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1. Einleitung / Ziel der Arbeit 
Das Prostatakarzinom (PCa) ist mit 65.200 Neuerkrankungen und 14.963 Todesfällen 

im Jahr 2018 die häufigste Krebserkrankung des Mannes nach dem 

nicht-melanotischen Hautkrebs und zweithäufigste krebsbedingte Todesursache des 

Mannes in Deutschland (1). 

Weltweit stellt das PCa als zweithäufigste diagnostizierte Krebserkrankung und 

fünfthäufigste Krebstodesursache beim Mann ein erhebliches gesundheitliches 

Problem dar (2). Ein entscheidender Risikofaktor ist dabei das Alter, wodurch die 

Problematik des PCa in Zukunft aufgrund der demographischen Entwicklung weiter 

zunehmen wird (3, 4). 

Zwar wird der überwiegende Anteil der PCa in einem frühen Stadium entdeckt, 

welches kurativ behandelt werden kann, aber mit Zunahme an Diagnosen nimmt auch 

die Anzahl derer zu, die bereits an einem kastrationsresistenten bzw. metastasierten 

PCa erkrankt sind (5). Die Wirkung der zur Verfügung stehenden Therapieoptionen ist 

in diesem Stadium zeitlich limitiert; eine Heilung kann in der Regel nicht mehr erreicht 

werden (6). Unter der in diesem Stadium standardmäßig durchgeführten 

Androgendeprivationstherapie (ADT) kommt es im Mittel nach 18-36 Monaten zur 

Entwicklung eines metastasierten kastrationsresistenten PCa (mCRPC) (7). Falls die 

Behandlung mit Docetaxel (DX) in diesem Stadium überhaupt initial anspricht, erfolgt 

nach median etwa 8 Monaten ein Krankheitsprogress infolge einer erworbenen DX-

Resistenz (8, 9). Aufgrund seiner, trotz allem, guten Wirksamkeit selbst beim 

metastasierten hormonsensitiven PCa (mHSPC), hat DX eine Indikationserweiterung 

erfahren und wird nun auch früher, in Kombination mit der ADT, angewendet. Die 

Resistenzproblematik bleibt jedoch weiterhin bestehen (6). Der Wunsch nach 

innovativen Strategien, die dieses Problem lösen können, ist entsprechend groß. Die 

komplementäre und alternative Medizin (CAM) könnte dabei vielversprechend sein. 

Tatsächlich kann, je nach verwendetem Assessment, davon ausgegangen werden, 

dass etwa 40-50 % der Krebspatienten in Europa Wirkstoffe der CAM zu sich nehmen, 

häufig ohne Kenntnis des therapierenden Arztes (10-12). Gegenwärtig ist das Wissen 

über Nebenwirkungen, Kontraindikationen und Interaktionen mit konventionellen 

Pharmaka sowie die antitumorale Wirkung der CAM jedoch häufig sehr begrenzt und 

daher die unkontrollierte Einnahme durch die Patienten kritisch zu sehen (13). 

Artemisinin, das aus Artemisia annua (Einjähriger Beifuß) gewonnen wird, findet seit 

Jahrtausenden Anwendung in der Traditionellen Chinesischen Medizin (TCM) und wird 

seit dem letzten Jahrhundert gezielt zur Behandlung der Malaria eingesetzt. Artesunat 
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(ART), ein Derivat von Artemisinin, welches ebenfalls wirkungsvoll gegen Malaria 

eingesetzt wird, hat in verschiedenen Krebsentitäten erste vielversprechende 

Ergebnisse erzielt (14). Die Zugabe von ART zur konventionellen Therapie hat bei 

einigen Entitäten zudem das Potenzial Therapieresistenz zu überwinden gezeigt (15-

19). Die Daten bezüglich der Behandlung des PCa mit ART waren bisher jedoch 

spärlich und beim DX-resistenten PCa nicht existent. 

Ziel der vorliegenden Arbeit war es daher, erstmalig die antiproliferative Wirkung von 

ART im Therapie-sensitiven (parentalen) und DX-resistenten PCa in vitro zu 

untersuchen. Hierzu wurden jeweils parentale und DX-resistente PCa-Zellen der 

Zelllinien PC3, DU145 und LNCaP mit aufsteigenden Konzentrationen von ART 

behandelt. In den ART-behandelten PCa-Zellen wurde das Zellwachstum mittels 

Bestimmung der Zellviabilität im MTT-Assay, die Proliferation mit einem BrdU-Assay 

sowie die Verteilung der Zellen in den Zellzyklusphasen und die Apoptose-Induktion 

mittels Durchflusszytometrie evaluiert. 
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2. Literaturdiskussion 

2.1 Die Prostata 
Die Prostata ist ein Organ, das dorsokaudal der Blase anliegt und den proximalen 

Anteil der Harnröhre umschließt (20). Sie ist etwa 3 cm lang, 4 cm breit und 2 cm hoch 

und wiegt postpubertär ungefähr 20 g (21, 22). Hauptfunktion der Prostata ist die 

Bildung eines dünnflüssigen leicht sauren Sekretes, welches unter anderem die saure 

Phosphatase und das Prostataspezifische Antigen (PSA) enthält. Das Prostatasekret 

macht etwa 30 % des gesamten Ejakulats aus. Es erhält die Beweglichkeit der 

Spermatozoen und verflüssigt das Ejakulat (23-25). Über die Ductus ejaculatorii 

werden zum einen das Seminalplasma und zum anderen die Spermatozoen in die 

Prostata geleitet und beides gelangt über den Colliculus seminalis als Ejakulat in die 

Harnröhre (20). Zudem erfolgt in der Prostata die Umwandlung von Testosteron in das 

wirksamere Dihydrotestosteron durch die 5-Alpha-Reduktase (25). 

 

Histologisch wird die Prostata in vier Zonen nach McNeal eingeteilt. In der peripheren 

Zone entstehen ca. 75 % der Prostatakarzinome, in der Übergangszone etwa 20 % 

und in der zentralen Zone nur etwa 5 %. Als vierte Zone schließt sich noch das 

anteriore fibromuskuläre Stroma an. Während das PCa v.a. peripher entsteht, geht die 

benigne Prostatahyperplasie hauptsächlich von der Übergangszone und zentralen 

Zone aus (26, 27). 

 

2.2 Das Prostatakarzinom 

2.2.1 Epidemiologie 

Mit 65.200 Neuerkrankungen (standardisierte Erkrankungsrate 99,1 je 

100.000 Personen) in Deutschland im Jahr 2018 ist das Prostatakarzinom (PCa) die 

häufigste Krebserkrankung des Mannes nach dem nicht-melanotischen Hautkrebs (1). 

Die Mortalität im gleichen Jahr lag bei 14.963, womit das PCa bei Männern die 

zweithäufigste Todesursache an Krebstoten in Deutschland nach Krebserkrankungen 

der Lunge darstellt. Weltweit ist das PCa im Jahr 2020 mit etwa 1.414.259 Fällen die 

zweithäufigste diagnostizierte Krebsart und mit geschätzten 375.304 Todesfällen die 

fünfthäufigste Krebstodesursache bei Männern, wobei sich die Inzidenz zwischen 

verschiedenen Ländern um bis das 40-fache, die Mortalität um etwa das 10-fache 

unterscheiden kann (2, 3). Besonders stark betroffen sind hochentwickelte Länder wie 

Australien, Neuseeland, USA und Westeuropa (28). Innerhalb Europas zeigt sich ein 
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Nord-Süd-Gefälle mit den höchsten Inzidenzraten in Skandinavien und den Baltischen 

Staaten (4, 29). 

Das PCa ist vorwiegend eine Erkrankung des Alters mit einem medianen 

Erkrankungsalter von etwa 71 Jahren (1).  

Durch die demographische Entwicklung wird die Bedeutung des PCa in der Zukunft 

weiter zunehmen (3, 4). So war zwar die altersstandardisierte Sterblichkeit (18,8 je 

100.000 Personen in 2017) zuletzt wesentlich geringer, jedoch sterben in absoluten 

Zahlen doppelt so viele Männer am PCa und die Inzidenz ist etwa fünfmal so hoch wie 

in den 1970ern (4, 30). 

Nicht zuletzt aufgrund der hohen Inzidenz, stellt das PCa, trotz einer im Vergleich mit 

anderen Entitäten guten 5-Jahres-Überlebensrate von 89 %, ein massives 

Gesundheitsproblem dar (1, 30).

 

2.2.2 Ätiologie 

Die Ursachen für die Entstehung des PCa sind weitestgehend unbekannt. Ein 

wichtiger Risikofaktor ist das Alter. Eine Erkrankung vor dem 50. Lebensjahr ist sehr 

selten. Ein 35-jähriger Mann hat derzeit ein Risiko von unter 0,1 % in den nächsten 10 

Jahren an einem PCa zu erkranken, dagegen liegt dieses Risiko bei einem 75-

Jährigen bei ungefähr 5 % (5). So ist es auch nicht weiter verwunderlich, dass mehr 

als drei Viertel derjenigen, die seit höchstens fünf Jahren die Diagnose einer malignen 

Erkrankung der Prostata erhalten haben, über 65 Jahre alt sind (4). 

Als weiterer Risikofaktor gilt eine familiäre Disposition, die v.a. bei jüngeren Männern 

eine Rolle spielt. Das relative Risiko am PCa zu erkranken steigt, wenn ein Verwandter 

ersten Grades betroffen ist, um das 2,5-fache an (31-33). 

Durch Forschung in den USA konnte gezeigt werden, dass die afroamerikanische 

Bevölkerung ein 1,6-fach erhöhtes Risiko gegenüber der kaukasischen Bevölkerung 

aufweist am PCa zu erkranken (28, 34, 35). 

 

Neben den bisher geschilderten Risikofaktoren spielen weiterhin Umwelteinflüsse und 

die Ernährung eine entscheidende Rolle. Als ein Anzeichen hierfür kann der Anstieg 

an Neuerkrankung im asiatischen Raum gesehen werden, in dem zunehmend der 

westliche Lebensstil übernommen wird (36). Allerdings gestaltet sich ein Nachweis 

dieser Faktoren als schwierig und die Forschungslage ist noch inhomogen. 
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Einige Einflüsse der Ernährung konnten jedoch gezeigt werden (37). So wurde für Soja 

und lycopenreiche Produkte (etwa Tomaten) ein offensichtlich protektiver Effekt 

nachgewiesen (38-40). 

Dieser Effekt könnte unter anderem auf die antiinflammatorische Wirkung dieser 

Lebensmittel zurückzuführen sein, was im Einklang zur gängigen Theorie steht, dass 

chronische Entzündungsreaktionen zusammen mit bestimmten epigenetischen 

Veränderungen die Entwicklung eines PCa begünstigen können. Das Risiko für ein 

PCa steigt zudem mit einer Prostatitis um das 1,6-fache und beim Vorliegen von 

Geschlechtskrankheiten um das 1,4-fache gegenüber einem Gesunden, wobei die 

Kausalität und die genaue Pathophysiologie weiterhin unklar sind (41-43).

 

2.2.3 Klassifikation 

Staging 

Die Stadieneinteilung (Staging) des PCa erfolgt nach der gemeinsam durch das 

American Joint Committee on Cancer (AJCC) und der Union for International Cancer 

Control (UICC) entwickelten TNM-Klassifikation, die seit 2017 in ihrer achten Version 

vorliegt (44). T steht für die lokale Ausdehnung des Primärtumors, N für den regionären 

Lymphknotenbefall und M für das Vorliegen von Fernmetastasen. Häufig erfolgt zuerst 

ein klinisches Staging (cTNM), welches vor allem auf einer digital-rektalen 

Untersuchung, dem Serum-PSA-Wert und eventuell bildgebenden Verfahren beruht 

(45). Ziel des klinischen Stagings ist es, dem Patienten eine stadiengerechte Therapie 

zuzuführen, da beispielsweise lokal begrenzte Tumoren noch kurativ behandelt 

werden können. Bei inzidentellen Tumoren, d.h. Tumoren, die die Lebenserwartung 

nicht einschränken und klinisch nicht auffallen, besteht allerdings die Gefahr einer 

Überbehandlung. Dem klinischen schließt sich ein pathologisches Staging (pTNM) an, 

dessen Grundlage der histologische Befund einer Biopsie oder eines 

Prostatektomiepräparates bildet und welches es erlaubt prognostische Aussagen zu 

treffen. Eine pT1-Kategorie existiert nicht (46). pT2 wird nicht subkategorisiert. 

Ansonsten entsprechen sich die pT- und cT-Kategorisierung. Die Stadien T1-2 N0 M0 

werden als lokal begrenztes PCa bezeichnet (6). Das lokal fortgeschrittene PCa 

umfasst die Stadien T3-4 N0 M0. Als lymphknotenpositives bzw. metastasiertes PCa 

werden die Stadien N1 bzw. M1 benannt. 
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Tabelle 1: TNM-Klassifikation 

T = Lokale Ausdehnung 

Tx  Primärtumor kann nicht beurteilt werden 

T0  Kein Hinweis auf Primärtumor 

T1  Klinisch inapparenter Primärtumor (nicht palpabel oder durch 

bildgebende Verfahren darstellbar) 

 T1a Inzidenteller Tumor: histologisch in ≤ 5 % des Resektionsgewebes 

 T1b Inzidenteller Tumor: histologisch in > 5 % des Resektionsgewebes 

 T1c Tumor durch Nadelbiopsie bei erhöhtem PSA-Wert identifiziert 

T2  Primärtumor tastbar und beschränkt auf Prostata 

 T2a Tumor befällt ≤ 50 % eines Seitenlappens 

 T2b Tumor befällt > 50 % eines Seitenlappens 

 T2c Tumor befällt beide Seitenlappen 

T3  Primärtumor überschreitet die Prostatakapsel 

 T3a Extrakapsulärer Tumor ohne Samenblasenbefall (eingeschlossen 

mikroskopischer Nachweis einer Infiltration des Blasenhalses) 

 T3b Tumor infiltriert Samenblase(n) 

T4  Primärtumor ist fixiert oder infiltriert benachbarte Strukturen (außer 

Samenblasen) 

N = Regionäre Lymphknoten 

Nx  Regionäre Lymphknoten können nicht beurteilt werden 

N0  Kein Anhalt für regionäre Lymphknotenmetastasen 

N1  Regionärer Lymphknotenbefall 

M = Fernmetastasen  

M0  Kein Anhalt für Fernmetastasen 

M1  Vorliegen von Fernmetastasen 

 M1a Nichtregionärer Lymphknotenbefall 

 M1b Knochenmetastasen 

 M1c Andere Lokalisation(en) 

 

Tabelle 1: modifiziert nach (44). 
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Histologisches Grading – Gleason-Score 

Histologisch lassen sich PCa zu 95 % als Adenokarzinome klassifizieren, die ihren 

Ursprung in den azinären Zellen des Epithels haben (45). Als Vorstufe hiervon ist 

häufig die prostatische intraepitheliale Neoplasie (PIN) zu finden (47). 

