrt. Nach einer Inkubationszeit von 1h folgten auch bei diesem Schritt drei
Waschintervalle von je 10 min bei RT auf dem Rollenmischer, zwei davon mit 10 ml 1x TBST
und anschlieRend ein Waschschritt mit 10 ml 1x TBS. Im Anschluss wurde ein letzter

Waschschritt mit H>Oq4 flr maximal 5 min durchgefuhrt.

4.2.9 Entwicklung und Detektion des Western Blots

Nach Beendigung der Antikdrperinkubation wurde die Membran mit einer Pinzette vorsichtig
aus dem Zentrifugenréhrchen entnommen, in eine Petrischale tberfiihrt und fur eine Minute
mit 1 ml einer ECL-Reaktionslosung (Tabelle 4) benetzt, welche unmittelbar vor diesem Schritt
nach Herstellerprotokoll angesetzt worden war. Nach der ECL-Inkubation wurde die Membran
luftblasenfrei zwischen zwei Folien platziert und die Chemilumineszenz mit dem FluorChem E

Imaging System detektiert.
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4.3 Molekularbiologische Methoden
4.3.1 RNA-Isolation aus Zellkulturen

Fir die Isolation der Gesamt-RNA wurde das RNeasy Plus Mini Kit (Tabelle 13) genutzt.
Samtliche Schritte wurden bei RT durchgefuhrt. Zunachst wurde das Medium abgegossen und
der Zellrasen mit 350 pl des RLT Plus-Puffers benetzt, dem zuvor gemanR Herstellerprotokoll
B-Mercaptoethanol hinzugesetzt worden war. Dieser Puffer enthalt Guanidiniumthiocyanat und
dient sowohl der Zelllyse als auch der Inaktivierung von RNasen und anderen Enzymen. Mit
einem Zellheber wurden die Zellen geldst und in ein 1,5 ml Mikroreaktionsgefal3 Uberfuhrt.
Eine ausreichende Homogenisation wurde durch Durchmischen fir 1 min sichergestellt. Nach
sorgfaltiger Resuspension wurde das Lysat auf die gDNA-eliminierende S&ule, welche in
einem 2 ml Mikroreaktionsgefal3 platziert war, gegeben. Es erfolgte nun ein
Zentrifugationsschritt mit 21.000 g fur 30 s. In diesem Schritt wird genomische DNA an der
Séaule gebunden und aus dem Lysat entfernt. Die Saule wurde verworfen und die
abzentrifugierte Flissigkeit weiterverwendet. Nun wurden dem Lysat 350 pl 70 % Ethanol
(v/vin H2Oq) hinzugefugt. Nach sorgfaltiger Durchmischung wurde die Ldsung auf eine
RNeasy spin Saule gegeben, welche wiederum in einem 2 ml Mikroreaktionsgefal3 platziert
war. Es erfolgte eine Zentrifugation bei 21.000 g fir 15 s. Bei diesem Schritt bindet die
Gesamt-RNA an die RNeasy spin Saule. Die abzentrifugierte Flussigkeit wurde verworfen und
die Saule zurtickgesetzt. Nun folgte die Zugabe von 700 ul des RW1-Puffers auf die Saule und
ein weiterer Zentrifugationsschritt bei 21.000 g fur 15 s, um die Sdulenmembran zu waschen
und so unspezifisch gebundene Biomolekile zu entfernen. Auch hier wurde der Durchfluss
verworfen. Im nachsten Schritt wurden 500 pl RPE-Puffer auf die Saule gegeben, im
Anschluss erfolgte eine weitere Zentrifugation bei 21.000 g fir 15 s sowie das erneute
Verwerfen des Durchflusses. Bei dem RPE-Puffer handelt es sich um einen ethanolhaltigen
Waschpuffer, der insbesondere die Salzrickstande der membrangebundenen RNA entfernt.
Nochmals wurden 500 ul des RPE-Puffers auf die Saule gegeben und im Anschluss fur 2 min
bei 21.000 g zentrifugiert. Die Saule mit der nun getrockneten, ethanolfreien Membran wurde
in ein frisches 2 ml Mikroreaktionsgefafd Gberflihrt und fir 1 min bei 21.000 g zentrifugiert. Nun
folgte die Platzierung der Saule in einem 1,5 ml Mikroreaktionsgefald sowie die Zugabe von
30 ul RNAse-freiem Wasser auf die Saule. Unter Zentrifugation bei 21.000 g fiir 1 min wurde
die RNA von der Saule in das Mikroreaktionsgefald eluiert. Die Konzentration der eluierten

RNA wurde mittels NanoDrop ™-Spektralphotometer ermittelt.
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4.3.2 Reverse Transkription — die cDNA-Synthese

Zur Durchfuhrung der folgenden Polymerasekettenreaktion ist ein DNA-Strang als Substrat
der DNA-Polymerase notig, welcher in diesem Arbeitsschritt aus RNA durch die reverse
Transkriptase gewonnen wird. Zur Synthese der komplementaren DNA (cDNA) wurden pro
Probe 500 ng RNA eingesetzt. Unter sterilen Arbeitsbedingungen an der UV-Werkbank wurde
das benotigte Volumen der RNA-Elution in einem 0,5 ml-Mikroreaktionsgefal3 mit RNAse-
freiem Wasser auf 15 pl aufgefillt. Es folgte die Zugabe von 4 pl 5x iScript-Puffer und 1 pl
reverse Transkriptase aus dem iScipt™-cDNA-Synthesekit (Tabelle 13). Die Synthese der
cDNA wurde nun mit dem Thermocycler nach folgendem Protokoll durchgefihrt:

(1) 25°C fur 5 min
(2) 46°C fur 20 min
(3) 95°C fur 1 min

4.3.3 Quantitative Realtime-Polymerasekettenreaktion (QRT-PCR)

Durch die Polymerasekettenreaktion werden unter Einsatz geeigneter Primer spezifische
Sequenzen an genetischem Material durch das Enzym DNA-Polymerase amplifiziert. Hierbei
erfolgt die Amplifikation durch das Enzym im Rahmen sich wiederholender Zyklen
unterschiedlicher Temperaturen, die der Denaturierung der DNA, der Primerhybridisierung und
der Elongation der Amplifikate dienen. Durch eine Fluoreszenzreaktion ist es bei der
guantitativen PCR mdglich, die exponentielle Vervielfaltigung eines Templates wahrend eines
PCR-Zyklus zu messen. Fiur die vorliegende Arbeit wurde das auf fluorogenen Sonden
basierende TagMan®-System genutzt. Hierbei werden Sonden genutzt, welche am 5‘-Ende
mit einem Reporter-Fluoreszenzfarbstoff und am 3‘-Ende mit einem nicht fluorogenen
Quencher markiert sind. Im Normalzustand der Sonde wird die Fluoreszenz des Reporter-
Fluorophors nach Anregung durch den Quencher basierend auf dem Prinzip der
strahlungsfreien Energielibertragung gehemmt. Sobald die Tag-Polymerase nach DNA-
Hybridisierung der Sonde aufgrund ihrer 5°-3‘-Exonukleasenaktivitat das 5-Ende der Sonde
abbaut, wird der Reporter freigesetzt, der Energietransfer auf den Quencher unterbunden und
die Emission von Licht durch den Reporterfarbstoff ermdglicht. So kann in jedem PCR-Zyklus
eine steigende Reporter-Fluoreszenz detektiert (288, 289) werden. Die Erhéhung des
Fluoreszenzsignals verhalt sich hierbei proportional zur Menge des vervielfaltigten
Amplifikates. Zur Quantifizierung wird der sogenannte Threshold Cycle (Ct-Wert) ermittelt. Bei
diesem Wert handelt es sich um den Zyklus der PCR, bei dem der Schwellenwert fir

unspezifische Hintergrund-Fluoreszenz uberschritten wird und somit ein eindeutiges
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Fluoreszenzsignal detektiert werden kann. Er stellt den Anfang der exponentiellen Phase der
PCR dar.

Fir ein zu untersuchendes Zielgen (Gene of interest, GOI) wurde in einem gPCR-
Reaktionsgefal? folgender Mastermix angesetzt:

0,5 pl Zielgen-Primer (STAT5A, STAT5B, PSA, BCL2L1, CCND1)
(Tabelle 12)

0,5 ul Haushaltsgen-Primer (Housekeeper, HK: HPRT1) (Tabelle 12)

3ul H2O0q

5ul Probe gPCR Kit (Tabelle 13)

Diesem Mix wurde 1 pl der zuvor hergestellten cDNA hinzugefiigt. Pro Probe wurden zwei
Ansétze fur die PCR eingesetzt. Die quantitative PCR erfolgte nun mit dem magnetischen
Induktionscycler. Die Werte der Schwellenwertzyklen (Ct-Werte) wurden mittels micPCR-
Software erfasst und zur Normierung die Differenz der Ct-Werte von Zielgen und Haushaltsgen

anhand folgender Formel berechnet:

ACt = CtGOI - CtHK

Die mRNA-Expression wurde als 2~2¢¢ dargestellt.
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4.4 Zellzyklusanalyse mittels Durchflusszytometrie

Zur ldentifizierung des Zellzyklus-Profils von Zellen und Auswirkungen eines Wirkstoffs auf
den Zellzyklus kann die fluoreszenzbasierte Durchflusszytometrie genutzt werden. Die
Analyse des Zellzyklus beruht auf der Identifikation der unterschiedlichen DNA-Mengen in den
verschiedenen Zellzyklusphasen durch Anfarben mit dem fluoreszierenden, DNA-
interkalierenden Farbstoff Propidiumiodid (PI) und fluoreszenz-basierter Quantifizierung im
Durchflusszytometer (290). In der GO/G1-Phase liegt in der ruhenden Zelle ein einfacher
Chromosomensatz vor. Nach der Synthesephase (S-Phase) liegt die DNA in der G2/M-Phase
verdoppelt in Form von vier Schwesterchromatiden vor, im Anschluss erfolgt die mitotische
Teilung. Die in der G2/M- Phase doppelt so hohe DNA-Menge wird durch die DNA-Féarbung in
der Zellzyklusanalyse als doppelt so intensives Signal detektiert, da sich die Signalintensitat

proportional zur DNA-Menge verhélt.

4.4.1 Vorbereitung

Zur Vorbereitung wurde zunachst Ethanol absolut bei -20°C gekuhlt. Weiterhin wurde die PI-
Arbeitslosung hergestellt, indem die Stammldsung (s. 3.12.5) mit PBS im Verhéltnis 1:100
verdiinnt wurde. Die benutzten Zentrifugen wurden auf 4°C heruntergekihlt und die RNase A
(s. 3.12.5) auf Eis aufgetaut.