Zum histologischen Grading beim PCa wird der Gleason-Score verwendet, welcher 

auf dem histomorphologischen Bild und dem zunehmenden Verlust der 

Differenzierung des Tumors in fünf Stufen beruht (22, 48, 49). Bei der 

Prostatastanzbiopsie werden das häufigste und das am schlechtesten differenzierte 

Wachstumsmuster (Gleason-Grad) addiert. Beim Prostataresektat wird dagegen der 

häufigste mit dem zweithäufigsten Gleason-Grad addiert und ergibt den Gleason-

Score. Bei Vorliegen nur eines Wachstumsmusters wird dieses verdoppelt. Der 

Gleason-Score kann zwischen 2 (1+1) und 10 (5+5) liegen. Je schlechter die 

Differenzierung des Tumors ist, umso höher ist der Gleason-Score und umso 

schlechter ist die Prognose für den Patienten. In einer Konsensuskonferenz der 

International Society of Urological Pathology (ISUP) wurde ein neues Gradingsystem 

eingeführt, welches auf dem Gleason-Score beruht (50, 51). Das PCa wird danach in 

5 Kategorien eingeteilt, welche noch genauer das Risiko des Patienten stratifizieren. 

Alle Tumoren mit einem Gleason-Score ≤ 6 gehören dabei der Kategorie 1, mit 

Gleason-Score 3+4=7 der Kategorie 2, mit Gleason-Score 4+3=7 der Kategorie 3, mit 

Gleason-Score 8 der Kategorie 4 und mit Gleason-Score 9 oder 10 der Kategorie 5 

an.

 

2.2.4 Das kastrationsresistente Prostatakarzinom (CRPC) 

Anfänglich entwickelt sich das PCa androgenabhängig und spricht zunächst gut auf 

eine ADT an. Nach durchschnittlich 18-36 Monaten wechselt das PCa aber in ein 

kastrationsresistentes Stadium (7). 

Der genaue Mechanismus der Entstehung des CRPC ist, ebenso wie die Ätiologie des 

PCa, nicht vollständig aufgeklärt (52).  

Eine Möglichkeit der Resistenzentstehung ist eine erhöhte Sensitivität des Tumors auf 

Androgene. Dies geschieht etwa durch die Überexpression des Androgenrezeptors 

(AR) durch einen Selektionsprozess. Das PCa wirkt klinisch androgenunabhängig (52-

55). 

Die erhöhte Sensitivität kann aber auch durch eine gesteigerte intratumorale 

Androgensyntheseleistung bedingt sein (56). 
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Durch Mutationen im AR geht die Ligandenspezifität verloren und so können andere 

Liganden den AR aktivieren. Es können auch andere Steroide oder gar Antiandrogene 

seine Aktivierung bewirken (52). 

Weiterhin gibt es AR, die unabhängig von der Bindung eines Liganden aktiviert werden 

(„outlaw receptors“). In ihre Aktivierung sind verschiedene Signalwege involviert (52). 

So kann der AR durch verschiedene Wachstumsfaktoren wie den insulin-like growth 

factor 1, keratinocyte growth factor oder den epidermal growth factor aktiviert werden 

(57). 

Neben den AR-abhängigen Resistenzmechanismen können zudem antiapoptotische 

Proteine, wie Bcl-2, überexprimiert und damit die Apoptose umgangen werden (58, 

59).

 

2.2.5 Therapien 

In den lokalen Stadien stehen neben der Prostatektomie und der Strahlentherapie die 

Brachytherapie als Therapieoptionen zur Verfügung (6). Um eine Übertherapie und 

deren Folgen zu vermeiden, ohne gleichzeitig die Heilungsrate zu vermindern, existiert 

das Active Surveillance. Dabei wird das PCa, welches in der S3-Leitlinie festgelegte 

Kriterien erfüllen muss, engmaschig überwacht und erst kurativ behandelt, wenn es zu 

einer Progression kommt oder der Patient dies wünscht (6). Einen weiteren 

abwartenden Ansatz stellt das Watchful Waiting dar, das für Patienten geeignet ist, bei 

denen eine kurative Behandlung keine Aussicht auf Erfolg hat, da aufgrund des Alters 

oder durch Komorbiditäten die Lebenserwartung eingeschränkt ist. Es erfolgt eine 

palliative Behandlung (6). Für ihre Funktion und Wachstum sind PCa-Zellen auf 

Androgene angewiesen. Entzieht man den PCa-Zellen diesen Reiz, wird die Apoptose 

eingeleitet (45, 60, 61). Im Tiermodell konnte nachgewiesen werden, dass Androgene 

auch an der Karzinogenese im Rahmen des PCa beteiligt sind (62). 

Beim lymphknotenpositiven bzw. metastasierten Prostatakarzinom erfolgt neben einer 

lokalen Therapie eine Androgendeprivationstherapie/Hormonablation (ADT), welche 

entweder chirurgisch oder medikamentös durchgeführt werden kann (6). 

 

Metastasiertes hormonsensitives Prostatakarzinom (mHSPC) 

Für Patienten mit einem metastasierten aber noch hormonsensitiven PCa (mHSPC) 

hat sich die Behandlung in den letzten Jahren deutlich diversifiziert. So steht neben 

einer Kombination aus ADT mit den sogenannten Hormonpräparaten der neuen 
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Generation (Apalutamid, Enzalutamid, Abirateron plus Prednison/Prednisolon) die 

Kombination ADT mit DX (sh. folgenden Abschnitt) zur Verfügung (6). 

Diese Kombinationstherapien sollte v.a. Patienten mit gutem Allgemeinzustand (die 

S3-Leitlinie empfiehlt ECOG 0-1) vorgeschlagen werden, da in den Zulassungsstudien 

eher Patienten mit guter Prognose eingeschlossen wurden (6, 63-72). Weiterhin ist bei 

evtl. multimorbiden Patienten die Toxizität der Chemotherapie mit DX zu beachten (6). 

Insbesondere bei high-volume mHSPC („mindestens vier Knochenmetastasen, davon 

mindestens eine außerhalb des Achsenskeletts bzw. Beckens und/oder viszerale 

Metastasen“ (6)) wird die Kombination ADT mit DX empfohlen. Ist die 

Kombinationsbehandlung nicht möglich, kommt auch die alleinige ADT in Frage. Beim 

symptomatischen, metastasierten PCa wird die sofortige ADT empfohlen, da neben 

dem verlängerten progressionsfreien Überleben weitere Komplikationen durch das 

Fortschreiten der Krankheit vermindert werden können (6).

 

Das kastrationsresistente Prostatakarzinoms (CRPC) 

Für Patienten mit einem kastrationsresistentem PCa ist keine Heilung mehr möglich. 

Die Behandlung ist hauptsächlich von der Symptomatik abhängig und hat eine 

Verbesserung der Lebenserwartung und -qualität zum Ziel. (6). 

 

Bei hohem Risiko für eine Metastasierung (PSA-Verdopplungszeit von ≤ 10 Monaten) 

wird Patienten mit nicht-metastasiertem, kastrationsresistentem PCa (nmCRPC) 

zusätzlich zur ADT ein Androgen-Pathway-Inhibitor (Apalutamid, Darolutamid oder 

Enzalutamid) angeboten (6). 

Asymptomatischen oder nur gering symptomatischen/progredienten Patienten mit 

metastasiertem kastrationsresistentem PCa (mCRPC) kann außer einem 

abwartenden Vorgehen („Active Surveillance“) eine Umstellung der Therapie 

angeboten werden. Hierfür stehen Abirateron plus Prednison/Prednisolon, 

Enzalutamid und DX zur Verfügung. (6).  

 

Für Patienten mit symptomatischer bzw. progredienter Erkrankung bestehen neben 

einer symptomatischen und supportiven Therapie die gleichen systemischen 

Therapieoptionen, wie gerade genannt, zur Verfügung. Insbesondere wenn die 

Symptomatik durch das metastasierte PCa begründet ist, wird hier v.a. DX empfohlen. 

(6). 
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Kommt es nach einer Therapiesequenz mit DX zu einem Progress wird neben 

Abirateron plus Prednison/Prednisolon oder Enzalutamid, das Taxan Cabazitaxel 

angeboten. Gerade bei Patienten, die gut auf die Ersttherapie mit DX angesprochen 

haben, ist eine Retherapie mit DX denkbar (6). 

Bei symptomatischen ossären Metastasen kann eine Behandlung mit Radium-223 

erfolgen (6). 

Befindet sich der Patient mit mCRPC in gutem Allgemeinzustand und es wurden die 

empfohlenen Therapiemöglichkeiten ausgeschöpft, kann evtl. ein Therapieversuch mit 

Lutetium-177-PSMA (Prostataspezifisches Membranantigen) erfolgen (6).
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2.3 Docetaxel 

2.3.1 Grundlagen 

Eine funktionierende Mitosespindel ist unabdingbar für die Zellteilung, welche die 

Grundlage für das Wachstum sowohl von gesunden als auch von Tumorzellen 

darstellt. Die Mitosespindel ist aus Mikrotubuli zusammengesetzt, die einem ständigen 

Auf- und Abbauprozess unterliegen. Das Chemotherapeutikum DX, semisynthetisch 

aus den Nadeln der Europäischen Eibe (Taxus baccata) hergestellt, gehört zur Gruppe 

der Taxane und bindet reversibel mit hoher Affinität an das Tubulin, dem 

Grundbestandteil der Mikrotubuli (73, 74). Dadurch werden die Mikrotubuli stabilisiert 

und am Abbau gehindert, sodass keine Zellteilung stattfinden kann und im Folgenden 

die Apoptose induziert wird. (74). Dabei spielt die Hemmung des antiapoptotischen 

Proteins Bcl-2 eine wichtige Rolle (75). Zudem zeigten Taxane immunmodulatorische 

Effekte beim Mammakarzinom (76). Im PCa konnte außerdem nachgewiesen werden, 

dass DX in die Signalwege des AR eingreift, indem die Translokation des AR zum 

Zellkern verhindert wird (77). 

 

2.3.2 Docetaxel in der Behandlung des Prostatakarzinoms 

Lange Zeit galt das kastrationsresistente Prostatakarzinom (CRPC) als 

Chemotherapie-resistent und die Chemotherapie wurde lediglich in palliativer Intention 

durchgeführt (78). Für das Chemotherapeutikum DX konnte erstmals ein signifikanter 

Überlebensvorteil gegenüber der bisherigen Therapie in zwei Phase-3-Studien 

nachgewiesen werden.  

 

In der TAX 327 Studie durch Tannock et al. wurde die Gabe von DX plus 

Dexamethason und Prednison mit der bisherigen Behandlung aus Mitoxantron plus 

Prednison verglichen (79). 

DX war hier sowohl im primären Endpunkt, dem Gesamtüberleben, als auch in den 

sekundären Endpunkten, Schmerz, PSA-Level und Lebensqualität der Behandlung mit 

Mitoxantron, überlegen. Von den untersuchten Patienten zeigten diejenigen im 

DX-Arm mit dreiwöchentlicher Gabe ein durchschnittliches Überleben von 

18,9 Monaten (p = 0.009) gegenüber 17,4 Monaten (p = 0.36) bei wöchentlicher Gabe 

und 16,5 Monaten in der Mitoxantron-Gruppe. In einer Update-Analyse stellte sich mit 

einem medianen Gesamtüberleben von 19,2 Monaten bei dreiwöchentlicher Gabe von 

DX gegenüber 16,3 Monaten im Mitoxantron-Arm (p = 0.004) ein noch stärkerer Effekt 

dar (80). 
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In der SWOG 9916 Phase-3-Studie wurde an 770 Patienten mit mCRPC die 

Behandlung mit DX in Kombination mit Estramustin und Dexamethason gegen 

Mitoxantron und Prednison verglichen (81). Auch hier stellte das Gesamtüberleben 

den primären Endpunkt dar, wobei die DX-Gruppe der Mitoxantron-Gruppe mit 

durchschnittlich 17,5 Monaten gegenüber 15,6 Monaten (p = 0,02) überlegen war. 

Diese Überlegenheit zeigte sich auch bei den sekundären Endpunkten, dem 

progressionsfreien Überleben und dem PSA-Rückgang um mind. 50 %.  

Durch die Crossover-Behandlung, die bei etwa der Hälfte der Patienten erfolgte, weil 

sie kein Ansprechen auf die zugewiesene Behandlung zeigten, wurde der Unterschied 

im Überleben vermutlich unterschätzt. 

 

Aufgrund der Überlegenheit erhielt DX in Kombination mit Prednison die Zulassung 

durch die Europäische Arzneimittel-Agentur und stellt seitdem eine relevante 

Therapieoption beim mCRPC dar (6, 82). 

Die Empfehlung besteht v.a. für symptomatische Patienten mit gutem 

Allgemeinzustand (ECOG 0-1 oder Karnofsky ≥ 70 %) (6, 79). 

Laut S3-Leitlinie kann eine Wiederbehandlung mit DX erfolgen, wenn die Ersttherapie 

gut ansprach und gut vertragen wurde (6, 83, 84). 

 

Durch weitere Phase-3-Studien hat DX eine Indikationserweiterung bei Patienten mit 

mHSPC erfahren. In der CHAARTED-Studie wurden ADT und ADT mit DX beim 

mHSPC verglichen (71). Durch die Kombinationsbehandlung konnte in der gesamten 

Studienpopulation ein verlängertes Gesamtüberleben (57,6 Monate vs. 44 Monate, 

p < 0,001) nachgewiesen werden, besonders bei den Patienten mit hoher Tumorlast. 

In einer Metaanalyse der STAMPEDE-Studie konnte für die Subgruppe der Patienten 

mit mHSPC, die ADT und DX im Gegensatz zu denen, die nur ADT erhielten, ein 

Gesamtüberleben von 65 Monaten vs. 43 Monaten (HR: 0.73 (0.59–0.89)) ermittelt 

werden (70, 85). Zudem gab eine sich der CHAARTED-Studie anschließende Analyse 

Hinweise auf eine verbesserte Lebensqualität nach Abschluss der Chemotherapie 

(86). Aufgrund dieser Daten wird die ADT kombiniert mit DX in der S3-Leitlinie bei 

Patienten mit mHSPC in gutem Allgemeinzustand empfohlen (6). 

 

Mehrere Studien untersuchen derzeitig die adjuvante oder neoadjuvante Wirkung von 

DX auch bei lokalem PCa mit hohem Risiko zusätzlich zu den bisher etablierten 

Therapieoptionen der radikalen Prostatektomie und der Strahlentherapie (78). 
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Eine immer frühere Anwendung von DX zeigt zwar das Potenzial dieses Wirkstoffes 

auf, ist aber auch kritisch zu bewerten, da die Therapieoptionen für Patienten, deren 

Tumor sich zum mCRPC entwickelt, eingeschränkt sein könnten. 

 

2.3.3 Docetaxel-Resistenz 

Die Entwicklung von Resistenzen gegen DX stellt ein nicht zu unterschätzendes 

Problem in der Behandlung des PCa dar. 

Etwa die Hälfte der Patienten mit CRPC sprechen überhaupt nicht auf Taxane an (sog. 

native Resistenz) (87). Weiterhin kommt es bei denjenigen, die initial auf die Therapie 

mit Taxanen ansprechen, im Median nach etwa acht Monaten zu einem 

Krankheitsprogress infolge einer erworbenen Resistenz (8, 9). 

Die Mechanismen, die zu einer Resistenz gegenüber Taxanen führen, sind vielfältig, 

aber noch nicht vollständig geklärt (88). 

Einer der am besten untersuchten Resistenzmechanismen beinhaltet eine 

Überexpression der multidrug resistance (MDR)-Transporter, die als Effluxpumpen 

dafür sorgen, dass die intrazelluläre Konzentration an Taxanen möglichst gering bleibt 

(88-95). 

Auch Veränderungen an den Tubulinen oder an Proteinen, die mit den Mikrotubuli 

interagieren, z.B. Kinesine, können ein verändertes Ansprechen auf Taxane bedingen 

(88). 

Bestimmte Androgenrezeptor-Splice-Varianten (AR-V7) brauchen keinen 

funktionierenden Mikrotubuliapparat, um zum Zellkern zu gelangen und dort ihre 

Funktion ausüben zu können. Somit fällt ein Wirkungsmechanismus der Taxane bei 

diesen Varianten weg (96, 97). 

Die Behandlung mit Taxanen beim DX-resistenten PCa führt außerdem zur 

Freisetzung proinflammatorischer Zytokine, was mit einem weiteren Tumorwachstum 

und Metastasierung verbunden ist (98-100). 

Auch die Deregulation von Wachstumsfaktoren und intrazellulären Signalwegen, v.a. 

von solchen, die mit der Apoptose verbunden sind, kann zur Resistenz gegen die 

Chemotherapie mit Taxanen führen (101-105). 

Die Möglichkeiten, die zu einer Resistenz gegen Taxane und DX im Speziellen führen 

können, sind vielfältig. Gegen einige dieser Möglichkeiten wurde bereits versucht 

therapeutisch vorzugehen. Auf Grund der Heterogenität des PCa ist es jedoch ratsam, 

einen Therapieansatz zu finden, der möglichst viele Resistenzmechanismen 

gleichzeitig unterbindet. Dabei stellt das Medikament Artesunat, dessen Wurzeln in die 
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Traditionelle Chinesische Medizin reichen, mit seinen zahlreichen Wirkweisen einen 

vielversprechenden Ansatz dar.
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2.4 Artesunat 
Auf der Suche nach einem Heilmittel gegen Malaria in China wurde 1969 das Extrakt 

aus Artemisia annua L. (Asteracea bzw. Qinghao), dem Einjährigen Beifuß, als 

vielversprechend erkannt (106).  

1972 wurde die Wirksubstanz mit der Summenformel C15H22O5 identifiziert und als 

Qinghaosu (Artemisinin) benannt (107). 

1973 wurde das Derivat Dihydroartemisinin (DHA) synthetisiert, das sich später als der 

eigentliche aktivere Metabolit herausstellen sollte und die Grundlage für weitere stabile 

lipophile (Arteether, Artemether) und hydrophile (Artesunat) Derivate der zweiten 

Generation darstellte, welche zehnmal so effektiv wie die Ursprungssubstanz 

Artemisinin (ARS) sind (108, 109). Die Wirksamkeit von ARS und dessen Derivaten 

wurde in zahlreichen Studien nachgewiesen (109). 

Artesunat (ART) ist das am besten untersuchte Derivat, da die Ergänzung einer 

Hemisuccinatgruppe ihm eine gute Wasserlöslichkeit und hohe orale Bioverfügbarkeit 

verleiht, was insgesamt zu einem günstigeren pharmakologischen Profil führt (109). 

Hierdurch wird die intravenöse oder intramuskuläre Applikation von ART möglich, die 

von der WHO als Behandlung der Wahl bei schwerer Malaria empfohlen wird (110). 

2021 wurde die intravenöse Applikation von ART auch durch die Europäische 

Arzneimittel-Agentur zur Erstbehandlung bei Kindern und Erwachsenen mit schwerer 

Malaria zugelassen (111). 

 

Schon früh gab es Anzeichen, dass auch andere Krankheitsbilder von diesen 

Wirkstoffen profitieren könnten (14, 109). Nicht zuletzt wurden bei verschiedenen 

Tumorentitäten antitumorale Eigenschaften von Artemisininen (ARSS) festgestellt.  

Erste Studien in den 1990er-Jahren gaben Hinweise auf eine antitumorale Wirkung 

von ARSS in vitro (14). Auch im Tiermodell, überwiegend Mäusen, konnte dies in vivo 

bestätigt werden. So zeigte sich beispielsweise beim Pankreaskarzinom, 

metastasiertem Nierenzellkarzinom und Ovarialkarzinom ein Rückgang der 

Tumorgröße in Tierversuchen durch die Gabe von ART (112-114). 

Eisen ist unabdingbar für das Überleben und die Proliferation gesunder Zellen. 

Tumorzellen haben einen noch weitaus größeren Bedarf an Eisen und einen 

ausgeprägten Eisenstoffwechsel (115, 116). Eisen wird nicht nur für das 

Tumorwachstum, sondern auch für die Metastasierung benötigt. Ähnlich wie bei der 

Behandlung der Malaria scheint oxidativer Stress, der durch die eisenabhängige 

Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) infolge der Spaltung der 
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Endoperoxidbrücke entsteht, eine entscheidende Rolle für die Wirkung von ART gegen 

Tumoren zu haben, indem beispielsweise DNA-Schäden entstehen (14, 117). Dafür 

spricht, dass eine Gabe von Prooxidantien die Wirkung von ARSS verstärkt, eine 

Zugabe von Antioxidantien diese hingegen abschwächt. Das konnte u.a. für 

Leukämiezellen bei der Anwendung von DHA nachgewiesen werden (118). Die 

Viabilität der Tumorzellen nimmt dabei durch ART ab und auch die Proliferation ist 

eingeschränkt (119, 120). Die durch den oxidativen Stress verursachten Schäden 

führen zudem zu einem Zellzyklusarrest. In welcher Zellzyklusphase der Arrest auftritt, 

ist abhängig von der Tumorentität und der angewandten Konzentration von ART. Im 

Nierenzellenkarzinom induzierten 20 µM ART über 48 h appliziert einen 

G0/G1-Phase-Arrest (16), mit 50 µM ART hingegen einen G2/M-Phase-Arrest (113). 

Durch die größeren Mengen an Eisen in Tumorzellen ist der Einfluss von ART dort 

wesentlich größer als in gesunden Zellen (115, 116). 

ARSS beeinflussen zudem verschiedene Formen des regulierten Zelltodes (14). 

Besonders genannt sei hier die Ferroptose, welche einen entscheidenden 

Wirkmechanismus darstellt (121-123). Hierbei kommt es zu einer eisenabhängigen 

Akkumulation von ROS, die zur Zellschädigung und im Folgenden zum Zelltod führt 

(124, 125). 

ARSS wirken durch viele weitere Mechanismen antitumoral. 

Eine durch ARSS hervorgerufene Hemmung der Angiogenese schränkt die 

Versorgung des Tumors ein. ART hemmt die Angiogenese sowohl in vitro als auch in 

vivo beim Kaposi-Sarkom und Ovarialkarzinom (126, 127). 

Schließlich greifen ARSS in zahlreiche Wege der Signaltransduktion ein, die die 

Differenzierung, das Wachstum, die Invasion und die Metastasierung der Tumorzellen 

vermitteln (14). 

Es wurden bereits zahlreiche Studien durchgeführt, die die Anwendung von ARSS mit 

etablierten Therapien kombinieren. So konnte eine erhöhte Chemosensitivität und 

Radiosensitivität durch die Kombination mit ARSS festgestellt werden (15). Darüber 

hinaus stellte sich die Behandlung von Therapie-resistenten Zellen, etwa 

Cisplatin-resistenten Blasenkarzinomzellen und Sunitinib-resistenten 

Nierenzellkarzinomzellen, mit ART als erfolgreich heraus (16, 17). 

 

Die antitumoralen Effekte von ARSS bzw. ART konnten somit in verschiedenen 

Tumorentitäten nachgewiesen werden. Für das PCa ist die Datenlage jedoch spärlich 

und für das DX-resistente PCa nicht existent. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit 
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wurden daher erstmalig Daten zur antiproliferativen Wirkung von ART insbesondere 

auch im DX-resistenten PCa generiert. 
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3. Material 

3.1 Reagenzien für die Zusammensetzung des Nährmediums der 

PCa-Zellkulturen 
 
Tabelle 2: Reagenzien für die Zusammensetzung des Nährmediums der PCa-Zellkulturen 

Name Hersteller Standort 

Antibiotic-Antimycotic (100X) 

(10.000 E/ml Penicillin, 

10.000 μg/ml Streptomycin, 

25 μg/ml Amphotericin B) 

Fisher Scientific 

GmbH 

Schwerte, Deutschland 

Dimethylsulfoxid (DMSO) 

(C2H6OS) CAS 67-68-5 

Sigma-Aldrich 

Chemie GmbH 

München, Deutschland 

Docetaxel (C43H53NO14) 

CAS 114977-28-5 

Sigma-Aldrich 

Chemie GmbH 

München, Deutschland 

Dulbecco´s Phosphatgepufferte 

Salzlösung (DPBS) ohne Calcium, 

ohne Magnesium 

Fisher Scientific 

GmbH 

Schwerte, Deutschland 

Fetales Kälberserum (FCS) Fisher Scientific 

GmbH 

Schwerte, Deutschland 

HEPES (1M) Pufferlösung 

(C8H18N2O4S) CAS 7365-45-9 

Fisher Scientific 

GmbH 

Schwerte, Deutschland 

RPMI 1640 mit L-Glutamin und 

Natriumbikarbonat 

Sigma-Aldrich 

Chemie GmbH 

München, Deutschland 

Trypsin EDTA 0,25 %  

CAS 9002-07-7/60-00-4 

Sigma-Aldrich 

Chemie GmbH 

München, Deutschland 
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3.2 Verbrauchsmaterialien 
 
Tabelle 3: Verbrauchsmaterialien 

Name Firma Standort 

BD Falcon 5 ml 

Rundbodenröhrchen, Polystyrol 

BD Biosciences Franklin Lakes,  

New Jersey, USA 

Disposable Glass Pasteur 

Pipettes 230 mm 

VWR International 

GmbH 

Darmstadt, Deutschland 

Eppendorf Tubes® 5.0 ml mit 

Schraubdeckel 

Eppendorf AG Hamburg, Deutschland 

Filter Top Zellkulturflaschen 

Cellstar® 25 cm2  

Greiner bio-one 

GmbH 

Frickenhausen, 

Deutschland 

Filter Top Zellkulturflaschen 

Cellstar® 75 cm2  

Greiner bio-one 

GmbH 

Frickenhausen, 

Deutschland 

LUNA™ Cell Counting Slides  logos Biosystems Villeneuve d’Ascq, 

Frankreich 

Mikroreaktionsgefäß 0,5 ml Eppendorf AG Hamburg, Deutschland 

Mikroreaktionsgefäß 1,5 ml Eppendorf AG Hamburg, Deutschland 

Mikroreaktionsgefäß 2 ml Eppendorf AG Hamburg, Deutschland 

Nunc™ Kryoröhrchen Fisher Scientific 

GmbH 

Schwerte, Deutschland 

Pipettenspitzen 10 µl  Biozym Scientific 

GmbH 

Hessisch Oldendorf, 

Deutschland 

Pipettenspitzen 20 µl STARLAB GmbH Hamburg, Deutschland 

Pipettenspitzen 100 µl Biozym Scientific 

GmbH 

Hessisch Oldendorf, 

Deutschland 

Pipettenspitzen 200 µl Biozym Scientific 

GmbH 

Hessisch Oldendorf, 

Deutschland 

Pipettenspitzen 1.250 µl Biozym Scientific 

GmbH 

Hessisch Oldendorf, 

Deutschland 

Pipettenspitzen 2 ml Greiner bio-one 

GmbH 

Frickenhausen, 

Deutschland 

Pipettenspitzen 5 ml Greiner bio-one 

GmbH 

Frickenhausen, 

Deutschland 
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Tabelle 4: Fortsetzung Verbrauchsmaterialien 

Name Firma Standort 

Pipettenspitzen 10 ml Greiner bio-one 

GmbH 

Frickenhausen, 

Deutschland 

Pipettenspitzen 25 ml Greiner bio-one 

GmbH 

Frickenhausen, 

Deutschland 

Pipettenspitzen 50 ml Greiner bio-one 

GmbH 

Frickenhausen, 

Deutschland 

Präzisions-Dispenser-Tips 0,5 ml Brand GmbH + Co. 

KG 

Wertheim, Deutschland 

Präzisions-Dispenser-Tips 1 ml Brand GmbH + Co. 

KG 

Wertheim, Deutschland 

Präzisions-Dispenser-Tips 2,5 ml Brand GmbH + Co. 

KG 

Wertheim, Deutschland 

TC-Platte 96 Well, Standard, F Sarstedt AG & Co. 

KG 

Nümbrecht, Deutschland 

Zentrifugenröhrchen 15 ml Greiner bio-one 

GmbH 

Frickenhausen, 

Deutschland 

Zentrifugenröhrchen 50 ml Greiner bio-one 

GmbH 

Frickenhausen, 

Deutschland 

 

3.3 Chemikalien 
 
Tabelle 5: Chemikalien 

Name Firma Standort 

Ampuwa Fresenius Kabi AG Bad Homburg v.d.H. , 

Deutschland 

BD FACS Clean Solution BD Biosciences Franklin Lakes,  

New Jersey, USA 

BD FACS Rinse Solution BD Biosciences Franklin Lakes,  

New Jersey, USA 

BD FACS Flow Sheath Fluid  BD Biosciences Franklin Lakes,  

New Jersey, USA 

Cell Proliferations Kit I (MTT)  
 

Sigma-Aldrich 

Chemie GmbH 

München, Deutschland 
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Tabelle 6: Fortsetzung Chemikalien 

Name Firma Standort 

FITC Annexin V Apoptosis 

Detection Kit I 

BD Biosciences Franklin Lakes,  

New Jersey, USA 

Kit Cell Proliferation ELISA, BrdU 

(colorimetric) 

Sigma-Aldrich 

Chemie GmbH 

München, Deutschland 

Propidium Iodid (PI) (C27H34I2N4) 

CAS 25535-16-4 

Fisher Scientific 

GmbH 

Schwerte, Deutschland 

Schwefelsäure (1N) 0,5M (H2SO4) 

CAS 7664-93-9 

Carl Roth GmbH + 

Co. KG 

Karlsruhe, Deutschland 

Trypanblau „Trypan Blue Stain 

0,4 %“ (C34H28N6O14S4.4Na) 

CAS 72-57-1 

Fisher Scientific 

GmbH 

Schwerte, Deutschland 

 

3.4 Geräte 
 
Tabelle 7: Geräte 

Name Firma Standort 

BD FACSCalibur Flow Cytometer Becton Dickinson 

GmbH 

Heidelberg, 

Deutschland 

Brutschrank B 30 Memmert GmbH + 

Co. KG 

Schwabach, 

Deutschland 

CO2 Inkubator HERAcell® VIOS 160i Heraeus 

Instruments 

Hanau, Deutschland 

Eismaschine Ziegra 

Eismaschinen 

GmbH 

Isernhagen, 

Deutschland 

LUNA™ Automated Cell Counter logos Biosystems Villeneuve d’Ascq, 

Frankreich 

Manueller Mehrfachdispenser 

HandyStep® S  

Brand GmbH & Co. 