4.4.2 Ernten und Anfarben der Zellen

Die fur 72 h mit 10 uM Enzalutamid behandelten Zellen und unbehandelte Kontrollen wurden
zunachst mit 5 ml 1x PBS gewaschen. Danach erfolgte die Inkubation mit 1 ml Trypsin/EDTA
bis zur Ablésung des Zellrasens. Nun wurden die Zellen in 5 ml FACS-Puffer resuspendiert
und in ein 50 ml Zentrifugenréhrchen Uberfihrt. Es folgte ein Zentrifugationsschritt fir 5 min
bei 4°C und 500 g. Ab diesem Zeitpunkt wurde bei 4°C bzw. auf Eis gearbeitet. Zunachst
wurde der Uberstand restlos entfernt. Das Pellet wurde in 300 pl kaltem PBS aufgenommen
und die Suspension in ein 1,5 ml ReaktionsgefaR Uberfihrt. Im Anschluss erfolgte die
tropfenweise Zugabe von 700 pl eisgekiihltem Ethanol absolut und die Inkubation bei 4°C fir
30 min auf dem Thermoschittler zur Permeabilisierung der Zellmembran. Nun wurde die
Suspension bei 1.000g und 4°C fiir 5 min zentrifugiert und der Uberstand sorgféltig
abgenommen. Dies dient der Entfernung von Ethanolresten, da sie den RNA-Verdau
behindern. Die Zellpellets wurden im Anschluss in 1 ml kaltem PBS aufgenommen, gut
durchmischt und erneut fir 5 min bei 4°C und 1.000 g zentrifugiert. Nach Verwerfen des
Uberstandes wurden die Pellets in 100 pl RNase A aufgenommen und fiir 60 min bei 37°C

inkubiert. Nach der Inkubation folgte die Zugabe von 200 pl Pl-Arbeitslosung (50 pg/ml) im
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abgedunkelten Umfeld. Die Farbung erfolgte fur 10 min bei RT. Im Anschluss wurden die
Proben in mit Folie abgedunkelte FACS-Rohrchen uberfuhrt, auf Eis gestellt und mit der
Messung fortgefahren.

4.4.3 Messung am Durchflusszytometer und Auswertung

Die Messung am Durchflusszytometer erfolgte im FL-2-Farbkanal (Gelb, 585 nm) mit der
Software BD CellQuest. Pro Messprobe wurden 10.000 Zellen gemessen. Die Auswertung
wurde mit der Modfit- und FlowJo-Software durchgefuhrt.
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4.5 Statistische Auswertung

Zur statistischen Auswertung wurde die Prism 8.3 Software genutzt. Zur Darstellung kamen
die Mittelwerte = SEM der Versuchsergebnisse, wobei jeder Versuch mindestens als
biologisches Triplikat durchgefuhrt wurde. Die Ergebnisse der durchgefiihrten Western Blots
wurden als Mittelwerte + SD angegeben. Unterschiede zwischen Behandlungsgruppen
wurden mit dem Student’s t-Test ermittelt. Als statistisch signifikant wurden p-Werte von <0,05
angenommen. Die Signifikanz wurde mittels Sternchensymbol (*) gekennzeichnet (*p<0,05;
**p<0,01; **p=<0,001). Die Kurvenanpassung der Dosis-Wirkungskurven erfolgte mittels nicht-

linearer Regression.
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5 Ergebnisse

5.1 Charakterisierung der ausgewahlten Zelllinien

Zur ndheren Subgruppierung der verwendeten Enzalutamid-sensitiven (C4-2, LAPC4-CTRL)
und Enzalutamid-resistenten (MR49F, LAPC4-EnzaR) Zelllinien wurden diese auf ihre AR-
sowie PSA-Proteinexpression hin untersucht, da es sich bei letzterer um das Klinisch
bedeutsamste Surrogat der AR-Funktion handelt und so im Rahmen dieser Studie die AR-
Aktivitat anhand der PSA-Expression ermittelt werden sollte.

Hier finden sich im Vergleich der C4-2- und MR49F-Zellen etwa um die Halfte erniedrigte AR-
Proteinlevel und eine nahezu unverénderte PSA-Proteinexpression (Abbildung 16 A+B) in der
Enzalutamid-resistenten Zelllinie MR49F. Die Enzalutamid-resistente Zelllinie LAPC4-EnzaR
zeigt im Vergleich zu ihrer sensitiven Kontrolle einen deutlichen Abfall des AR-Proteinlevels
etwa um den Faktor 10 (Abbildung 16 A+B). Die sensitiven LAPC4-CTRL-Zellen weisen eine
schwache PSA-Expression auf, welche in der resistenten Zelllinie nicht zu finden ist. Die in der
Literatur als AR-, PSA- und STAT5-negativ beschriebenen PC3-Zellen wurden als
Negativkontrollen untersucht und zeigen sich sowohl AR- als auch PSA-negativ
(Abbildung 16 C, Abbildung 17 A+B) (280, 291).
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Abbildung 16: Die AR- und PSA-Proteinexpression in Enzalutamid-sensitiven und -resistenten
Zelllinien. (A) Densitometrische Analyse der AR-Proteinexpression relativ zu GAPDH. (B)
Densitometrische Analyse der PSA/KLK3-Proteinexpression relativ zu GAPDH. Box Plots mit Antennen
(Min./Max.). *p<0,05. n=3. (C) Reprasentativer Western Blot der AR-, PSA- und GAPDH-
Proteinexpression der untersuchten Zelllinien aus n = 3.
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5.2 Die STAT5-Protein- und mRNA-Expression

Weil verschiedene Studien eine bedeutende Rolle von STAT5 und dessen Hochregulation in
der Progression des PCa und der Entwicklung einer Kastrationsresistenz berichten, wurde die
STAT5-Proteinexpression  in  Enzalutamid-sensiblen und  Enzalutamid-resistenten
Zellmodellen mittels Western Blot evaluiert (23, 25, 248). Hier zeigt sich, dass die STAT5-
Proteinexpression in MR49F-Zellen verglichen mit C4-2 Zellen signifikant erhéht und nahezu
verdoppelt ist. Die PSA-negative LAPCA4-EnzaR-Zelllinie weist ahnliche STATS5-
Proteinexpressionslevel wie ihre sensible Kontrolle LAPC4-CTRL auf (Abbildung 17 A).
STAT5-negative PC3-Zellen stellen die Negativkontrolle dar (Abbildung 17 A+B).
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Abbildung 17: Die STATS5-Proteinexpression in  Enzalutamid-resistenten  Zellmodellen.
(A) Densitometrische Analyse der STAT5-Proteinexpression relativ zu GAPDH. Box Plots mit Antennen
(Min./Max.). *p<0,05. n = 3. (B) Reprasentativer Wester Blot der STAT5- und GAPDH-Expression der
untersuchten Zelllinien aus n = 3.

Da der genutzte STAT5-Antikdrper (Klon C-17, Tabelle 8) nicht zwischen den beiden
Isoformen STAT5A und STAT5B unterscheiden kann, wurde zudem die STATS5A/B-mRNA-
Expression untersucht. Die STAT5A mRNA-Level finden sich in den MR49F-Zellen signifikant
erniedrigt im Vergleich zur C4-2-Zelllinie (Abbildung 18 A). Im Gegensatz dazu ist die
STAT5B-mRNA-Expression in MR49F-Zellen im Vergleich zur Enzalutamid-sensiblen
Kontrolle signifikant erhéht (Abbildung 18 B).

Die LAPC4-Zellen zeigen nahezu identische Level der STAT5A- bzw. STAT5B-mRNA, jedoch
mit dem Unterschied, dass die detektierte STAT5A-Expression im Falle beider Zelllinien
niedrig und die STAT5B-Expression hoch ist (Abbildung 18 A+B). Die STAT5-negativen PC3-
Zellen zeigen keine STAT5-Expression (Abbildung 18 A+B).
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Abbildung 18: Die mRNA-Expression von STAT5A und STAT5B in Enzalutamid-resistenten
Zelllinien. Relative (A) STAT5A- und (B) STAT5B-mRNA-Level in C4-2, MR49F, LAPCA4-CTRL,
LAPC4-EnzaR und PC3-Zellen (Negativkontrolle). Die Messung erfolgte mittels gPCR und
Normalisierung auf HPRT1. Box Plots mit Antennen (Min./Max.). *p<0,05; **p<0,01. n = 3.

5.3 Die Zellmorphologie unter Enzalutamid-Behandlung

Zur Untersuchung der Zellmorphologie unter Enzalutamid-Exposition von 10 uM wurde das
Wachstum der Zellen tber einen Zeitraum von 96 h in Intervallen von 24 h in 100-facher
VergroRerung lichtmikroskopisch dokumentiert. Hier zeigt sich zunachst ein spindelférmiges,
konfluierendes Erscheinungsbild der LNCaP- sowie C4-2-Zellen (Abbildung 19,
Abbildung 20), wohingegen MR49F-Zellen ein haufenférmiges Wachstum mit dreieckigen bis
polygonalen  Zellkérpern mit kleinen  Zellauslaufern aufweisen  (Abbildung 21,
s. Pfeilmarkierung). PC3-Zellen kennzeichnen sich durch konfluierendes Wachstum und
rundliche, z.T. grol3e, mehrkernige Zellkdrper mit zahlreichen Vesikeln und Mitosen, allerdings
ohne Zellauslaufer (Abbildung 22). Vor allem C4-2-Zellen zeigen nach 96 h unter 10 uM
Enzalutamid eine geringere Zelldichte. AuRRerdem verlassen sie ihre spindelférmige
Konfiguration und entwickeln im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle eine langgezogene
Form mit fadenformigen Zellauslaufern, insbesondere in Bereichen geringerer Zelldichte
(Abbildung 20, s. Pfeilmarkierung). Die Morphologie sowie Zelldichte erscheint in der MR49F-
sowie PC3-Zelllinie unter Enzalutamid-Exposition nicht veréndert im Vergleich zur
unbehandelten Kontrolle (Abbildung 21, Abbildung 22).
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CTRL

10 uM

Abbildung 19: Zellmorphologie der LNCaP-Zellen Uber einen Zeitraum von 96 h unter Enzalutamid-
Exposition (10 uM).VergrolRerung 100x.

CTRL

10 M

Abbildung 20: Zellmorphologie der C4-2 Zellen Uber einen Zeitraum von 96 h unter Enzalutamid-
Exposition (10 uM). Die Pfeilmarkierung dient als Markierung fir morphologische Veréanderungen.
Vergrof3erung 100x.
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S Udo0um

Abbildung 21: Zellmorphologie der MR49F-Zellen Uber einen Zeitraum von 96 h unter Enzalutamid-
Exposition (10 uM).Die Pfeilmarkierung dient als Markierung fir morphologische Veranderungen.
VergrofRerung 100x.

Abbildung 22: Zellmorphologie der PC3-Zellen iber einen Zeitraum von 96 h unter Enzalutamid-
Exposition (10 pM).Die  Pfeilmarkierungen dienen als Markierungen fir morphologische
Veranderungen. VergréRerung 100x.

74



Ergebnisse

54 Die Zellviabilitat unter Enzalutamid-Behandlung

Zur Evaluation der zellviabilitatsinhibierenden Wirkung von Enzalutamid wurden AR-positive,
hormonsensitive LNCaP-Zellen, AR-positive, kastrationsresistente C4-2-Zellen, AR-positive,
Enzalutamid-resistente MR49F-Zellen sowie AR-negative PC3-Zellen Uber einen Zeitraum
von insgesamt 96 h mit aufsteigenden Dosen von 10! bis 10* nM Enzalutamid behandelt.

Insbesondere die Enzalutamid-sensiblen Zelllinien LNCaP und C4-2 zeigen hier eine zeit- und
dosisabhéngig reduzierte Zellviabilitat, wobei dieser dosisabhangige Effekt nach einer
Behandlung von 72 h signifikant zur Darstellung kommt. So weisen unbehandelte LNCaP-
Zellen Uber 96 h eine kontinuierliche Viabilititszunahme von insgesamt 200 % auf,
wohingegen diese nach Behandlung mit der Maximaldosis von 10% nM nach 72 h lediglich
50 % betragt und die Zellviabilitat ab diesem Zeitpunkt nahezu stagniert. Eine signifikante
Inhibition liegt nach 72 h bei einer Enzalutamid-Konzentration von 10% nM vor (Abbildung 23 A,
Abbildung 24 A). Ein ahnlicher, aber starkerer Effekt zeigt sich in der C4-2 Zelllinie, die
unbehandelt eine kontinuierliche Zunahme der Viabilitat um etwa 350 % aufweist, hach 72 h
Behandlung in Maximaldosis eine Stagnation der Viabilitdét zeigt und nach 96 h unter
maximaler Enzalutamid-Dosierung eine Inhibition der Viabilitdt von insgesamt 250 % im
Vergleich zur unbehandelten Kontrolle erkennen lasst. Hier zeigt sich eine signifikante
Inhibition der Zellviabilitdt bereits in einer Dosis von 1nM Enzalutamid nach 72h
(Abbildung 23 B, Abbildung 24 B). In der AR-negativen PC3-Zelllinie findet sich keine
signifikante zeit- oder dosisabhéngige Reduktion der Zellviabilitat, nach 96 h Behandlung mit
Maximaldosis liegt hier eine schwache, nicht signifikante Inhibition der Zellviabilitdit um ca.
35 % im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle vor (Abbildung 23 C, Abbildung 24 C). Die
Enzalutamid-resistente  Zellinie  MR49F zeigt nach 72h eine  moderate
konzentrationsabhangige Inhibition der Zellviabilitdt von maximal 60 % unter Enzalutamid-
Hochstdosis von 10* nM, dieser Effekt verstarkt sich nach 96 h auf 116 %. Signifikante
inhibitorische Effekte treten nach 96 h ab einer Enzalutamid-Konzentration von 10%° nM auf
(Abbildung 23 D, Abbildung 24 D).

Zusammenfassend demonstrieren diese Daten, dass Enzalutamid in den Enzalutamid-
sensiblen Zelllinien LNCaP und C4-2 zu einer zeit- und dosisabhédngigen Reduktion der
Zellviabilitat fuhrt, welche in diesem AusmalR weder in der AR-negativen Zelllinie PC3 noch in

der Enzalutamid-resistenten MR49F-Zelllinie zu verzeichnen ist.
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Abbildung 23: Zeit- und dosisabhangige Zellviabilitdt nach Enzalutamid-Behandlung der LNCaP
(A), C4-2 (B), PC3 (C) und MR49F (D) Zellen. Auf der X-Achse findet sich die Behandlungszeit von
insgesamt 96 h. Auf der Y-Achse ist die Zellviabilitat in Prozent [%)] aufgetragen. Normalisierung auf den
24 h-Wert der jeweiligen Enzalutamid-Behandlung [nM] (= 100 %). Fehlerbalken = Standardfehler
(x SEM). n=5.
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Abbildung 24: Statistische Auswertung der zeit- und dosisabhéangigen Zellviabilitat. Getestet
wurde gegen die unbehandelte Kontrolle (unbeh. CTRL). Die Dosis -1 entspricht einer Enzalutamid-
Konzentration von 10"t nM, selbiges gilt fir alle weiteren Dosierungen. ns: nicht signifikant. *p<0,05;
**p<0,01; p***<0,001. n = 5.
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5.5 Ermittlung der ICso-Werte durch Dosis-Wirkungs-Analysen

Aufgrund der Ergebnisse der durchgefiihrten Versuche zur Zellviabilitdt wurde zur Ermittlung
der Dosis-Wirkungs-Analyse von Enzalutamid ein Behandlungszeitraum von 72 h gewahlt. Zur
Ermittlung der Dosis-Wirkungs-Kurven wurden C4-2- und MR49F-Zellen in aufsteigender
Konzentration von 0,1 uM bis 100 uM Enzalutamid fir 72 h behandelt und die Viabilitat mittels
MTT-Assay gemessen. Der ermittelte ICso-Wert stellt die Konzentration dar, bei der eine

Inhibition der Zellviabilitat um 50 % innerhalb des gewahlten Konzentrationsbereichs vorliegt.

Es zeigt sich zu diesem Zeitpunkt eine dosisabhéngige Zellviabilitdt beider Zelllinien, wobei
die Enzalutamid-sensiblen C4-2-Zellen einen ICso-Wert von 56,8 UM und die resistenten
MR49F-Zellen einen im Vergleich dazu 4,6-fach hoheren ICso-Wert von 260,7 pM Enzalutamid

aufweisen (Abbildung 25).
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Abbildung 25: Dosis-Wirkungskurven und hieraus ermittelte ICso-Werte nach Enzalutamid-
Behandlung tGber 72 h. Die Zellviabilitdt wurde in Relation (x-fach) zur unbehandelten Kontrolle (= 1)

dargestellt. Fehlerbalken = Standardfehler (+ SEM). n = 3.
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5.6 Zellzyklusanalysen unter Enzalutamid-Behandlung

Es konnte bereits gezeigt werden, dass die Inhibition der AR-vermittelten Wirkung durch
Antiandrogene zum Zellzyklusarrest fuhrt (277, 292). Um zu untersuchen, ob die hier
beobachtete Reduktion der Zellviabilitat durch einen Zellzyklusarrest verursacht ist, wurde eine
Analyse des Zellzyklus nach Enzalutamid-Behandlung durchgefiihrt. Hier zeigt sich, dass es
in den beiden untersuchten Enzalutamid-sensiblen Zelllinien LNCaP und C4-2 durch
Enzalutamid-Behandlung mit 10 uM zu einer Abnahme der S- sowie G2/M-Phase und einer
Zunahme der G1-Phase kommt. Dieser Effekt ist in der Enzalutamid-resistenzen Zelllinie nicht
zu verzeichnen, hier kommt es unter Enzalutamid-Behandlung zu einer Abnahme der G1-
Phase und leichten Zunahme der S-Phase (Abbildung 26). Bei diesen Daten handelt es sich
um exemplarische Daten (n = 1).

LNCaP C4-2 MR49F
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Abbildung 26: Verschiebung der Zellzyklusphasen unter Enzalutamid-Exposition (10 uM)im
Vergleich zur unbehandelten Kontrolle (CTRL = 100 %). Die Zelllinien LNCaP, C4-2 und MR49F wurden
fur 72 h mit 10 uM Enzalutamid behandelt. n = 1.
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5.7 Kombinationsbehandlung mit Enzalutamid und Pimozid

Zur Evaluation der Effektivitat einer Wirkstoffkombination aus AR-Blockade und STAT5-
Inhibition wurden Kombinationsbehandlungen mit Enzalutamid und dem bereits zur Therapie
von Tickstérungen und chronischen Psychosen zugelassenen STAT5-Inhibitor Pimozid
durchgefuhrt (s. 4.1.7.3).

Zundchst wurde der inhibitorische Effekt von Pimozid auf STAT5 anhand der STATS5-
Zielgenexpression von CCND1 (Cyclin D1) und BCL2L1 (Bcl-xL) nach Behandlung mit 10 pM
Pimozid auf mRNA-Ebene untersucht. Hier findet sich in der C4-2-Zelllinie eine erhdhte
MRNA-Expression von CCND1 und eine reduzierte Expression von BCL2L1 (Abbildung 27 A).
In der MR49F-Zelllinie fuhrt die pharmakologische STAT5-Inhibition zu einer Reduktion der
MRNA-Level beider Zielgene (Abbildung 27 B).
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Abbildung 27: Die Wirkung von Pimozid auf die Expression relevanter STAT5-Zielgene in
STAT5-positiven Zelllinien. Dargestellt sind die gPCR-Analysen der mRNA-Zielgenlevel nach 8 h
Pimozid-Behandlung mit 10 uM als Vielfaches (x-fach) der unbehandelten Kontrolle (= 1). (A) CCND1-
und BCL2L1-Expression in Enzalutamid-sensiblen C4-2 Zellen. (B) CCND1- und BCL2L1-Expression
in Enzalutamid-resistenten MR49F-Zellen. Fehlerbalken = Standardfehler (+ SEM). n = 3.