KG 

Wertheim, 

Deutschland 

Microplattenreader Tecan Spark 10M 

(ELISA-Reader) 

Tecan Austria 

GesmbH 

Grödig, Österreich 

Mikroskop AE2000 Binocular Motic Deutschland 

GmbH 

Wetzlar, 

Deutschland 
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Tabelle 8: Fortsetzung Geräte 

Name Firma Standort 

Mikroskop Zeiss AxioObserver Z1 Carl Zeiss Microscopy 

GmbH 

Jena, Deutschland 

Mikrozentrifuge Heraeus Fresco 

21 

Thermo Fisher Scientific Waltham, 

Massachusetts, USA 

Pipette Eppendorf Research plus 

0,5-10 µl 

Eppendorf AG Hamburg, 

Deutschland 

Pipette Eppendorf Research plus 

2-20 µl 

Eppendorf AG Hamburg, 

Deutschland 

Pipette Eppendorf Research plus 

10-100 µl 

Eppendorf AG Hamburg, 

Deutschland 

Pipette Eppendorf Research plus 

20-200 µl 

Eppendorf AG Hamburg, 

Deutschland 

Pipette Eppendorf Research plus 

100-1000 µl 

Eppendorf AG Hamburg, 

Deutschland 

Pipettierhilfe accu-jet® pro Brand GmbH & Co. KG Wertheim, 

Deutschland 

Rührschüttler/Mixing Block MB-

102 

Hangzhou Bioer Co. 

Ltd. 

Hangzhou, China 

Sicherheitswerkbank Herasafe™ 

KS 12 

Thermo Fisher Scientific Waltham, 

Massachusetts, USA 

VACUSAFE-Absaugsystem Integra Biosciences 

GmbH 

Biebertal, 

Deutschland 

Vortexer RS-VA 10  Phoenix Instrument Garbsen, 

Deutschland 

Wärmebad LAUDA Aqualine AL 

18 

Lauda Dr. R. Wobser 

GmbH & Co. KG 

Lauda-Königshofen, 

Deutschland 

Zentrifuge Heraeus Megafuge 

16R 

Heraeus Instruments Hanau, Deutschland 
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3.5 Software 
 
Tabelle 9: Software 

Name Firma Standort 

CellQuestPro v5 Becton Dickinson GmbH Heidelberg, Deutschland 

FlowJo 10.4.2 FlowJo LLC Ashland, Oregon, USA 

GraphPad Prism v7 GraphPad Software La Jolla, California, USA 

Microsoft Office 365 Microsoft Redmond, Washington, 

USA 

ModFit LT 5.0 Verity Software House Topsham, Maine, USA 

SparkControl magellan V 

2.2 

Tecan Austria GesmbH Grödig, Österreich 

ZEN 2.3 pro (blue edition) Carl Zeiss Microscopy 

GmbH 

Jena, Deutschland 
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3.6 Zelllinien 
Die DX-resistenten PCa-Zellen und ihre Therapie-sensitiven (parentale) 

Ursprungszellen wurden von der „Resistant Cancer Cell Line (RCCL) collection“ 

(http://research.kent.ac.uk/industrial-biotechnology-centre/the-resistant-cancer-cell-

line-rccl-collection/), Prof. Jindrich Cinatl (Interdisziplinäres Labor für Tumor- und 

Virusforschung, Universitätsklinikum Frankfurt), Prof. Martin Michaelis, PhD 

(University of Kent, UK) bzw. Herrn Dr. Martin Puhr und Prof. Zoran Culig (Abteilung 

für Experimentelle Urologie, Medizinische Universität Innsbruck, Österreich) zur 

Verfügung gestellt. 

 

3.6.1 PC3 

Die Zelllinie PC3 wurde 1978 aus einer Knochenmetastase eines 62-jährigen 

Kaukasiers gewonnen (128-131). PC3 bildet keinen funktionellen Androgenrezeptor 

aus, jedoch ist die mRNA hierfür vorhanden (132, 133). Des Weiteren wird kein PSA 

exprimiert und das Y-Chromosom ging in der Etablierung der immortalisierten Zelllinie 

verloren (134, 135). Von den untersuchten Zelllinien ist das Metastasierungspotenzial 

von PC3 als am höchsten einzustufen (136-138). 

 

3.6.2 DU145 

Eine Metastase des Zentralen Nervensystems eines 69-jährigen Kaukasiers bildete 

1975 das Ausgangsmaterial für die Zelllinie DU145, welche weder über ein 

funktionelles Androgenrezeptorprotein verfügt, noch PSA produziert (130-132, 139). 

 

3.6.3 LNCaP 

LNCaP-Zellen entstammen einer supraklavikulären Lymphknotenmetastase eines 50-

jährigen Kaukasiers aus dem Jahr 1977 (130, 131, 140). Die LNCaP-Zellen sind 

hormonsensitiv und verfügen über einen mutierten Androgenrezeptor, der auch die 

Bindung anderer Steroide zulässt (141, 142). Es erfolgt die Freisetzung von PSA (131). 

Die LNCaP-Zellen haben eine vergleichsweise lange Verdopplungszeit von etwa 60 

Stunden, wachsen nur schwach an und lösen sich leicht ab (140).  

 

3.6.4 Docetaxel-resistente Zelllinien PC3 DR, DU145 DR, LNCaP DR 

Die Resistenzbildung erfolgte durch chronische Gabe aufsteigender Konzentrationen 

von Docetaxel (DX) (http://research.kent.ac.uk/industrial-biotechnology-centre/the-

resistant-cancer-cell-line-rccl-collection/). Bei den Versuchen befand sich in den 

Medien der DX-resistenten Zellen immer zusätzlich 12,5 nM DX, um den 

http://research.kent.ac.uk/industrial-biotechnology-centre/the-resistant-cancer-cell-line-rccl-collection/
http://research.kent.ac.uk/industrial-biotechnology-centre/the-resistant-cancer-cell-line-rccl-collection/
http://research.kent.ac.uk/industrial-biotechnology-centre/the-resistant-cancer-cell-line-rccl-collection/
http://research.kent.ac.uk/industrial-biotechnology-centre/the-resistant-cancer-cell-line-rccl-collection/


Material  25 
 

 

Resistenzdruck aufrechtzuerhalten. Der Nachweis, dass der Resistenzdruck 

erfolgreich aufrechterhalten werden kann, erfolgte in Vorversuchen mittels Vergleiches 

der Dosis-Wirkungskurven von parentalen und DX-resistenten Zellen und Bestimmung 

des IC50 (= Konzentration mit halbmaximaler Wirkung im ausgewählten 

Dosierungsbereich). Dabei wurden Erhöhungen des IC50 um mindestens das 

Zweifache des parentalen IC50 als Resistenzinduktion gewertet. 
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4. Methoden 

4.1 Zellkultur 
Alle Zellkulturarbeiten wurden steril in der Sicherheitswerkbank durchgeführt. 

Jegliche Materialien, die darin zur Verwendung kamen, mit Ausnahme der 

bewachsenen Zellkulturflaschen, wurden zuvor desinfiziert.  

 

4.1.1 Herstellung der Kulturmedien 

Allen Zelllinien diente das am Roswell Park Memorial Institute entwickelte RPMI 1640 

als Kulturmedium, welches durch Natriumhydrogenkarbonat gepuffert ist und neben 

zahlreichen Aminosäuren und Vitaminen unter anderem auch Glukose (2g/l) enthält. 

Weiterhin ist Phenolrot zugesetzt; es dient als optischer pH-Wert-Indikator. 

Es wurden anteilig vom Gesamtvolumen 10 % fetales Kälberserum (FCS), 

2 % HEPES (N-2-Hydroxyethylpiperazin-N-2-Ethansulfonsäure) sowie 

1 % Antibiotic-Antimycotic (1:100 von 10.0000 Units/ml Penicillin, 10.000 µg/ml 

Streptomycin, 25 µg/ml Amphotericin B, Fisher Scientific GmbH, Schwerte) zugesetzt. 

Den Kulturmedien der DX-resistenten Zelllinien wurde zudem, zur Erhaltung der 

Resistenz, DX in einer Endkonzentration von 12,5 nM zugefügt. 

 

4.1.2 Kultivierung der Zellkulturen 

Für optimale Wachstumsbedingungen wurden die parentalen und DX-resistenten 

Zellen bei 37 °C, 5 % CO2 und 95 % Luftfeuchtigkeit im Inkubator gelagert. Der 

Umschlag des Kulturmediums ins Saure (gelb) zeigte dabei den Nährstoffverbrauch 

an. Die Konfluenz der Zellen wurde regelmäßig und immer vor den Versuchsreihen 

am inversen Lichtmikroskop überprüft. In Abhängigkeit der Konfluenz erfolgte alle 3 

Tage ein Wechsel des Nährmediums oder ein Passagieren der Zellkulturen. 

Für den Medienwechsel wurde das verbrauchte Nährmedium mit einer sterilen 

Pasteurpipette abgesaugt und anschließend neues Kulturmedium hinzugefügt. 

 

4.1.3 Passagieren der Zellkulturen 

Bei Erreichen der Konfluenz wurden die Zellen passagiert. Hierzu wurde das 

Nährmedium mittels Pasteurpipette entfernt und die Zellen mit 5 ml Dulbecco´s 

Phosphatgepufferter Salzlösung (DPBS ohne Ca2+ und Mg2+) gewaschen. 

Anschließend wurde 1 ml Trypsin/EDTA hinzugefügt. Nach ~3-5 Minuten Inkubation 

wurde das Ablösen der Zellen überprüft. Es wurde mindestens 1 ml neues Medium 

hinzugefügt, um durch das enthaltende FCS den enzymatischen Ablösevorgang durch 

Trypsin abzustoppen. Je nach Zellteilungsrate und Bedarf an der jeweiligen Zelllinie 
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betrug das Teilungsverhältnis 1:2 bis 1:10. Gemäß dem Teilungsverhältnis wurde die 

Zellsuspension in eine neue Zellkulturflasche überführt, diese mit frischem Medium 

aufgefüllt und der Inhalt durch Schwenken gleichmäßig auf dem Kulturboden verteilt, 

bevor die Zellen weiter inkubiert wurden. 

 

4.1.4 Kryokonservierung der Zellkulturen 

Um die Zellen lange Zeit aufbewahren zu können, wurden diese in -196 °C kaltem 

flüssigem Stickstoff konserviert. Hierzu wurden die Zellen, wie oben unter 4.1.3 

beschrieben, abgelöst. Durch Zugabe von 9 ml Medium und anschließendem 

Resuspendieren wurde das Trypsin inaktiviert und die noch anhaftenden Zellen 

abgelöst. Die Zellsuspension wurde in ein 50 ml Zentrifugenröhrchen überführt und für 

5 Minuten bei 1.200 U/min (Heraeus Megafuge 16R; Heraeus Instruments; Hanau, 

Deutschland) bei 4 °C zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen und die Zellen in 

Einfriermedium resuspendiert. Das Einfriermedium bestand aus dem Kulturmedium 

der jeweiligen Zelllinie (sh. 4.1.1), das mit 10 % DMSO (Dimethylsulfoxid) versetzt 

wurde, um eine Zellschädigung durch Eiskristallbildung zu vermeiden. 

Eine nahezu konfluente 75 cm2 Zellkulturflasche wurde jeweils auf 3 Kryoröhrchen in 

je 1 ml Einfriermedium aliquotiert. Die fertigen Aliquots wurden sofort in eine auf 

Raumtemperatur bereitstehende Einfrierhilfe gestellt und damit 

im -80 °C-Gefrierschrank in 1 °C/min-Schritten langsam heruntergekühlt und konnten 

am folgenden Tag in den flüssigen Stickstoff überführt werden. 

 

4.1.5 Auftauen kryokonservierter Zellkulturen 

Das Kryoröhrchen wurde bei 37 °C für etwa 5 Minuten im Wasserbad aufgetaut und 

anschließend zusammen mit 9 ml Kulturmedium in die 75 cm2 Zellkulturflasche 

überführt. Am nächsten Tag erfolgte ein Mediumwechsel, um eine toxische 

Schädigung der Zellen durch das DMSO zu vermeiden. 

 

4.1.6 Bestimmung der Lebendzellzahl 

Die Lebendzellzahl wurde mithilfe des LUNA™ Automated Cell Counter von logos 

Biosystems bestimmt. Hierfür wurden je 10 µl Zellsuspension mit 10 µl Trypanblau 

vermischt und von dieser 1:1-Mischung 10 µl in die Kammer eines LUNA™ Cell 

Counting Slides pipettiert. Nach dem Scharfstellen des Fokus am Gerät wurde die 

Gesamtzellzahl, Lebendzellzahl, Totzellzahl und Viabilität automatisch bestimmt. 
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4.1.7 Analyse der Viabilität / des Zellwachstums – MTT-Test 

Das gelbe, wasserlösliche Tetrazoliumsalz MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-

Diphenyltetrazoliumbromid) gelangt durch die Zellmembran und wird in Abhängigkeit 

von Enzymen des endoplasmatischen Retikulums und im Zytoplasma bzw. 

Reduktionsäquivalenten der Zellatmung vitaler Zellen zu einem blauen, 

wasserunlöslichen Formazan reduziert. Dieser Vorgang findet nur in vitalen, nicht in 

toten Zellen statt. Durch einen Solubilisierungspuffer wird der Farbstoff aus den vitalen 

Zellen gelöst und kann anschließend photometrisch gemessen werden. Da die so 

gemessene enzymale Aktivität im Zusammenhang mit der Zellviabilität bzw. dem 

Wachstum steht, gibt die Intensität Aufschluss über die Anzahl stoffwechselaktiver 

Zellen (143-145) und indirekt über das Tumorzellwachstum. In Kombination mit den 

unter 4.1.8 beschriebenen Proliferationsstudien können Rückschlüsse auf das 

Wachstumsverhalten der Tumorzellen insgesamt gezogen werden. 

 

Standardkurve 

Um den im MTT-Test (Cell Proliferation Kit I (MTT); Sigma-Aldrich Chemie GmbH; 

München, Deutschland) gewonnenen Farbumschlag in entsprechende Zellzahlen 

umrechnen zu können, wurde für jede Zelllinie eine Standardkurve erstellt.  

Hierzu wurde die Lebendzellzahl, wie unter 4.1.6 beschrieben, auf 1.600.000 Zellen/ml 

eingestellt und je Zelllinie eine Verdünnungsreihe mit 1.600.000, 800.000, 400.000, 

200.000, 100.000, 50.000 und 25.000 Zellen/ml erstellt. Je 100 µl dieser 

Verdünnungen wurden in einem dreifachen Ansatz zusammen mit einer 

Hintergrundkontrolle (Nährmedium ohne Zellen = Blank) in eine 96-Well-Platte 

pipettiert (Tabelle 10).  
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Tabelle 10: Plattenbelegung Standardkurve MTT 

  1 2 3 4 5 6 7 8 9 

A                   

B 

Parental Blank 2.500 
Zellen 

5.000 
Zellen 

10.000 
Zellen 

20.000 
Zellen 

40.000 
Zellen 

80.000 
Zellen 

160.000 
Zellen 

C 

Blank 2.500 
Zellen 

5.000 
Zellen 

10.000 
Zellen 

20.000 
Zellen 

40.000 
Zellen 

80.000 
Zellen 

160.000 
Zellen 

D 

Blank 2.500 
Zellen 

5.000 
Zellen 

10.000 
Zellen 

20.000 
Zellen 

40.000 
Zellen 

80.000 
Zellen 

160.000 
Zellen 

E 

Docetaxel-
resistent 

Blank 2.500 
Zellen 

5.000 
Zellen 

10.000 
Zellen 

20.000 
Zellen 

40.000 
Zellen 

80.000 
Zellen 

160.000 
Zellen 

F 

Blank 2.500 
Zellen 

5.000 
Zellen 

10.000 
Zellen 

20.000 
Zellen 

40.000 
Zellen 

80.000 
Zellen 

160.000 
Zellen 

G 

Blank 2.500 
Zellen 

5.000 
Zellen 

10.000 
Zellen 

20.000 
Zellen 

40.000 
Zellen 

80.000 
Zellen 

160.000 
Zellen 

H                   

 

Danach erfolgte die Zugabe von 10 µl MTT-Reagenz (Cell Proliferation Kit I (MTT); 

Sigma-Aldrich Chemie GmbH; München, Deutschland) pro Well und eine Inkubation 

für 4 Stunden. Anschließend wurden 100 µl Solubilisierungspuffer in jedes Well hinzu 

pipettiert und die Platten über Nacht inkubiert. Am nächsten Tag erfolgte die Messung 

am Mikroplattenreader Spark 10M (Tecan Austria GesmbH; Grödig, Österreich) bei 

570 nm mit der Referenz bei 650 nm. 

 

Zellversuch 

Für jede parentale und dazugehörige DX-resistente Zelllinie wurden für die kinetische 

Darstellung Dosis-Wirkungskurven erstellt. Dazu wurde je eine 96-Well-Platte für die 

Zeitpunkte 24 h, 48 h und 72 h ausgesät. 

Zuerst wurden die Zellen im Mikroskop überprüft und, wie unter 4.1.3 beschrieben, 

gelöst und je nach Konfluenz mit maximal 9 ml Medium in ein 50 ml 

Zentrifugenröhrchen überführt. Daraufhin erfolgte die Messung der Lebendzellzahl 

nach 4.1.6. Die Zellkonzentration wurde für die parentalen und DX-resistenten PC3- 

und DU145-Zellen auf 100.000 Zellen/ml und für die LNCaP-Subzelllinien auf 

200.000 Zellen/ml eingestellt. 

Von diesen Zellsuspensionen wurden je 50 µl in die Wells überführt. Somit befanden 

sich von den Zelllinien PC3 und DU145 jeweils 5.000 Zellen und von den LNCaP-

Zelllinien jeweils 10.000 Zellen in einem Well. War die vorhandene Zellkonzentration 

nicht ausreichend, wurde die Zellsuspension im Zentrifugenröhrchen für 5 Minuten bei 

1.200 Umdrehungen/min und Raumtemperatur zentrifugiert, der Überstand 
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abgenommen, das Pellet in 1 ml Medium gelöst und die Zellzahl bzw. -konzentration 

erneut bestimmt und eingestellt. 

Für die Dosis-Wirkungskurven mit Artesunat wurden die Zellen mit den 

Endkonzentrationen 1 µM, 5 µM, 10 µM, 12,5 µM, 20 µM, 25 µM, 50 µM und 100 µM 

behandelt (Tabelle 11). 

Die 96-Well-Platte wurde mit je 100 µl des jeweiligen Kulturmediums für den Blank 

oder 50 µl Zellsuspension und 50 µl der jeweiligen Behandlung (doppelt konzentriert) 

nach dem Pipettierschema versehen. 

 

Tabelle 11: Plattenbelegung Zellversuch MTT 

  1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

A                     

B Parental Blank 0 1 µM 5 µM 10 µM 12,5 µM 25 µM 50 µM 100 µM 

C Blank 0 1 µM 5 µM 10 µM 12,5 µM 25 µM 50 µM 100 µM 

D Blank 0 1 µM 5 µM 10 µM 12,5 µM 25 µM 50 µM 100 µM 

E Docetaxel-
resistent 

Blank 0 1 µM 5 µM 10 µM 12,5 µM 25 µM 50 µM 100 µM 

F Blank 0 1 µM 5 µM 10 µM 12,5 µM 25 µM 50 µM 100 µM 

G Blank 0 1 µM 5 µM 10 µM 12,5 µM 25 µM 50 µM 100 µM 

H                     

 

Nach 24 h, 48 h und 72 h Inkubation wurden auch hier je 10 µl MTT-Reagenz in die 

Wells der jeweiligen Platten pipettiert und weiter verfahren, wie oben beschrieben (sh. 

Standardkurve 4.1.7). 

 

4.1.8 Analyse der Proliferation – BrdU-Test 

5-bromo-2`-desoxyuridin (BrdU) ist ein synthetisches Thymidinanalogon. In 

proliferierenden Zellen wird es während der S-Phase anstelle von Thymidin in die DNA 

eingebaut und kann anschließend über eine Antikörper-vermittelte, enzymatische 

Reaktion nachgewiesen werden. Dazu bindet ein Anti-BrdU Antikörper, gekoppelt an 

ein Meerrettich Peroxidase-Konjugat (HRP), an das BrdU. Die Zugabe des 

chromogenen Substrates Tetramethylbenzidin (TMB) führt in Kombination mit dem 

HRP zu einem Farbumschlag. Die zuvor klare Lösung, wird durch das HRP 

katalysierte TMB, proportional zum eingebauten BrdU, bläulich bzw. nach Zugabe der 

Stopp-Lösung gelblich. Das entstandene Produkt kann anschließend photometrisch 

detektiert werden. Über die Extinktionswerte kann der Vergleich des Ausmaßes der 

Proliferation der Proben erfolgen (146, 147).  
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Für jede Sub-Zelllinie wurde auch hier je eine 96-Loch-Platte für 24, 48 und 72 h 

ausgesät. Das Vorgehen bis zur Behandlungsreihe entsprach dem MTT-Test (sh. 

4.1.7). Zusätzlich wurden zwei Kontroll-Spalten bestehend aus 50 µl Zellsuspension 

plus 50 µl Medium angelegt, wobei nur einer dieser Kontrollen im folgenden Schritt je 

10 µl BrdU-Labelling-Reagent (Kit Cell Proliferation ELISA, BrdU (colorimetric); Sigma-

Aldrich Chemie GmbH; München, Deutschland) pro Well hinzugefügt wurde. Das 

weitere Prozedere war für alle Proben und Kontrollen gleich. 

Artesunat wurde in den Endkonzentrationen 12,5 µM, 25 µM, 37,5 µM und 50 µM zu 

je 50 µl Zellsuspension in die einzelnen Wells pipettiert. Vor Zugabe lag die 

Behandlungsreihe entsprechend doppelt konzentriert vor (Tabelle 12). 

 

Tabelle 12: Plattenbelegung BrdU 

  1 2 3 4 5 6 7 

A               

B Parental ohne BrdU mit BrdU 12,5 µM 25 µM 37,5 µM 50 µM 

C ohne BrdU mit BrdU 12,5 µM 25 µM 37,5 µM 50 µM 

D ohne BrdU mit BrdU 12,5 µM 25 µM 37,5 µM 50 µM 

E Docetaxel-
resistent 

ohne BrdU mit BrdU 12,5 µM 25 µM 37,5 µM 50 µM 

F ohne BrdU mit BrdU 12,5 µM 25 µM 37,5 µM 50 µM 

G ohne BrdU mit BrdU 12,5 µM 25 µM 37,5 µM 50 µM 

H               

 

Die 24 h-Platte wurde bereits nach Fertigstellung mit je 10 µL BrdU-Labelling-Reagent 

(Kit Cell Proliferation ELISA, BrdU (colorimetric); Sigma-Aldrich Chemie GmbH; 

München, Deutschland) pro Well bestückt und für 24 h inkubiert. Derselbe Schritt 

erfolgte für die 48 h-Platte nach 24 h und für die 72 h-Platte nach 48 h. 

Das Medium wurde nach abgeschlossener Inkubation durch leichtes Abklopfen auf 

Papierhandtüchern entfernt und mit 50 µl Fix-Denat-Lösung pro Well fixiert bzw. 

denaturiert. Nach 30 Minuten bei Raumtemperatur konnte die Fixierungslösung durch 

erneutes Abklopfen entfernt werden. Danach waren die Platten für 1 Woche haltbar. 

Zur Färbung der Zellen wurde eine Anti-BrdU-POD Antikörper Working Solution durch 

1:100 Verdünnung des Antikörpers mit der Dilution Solution erstellt. 50 µl der fertigen 

Working Solution wurden pro Well zugegeben und für 1 Stunde bei Raumtemperatur 

inkubiert. Es wurde eine Washing Solution durch Verdünnung des Washing Buffers mit 

DPBS (1:10) zubereitet. Nach dreimaligem Waschen mit je 100 µl Washing Solution 

pro Well wurden je 50 µl Substratlösung pro Well zugegeben und für 15 Minuten bei 

Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 25 µl 
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H2SO4 [0,5 M] pro Well abgestoppt. Die zu messende Platte wurde daraufhin für 

1 Minute im Mikroplattenreader Tecan Spark 10M (Tecan Austria GesmbH; Grödig, 

Österreich) bei 300 Umdrehungen/Minute geschüttelt und anschließend die 

Adsorption bei 450 nm und einer Referenzwellenlänge von 650 nm gemessen. 

 

4.1.9  Analyse des Zellzyklus 

Die Analyse des Zellzyklus erfolgte mithilfe einer Färbung mit Propidiumiodid (PI). 

Dieser fluoreszierende Farbstoff interkaliert in die DNA und macht deren Gehalt, 

aufgrund der im Durchflusszytometer messbaren Intensitätsunterschiede, 

quantifizierbar. Zellen, die sich in der G2/M-Phase befinden, weisen einen diploiden 

Chromosomensatz auf und verursachen damit ein doppelt so starkes Signal wie 

Zellen, die sich in der G0/G1-Phase befinden, da diese nur über einen haploiden 

Chromosomensatz verfügen. Das Signal von Zellen in der S-Phase befindet sich 

entsprechend zwischen diesen beiden, da der Chromosomensatz noch nicht 

vollständig verdoppelt wurde (148, 149). 

 

Die Aussaat der Zellen erfolgte in 25 cm2-Zellkulturflaschen. Es wurde jeweils die 

unbehandelte Zelllinie gegen mit 37,5 µM Artesunat behandelte Zellen nach 48 h 

verglichen. Bei der Aussaat wurde darauf geachtet eine Konfluenz von etwa 80 % zum 

Zeitpunkt der Messung nicht zu überschreiten, um dadurch mögliche hemmende 

Effekte auf den Zellzyklus und damit auf die Messung zu vermeiden.  

Das Kulturmedium wurde jeweils aus der Zellkulturflasche entfernt und der Zellrasen 

mit 5 ml DPBS abgewaschen. Nach Zugabe von 1 ml Trypsin/EDTA und etwa 

fünfminütiger Inkubation wurde das Ablösen der Zellen überprüft, 1,5 ml Medium 

zugefügt, der gesamte Inhalt in ein 50 ml Zentrifugenröhrchen überführt und für 

5 Minuten bei 500 g und 4 °C zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen, das 

Zellpellet in 300 µl DPBS gelöst und in ein 1,5 ml-Mikroreaktiongefäß überführt. 

Unter Schütteln wurden 700 µl eiskaltes 100 % Ethanol hinzugefügt und die Zellen 

damit für 30-60 min bei 4 °C fixiert. In diesem Stadium sind die Proben mehrere 

Wochen lagerbar. Danach erfolgte eine Zentrifugation bei 1.000 g und 4 °C sowie zwei 

Waschschritte mit DPBS. 

Um sicherzustellen, dass nur DNA angefärbt wurde, erfolgte der Verdau von RNA 

mittels 50 µl Ribonuclease A (100 µg/ml), die direkt auf das Zellpellet gegeben wurden.  

Nach 30-60 Minuten bei 37 °C im Dunkeln wurden 200 µl PI-Lösung (50 µg/ml) 

hinzupipettiert, sorgfältig gemischt und für 15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. 
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Anschließend wurden 300 µl DPBS hinzugefügt und der gesamte Inhalt in ein 

5 ml-Rundbodenröhrchen überführt. Um eine optimale Einstellung des FACS Calibur 

Messgerätes (Becton Dickinson GmbH; Heidelberg, Deutschland) gewährleisten zu 

können, wurde jeweils ein zusätzliches Rundbodenröhrchen der parentalen 

unbehandelten Zellkultur (Negativkontrolle) mitgeführt. 

Bis zur Messung erfolgte die Lagerung der Röhrchen abgedunkelt auf Eis, um ein 

Ausbleichen der Fluorochrome zu vermeiden. Die Messung erfolgte innerhalb von 1-3 

Stunden, in denen die Färbung stabil war. Der FACS Calibur (Becton Dickinson GmbH; 

Heidelberg, Deutschland) wurde dabei für jede Zelllinie neu eingestellt. Bei der 

Messung wurden je Probe 10.000 Zellen bei einer Geschwindigkeit von unter 

300 Ereignissen/s erfasst. 

 

4.1.10 Analyse der Apoptose – FITC-Annexin V 

Während der Apoptose durchlaufen die Zellen bestimmte morphologische 

Veränderungen. Eine der ersten Veränderungen besteht darin, dass das negativ 

geladene Phosphatidylserin von der Innenseite der Plasmamembran auf die 

Außenseite transloziert. Annexin V ist ein Protein, welches Kalzium-abhängig an 

Phospholipide bindet und eine hohe Affinität für Phosphatidylserin aufweist. In dem 

verwendeten Assay (FITC Annexin V Apoptosis Detection Kit I; BD Biosciences; 

Franklin Lakes, New Jersey, USA) war Annexin V mit dem Fluorochrom 

Fluoresceinisothiocyanat (FITC) konjugiert und konnte somit mittels 

Durchflusszytometrie nachgewiesen werden. Eine Färbung mit PI, zusätzlich zum 

Nachweis von Annexin V, ist charakteristisch für die späte Apoptose, in der die 

Membranintegrität nicht mehr gegeben ist, PI somit in die Zellen eindringen und die 

DNA anfärben kann (150, 151). 

 

Die Aussaat erfolgte analog zu dem Zellzyklus (sh. 4.1.9) in 25 cm2-Zellkulturflaschen. 

Auch hier wurde über 48 h mit 37,5 µM ART behandelt. 

 

Danach wurde zunächst der Überstand (das verbrauchte Medium) gesammelt, um 

auch die bereits abgeschwommenen toten Zellen zu erfassen. Die Zellen wurden mit 

5 ml DPBS gewaschen, dieses ebenfalls aufgefangen und mit 1 ml Trypsin/EDTA 

abgelöst. Nach Inkubation für etwa 5 Minuten und Überprüfung der Ablösung des 

Zellrasens, wurden die Zellen mit 1,5 ml Medium zu den restlichen Zellüberständen 

gegeben und für 5 Minuten mit 1.200 Umdrehungen/min bei 4 °C zentrifugiert. Das 
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Zellpellet wurde zweimal mit DPBS gewaschen und in 1 ml Bindepuffer aufgenommen, 

der zuvor mit destilliertem Wasser 1:10 verdünnt wurde. Die Lebendzellzahl wurde, 

wie unter 4.1.6, bestimmt und mithilfe des Bindepuffers auf 2 x 106 Zellen eingestellt. 