Die Behandlung mit Pimozid zeigt in den Zelllinien C4-2 sowie MR49F bis zu einer Dosis von
1 uM keine Beeinflussung der Zellviabilitat. Diese ist signifikant ab 10 uM Pimozid zu
verzeichnen und ab 30 uM besonders stark ausgepragt, es kommt ab 30 uM zu einer
maximalen Inhibition der Zellviabilitat (Abbildung 28 A). In der STAT5-negativen Zelllinie PC3
findet sich in einer Dosierung von 10 uM Pimozid ebenfalls eine signifikante Reduktion der
Zellviabilitat, die jedoch im Vergleich zu den C4-2- und MR49F-Zellen mit 20 % am geringsten
ausfallt (Abbildung 28 B). Der Effekt ist am starksten in der C4-2 Zelllinie festzustellen, hier
wird eine Reduktion der Zellviabilitdt um bis zu 50 % beobachtet (Abbildung 28 B).
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Abbildung 28: Die Wirkung des STAT5-Inhibitors Pimozid auf die Zellviabilitat. (A)
Dosisabhangige Wirkung von Pimozid auf die Zellviabilitat in C4-2-, MR49F- und PC3-Zellen Uiber einen
Zeitraum von 72 h. Darstellung der Zellviabilitéat als Vielfaches (x-fach) der unbehandelten Kontrolle
(= 1). Auf der x-Achse findet sich der dekadische Logarithmus der Pimozidkonzentration. (B) Einfluss
von 10 pM Pimozid auf die Zellviabilitat im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle (= 100 %) tber einen
Zeitraum von 72 h. Fehlerbalken = Standardfehler (+ SEM). *p<0,05; **p<0,01; ***p=<0,001. n = 3.

Zur Evaluation der Auswirkung einer AR-Blockade und gleichzeitiger STAT5-Inhibition durch
Pimozid wurden Kombinationsversuche mit beiden Wirkstoffen durchgefuhrt. In der
Isobologramm-Analyse finden sich die in Tabelle 16 dargestellten ICso-Werte fir die
Behandlung mit Enzalutamid, Pimozid sowie die Kombinationsbehandlungen. Hier zeigt sich,
dass die Kombination aus Enzalutamid und Pimozid bereits in gleicher Daosierung
(Enzalutamid : Pimozid = 1:1) einen dosisabhéngigen hemmenden Effekt auf die Zellviabilitat
im Vergleich zur Einzelbehandlung mit Enzalutamid austbt (ICso =56,8 vs. 5,83 flr C4-2
bzw. ICs = 260,7 vs. 4,67 fur MR49F) (Abbildung 29 A+B, Tabelle 16). Dieser zellviabilitats-
hemmende Effekt der Kombinationsbehandlung gegeniber einer singularen Enzalutamid-
Behandlung zeigt sich auch in den Kombinationsverhéaltnissen 1:2 und 1:5 sowohl in den C4-2
(Abbildung 29 A) als auch MR49F-Zellen (Abbildung 29 B). Die Reduktion der Zellviabilitat
durch die Kombinationsbehandlung findet sich gleichermaf3en in der Enzalutamid-sensiblen
wie auch in der resistenten Zelllinie und fuhrt zu einer deutlichen Reduktion der 1Cso-Werte
(Tabelle 16). Die Analyse der Kombinations-Indices (Cl) zeigt, dass alle ermittelten Werte
unter 1 liegen (Abbildung 30, Tabelle 16).
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Tabelle 16: Isobologramm-Analyse

Einzelbehandlung

Kombinationsbehandlung

C4-2 ICs Verhaltnis Enzalutamid [pM] | Pimozid [uM] | CI
Enzalutamid (M) 56.83 1:1 5.83 5.83 0.79
Pimozid (pM) 8.451 1:2 3.04 6.08 0.77
1:5 1.17 5.84 0.71
Einzelbehandlung Kombinationsbehandlung
MR49F ICs Verhailtnis Enzalutamid [pM] | Pimozid [uM] | CI
Enzalutamid (M) 260.7 1:1 4.67 4.67 0.40
Pimozid (pM) 12.24 1:2 4.81 9.63 0.81
1:5 1.89 9.44 0.78
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Abbildung 29: Einzel- und Kombinationsbehandlungen mit Enzalutamid (ENZA) und Pimozid
(PIMO). Behandlung tber einen Zeitraum von 72 h. Auf der y-Achse aufgetragen die im MTT ermittelte
Zellviabiliat als Vielfaches (x-fach) der unbehandelten Kontrolle (= 100). Auf der x-Achse findet sich die
Konzentration von Enzalutamid/Pimozid als dekadischer Logarithmus. (A) Enzalutamid-sensible C4-2
Zellen. (B) Enzalutamid-resistente MR49F-Zellen. Fehlerbalken = Standardfehler (+ SEM). n = 3.
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Abbildung 30: Darstellung der Kombinationsindices (Cl) der Kombinationsbehandlungen mit
Enzalutamid (ENZA) und Pimozid (PIMO) fir C4-2 (A) und MR49F (B) Zellen. Auf der y-Achse findet
sich die Enzalutamid-Konzentration [uM], auf der x-Achse die Pimozid-Konzentration [uM]. n = 3.
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5.8 STAT5-Knockdown durch siRNA

Zur Validierung dieser Ergebnisse und zum Ausschluss moglicher unspezifischer Effekte der
Pimozid-Behandlung wurde ein spezifischer STAT5-Knockown mittels siRNA durchgefihrt.

Zunachst wurde die STAT5-mRNA-Expression 48 h nach STAT5A- und STAT5B-Knockdown
mittels gPCR-Analyse zur Bestéatigung der Transfektionseffizienz untersucht (Abbildung 31).
Es zeigt sich, dass sowohl der siRNA-vermittelte Knockdown von STAT5A als auch von
STAT5B zu einer Reduktion der STAT5A- bzw. STAT5B-mRNA-Level fihrt
(Abbildung 31 A+B). Die erniedrigten mRNA-Level von STAT5A/B finden sich bereits nach
24 h Behandlung. Dieser Effekt héalt fir einen Zeitraum von mindestens 72 h an.
(Abbildung 31 C+D).
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Abbildung 31: Bestatigung des STAT5A/B-Knockdowns mittels gPCR. (A+B) STAT5A (A) bzw.
STAT5B (B) mRNA-Expression nach 48 h Transfektion mit Kontroll- (CTRL), STAT5A- und STAT5B-
siRNA als Vielfaches (x-fach) der mRNA-Expression nach Transfektion mit Kontroll-siRNA (siCTRL)
(= 1). Mock= Unbehandelte, nicht-transfizierte Kontrolle. (C+D) STAT5A (C) bzw. STAT5B (D) mRNA-
Level nach Transfektion mit Kontroll-siRNA (siCTRL) und STAT5A-Knockdown (C) bzw. STAT5B-
Knockdown (D) nach jeweils 24, 48 und 72 h als Vielfaches (x-fach) der mRNA-Expression nach
Transfektion mit Kontroll-siRNA (siCTRL) (=21. Normalisierung auf HPRT1.
Fehlerbalken = Standardfehler (+ SEM). n = 3.
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Ebenso findet sich in der Western Blot-Analyse nach STAT5-Knockdown eine Reduktion der
STATS5-Proteinlevel, welche ab einer siRNA-Konzentration von 25 nm wirksam erfolgt
(Abbildung 32 A). Nach STAT5A-Knockdown wird ein STAT5-Signal mit dem genutzten

Antikdrper (Klon C-17, Tabelle 8) detektiert, nach STAT5B-Knockdown jedoch nicht
(Abbildung 32 B).
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Abbildung 32: Reprasentativer Western Blot zur Validierung des STAT5-Knockdowns.
Proteinexpression nach STAT5A/B-Knockdown im Western Blot nach 48 h Behandlung. (A)
Transfektion von C4-2 Zellen mit Kontroll-siRNA (siCTRL), STAT5A- und STAT5B-siRNA (siSTAT5a/b)
in Endkonzentrationen von 25 bzw. 125 nM. (B) STAT5B mRNA-Expression nach Kontrolltransfektion
und STAT5A/B-Knockdown mit Kontroll-siRNA (siCTRL), STAT5A- und STAT5B-siRNA (siSTAT5a/b)

in C4-2 und MR49F-Zellen mit einer Endkonzentration von 25 nM. Normalisierung auf GAPDH.
M: Marker.
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59 Der Einfluss des STAT5 A/B Knockdowns auf die Zellviabilitat

Zur Evaluation der Auswirkung des STAT5 A/B-Knockdowns auf die Zellviabilitat in MR49F-
und C4-2-Zellen wurden MTT-Assays nach Transfektion mit den etablierten siRNAs und 72 h
Enzalutamid-Behandlung durchgefihrt.

Hier lassen sich in der Abwesenheit von Enzalutamid sowohl nach STAT5A- als auch nach
STAT5B-Knockdown in beiden Zelllinien nur marginale Effekte des STAT5-Knockdowns auf
die Zellviabilitat im Vergleich zur Transfektion mit Kontroll-siRNA (siCTRL) nach 72 h
verzeichnen (Abbildung 33 A+B). Unter Enzalutamid-Behandlung fiir 72 h findet sich in der
C4-2-Zelllinie nach Kontrolltransfektion sowie nach STAT5A- und STAT5B-Knockdown eine
signifikante Reduktion der Zellviabilitat von etwa 30 % im Vergleich zur unbehandelten
Kontrolle. Hier zeigt sich keine zusatzliche Wirkung eines STAT5-Knockdowns auf die durch
Enzalutamid reduzierte Zellviabilitéat (Abbildung 33 A). In der resistenten MR49F-Zelllinie findet
sich im Gegensatz zur Enzalutamid-sensiblen Zelllinie zwar nach Kontroll- und STAT5A-
Knockdown kein zusatzlicher Effekt durch die Enzalutamid-Behandlung, jedoch fihrt diese
nach STAT5B-Knockdown zu einem deutlichen Abfall der Zellviabilitat auf ca. 70 % der
unbehandelten, mit Kontroll-siRNA transfizierten MR49F-Zellen (Abbildung 33 B). Dieser
Effekt entspricht in dieser GréRenordnung der Enzalutamid-Wirkung auf die Enzalutamid-
sensiblen C4-2-Zellen (Abbildung 33 A).
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Abbildung 33: Zellviabilitat nach STAT5A/B-Knockdown und Enzalutamid-Behandlung von C4-2
(A) und MR49F-Zellen (B). Die Behandlung erfolgte nach Knockdown fiir 72 h in Gegenwart (+) oder
Abwesenheit (-) von 10 uM Enzalutamid. Zellviabilitét in Prozent [%] zur unbehandelten Kontrolle nach
Transfektion mit Kontroll-siRNA (siCTRL) (= 100 %). Fehlerbalken = Standardfehler (x SEM). *p=<0,05;
**p<0,01. n = 3.