100 µl dieser Zellsuspension (2 x 105 Zellen) wurden jeweils in ein 5 ml 

Rundbodenröhrchen überführt. Der Versuchsansatz enthielt dabei folgende Proben: 

 

Tabelle 13: Messansatz Apoptose 

 Annexin V-FITC Propidiumiodid (PI) 

Kontrolle ohne Zugaben / / 

Kontrolle frühe Apoptose 5 µl / 

Kontrolle tote Zellen / 5 µl 

Messprobe 5 µl 5 µl 

 

Die Zugabe von Annexin V-FITC und PI erfolgte im Dunkeln. Anschließend wurden die 

Rundbodenröhrchen vorsichtig mit dem Vortexer gemischt, für 15 Minuten im Dunkeln 

bei Raumtemperatur inkubiert und danach wieder auf Eis gestellt. 400 µl Bindepuffer 

pro Probe wurden hinzu pipettiert und am Durchflusszytometer innerhalb von einer 

Stunde gemessen. Die drei Kontrollen dienten zur Einstellung der Messparameter für 

die jeweiligen Zelllinien. Die Messung erfolgte wie auch beim Zellzyklus mit dem FACS 

Calibur (Becton Dickinson GmbH; Heidelberg, Deutschland). Gemessen wurden 

jeweils 10.000 Zellen pro Probe bei einer Geschwindigkeit von unter 

300 Ereignissen/s. 
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4.2 Statistische Auswertung 
Alle Experimente wurden mindestens dreimal durchgeführt. Für alle Versuche wurde 

das Signifikanzniveau α auf 95 % festgelegt. Somit galten Ergebnisse mit einem 

p-Wert ≤ 0,05 als signifikant (*), mit einem p-Wert ≤ 0,01 als hoch signifikant (**) und 

mit einem p-Wert ≤ 0,001 als höchst signifikant (***). Die statistische Auswertung 

erfolgte mit den Programmen GraphPad Prism 7 (GraphPad Software; La Jolla, 

California, USA). Die Voranalysen und prozentualen Umrechnungen wurden mittels 

Microsoft Excel aus Microsoft Office 365 (Microsoft; Redmond, Washington, USA) 

vorgenommen. 

 

Die Analyse der Viabilität bzw. des Zellwachstums wurde mithilfe der zweifaktoriellen 

Varianzanalyse (two-way ANOVA) statistisch ausgewertet. Dabei werden Varianzen 

miteinander verglichen, um den Einfluss von zwei Faktoren auf eine Zielgröße zu 

determinieren. Die beiden untersuchten Faktoren waren dabei die Konzentration und 

die Zeit der Behandlung. Das Wachstum der behandelten Zellen im Vergleich zum 

Wachstum der unbehandelten Zellen zum gleichen Zeitpunkt stellte die Zielgröße dar. 

Um die Fehlerrate durch multiples Testen niedrig zu halten, wurde nach Dunnett 

korrigiert. 

Die Bestimmung des IC50 zum Zeitpunkt 72 h erfolgte mittels der in GraphPad Prism 7 

eingebauten Nonlinear Regression „log(inhibitor) vs. normalized response -- Variable 

slope“. Der LC50 nach 72 h wurde in Microsoft Excel durch Berechnung einer 

logarithmischen Ausgleichsgerade ermittelt (sh. Tab. 15). 

 

Die statistische Auswertung der Analyse der Proliferation erfolgte mit der 

einfaktoriellen Varianzanalyse (one-way ANOVA). Der untersuchte Faktor war hier die 

Konzentration der Behandlung und die Proliferation der behandelten im Vergleich zu 

den unbehandelten Zellen die Zielgröße. Auch hier wurde die Korrektur nach Dunnett 

durchgeführt. 

 

Zur Erfassung der prozentualen Anteile der einzelnen Zellzyklusphasen wurde das 

Programm ModFit LT 5.0 (Verity Software House; Topsham, Maine, USA) verwendet. 

Die statistische Analyse des Zellzyklus wurde mit der zweifaktoriellen Varianzanalyse 

durchgeführt. Die beiden untersuchten Faktoren waren in diesem Fall die 

Zellzyklusphasen und die Behandlung. Die Zielvariable war die Veränderung der 

Zellzyklusphasen. Die Korrektur wurde nach Sidak vorgenommen. 
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Zur Auswertung der Apoptose wurden Annexin V-positive Zellen mittels FlowJo 10.4.2 

(FlowJo LLC; Ashland, Oregon, USA) erfasst und anschließend mit dem gepaarten 

t-Test statistisch analysiert. Zuvor wurden Ausreißer nach der ROUT-Methode mit 

Q = 1 % identifiziert und von der Analyse ausgeschlossen (152). 
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5. Ergebnisse 

5.1 Analyse des Zellwachstums / der Viabilität 
ART induzierte in allen parentalen und DX-resistenten PCa-Zellen eine zeit- und 

dosisabhängige Reduktion des Zellwachstums (Abb. 1-3). Erste statistisch signifikante 

Effekte zeigten sich in allen Zelllinien bereits nach 48 h. 

 

Nach 24 h waren in der Zelllinie PC3 kaum Abweichungen von der unbehandelten 

Kontrolle durch die ART-Behandlung bezüglich des Zellwachstums erkennbar 

(Abb. 1A+B). Doch bereits nach 48 h wurden signifikante konzentrationsabhängige 

Unterschiede sichtbar und nach 72 h waren diese noch stärker ausgeprägt. 

Bei den parentalen PC3-Zellen reduzierte eine Behandlung über 48 Stunden mit 

50 µM und 100 µM ART signifikant das Zellwachstum (Abb. 1A). Nach 72 h reichten 

für vergleichbar starke Effekte ≥ 5 µM ART-Behandlung aus. In der höchsten 

Konzentration mit 100 µM ART kam das Zellwachstum nicht nur zum Erliegen, sondern 

die Zahl der vitalen Zellen nahm sogar ab. 

Die DX-resistenten PC3-Zellen induzierten bei 48 h ab einer Konzentration von 

100 µM ART und nach 72 h ab 10 µM ART eine signifikante Wachstumsinhibition 

(Abb. 1B). Nach der Behandlung mit 100 µM ART über 72 h waren kaum noch lebende 

Zellen nachweisbar. 

Gemessen an der mittleren inhibitorischen Konzentration (IC50) sprachen die 

parentalen (IC50: 37,14 µM ART) PC3-Zellen insgesamt deutlich schlechter als die 

DX-resistenten PC3-Zellen (IC50: 16,81 µM ART) auf die Behandlung mit ART an 

(Abb. 1C). 
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Abbildung 1: Zellwachstum und die IC50-Werte der parentalen und DX-resistenten PC3-Zellen. 
Das Zellwachstum der (A) parentalen (PAR) und (B) DX-resistenten (DR) PC3-Zelllinien nach 24, 48 
und 72 h Behandlung mit aufsteigenden ART-Konzentrationen [1-100 µM]. Unbehandelte Zellen 
dienten als Kontrollen (auf 1 nach 24 h festgelegt). Die weiteren Werte als x-faches im Vergleich zur 
Kontrolle. (C) IC50-Wert für ART aus den logarithmischen 72 h-Kurven des Zellwachstums von 
PC3 PAR und PC3 DR. Das Zellwachstum der unbehandelten Kontrolle zum Zeitpunkt 72 h wurde auf 
100 % gesetzt. Fehlerbalken indizieren die Standardabweichung (SD). Signifikante Unterschiede zur 
unbehandelten Kontrolle: * p ≤ 0,05; ** p ≤ 0,01; *** p ≤ 0,001, n = 6. 

  



Ergebnisse  39 
 

 

Das Wachstum der DU145-Zellen wurde nach 48 h und 72 h ART-Behandlung 

ebenfalls signifikant inhibiert (Abb. 2). Die Effekte waren wieder zeit- und 

dosisabhängig und traten dabei noch deutlicher als bei den PC3-Zellen zu Tage. So 

konnte hier die höchste ART-Konzentration [100 µM] sowohl in den parentalen als 

auch in den DX-resistenten Zellen die Anzahl vitaler DU145-Zellen vollständig 

reduzieren. Bereits eine Konzentration von 5 µM ART nach 48 h und 1 µM ART nach 

72 h resultierte in den parentalen DU145-Zellen in einer signifikanten Reduktion des 

Zellwachstums (Abb. 2A). Die DX-resistenten DU145-Zellen zeigten bereits bei einer 

Konzentration von 25 µM ART nach 48 h und 5 µM ART nach 72 h ein stark 

signifikantes Ansprechen (Abb. 2B). 

Anders als bei den PC3-Zellen reagierten die parentalen DU145-Zellen (IC50: 3,08 µM 

ART) deutlich sensitiver auf die Behandlung mit ART als die DX-resistenten Zellen 

(IC50: 23,00 µM ART) (Abb. 2C). 
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Abbildung 2: Zellwachstum und die IC50-Werte der parentalen und DX-resistenten 
DU145-Zellen. 
Das Zellwachstum der (A) parentalen (PAR) und (B) Docetaxel-resistenten (DR) DU145-Zelllinien 
nach 24, 48 und 72 h Behandlung mit aufsteigenden ART-Konzentrationen [1-100 µM]. 
Unbehandelte Zellen dienten als Kontrollen (auf 1 nach 24 h festgelegt). Die weiteren Werte als 
x-faches im Vergleich zur Kontrolle. (C) IC50-Wert für ART aus den logarithmischen 72 h-Kurven 
des Zellwachstums von DU145 PAR und DU145 DR. Das Zellwachstum der unbehandelten 
Kontrolle zum Zeitpunkt 72 h wurde auf 100 % gesetzt. Fehlerbalken indizieren die 
Standardabweichung (SD). Signifikante Unterschiede zur unbehandelten Kontrolle: * p ≤ 0,05; 
** p ≤ 0,01; *** p ≤ 0,001, n = 3. 
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Die LNCaP-Zellen waren in Bezug auf die Wachstumsinhibition durch ART insgesamt 

sensitiver als die PC3-Zellen, aber weniger sensitiv als die DU145-Zellen. So sprachen 

parentale LNCaP-Zellen nach 48 h ab einer Konzentration von 50 µM ART und nach 

72 h ab 10 µM ART signifikant an (Abb. 3A). Die DX-resistenten LNCaP-Zellen zeigten 

ab einer Konzentration von 50 µM ART nach 48 h und 12,5 µM ART nach 72 h eine 

signifikante Wachstumshemmung (Abb. 3B). Sowohl bei den parentalen als auch 

DX-resistenten LNCaP-Zellen führte die maximale Konzentration nicht nur zum 

Sistieren des Zellwachstums, sondern zu einer starken Abnahme der vitalen Zellen. 

Das Ansprechen der parentalen (IC50: 11,91 µM ART) und DX-resistenten 

LNCaP-Zellen (IC50: 17,04 µM ART) unterschied sich somit nicht so stark wie bei den 

beiden anderen Zelllinien (Abb. 3C).  
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Abbildung 3: Zellwachstum und die IC50-Werte der parentalen und DX-resistenten LNCaP-Zellen. 
Das Zellwachstum der (A) parentalen (PAR) und (B) DX-resistenten (DR) LNCaP-Zelllinien nach 24, 48 
und 72 h Behandlung mit zunehmenden ART-Konzentrationen [1-100 µM]. Unbehandelte Zellen 
dienten als Kontrollen (auf 1 nach 24 h festgelegt). Die weiteren Werte als x-faches im Vergleich zur 
Kontrolle. (C) IC50-Wert für ART aus den logarithmischen 72 h-Kurven des Zellwachstums von 
LNCaP PAR und LNCaP DR. Das Zellwachstum der unbehandelten Kontrolle zum Zeitpunkt 72 h wurde 
auf 100 % gesetzt. Fehlerbalken indizieren die Standardabweichung (SD). Signifikante Unterschiede 
zur unbehandelten Kontrolle: * p ≤ 0,05; ** p ≤ 0,01; *** p ≤ 0,001, n = 4. 
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Von allen Zelllinien sprachen insgesamt die DU145-Zellen am stärksten auf die 

Behandlung mit ART im Hinblick auf das Tumorzellwachstum an. 

 

Um den inhibitorischen bzw. zytotoxischen Effekt von ART auf die PCa-Zellen genauer 

quantifizieren zu können, wurden, neben der mittleren inhibitorische Konzentration 

(IC50), die mittlere letale Konzentration (LC50) zum Zeitpunkt 72 h bestimmt 

(Abb. 1C, 2C, 3C, 10, 11, 12 + Tab. 14). Die parentalen PC3-Zellen zeigten dabei die 

geringste Sensitivität gegenüber ART (IC50: 37,14 µM ART; LC50: 36,32 µM ART; 

Abb. 1C, 10 + Tab. 14). Die DX-resistenten PC3-Zellen sprachen insgesamt besser 

auf ART an (IC50: 16,81 µM ART; LC50: 25,33 µM ART; Abb. 1C, 10 + Tab. 14). 

Im Vergleich zu allen anderen Zelllinien war bei den parentalen DU145-Zellen nur eine 

relativ geringe Konzentration nötig, um bereits halbmaximale Effekte zu erzielen (IC50: 

3,08 µM ART; LC50: 5,38 µM ART; Abb. 2C, 11 + Tab. 14). Hier sprachen die 

DX-resistenten DU145 insgesamt schlechter als die parentalen Zellen an (IC50: 

23,00 µM ART; LC50: 26,18 µM ART; Abb. 2C, 11 + Tab. 14). 

Die Unterschiede im Ansprechen auf ART waren bei den parentalen und 

DX-resistenten LNCaP-Zellen nicht so stark ausgeprägt wie bei den anderen Zelllinien. 

Jedoch sprachen auch hier, wie bei den DU145, die parentalen LNCaP-Zellen (IC50: 

11,91 µM ART; LC50: 17,47 µM ART; Abb. 3C, 12 + Tab. 14) sensitiver als die 

DX-resistenten Zellen an (IC50: 17,04 µM ART; LC50: 20,91 µM ART; 

Abb. 3C, 12 + Tab. 14). Die Ergebnisse der LC50-Berechnung waren damit im guten 

Einklang mit den Ergebnissen der IC50-Werte. 

 

Tabelle 14: IC50- und LC50-Werte der parentalen (PAR) und DX-resistenten (DR) Zelllinien nach 
72 h ART-Behandlung 

Zelllinie IC50 [µM] LC50 [µM] 

PC3 PAR 37,14 36,32 

PC3 DR 16,81 25,33 

DU145 PAR 3,08 5,38 

DU145 DR 23,00 26,18 

LNCaP PAR 11,91 17,47 

LNCaP DR 17,04 20,91 
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5.2 Analyse der Proliferation 
Auf Basis der MTT-Daten wurde im Weiteren die Proliferation mit den 

ART-Konzentrationen 12,5 µM, 25 µM, 37,5 µM und 50 µM näher untersucht. 

Vergleichbar zum Tumorzellwachstum zeigte sich auch bei der Proliferation eine zeit- 

und konzentrationsabhängige Reduktion in allen untersuchten PCa-Zelllinien. 

In den parentalen PC3-Zellen induzierte zu allen Zeitpunkten eine ART-Behandlung 

mit 37,5 µM und 50 µM, bei 72 h zusätzlich mit 25 µM, eine signifikante Inhibition der 

Proliferation (Abb. 4A-C). 

In den DX-resistenten PC3-Zellen sah es vergleichbar aus (Abb. 4D-F). Nach 24 h 

waren die Effekte noch moderat, wenn auch partiell signifikant, insbesondere nach 

Behandlung mit 50 µM ART (Abb. 4D). Nach 48 h und 72 h ART-Behandlung nahm 

die Proliferationshemmung weiter signifikant zu und war bereits ab 25 µM hoch 

signifikant (Abb.  4E+F). 

 

Abbildung 4: Proliferation der parentalen und DX-resistenten PC3-Zellen. 
Die Proliferation der parentalen (PAR) und DX-resistenten (DR) PC3-Zellen als x-fache der 
unbehandelten Kontrolle nach Behandlung mit ART in aufsteigenden Konzentrationen [0, 12,5 µM, 
25 µM, 37,5 µM, 50 µM] über 24 h (A+D), 48 h (B+E) und 72 h (C+F). Unbehandelte Zellen dienten 
als Kontrollen (auf 1 gesetzt). Fehlerbalken indizieren die Standardabweichung (SD). Signifikante 
Unterschiede zur unbehandelten Kontrolle: * p ≤ 0,05; ** p ≤ 0,01; *** p ≤ 0,001, n = 4. 
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In den parentalen DU145-Zellen löste die Behandlung mit 37,5 µM und 50 µM ART zu 

allen Zeitpunkten eine signifikante Reduktion der Proliferation aus (Abb. 5A-C). Zum 

Zeitpunkt 48 h konnte zudem eine Konzentration von 25 µM ART eine signifikante 

Inhibition hervorrufen (Abb. 5B).  

In den DX-resistenten DU145-Zellen zeigte sich zu allen Zeitpunkten nach der 

Behandlung mit 50 µM ART eine signifikante Proliferationshemmung (Abb. 5D), 

welche nach 48 h und 72 h ART-Exposition zusätzlich bei 37,5 µM, nach 48 h darüber 

hinaus bei 25 µM ART (Abb. 5E-F) messbar war. 

 

Abbildung 5: Proliferation der parentalen und DX-resistenten DU145-Zellen. 
Die Proliferation der parentalen (PAR) und DX-resistenten (DR) DU145-Zellen als x-fache der 
unbehandelten Kontrolle nach Behandlung mit ART in aufsteigenden Konzentrationen [0, 12,5 µM, 
25 µM, 37,5 µM, 50 µM] über 24 h (A+D), 48 h (B+E) und 72 h (C+F). Unbehandelte Zellen dienten als 
Kontrollen (auf 1 gesetzt). Fehlerbalken indizieren die Standardabweichung (SD). Signifikante 
Unterschiede zur unbehandelten Kontrolle: * p ≤ 0,05; ** p ≤ 0,01; *** p ≤ 0,001, n = 4. 
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In den parentalen LNCaP-Zellen konnten nach 24 h Behandlung mit ART bereits ab 

einer Konzentration von 25 µM ART eine signifikante Proliferationsinhibition, im 

Vergleich zu den unbehandelten Kontrollen, detektiert werden (Abb. 6A). Dieser Effekt 

nahm mit der Zeit weiter zu (Abb. 6A-C). Nach 72 h ART-Gabe war die Proliferation 

mit allen ART-Konzentrationen signifikant gehemmt und die Zellen nahezu vollständig 

reduziert (Abb. 6C). 

Auch die DX-resistenten LNCaP-Zellen sprachen zeit- und dosisabhängig auf ART an 

(Abb. 6D-F). Die DX-resistenten LNCaP-Zellen zeigten nach 24 h ART-Exposition 

zunächst bei 50 µM ART eine signifikante Reduktion der Proliferation (Abb. 6D). Nach 

48 h sprachen die Zellen bereits signifikant ab 25 µM ART (Abb. 6E) und nach 72 h ab 

12,5 µM ART an (Abb. 6F). 

 

 

Abbildung 6: Proliferation der parentalen und DX-resistenten LNCaP-Zellen. 
Die Proliferation der parentalen (PAR) und DX-resistenten LNCaP-Zellen als x-fache der unbehandelten 
Kontrolle nach Behandlung mit ART in aufsteigenden Konzentrationen [0, 12,5 µM, 25 µM, 37,5 µM, 
50 µM] über 24 h (A+D), 48 h (B+E) und 72 h (C+F). Unbehandelte Zellen dienten als Kontrollen (auf 1 
gesetzt). Fehlerbalken indizieren die Standardabweichung (SD). Signifikante Unterschiede zur 
unbehandelten Kontrolle: * p ≤ 0,05; ** p ≤ 0,01; *** p ≤ 0,001, n = 3. 
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Zusammenfassend konnte bei allen parentalen und DX-resistenten PCa-Zellen eine 

zeit- und dosisabhängige Reduktion der Proliferation beobachtet werden. In der 

höchsten ART-Konzentration (hier 50 µM) kam nach 72 h bei allen Zelllinien die 

Proliferation nahezu und bei den parentalen LNCaP-Zellen vollständig zum Erliegen 

(Abb. 4, 5, 6; jeweils C + F).  
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5.3 Analyse des Zellzyklus 
Vertiefende Analysen sollten zeigen, ob der wachstumshemmende Effekt von ART mit 

Verschiebungen des Anteils der Zellen in den Zellzyklusphasen einhergeht. 

Aufgrund der vorangegangenen Daten aus dem Wachstum und der Proliferation 

wurden die PCa-Zellen im Weiteren mit 37,5 µM ART behandelt. 

Basal befanden sich alle PCa-Zelllinien zu ca. 50 % in der G0/G1-Phase (Abb. 7). 

In den parentalen PC3-Zellen konnte ART keine signifikante Veränderung der 

Zellzyklusphasen hervorrufen (Abb. 7A+B). In den DX-resistenten PC3-Zellen 

hingegen resultiert die ART-Gabe in einem Arrest in der G0/G1-Phase bei 

gleichzeitiger signifikanter Reduktion des Anteils der Zellen in der S-Phase 

(Abb. 7A+B). Auch in den parentalen DU145-Zellen wurde durch die ART-Behandlung 

keine signifikante Veränderung der Zellzyklusphasen im Vergleich zur unbehandelten 

Kontrolle nachgewiesen (Abb. 7C+D). Die DX-resistenten Subzelllinie der 

DU145-Zellen sprach auf die Behandlung mit ART hingegen mit einem signifikanten 

G0/G1-Phase-Arrest und einer signifikanten Reduktion der S- und G2/M-Phase-Zellen 

an (Abb. 7C+D). Die LNCaP-Zellen zeigten nach ART-Gabe sowohl in den 

DX-resistenten Zellen als auch in den parentalen Zellen einen signifikanten Arrest in 

der G0/G1-Phase (Abb. 7E+F). Dieser war mit einer signifikanten Reduktion der Zellen 

in der S-Phase und in den parentalen Zellen zusätzlich in der G2/M-Phase assoziiert 

(Abb. 7E+F). 
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Abbildung 7: Verteilung der PCa-Zellen in den Zellzyklusphasen nach Behandlung mit ART. 
Prozentualer Anteil der parentalen (PAR) PC3- (A), DU145- (C) und LNCaP-Zellen (E) sowie der 
DX-resistenten (DR) PC3 (B), DU145 (D) und LNCaP (F) in den jeweiligen Zellzyklusphasen nach 48 h 
Behandlung mit 37,5 µM ART. Durchflusszytometrisch wurden jeweils 10.000 Ereignisse pro Probe 
gemessen. Unbehandelte Zellen dienten als Kontrollen (auf 1 gesetzt). Die Verschiebungen in den 
Zellzyklusphasen der ART-behandelten PCa-Zellen wurden als x-faches der unbehandelten Zellen 
angegeben. Fehlerbalken indizieren die Standardabweichung (SD). Signifikante Unterschiede zur 
unbehandelten Kontrolle: * p ≤ 0,05; ** p ≤ 0,01; *** p ≤ 0,001. (A) n = 4; (B-F) n = 5. 
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5.4 Analyse der Apoptose 
Auch apoptotische Ereignisse können in die detektierte Wachstumsinhibition involviert 

sein. Daher wurden auch die Apoptose nach Behandlung mit 37,5 µM ART über 48 h 

evaluiert. 

Die basale Apoptose war bei den DX-resistenten PC3-Zellen sowie den parentalen 

und DX-resistenten DU145-Zellen etwas stärker ausgeprägt als bei den übrigen 

Zelllinien (Abb. 8). Insgesamt war die basale Apoptoserate aber gering. 

 

 

Abbildung 8: Basale Apoptoserate der parentalen und DX-resistenten PCa-Zellen. 
Prozentualer Anteil apoptotischer Zellen (Annexin V FITC positiv) der unbehandelten Kontrollen nach 
48 h in den parentalen (PAR) und DX-resistenten (DR) PC3, DU145 und LNCaP. Fehlerbalken 
indizieren die Standardabweichung (SD). n = 4. 
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ART resultiert in einer signifikanten Zunahme der Apoptose in parentalen PC3-Zellen 

(Abb. 9, linksseitig). In den DX-resistenten PC3-Zellen zeigte sich hingegen eine 

moderate, wenn auch signifikante, Verringerung der apoptotischen Zellen. Die 

parentalen und DX-resistenten Zelllinien DU145 zeigten hingegen keine signifikanten 

Unterschiede nach ART-Behandlung (Abb. 9, mittig). Die stärkste Zunahme an 

apoptotischen Zellen nach ART-Exposition war bei parentalen LNCaP-Zellen zu 

beobachten, deren Zahl sich etwa vervierfachte (Abb. 9, rechtsseitig). In 

DX-resistenten LNCaP-Zellen kam es nach ART-Gabe ebenfalls zu einer signifikanten 

Zunahme der apoptotischen Zellen, hier um das Zweifache. 

 

 

Abbildung 9: Apoptose in den parentalen und DX-resistenten PCa-Zellen nach Exposition mit 
ART. 
Apoptotische Ereignisse (Annexin V FITC positive Zellen) als x-faches der unbehandelten Kontrolle 
nach 48 h ART-Behandlung [37,5 µM] in parentalen (PAR) und DX-resistenten (DR) PC3, DU145 und 
LNCaP. Die ART unbehandelten PCa Zellen dienten als Kontrolle (auf 1 gesetzt; gestrichelte Linie). 
Fehlerbalken indizieren die Standardabweichung (SD). 
Signifikante Unterschiede zur unbehandelten Kontrolle: * p ≤ 0,05; ** p ≤ 0,01; *** p ≤ 0,001, n = 4. 
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6. Diskussion 
Trotz des medizinischen Fortschrittes bleibt das PCa im metastasierten Stadium 

unheilbar. Dementsprechend groß ist der Wunsch nach innovativen 

Therapiemöglichkeiten, die zunehmend im Bereich der komplementären und 

alternativen Medizin (CAM) gesucht werden (153-155). Gegenwärtig ist unser Wissen 

über die antitumorale Wirkung der CAM eingeschränkt (13). Die vorliegende Arbeit 

untersuchte daher die antiproliferative Wirkung von ART in parentalen und 

DX-resistenten PCa-Zellen. Um die Heterogenität des PCa abzubilden, wurden für die 

Versuchsreihen die PCa-Zelllinien PC3, DU145 und LNCaP ausgewählt. 

 

ART inhibiert signifikant das Tumorzellwachstum parentaler und Docetaxel-

resistenter PCa-Zellen 

In der vorliegenden Arbeit konnte erstmals eine zeit- und konzentrationsabhängige 

Wachstumsinhibition durch ART sowohl in parentalen als auch DX-resistenten 

PCa-Zellen nachgewiesen werden. 

Zhou et al. hatten in parentalen DU145- und LNCaP-Zellen nach 24 h 

ART-Behandlung ebenfalls eine Wachstumshemmung zeigen können (119). Aufgrund 

der kurzen Inkubationszeit und der Entfaltung ARTs antitumoraler Effekte nach 

längerer Zeit waren in der Arbeit von Zhou et al. die ermittelten IC50-Werte deutlich 

höher als in der vorliegenden Arbeit. So konnte zwar auch eine 

konzentrationsabhängige [25-200 µM] Wachstumsinhibition nachgewiesen werden, 

die IC50-Werte nach 24 h lagen hier aber bei 85,59 µM für DU145 und bei 81,32 µM 

für LNCaP statt wie in der aktuellen Arbeit bei 3,08 µM für DU145 bzw. 11,91 µM für 

LNCaP nach 72 h. In einer weiteren Studie an parentalen DU145-Zellen konnte 

ebenfalls die wachstumshemmende Wirkung von ART gezeigt werden (156). Auch 

Wang et al. wiesen eine konzentrationsabhängige Reduktion des 

Tumorzellwachstums bei 22rv1-Zellen nach 48 h Behandlung mit ART [50 & 200 µM] 

nach (120). 

Interessanterweise sprechen in unseren Untersuchungen die parentalen und 

DX-resistenten Zellen je nach Zelllinie unterschiedlich stark an. Während 

DX-resistente PC3-Zellen sensitiver als die parentalen Zellen auf die Behandlung mit 

ART reagierten, verhielt es sich bei den LNCaP und DU145 umgekehrt. Denkbar, dass 

es in den DX-resistenten PC3-Zellen zu einer Resensibilisierung gegenüber DX 

kommt, welches den zusätzlichen Effekt erklären würde. Dies ist zurzeit jedoch rein 

spekulativ und muss weiter untersucht werden. 
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Nicht nur im PCa konnte eine Wachstumsinhibition durch die Behandlung mit ART 

hervorgerufen werden. Unsere Arbeitsgruppe konnte das Potential von ART bei zwei 

weiteren Therapie-resistenten urologischen Tumorentitäten, dem Nierenzell- und 

Harnblasenkarzinom, aufzeigen. Sowohl in parentalen als auch Sunitinib-resistenten 

Nierenzellkarzinomzelllinien kam es zu einer zeit- und konzentrationsabhängigen 

[1-100 µM ART] Reduktion des Tumorzellwachstums (16). Beim Nierenzellkarzinom 

reichte dabei bereits eine niedrige ART-Konzentration von 5 µM aus, um erste 

signifikante Effekte zu induzieren. In drei untersuchten Nierenzellkarzinom-Zelllinien 

konnte ein Arrest des Tumorzellwachstums evoziert werden, wobei nur in einer der 

untersuchten Zelllinie die Zellzahl durch die Behandlung mit der maximalen 

Konzentration von 100 µM ART unter die ursprünglich ausgesäte Zellzahl reduziert 

werden konnte. Anders als in dieser Arbeit, in der eine entsprechende Reduktion in 

allen untersuchten PCa-Zelllinien beobachtet werden konnte.  

Auch im parentalen und Cisplatin-resistenten Harnblasenkarzinom konnte eine zeit- 

und konzentrationsabhängige [1-100 µM] Wachstumsinhibition durch ART beobachtet 

werden (17). Verglichen mit dem PCa reichten hier wieder vergleichsweise niedrigere 

ART-Konzentrationen [0,34 bis 8,72 µM], um einen halbmaximalen Hemmeffekt nach 

72 h hervorzurufen. Beim Harnblasenkarzinom war es, wie beim PCa, 

zelllinienabhängig, ob die parentalen oder Cisplatin-resistenten Zellen sensitiver auf 

ART reagierten. 