87



Ergebnisse

5.10 Die Zellviabilitat nach STAT5-Knockdown und Enzalutamid-Behandlung

Zur néheren Untersuchung dieses Effekts wurden Dosis-Wirkungs-Versuche mit Enzalutamid-
Konzentrationen von 0,001 bis 10 uM in MR49F-Zellen nach STAT5B-Knockdown
durchgefuhrt und die Zellviabilitdt nach 72 h mittels MTT-Assay ermittelt. Nach Kontroll- bzw.
STAT5A-Knockdown und zusétzlicher Enzalutamid-Behandlung kdnnen hier nur geringe
Effekte auf die Zellviabilitdt beobachtet werden (Abbildung 34). Nach STAT5B-Knockdown
kommt es jedoch zu einer Reduktion der Zellviabilitat durch Enzalutamid, welche ab einer
Konzentration von 0,1 pM Enzalutamid signifikant ist (Abbildung 34).
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Abbildung 34: Dosisabhangige Wirkung von Enzalutamid auf die Zellviabilitdt nach STAT5-
Knockdown. Dosiswirkungs-Kurven von MR49F-Zellen nach Kontroll-, STAT5A und STAT5B-
Knockdown nach Behandlung mit Enzalutamid (0,001 bis 10 uM, x-Achse). Zellviabilitat in Prozent [%]
der unbehandelten Kontrolle (= 100 %). Fehlerbalken = Standardfehler (+ SEM). *p<0,05; **p<0,01.
n=3.

Diese Daten demonstrieren, dass der alleinige STAT5-Knockdown nicht zu einer Reduktion
der Zellviabilitdt in Enzalutamid-sensiblen und-resistenten Zellen fiihrt. Weiterhin zeigt die
Kombination aus STAT5-Knockdown und Enzalutamid keine zusatzlichen Effekte gegeniber
einer singularen Enzalutamid-Behandlung in der C4-2-Zelllinie. Im Gegensatz dazu kann
jedoch nach spezifischem STAT5B-Knockdown in der Enzalutamid-resistenten MR49F-

Zelllinie eine Reduktion der Zellviabilitat nach Enzalutamid-Behandlung verzeichnet werden.
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5.11 Die Androgenrezeptor-Aktivitat nach  STAT5-Knockdown und
Enzalutamid-Behandlung

Um zu prifen, ob dieser hemmende Effekt auf die Zellviabilitat nach STAT5B-Knockdown und
Enzalutamid-Behandlung durch eine Anderung in der Aktivitat des AR verursacht ist, wurde
diese indirekt durch die Messung der mRNA-Level des klinisch relevanten AR-Zielgens PSA
im Rahmen einer gPCR untersucht. Der alleinige STAT5A- und STAT5B-Knockdown fuhrt hier
in Abwesenheit von Enzalutamid weder in der C4-2 (Abbildung 35 A) noch in der MR49F-
Zelllinie (Abbildung 35 B) zu einer signifikanten Anderung der PSA-Level auf mMRNA-Ebene im
Vergleich zur Kontrolle (SiCTRL).
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Abbildung 35: Analyse der relativen Androgenrezeptor (AR)-Aktivitat nach STAT5-Knockdown.
gPCR-Analyse der PSA mRNA-Level als Vielfaches (x-fach) zur mRNA-Expression nach Transfektion
mit Kontroll-siRNA (siCTRL) (= 100 %) als Indikator der AR-Aktivitat in C4-2 (A) und MR49F (B) Zellen
in Abwesenheit von Enzalutamid nach 24 h. Mock = Unbehandelte, nicht-transfizierte Kontrolle.
Fehlerbalken = Standardfehler (+ SEM). n = 3.
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Durch Behandlung mit 10 puM Enzalutamid kommt es in der Enzalutamid-sensiblen Zelllinie
C4-2 sowohl nach Transfektion mit Kontroll-siRNA als auch mit STAT5B-siRNA zu einer
signifikanten Reduktion der PSA-Expression um etwa 90 % im Vergleich zur jeweils
unbehandelten Kontrolle (Abbildung 36).
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Abbildung 36: Androgenrezeptor (AR)-Aktivitdt nach STAT5B-Knockdown und Enzalutamid-
Behandlung. gPCR-Analyse der PSA mRNA-Expression in Prozent [%] zur unbehandelten Kontrolle
(-) (=100 %) als Indikator der AR-Aktivitdt in C4-2 und MR49F-Zellen mit und ohne Enzalutamid-
Behandlung (10 uM fiur 72 h) nach Kontroll- bzw. STAT5B-Knockdown. Fehlerbalken = Standardfehler
( SEM). *p=0,05; **p<0,01. n = 3.

Im Gegensatz hierzu findet sich nach Kontrolltransfektion eine geringe Reduktion der AR-
Aktivitat durch Enzalutamid in den Enzalutamid-resistenten MR49F-Zellen. Nach STAT5B-
Knockdown kann jedoch ein signifikanter Abfall der PSA-Level auf 36 % des Ausgangswertes

durch die Enzalutamid-Behandlung beobachtet werden (Abbildung 36).
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6 Diskussion

In der vergangenen Dekade konnte die Therapielandschaft des PCa eine beachtliche und
vielfaltige Bereicherung durch zahlreiche neue Behandlungsoptionen erfahren (293). Hierzu
zahlt auch das nichtsteroidale Zweitgenerations-Antiandrogen Enzalutamid, welches im
Rahmen zahlreicher Studien das Uberleben und den Krankheitsverlauf an Prostatakrebs
erkrankter Patienten in hohem Maf3e beeinflussen konnte (3, 5, 6). So ist Enzalutamid zum
aktuellen Zeitpunkt eine klinisch unverzichtbare Option in der Therapie nmCRPC, mCRPC und
mHSPC. Primare oder erworbene Therapieresistenzen sind jedoch verantwortlich fir
unginstige Krankheitsverlaufe und schlechte Uberlebensraten (294, 295). Sie stellen sowohl
Patienten als auch Behandelnde und Forschende vor grof3e Herausforderungen. Zahlreiche
Mechanismen fir eine erworbene oder aber bereits vorbestehende Kastrations- sowie
Enzalutamidresistenz konnten bisher identifiziert werden (124, 125). Hierzu zahlen AR-
SpleiRvarianten und -mutationen, wie z.B. die F877L-Mutation, welche sich in der
Enzalutamid-resistenten Zelllinie MR49F findet und eine gesteigerte Aktivitat des AR durch
verschiedene Antiandrogene, u.a. Enzalutamid, verursacht (126, 127, 141, 142, 278). Zudem
zéhlen die intratumorale Androgensynthese, die neuroendokrine Transdifferenzierung und die
Uberexpression des GR zu den Enzalutamid-Resistenzmechanismen (12-15, 156). Auch
konnte ein Zusammenhang zwischen alterierten intrazellularen Signalwegen und
Enzalutamid-Resistenz gefunden werden. Beispielsweise konnten hier der Wnt/B-Catenin-
Signalweg und die IL6/STAT3-Achse als assoziiert mit Enzalutamid-Resistenz identifiziert
werden (164, 168). Einen weiteren solchen Resistenzmechanismus stellt auch eine
Modulation der JAK2/STAT5-Signalachse bzw. des Transkriptionsfaktors STAT5 dar. Dessen
aktivierte Form fand sich nach einer stattgehabten Androgendeprivation haufiger als bei
Patienten ohne ADT sowie bei einem Grof3teil kastrationsresistenter Tumore (24). Thomas
et al. konnten ebenfalls einen solchen Effekt nach Androgendeprivation zeigen und durch
einen gezielten STAT5-Knockdown die Entstehung einer Kastrationsresistenz verzégern (23).
Eine Studie von Gu etal. zeigte die Mdglichkeit der Wachstumsinhibition von sowohl
hormonnaiven als auch kastrationsresistenten Xenografttumoren in Mausen durch den JAK2-
Inhibitor AZD1480 (296). Der Inhibitor war in der Lage, die STAT5A/B-Phosphorylierung
und -Dimerisation sowie die nukleare Translokation und die DNA-Bindung von STAT5A/B zu
inhibieren. Er fihrte in vitro durch STAT5A/B-Inhibition zu einer Reduktion der Zellviabilitat
durch Apoptose. Eine aktuelle Studie von Udhane et al. konnte den Transkriptionsfaktor
STAT5 wund den JAK2/STAT5-Signalweg als involviert in die Entstehung der
Enzalutamidresistenz einordnen (26). So demonstrierte diese Gruppe nach und unter
laufender Enzalutamidtherapie eine Zunahme des STAT5-Proteins sowie der STAT5-Aktivitat.
Das aktivierte STATS5 seinerseits induziert die mRNA-Expression der JAK2, wodurch

wiederum die STAT5-Aktivierung erfolgt. So kommt es zu einem sich selbst unterhaltenden
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und potenzierenden Kreislauf der STATS5-Aktivierung, der zur Enzalutamid-Resistenz beitragt
(26). Aufgrund der Notwendigkeit der Identifizierung neuer therapeutischer Ziele,
insbesondere auch in der therapierefraktaren Situation, sollte diese Arbeit dazu beitragen, die
Rolle von STAT5 in der Enzalutamid-resistenten Situation zu untersuchen und zu prifen,
inwiefern eine Inhibition von STAT5 der Uberwindung der Enzalutamidresistenz dienen kann.
Hierzu wurden Enzalutamid-resistente Zelllinien untersucht, welche aus einem Xenograft-
Mausmodell (MR49F) bzw. in einem Dosiseskalationsmodell (LAPC4-EnzaR) generiert
wurden. Diese wurden hinsichtlich ihrer STAT5-Expression, ihnres Wachstumsverhaltens unter
Enzalutamid-Exposition sowie der Auswirkungen einer siRNA-vermittelten sowie
pharmakologischen Inhibition von STAT5 in Kombination mit einer Enzalutamid-Behandlung
auf die Zellviabilitdt und die Aktivitat des AR untersucht.

Von den getesteten Zelllinien konnten auf Grundlage der Charakterisierung hinsichtlich der
AR- und PSA-Proteinexpression die im Xenograft-Modell etablierten Zelllinien C4-2 und
MR49F als eindeutig PSA-positiv mit in der Konsequenz intaktem AR klassifiziert werden. Aus
diesem Grund wurden diese Zelllinien fir die weiteren Versuche ausgewahlt. Dabei stellen die
C4-2-Zellen das Modell fiur die kastrationsresistente, Enzalutamid-sensible Situation dar,

wahrend die MR49F-Zellen ein Modell fiir die Enzalutamid-Resistenz sind.

Im Rahmen der Proteinexpressionsanalysen fand sich korrespondierend zu den Ergebnissen
von Udhane et al. eine erhohte STAT5-Expression in der Enzalutamid-resistenten Zelllinie
MR49F im Vergleich zum CRPC-Modell C4-2 (26). Ursachlich hierfur kénnte der von Udhane
et al. identifizierte Mechanismus der sich selbst unterhaltenden und potenzierenden STAT5-
Aktivierung sein (26). Da der in der vorliegenden Studie eingesetzte STAT5-Antikdrper nicht
zwischen den beiden Isoformen A und B des STAT5-Proteins differenzieren kann, wurde
zusatzliche eine Analyse der mRNA-Expression durchgefiinrt. Hier fand sich eine erhdhte
STAT5B-Expression in MR49F-Zellen im Vergleich zur Expression im CRPC-Zelllinienmodell
C4-2. Im Gegensatz dazu schien die STAT5A-Expression in der verwendeten Enzalutamid-
resistenten MR49F-Zelllinie aufgrund der geringen Expression vernachlassigbar zu sein. Die
sehr niedrige mMRNA-Expression von STAT5A in der MR49F-Zelllinie in Zusammenschau mit
der erhbhten STAT5-Proteinexpression in dieser Zelllinie fuhrt zu der Schlussfolgerung, dass
der genutzte Antikorper im Wesentlichen STAT5B detektiert. Hierflr spricht, dass nach
STAT5A-Knockdown im Western Blot noch ein STAT5-Signal detektiert werden konnte,
welches nach STAT5B-Knockdown nicht mehr zu verzeichnen war. Bei STAT5B scheint es
sich um die starker exprimierte Isoform zu handeln. Dieses Ergebnis steht im Einklang mit
anderen Studien und unterstitzt die Annahme, dass STATS5B eine wichtigere Rolle fiir das
Wachstum und die Progression von PCa-Zellen einnimmt als STAT5A (18, 22, 23). Im

Gegensatz zu diesem Ergebnis zeigte die PSA-negative, Enzalutamid-resistente Sub-Zelllinie
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der LAPC4-Zellen (LAPC4-EnzaR) keine Hochregulation der STAT5-Expression auf
Proteinebene im Vergleich zu ihrer therapiesensitiven Kontrolle. Dieses Ergebnis stimmt mit
den Beobachtungen von Bishop und Kollegen Uberein, die bereits Unterschiede zwischen
PSA-positiven (AR-abhéngigen) und PSA-negativen (nicht AR-abhangigen) praklinischen
Enzalutamid-resistenten PCa-Modellen beschreiben konnten (297). Die Gruppe untersuchte,
ob und inwiefern immuntherapeutische Zielstrukturen in der Enzalutamid-Resistenz moduliert
vorliegen. Sie konnten zeigen, dass in einem préklinischen Enzalutamid-resistenten Modell die
PD-L1-Expression deutlich erhoht vorlag im Vergleich zur Enzalutamid-sensiblen,
kastrationsresistenten Kontrolle. Diese Hochregulation der Immuncheckpoint-Proteine fand
sich jedoch nur in PSA-negativen Zelllinien, woraus die Autoren schliel3en, dass es sich bei
einer solchen Modulation immuntherapeutischer Zielstrukturen um einen vom AR
unabhangigen Mechanismus der Enzalutamid-Resistenz handeln kdnnte, welcher so z.B. in
neuroendokrinen Tumoren eine Rolle spielt (297). Die Autoren postulieren, dass eine
Unterscheidung in PSA-positive (AR-abhangige) und PSA-negative (AR-unabhangige)
Tumore zur besseren Stratifizierung und Entwicklung eines pradiktiven Modells beztglich der
Entstehung der Enzalutamid-Resistenz beitragen koénnte. In Protein- und Datenbankanalysen
fand sich eine deutliche Heterogenitat der STAT5-Expression in verschiedenen Enzalutamid-
resistenten, AR-positiven Zelllinien (298). Insbesondere zeigte sich, dass die Regulation von
STAT5A und STATS5B zwischen parentalen und resistenten Zelllinien keinem einheitlichen
Muster folgt (298).

Die Resistenz der hier untersuchten MR49F-Zelllinie gegeniber Enzalutamid wurde von
Kuruma etal. beschrieben (277). Die MR49F-Zellen wurden aus einem LNCaP-CRPC-
Xenograftmodell etabliert und zeigten in ihrem Wachstumsverhalten ein deutlich geringeres
Ansprechen auf Enzalutamid als die LNCaP-Kontrollen. Ebenso konnte in diesen Zellen keine
PSA-Reduktion durch Enzalutamid beobachtet werden (277). Im Rahmen der vorliegenden
Studie konnte die Enzalutamid-Resistenz der MR49F-Zellen in Dosis-Wirkungs-Experimenten
unter Betrachtung der Zellviabilitdt bestatigt werden. Hier zeigten die MR49F-Zellen im
Vergleich zur Enzalutamid-sensiblen Zelllinie C4-2 ein deutlich verzdgertes Enzalutamid-
Ansprechen mit einen 4,6-fach erhdhten ICso-Wert. Die durchgefiihrten Versuche zur
Zellviabilitat unter Enzalutamid-Exposition zeigten nach 72 h Behandlung einen signifikanten
zellviabilitdtshemmenden Effekt von Enzalutamid auf die hormonsensitiven LNCaP-Zellen
sowie auf die kastrationsresistenten C4-2 Zellen, wobei letztere eine noch starkere Reduktion
der Zellviabilitat aufwiesen. Hier fanden sich signifikante Effekte nach 72 h Behandlung. Die
Enzalutamid-resistente Zelllinie MR49F zeigte allerdings erst ab einer deutlich hdheren
Enzalutamid-Konzentration und einem Behandlungszeitraum von 96 h signifikante Effekte auf
die Zellviabilitat, was die vorliegende Resistenzsituation zum Ausdruck bringt. AR-negative

PC-3 Zellen zeigten keine signifikante Hemmung der Viabilitat durch Enzalutamid. Abazid
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et al. verglichen in ihrer Arbeit die Wirkung von Enzalutamid auf LNCaP- und PC3-Zellen mit
hoheren Dosen und langerer Behandlungsdauer als in der vorliegenden Arbeit (299). Hier
konnte in hoherer Enzalutamid-Dosierung ab 30 uM bereits nach 48 h ein antiproliferativer
Effekt auch auf AR-negative PC3-Zellen gefunden werden, welcher sich in einer Dosierung
von 100 uM noch deutlich verstarkte (299). Die Autoren konnten ebenso unabhangig von
vorliegender AR-Expression die Beeinflussung der Synthese steroidrezeptor-assoziierter
Hitzeschockproteine und die Induktion apoptotischer Ereignisse beschreiben. Diese Daten
deuten auf AR-unabhéngige antiproliferative Wirkmechanismen von Enzalutamid hin, die zur
Effizienz des Wirkstoffs beitragen (299). Die beobachteten Effekte scheinen jedoch zeit- und
dosisabhéngig aufzutreten, mdglicherweise kdnnten auch konzentrationsabhéngig
unterschiedliche Wirkmechanismen vorliegen. Interessant sind die beschriebenen AR-
unabh&ngigen Wirkmechanismen insbesondere vor dem Hintergrund des h&ufig beobachteten
Verlusts der AR-Expression in fortgeschrittenen Tumoren und kénnten eine Erklarung fir das

gute Ansprechen von Enzalutamid in diesen Tumoren sein (299).

Die Wirkung von Enzalutamid auf den Zellzyklus wurde in der vorliegenden Studie untersucht.
In der GO/G1-Phase liegt in der ruhenden Zelle ein einfacher Chromosomensatz vor. Nach der
Synthesephase (S-Phase) liegt die DNA in der G2/M-Phase verdoppelt in Form von vier
Schwesterchromatiden vor, im Anschluss erfolgt die mitotische Teilung. Eine Deregulation des
Zellzyklus mit ungehemmter Zellteilung ist mit Krebserkrankungen assoziiert (300, 301). Ein
durch Enzalutamid induzierter G1-Zellzyklusarrest wurde bereits flir AR-abhéngige PCa-
Zelllinien beschrieben (302). Dieser ist auch fir weitere Antiandrogene, wie z.B. Bicalutamid,
bekannt (277, 292). In der hier durchgefihrten Zellzyklus-Analyse mit der
Durchflusszytometrie konnte in einem exemplarischen Versuch in Enzalutamid-sensitiven C4-
2-Zellen eine Abnahme der S- und G2/M-Phase bei zunehmender G1-Phase unter
Enzalutamid-Exposition verzeichnet werden. Diese Daten weisen in Ubereinstimmung mit der
Literatur auf eine Induktion des G1-vermittelten Zellzyklusarrests durch Enzalutamid hin (277,
292, 302-304). In der Enzalutamid-resistenten Zelllinie MR49F konnte ein GO/G1-Arrest nicht
detektiert werden, es kommt im Gegenteil zu einer leichten Zunahme der S-Phase und somit
der DNA-Replikation. In verschiedenen Studien konnte die Beteiligung von STAT5 an
Regulationsprozessen des Zellzyklus und der Apoptose demonstriert werden (252, 305, 306).
Eine mdgliche Erklarung fur die Zunahme der S-Phase in der Enzalutamid-resistenten Zelllinie
kénnte die durch erhdhte STAT5-Level vermehrte Expression des STAT5-Zielgens CCND1
darstellen (209, 210). CCND1 codiert fur das Protein Cyclin D1, bei dem es sich um ein
zellzyklusregulierendes Protein aus der Cyclin-Familie handelt, das den Eintritt der Zelle in die
S-Phase durch Bindung an Cyclin-abhéangige Kinasen vermittelt (307). Eine Amplifikation oder
Uberexpression von Cyclin D1 findet sich in verschiedenen Tumorentitéaten, so z.B. beim

Mammakarzinom, Kolonkarzinom, Melanom und PCa (308-313). Chen et al. zeigten, dass die
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Cyclin D1-Uberexpression in LNCaP-Zellen zu einer Zunahme des Wachstums und der
Tumorigenitat fuhrt (314). Cyclin D1 wurde weiterhin beim PCa als Teil einer vierteiligen
Gensignatur identifiziert, welche einen prognostischen Wert fur die Entwicklung eines
biochemischen Rezidivs und Ausbildung von Metastasen hat (315). Es konnte weiterhin ein
direkter Zusammenhang zwischen der STAT5-Expression und dem Cyclin D1-Proteingehalt
in Prolaktinom-Zellen gefunden werden (316). So wurde gezeigt, dass sowohl durch den
pharmakologischen STAT5-Inihibitor Pimozid als auch durch einen spezifischen STAT5-
Knockdown mittels siRNA die Expression von Cyclin D1 abnimmt (316). Diese Daten stitzen
das hier erhobene Ergebnis, auch wenn zur Verifizierung weitere Untersuchungen nétig sind.
Interessanterweise konnte auch in multiresistenten, AR-indifferenten PCa-Zellkulturmodellen
eine Zellzyklusaktivierung demonstriert werden. Diese &uf3erte sich in der Aktivierung der
Zellzyklus-regulierenden Proteinfamilie E2F und damit Induktion wichtiger pro-proliferativer
Zielgene (317). Die Zellen wiesen eine Antiandrogen-, Kastrations- sowie
Chemotherapieresistenz auf und exprimierten zwar den AR, zeigten sich in ihrem Wachstum
jedoch nicht von diesem abhangig (vgl. AR-indifferentes PCa (318, 319)). Die hier
beschriebene Form der Zellzyklusaktivierung kénnte einen Resistenzmechanismus von AR-
unabhangigen Zellen darstellen. Zur naheren Identifizierung moglicher Anderungen des
Zellzyklus in der Enzalutamid-Resistenz und der potentiellen Involvierung der STAT5-

Isoformen sind weitere Untersuchungen nétig.

Die Inhibition des STAT5-Proteins kann zu einer Reduktion von Zellwachstum und Induktion
von Apoptose fuhren (254, 256, 320). Bei dem klinisch erprobten STAT5-Inhibitor Pimozid
handelt es sich eine bereits zugelassene Substanz, die zur Behandlung von chronischen
Psychosen, dem Tourette-Syndrom und Tic-Stérungen eingesetzt wird (267). Fur Pimozid
wurde eine krebshemmende Wirkung in verschiedenen Tumorentitaten, einschlief3lich des
PCa, gezeigt (268). Dazu zéhlen z.B. das Mammakarzinom, Bronchialkarzinom, das maligne
Melanom und die akute und chronische myeloische Leukamie (265, 266, 321-323). In der
Literatur wird ein effektiver inhibitorischer Effekt von Pimozid auf die STAT5-Inhibition in einer
Konzentration von 10 uM Pimozid angegeben (266, 324). Weiterhin konnte diese
Konzentration als gut vertraglich in C4-2-Zellen identifiziert werden (324). Zunachst konnte der
inhibitorische Effekt von Pimozid auf STAT5 anhand der Reduktion der mRNA-Level der
STAT5-Zielgene CCND1 (Cyclin D1) und BCL2L1 (Bcl-xL) nach Pimozid-Behandlung bestatigt
werden. Zur Untersuchung der Auswirkungen einer Pimozid-vermittelten STAT5-Inhibition auf
die Enzalutamid-Wirkung wurden Kombinationsbehandlungen mit beiden Wirkstoffen
durchgefiihrt. Die Isobologrammanalysen ergaben, dass eine STAT5-Inhibition mit Pimozid in
Kombination mit einer Enzalutamid-Behandlung zu einem synergistischen inhibitorischen
Effekt auf die Zellviabilitdt in sowohl C4-2- als auch MR49F-Zellen fuhrt (Cl <1). In der

Kombination beider Wirkstoffe konnte, abhangig vom eingesetzten Kombinations-Verhaltnis,
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eine Reduktion der Zellviabilitat in deutlich niedrigeren Enzalutamid-Konzentrationen
beobachtet werden als mit alleiniger Enzalutamid-Behandlung. Die Zellen reagieren folglich
bei zusatzlicher STAT5-Inhibition erheblich sensibler auf niedrigere Enzalutamid-Dosen. Zu
einem &hnlichen Ergebnis kommt auch die Gruppe von Udhane et al., die ein reduziertes
Tumorwachstum nach Behandlung mit der Kombination aus STAT5-Inhibitor und Enzalutamid
im Vergleich zur Enzalutamid-Einzelbehandlung beschrieben (26). Ebenso konnte die Gruppe
zeigen, dass die singulare STAT5-Blockade in einem Xenograft-Tumormodell in vivo wirksam
das Wachstum Androgen-sensitiver Tumore inhibieren kann (26). Interessanterweise zeigten
die in der vorliegenden Arbeit erhobenen Daten, dass die alleinige STAT5-Inhibition durch
Pimozid erst ab einer Konzentration von 10 pM signifikanten Effekte auf die Zellviabilitat bei
C4-2- und MR49F-Zellen hat. Ab 100 uM kam es jedoch zu einer letalen Auswirkung auf die
Zellen. Da sich ab 10 uM Pimozid jedoch auch in der STAT5-negativen Zelllinie PC3 bereits
leichte inhibitorische Effekte auf die Zellviabilitat zeigten, sind zusatzliche unspezifische
Effekte der Pimozid-Behandlung im Sinne einer Aktivitit gegen andere Kinasen und
Transkriptionsfaktoren wie NFKB oder STATL1 nicht ausgeschlossen (266, 268, 324). Aus
diesem Grund wurde in der Folge ein spezifischer STAT5-Knockdown mittels siRNA

durchgefinhrt.

In Abwesenheit von Enzalutamid zeigte weder der spezifische STAT5A- noch STAT5B-
Knockdown mittels siRNA Auswirkungen auf die Zellviabilitdt sowohl von Enzalutamid-
sensitiven C4-2- als auch Enzalutamid-resistenten MR49F-Zellen. Dieses Ergebnis steht im
Widerspruch zu den Ergebnissen von Ahonen etal.,, die eine durch den STAT5A/B-
Knockdown induzierte Apoptose beschreiben (19), sowie zu den bereits aufgefiihrten
Ergebnissen von Udhane etal. (26). Zu beachten sind bei der Bewertung dieser Daten
Unterschiede im Versuchsaufbau, die sowohl! die Auswahl des Tumorzellmodells als auch die
Form der STAT5-Inhibiton betreffen und mdglicherweise erklarend sein kénnten flr die in
dieser Arbeit nicht zu verzeichnende Wirksamkeit der alleinigen STAT5-Inhibiton. Dartber
hinaus hatte hier in Gegenwart von 10 uM Enzalutamid weder der STAT5A- noch STAT5B-
Knockdown einen zusatzlichen Effekt auf die Zellviabilitét der C4-2-Zellen. Die synergistischen
Effekte, die in den Isobologramm-Analysen mit der Kombination aus Enzalutamid und Pimozid
in der C4-2-Zelllinie zu verzeichnen waren, kénnten mdglicherweise auf die bereits benannten

unspezifischen Effekte von Pimozid zurtickzufiihren sein.

In Enzalutamid-resistenten MR49F-Zellen jedoch flihrte der siRNA-vermittelte Knockdown von
STATS5B und die zuséatzliche Behandlung mit 10 uM Enzalutamid zu einer Reduktion der
Zellviabilitat auf 70 %. Dieser hemmende Effekt auf die Zellviabilitdt waren vergleichbar mit
dem Effekt von Enzalutamid auf die Zellviabilitdt der Enzalutamid-sensiblen C4-2-Zellen. Ein

Wiederansprechen der resistenten MR49F-Zellen auf Enzalutamid konnte nach dem STAT5B-
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Knockdown in einem erneuten Dosis-Wirkungs-Versuch mit einer dosisabhangigen Reduktion
der Zellviabilitat durch Enzalutamid bestatigt werden.

Zusatzlich zur Zellviabilitat wurde die Aktivitdt des AR nach STAT5B-Knockdown und
Enzalutamid-Behandlung anhand der PSA-Expression als klinisches und experimentelles
Surrogat der AR-Transaktivitat und als AR-Zielgen auf molekularer Ebene untersucht. Hier
zeigten die Enzalutamid-sensiblen C4-2-Zellen nach Enzalutamid-Behandlung wie erwartet
einen Abfall der PSA-Expression auf weniger als 10 % im Vergleich zu unbehandelten Zellen.
Dieser Effekt konnte in resistenten MR49F-Zellen durch singulédre Enzalutamid-Behandlung
aufgrund der bestehenden Resistenzsituation nicht beobachtet werden. Jedoch war
Enzalutamid in der Lage, bei Enzalutamid-resistenten MR49F-Zellen eine signifikante
Reduktion der PSA-Expression nach spezifischem STAT5B-Knockdown herbeizufiihren.
Diese Ergebnisse zur Zellviabilitat und AR-Aktivitat nach spezifischem STAT5B-Knockdown
lassen darauf schlieBen, dass der zielgerichtete STAT5B-Knockdown in der Lage ist,
resistente MR49F-Zellen wieder flr Enzalutamid zu resensitivieren. Die reduzierte Zellviabilitat
und AR-Aktivitat nach STAT5B-Knockdown kdnnte zusatzlich auf einer proteolytischen
Degradation des AR durch Enzalutamid beruhen. Eine AR-Degradation nach STAT5-
Knockdown in hormonsensitiven LNCaP und kastrationsresistenten LNCaP wurde bereits
beschrieben (23). Kirzlich konnten Erb et al. eine Enzalutamid-vermittelte Degradation des
AR in LNCaP-Zellen identifizieren (325). Der zugrundeliegende Mechanismus scheint jedoch
komplex, es konnte nur partiell die Involvierung des proteasomalen Systems in die AR-
Degradation beobachtet werden konnte (325). Das STAT5-Protein, flir das ein starker
physikalischer Synergismus mit dem AR beschrieben wurde, scheint hingegen den AR vor der
Degradation zu schitzen (23, 24, 326). Mdglicherweise spielt die Regulation der AR-
Degradation also auch in Enzalutamid-resistenten Zellen, welche das STAT5-Protein
Uberexprimieren, eine Rolle. STAT5 konnte hier zur Stabilisierung des AR beitragen und

dessen Enzalutamid-induzierten Abbau verhindern.

In weiterfihrenden Untersuchungen, welche auf den hier prasentierten Daten aufbauen, wurde
auch die Enzalutamid-resistente Zelllinie LAPC4-EnzaR hinsichtlich der Moglichkeit einer
Resensitivierung fir Enzalutamid untersucht (298). Im Gegensatz zu der MR49F-Zelllinie
konnte in resistenten LAPC4-Zellen keine Erhéhung der STAT5A- oder STAT5B-mRNA-Level
im Vergleich zur sensitiven Kontrolle gefunden werden. Allerdings zeigte sich hier insgesamt
eine hohe STAT5B- und niedrige STAT5A-Expression. Die LAPC4-EnzaR-Zellen wiesen im
Vergleich zu ihrer Enzalutamid-sensiblen Kontrolle keine erhthte STAT5-Proteinexpression
auf, jedoch konnte gezeigt werden, dass, ebenso wie im Fall der MR49F-Zellen, im Vergleich
zur sensitiven Kontrollzelllinie eine erhdhte nukledre STAT5A/B-Expression vorliegt (298).

Diese nukleare Lokalisation stellt einen Indikator flr die STAT5A/B-Aktivitat dar, da hierfir die
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vorangegangene Phosphorylierung und damit Aktivierung des Proteins notwendig ist (26,
298). Nach Kombinationsbehandlung mit Pimozid und Enzalutamid konnte in den LAPC4-
Subzelllinien ein additiver Effekt auf die Inhibition der Zellviabilitat verzeichnet werden. Diese
Zellen zeigten weiterhin nach spezifischem STAT5A-Knockdown ebenso einen Riuckgang der
Zellviabilitéat, der im Rahmen der vorliegenden Arbeit bei MR49F-Zellen nicht festgestellt
werden konnte. STAT5A konnte bereits als therapeutische Zielstruktur im CRPC beschrieben
werden, maoglicherweise aufgrund der Induktion von Apoptose durch die Regulation anti-
apoptotischer Proteine (20, 324). Weiterhin konnte eine Interaktion von STAT5A und dem GR
identifiziert werden (327, 328). Auch beschrieben Stocklin et al. den GR als transkriptionellen
Co-Aktivator fiir das STAT5-Protein (329). Unter Kenntnis der Ergebnisse von Puhr et al., die
eine essentielle Rolle des GR auf die Proliferation von LAPC4-Zelllinien beschrieben, kdnnten
die hier gesehenen Effekte nach STAT5A-Knockdown in Zusammenhang mit dem Einfluss
von STAT5A auf den GR stehen, was auf dessen Involvierung in die Enzalutamid-Resistenz
verweist (156). Die durch einen STAT5B-Knockdown vermittelte Resensitivierung fir
Enzalutamid, wie sie in der MR49F-Zelllinie beobachtet werden konnte, zeigte sich in der
LAPC4-EnzaR-Zelllinie jedoch nicht, was auf die bereits beschriebene Heterogenitat und

Vielzahl der Mechanismen der Enzalutamid-Resistenz verweist.

Aufgrund dieser Ergebnisse bleibt die Tumorheterogenitat des PCa eine der bedeutendsten
Herausforderung flr Klinik und Forschung. Die zahlreichen Resistenzmechanismen unter
antiandrogener Therapie, sowohl den AR betreffend, wie etwa SpleiRvarianten oder
Mutationen, aber auch AR-unabhangig, wie z.B. Veranderungen intrazellularer Signalwege,
erschweren gleichermalBen die Behandlung Erkrankter wie auch die Entwicklung neuer
therapeutischer Ansatze und sind in ihrer Komplexitat nicht eingehend erfasst. Obwohl STAT5
bereits in zahlreichen Arbeiten als Zielstruktur im PCa untersucht wurde, konnte die
vorliegende Arbeit aufgrund der hier prasentierten in vitro-Daten die Moglichkeit einer STAT5-
Inhibition zur Uberwindung der Enzalutamid-Resistenz nicht einheitlich klaren. Dennoch
kénnte aber eine erhdhte STAT5-Expression in der Enzalutamid-resistenten Situation einen
Anhaltspunkt fur eine mdgliche Resensitivierung mittels pharmakologischer STAT5-Inhibition
bieten. Wenn gleich auch die hier untersuchte pharmakologische STAT5-Inhibition durch
Pimozid in Kombination mit Enzalutamid synergistische Effekte auf die Reduktion der
Zellviabilitat in Enzalutamid-resistenten MR49F-Zellen zeigte, kdnnen unspezifische Effekte
des STAT5-Inhibitors Pimozid auf andere Kinasen und Transkriptionsfaktoren nicht
ausgeschlossen werden (266, 268, 324). Daher ist die Entwicklung spezifischer STAT5-
Inhibitoren nétig, welche zeitgleich eine geringe Toxizitdt sowie giinstige pharmakologische
Eigenschaften aufweisen. Zu den erforderlichen Eigenschaften zahlen eine gute orale
Bioverfugbarkeit sowie ein niedriges Interaktionspotenzial, weiterhin eine sichere

Metabolisierung und Elimination. Bisherige zur Verflgung stehende Wirkstoffe zur STAT5-
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Inhibition, bei denen es sich im Wesentlichen um Inhibitoren von Tyrosinkinasen handelt,
zeichneten sich in préklinischen Studien u.a. durch zu geringe Selektivitat mit Beeintrachtigung
multipler Kinasen und eine hohe Toxizitat aus, weiterhin konnte eine rasche
Resistenzentwicklung von Tumorzellen beobachtet werden (265, 266, 330-332). Zur
Reduktion von unspezifischen Effekten wurden spezifische Small-molecule Inhibitoren des
STATS5-Proteins entwickelt, zu denen u.a. die Verbindungen Stafib-2 (333), AC-3-19 (334) und
AC-4-130 (256) zahlen. Hierbei stellt die spezifische Inhibition eines Transkriptionsfaktors
aufgrund seiner fehlenden Kinase-Aktivitat sowie der bestehenden Protein-Protein- als auch
Protein-DNA-Interaktionen eine bedeutende Hirde dar. Im Rahmen von in silico Analysen
wurde zudem ein direkter STATS5-Inhibitor, 1ST5-002, identifiziert, welcher auf
zytoplasmatischer Ebene durch Bindung an die SH2-Doméne des STAT5-Proteins dessen
Phosphorylierung und Dimerisierung blockiert (254). Aktuelle Daten zeigen in
Transkriptomanalysen eine hohe Spezifitdit von IST5-002 verglichen mit einer shRNA-
vermittelten STAT5-Blockade in vitro (255). Weiterhin konnte gezeigt werden, dass der
inhibitorische Effekt von I1ST5-002 auf die Phosphorylierung von STAT5 nicht zu einer
Inhibition weiterer (im Signalweg vorgeschalteter) Kinasen, wie z.B. JAK 2, Src oder Abl1/2,
fuhrt (255). Sowohl einzeln als auch in Kombination mit Enzalutamid konnte dieser Inhibitor
das Wachstum Enzalutamid-sensitiver und -resistenter Zellen hemmen (255). Diese Daten
unterstitzen die im Rahmen dieser Arbeit gewonnenen Erkenntnisse zur Méglichkeit der
Uberwindung der Enzalutamid-Resistenz mittels STATS5-Inhibition. In weiterfilhrenden
Untersuchungen fanden sich fur IST5-002 im Tiermodell bisher keine Hinweise fur signifikante
toxische Effekte (255). Die Weiterentwicklung derartiger Inhibitoren kdnnte sowohl im Kontext
der Behandlung therapienaiver wie auch therapieresistenter Tumoren eine bedeutende Rolle

einnehmen und ist aus diesem Grund von hoher Relevanz.
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7 Zusammenfassung

Das Zweitgenerations-Antiandrogen Enzalutamid hat seit seiner Erstzulassung im Jahr 2012
die Behandlung von Méannern mit einem Prostatakarzinom nachhaltig verandert. Es inhibiert
die Androgenrezeptor-Signalachse, indem es sowohl die Bindung des Androgenrezeptors an
seinen natiurlichen Liganden Dihydrotestosteron als auch die Translokation des
Androgenrezeptors in den Nukleus sowie dessen Bindung an die DNA und die Rekrutierung
von Kofaktoren hemmt. Derzeit steht Enzalutamid zur Behandlung von Mannern mit einem
metastasierten hormonsensitiven Prostatakarzinom und einem nicht-metastasierten oder
metastasierten kastrationsresistenten Prostatakarzinom zur Verfiigung. Trotz enormer Erfolge
in der Weiterentwicklung und Zulassung von Enzalutamid fir das kastrationsresistente
und/oder metastasierte Prostatakarzinom in den vergangenen 10 Jahren sind sowohl
Patienten als auch Behandelnde mit zahlreichen Riuckschlagen im Sinne sich entwickelnder
oder bereits vorbestehender Therapieresistenzen konfrontiert. Eine Vielzahl von
Mechanismen, wie Mutationen oder die Hochregulation alternativer Signalwege, konnten
identifiziert werden, die mit Kastrationsresistenz und speziell Enzalutamidresistenz assoziiert
sind. Hierzu zahlt auch der Transkriptionsfaktor Signal Transducer and Activator of
Transcription 5 (STAT5). Im Rahmen zahlreicher Studien wurde die Bedeutung von STATS flr
Wachstum und Progression sowie das Metastasierungsverhalten des Prostatakarzinoms
verdeutlicht. Zudem wurde ein starker Synergismus zwischen dem Androgenrezeptor und
STATS5 beschrieben, welcher unter Enzalutamid-Behandlung zu einer sich selbst
unterhaltenden STAT5-Aktivierung und Tumorprogression fihrt. Die Inhibition von STAT5
resultierte sowohl singular als auch in Kombination mit Enzalutamid in einer
Wachstumsinhibition invitro und invivo. Die in dieser Arbeit gewonnen Ergebnisse
unterstitzen auf der einen Seite die bereits gewonnenen Erkenntnisse zur Moglichkeit der
Resistenziberwindung durch eine STAT5-Inhibition und stellen inshesondere STAT5B als
wichtige Zielstruktur heraus. So gelang durch gezielten siRNA-vermittelten STAT5B-
Knockdown eine Resensitivierung von Enzalutamid-resistenten MR49F-Zellen fir
Enzalutamid. Auch die Kombination von Enzalutamid mit dem pharmakologischen STAT5-
Inhibitor Pimozid konnte die Zellviabilitat Enzalutamid-resistenter MR49F-Zellen in
synergistischer Weise hemmen. Auf der anderen Seite spiegeln die erhobenen Daten aber
auch die Heterogenitdt und Komplexitat des Prostatakarzinoms wider. Hier ergibt sich die
Notwendigkeit nach tiefergehenden Untersuchungen von STAT5 sowohl in der
Resistenzentwicklung als auch in der Enzalutamid-resistenten Situation. Vor dem Hintergrund
der molekularen Vielfalt der Resistenzmechanismen ist eine ldentifizierung und nahere
Klassifizierung derjenigen Subgruppen nétig, die von einer STAT5-Inhibition profitieren
kénnen. Zudem stellt die Entwicklung spezifischer und vertraglicher Inhibitoren eine groR3e

Herausforderung auf dem Weg zur Uberwindung der Enzalutamid-Resistenz dar.
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