Auch bei zahlreichen nicht-urologischen Tumoren konnte ein wachstumshemmender 

Effekt durch ART nachgewiesen werden. Im Ovarialkarzinom wurde in der Zellkultur 

eine zeit- und konzentrationsabhängige Abnahme der Zellzahl beobachtet, mit ersten 

signifikanten Änderungen bereits nach 1 µM ART für den Großteil der untersuchten 

Zellen (114). Der IC50 schwankte je nach Zelllinie zwischen 0,51 und 31,89 µM. Der 

Effekt konnte in Experimenten mit Sphäroiden und aus Aszites von Patienten 

gewonnenen Zellkulturen bestätigt werden. 

Ebenfalls niedrige Konzentrationen an ART [1-8 µM] waren für eine konzentrations- 

und zeitabhängig [24 h, 48 h, 72 h] signifikante Reduktion des Zellwachstums beim 

kolorektalen Karzinom ausreichend (157). 

Bei Lungenkarzinomzelllinien konnte bereits nach 24 h [0,1-800 µg/ml ART] eine 

Abnahme des Zellwachstums beobachtet werden (IC50: 52.87±2.36 µg/ml ART) 

(158). 

Wesentlich höhere Konzentrationen an ART als bei unseren Versuchen wurden 

hingegen beim Pankreaskarzinom benötigt, um antiproliferative Effekte nach 48 h zu 
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beobachten (IC50: 26,76 µM, 142,8 µM, 279,3 µM ART) (112). Bei normalen 

hepatischen Zellen, die als Kontrolle dienten, war der IC50 mit 643,3 µM ART noch 

deutlich höher. 

Bei der Behandlung von drei Magenkarzinomzelllinien mit 16,25-260 µmol/L ART über 

48 h zeigte sich eine konzentrationsabhängige Reduktion der Zellzahl (IC50: 

78,2 µmol/L, 72,3 µmol/L, 102,3 µmol/L ART) (159). Normale Zellen des Epithels der 

Magenschleimhaut reagierten im Gegensatz dazu deutlich schwächer auf ART (IC50: 

375,0 µmol/L). 

Nicht nur bei soliden Tumoren, sondern auch beim B-Zell-Lymphom zeigte ART eine 

konzentrationsabhängige wachstumshemmende Wirkung (160). In 11 von 18 

beobachteten Zelllinien war mit einem IC50 unter 1 µM nach 72 h eine hohe 

Sensitivität nachweisbar. Auf das Zellwachstum normaler B-Zellen hatte ART 

hingegen kaum einen Einfluss. Was darauf schließen lässt, dass auch hier ART 

selektiv die Tumorzellen angreift. 

 

In weiterführenden Arbeiten (nicht Teil dieser Dissertation) konnte unsere 

Arbeitsgruppe ferner zeigen, dass ART nur bei den untersuchten Krebszellen, nicht 

aber bei normalen Zellen (hier: tubuläre epitheliale Zellen der Niere) zu einer Abnahme 

des Zellwachstums führte (19). 

Dies unterstützt die bereits genannten Befunde bei anderen Zelllinien, die ein stärkeres 

Ansprechen von Krebszellen gegenüber normalen Zellen ergaben. 

Zusammenfassend fügt sich die zeit- und konzentrationsabhängige Reduktion des 

Zellwachstums bei parentalen und DX-resistenten PCa-Zellen gut in die bisherigen 

Erkenntnisse bei anderen Tumorentitäten ein. 

 

Die Proliferation parentaler und Docetaxel-resistenter PCa-Zellen wird durch 

ART signifikant gehemmt 

Neben der Wachstumsinhibition induzierte ART zeit- und konzentrationsabhängig eine 

signifikante Reduktion der Proliferation in allen parentalen und DX-resistenten 

PCa-Zelllinien. Besonders stark sprachen dabei die LNCaP auf die Behandlung mit 

ART an. 

In guter Übereinstimmung konnte auch im Nierenzellkarzinom eine 

konzentrationsabhängige [10-50 µM ART] antiproliferative Wirkung von ART nach 

72 h in parentalen und Sunitinib-resistenten Zellen beobachtet werden (16). Für eine 

signifikante Reduktion genügten dabei für zwei der vier untersuchten Zelllinien schon 
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10 µM ART. Die gleiche Konzentration war beim Plattenepithelkarzinom der Zunge für 

erste signifikante Auswirkungen verantwortlich (161). Erst bei 40 µM ART nahm 

hingegen die Proliferation in nichtkanzerösen Plattenepithelien der Zunge signifikant 

ab, so dass auch hier wieder von einer gewissen Selektivität von ART gegenüber 

Tumorzellen ausgegangen werden kann. 

2,5 µM ART über 48 h waren in der Regel zudem ausreichend für eine signifikante 

Abnahme der Proliferation bei Cisplatin-sensitiven und -resistenten 

Harnblasenkarzinomzellen (17). Bei drei der vier untersuchten Zelllinien reagierten die 

Cisplatin-resistenten dabei sogar stärker als die parentalen Zellen, was wieder für eine 

Resensibilisierung der Zellen sprechen könnte. 

In vivo Daten zeigen ebenfalls die antiproliferative Wirkung von ART auf Krebszellen. 

Meist handelt es sich hierbei um Xenografts im Maus- oder Rattenmodell. Auf diese 

Weise konnten antiproliferative Effekte unter anderem im hepatozellulären Karzinom 

(162), Ovarialkarzinom (114), kolorektalen Karzinom (163), Pankreaskarzinom (112), 

nichtkleinzelligen Lungenkarzinom (164) und Ösophaguskarzinom (165) 

nachgewiesen werden. 

Im syngenen Rattenmodell wurde durch die Gabe von N-Nitrosodiethylamin ein 

hepatozelluläres Karzinom ausgelöst (162). Das relative Lebervolumen nahm dabei zu 

und ein vermehrtes Auftreten von Tumorknoten war zu beobachten. Zudem kam es zu 

einem Anstieg der Leberenzyme und von Alpha-Fetoprotein, einem Tumormarker. 

Durch die orale Gabe von ART konnten diese Parameter deutlich gesenkt werden, 

ohne dass eine Kachexie, erhöhte Lebertoxizität oder Mortalität auftrat. Die 

antiproliferative Wirkung von ART konnte nicht nur anhand einer signifikanten 

Abnahme des relativen Lebervolumens, sondern durch die Histopathologie nach 

Sektion der Tiere und an der Reduktion verschiedener immunhistochemischer Marker, 

die mit einer erhöhten Proliferation bzw. Karzinogenese assoziiert sind, nachgewiesen 

werden. 

Beim kolorektalen Karzinom nahm das relative Tumorvolumen im Mausmodell durch 

die intravenöse Behandlung mit 300 mg/kg ART (siebenmal, alle drei Tage) oder 

100 mg/kg ART (20-mal, täglich) signifikant um 50,5 % bzw. 35,4 % ab, ohne einen 

schweren Gewichtsverlust oder gar Tod der Tiere auszulösen (163). 

In Xenografts mit Pankreaskarzinomzellen in Mäusen konnte eine signifikante 

Reduktion des Tumorwachstums durch 25, 50 und 100 mg/kg ART um 33, 44 und 

65 % erreicht werden (112). Damit war ART in der höchsten Konzentration mit der 

Wirkung von 100 mg/kg Gemcitabin vergleichbar, welches eine Reduktion um 70 % 
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erreichte. Allerdings traten bei Gemcitabin mit einem Gewichtsverlust um 25 %, einem 

schwachen und inaktivem Verhalten der Mäuse sowie dem Tod von zwei Mäusen 

starke Nebenwirkungen auf. ART hingegen wurde gut vertragen und das Gewicht der 

ART-behandelten Mäuse war mit dem der unbehandelten Kontrollgruppe vergleichbar. 

Im Magenkarzinom konnte im Mausmodell eine ähnlich starke antitumorale Wirkung 

durch ART wie durch Docetaxel erzielt werden, ohne dass es zu signifikanten 

Nebenwirkungen kam (159). 

Auch für zuvor unbehandelte urologische Tumoren (Harnblasenkarzinom, 

Nierenzellkarzinom) liegen Daten zur Proliferationsinhibition in Tierversuchen vor 

(113, 166) und Wang et al. konnten eine dosisabhängige Abnahme des 

Tumorwachstums durch ART in Mäusen nachweisen, denen zuvor subkutan parentale 

PCa-Zellen injiziert wurden (120). 

 

Auch zur Anwendung von Artemisia annua und ART in einem Patienten mit PCa 

wurden im Rahmen einer Fallstudie bereits erste Ergebnisse veröffentlicht (167). Ein 

austherapierter 80-jähriger Mann mit weit fortgeschrittenem PCa, welches bereits 

ubiquitäre ossäre Metastasen verursachte, wurde zunächst über zwei Wochen mit 

Bicalutamid behandelt. Anschließend wurden über mehrere Monate 

Artemisia annua-Kapseln (5 x 50 mg/d) verabreicht. Hierunter konnte eine Reduktion 

des PSA von initial > 800 µg/L auf 0,98 µg/L sowie in der Bildgebung eine 

50-prozentige Tumorregression des PCa beobachtet werden. Nach sieben Monaten 

kam es allerdings zu einem Anstieg des PSA und der alkalischen Phosphatase, was 

auf einen Progress und eine zunehmende ossäre Metastasierung hinwies. Auch eine 

Umstellung auf eine Injektion mit Artesunat (2 x 150 mg 2 x wöchentlich) konnte das 

weitere Fortschreiten des PCa nicht mehr aufhalten. Außer einem vorübergehenden 

Rückgang der Anzahl der Erythrozyten und der Hämoglobinkonzentration wurden 

keine Nebenwirkungen beobachtet. Jedoch kam es unter der Behandlung mit 

Artemisia annua zu einer Zunahme an Lebensqualität mit einem aktiven, 

schmerzfreien Patienten in guter Gemütslage. 

Es bedarf neben dieser Fallstudie jedoch weiteren kontrollierten randomisierten 

Studien mit einer deutlich größeren Anzahl an Probanden, um die Effekte von ART im 

parentalen und DX-resistenten PCa zu verifizieren.  
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ART resultiert in einem Zellzyklus-Arrest der PCa-Zellen in der G0/G1-Phase 

Insbesondere in den Docetaxel-resistenten PCa-Zellen aber auch in parentalen 

LNCaP induzierte ART einen signifikanten Zellzyklusarrest in der G0/G1-Phase bei 

gleichzeitiger signifikanter Reduktion der S-Phase (alle) und G2/M-Phase 

(DU145 DR). In den parentalen PC3 und DU145 waren hingegen keine signifikanten 

Veränderungen des Zellzyklus durch ART zu beobachten  

 

Auch in Zellkulturen des Ösophaguskarzinom (165), Retinoblastom (168) und 

multiplem Myelom (169) war nach ART-Exposition ein G0/G1-Phase-Arrest zu 

beobachten. Dagegen ging die ART-Behandlung beim Mammakarzinom (170, 171), 

epithelialem Ovarialtumor (172) und Hypophysenadenom (173) mit einem 

G2/M-Phase-Arrest einher. 

Besonders interessant sind die Veränderungen im Zellzyklus beim Mammakarzinom. 

Hier konnten durch den Einsatz unterschiedlicher Artemisininderivate unterschiedliche 

Ergebnisse bei der gleichen Zelllinie erzielt werden. Die Behandlung der Zelllinie 

MCF7 mit 100-300 µM Artemisinin (174) über 48 h führte zu einem 

G0/G1-Phase-Arrest, wohingegen 50-200 µg/ml ART (170) über 24 h oder 

25-75 µg/ml ART (171) über 48 h in einem G2/M-Phase-Arrest resultierten. Dies 

könnte ein Hinweis darauf sein, dass der Einfluss auf den Zellzyklus von der 

Konzentration und der Inkubationszeit des aktiven Metaboliten abhängt. Eine hohe 

Konzentration löst bei den Zellen den Zelltod aus, was sich im Vorfeld durch einen 

G2/M-Phase-Arrest ankündigt. Im Einklang mit der vorherigen Studie lag in in vitro 

Untersuchungen des Nierenzellkarzinoms nach der Behandlung mit 20 µM ART über 

48 h ein Zellzyklusarrest in der G0/G1-Phase vor (16), mit 50 µM ART wurde dagegen 

ein G2/M-Phase-Arrest induziert (113). 

Chen et al. konnten im Mammakarzinom nachweisen, dass nach Behandlung mit ART 

der G2/M-Phase-Arrest im Rahmen einer verstärkten Autophagie auftrat (170).  

Auch Greenshields et al. konnten in vitro beim Ovarialkarzinom einen 

konzentrationsabhängigen Effekt auf den Zellzyklus zeigen (114). Eine Behandlung 

über 48 h mit 10 µM ART führte zu einem G0/G1-Phase-Arrest, mit 50 µM zu einem 

G2/M-Phase-Arrest. Darüber hinaus konnten sie nachweisen, dass ROS bei den 

Veränderungen des Zellzyklus durch ART eine entscheidende Rolle spielen. Höhere 

Konzentrationen von ART führten zu einer intrazellulären Akkumulation von ROS, 

wurde jedoch vorher das Antioxidans Glutathion appliziert, kam es kaum zur 

Produktion von ROS. War ein G2/M-Phase-Arrest die Folge von 50 µM ART über 48 h, 
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kam es nach vorheriger Applikation von Glutathion und gleicher Konzentration an ART 

zu einem G0/G1-Phase-Arrest. Dies könnte ein Hinweis darauf sein, dass ein 

G2/M-Phase-Arrest ROS-vermittelt, ein G0/G1-Phase-Arrest dagegen 

ROS-unabhängig durch ART zustande kommt. Zhao et al. beobachteten in parentalen 

und Cisplatin-resistenten Harnblasenkarzinomzelllinien eine Akkumulation von 

gespaltenem PARP-1 durch Anwendung von ART, was einen Hinweis auf vermehrte 

DNA-Schäden darstellt (17). In derselben Arbeit konnte gezeigt werden, dass 

2,5 µM ART einen G0/G1-Phase-Arrest unter Abnahme der S-Phase-Zellen 

auslösten. 10 µM ART führten hingegen zu weniger starken Auswirkungen auf den 

Zellzyklus, jedoch zu einer signifikanten Zunahme der Apoptose. Inwiefern ROS bei 

den PCa-Zellen einen Einfluss auf die Zellzyklusphasen nach ART-Behandlung hat, 

war nicht Gegenstand der hiesigen Arbeit und ist daher bis dato rein spekulativ. 

Weiterführende Untersuchungen der Arbeitsgruppe an den PCa-Zellen konnten 

jedoch zeigen, dass dies offensichtlich nicht der alleinige Mechanismus von ART ist 

(19). 

 

Um die Effekte von ART auf den Zellzyklus zu bestätigen und die verantwortlichen 

Proteine zu identifizieren, untersuchte unsere Arbeitsgruppe die 

Zellzyklus-regulierenden Proteine mittels Western Blot Analyse (19). 

Die hierbei beobachtete Abnahme an CDK1, CDK2, Cyclin A und Cyclin B lässt sich 

gut mit dem in dieser Arbeit detektierten G0/G1-Phase-Arrest in Einklang bringen. 

CDK2 und Cyclin A kontrollieren die Replikation der DNA in der S-Phase (175), 

wohingegen CDK1 und Cyclin B für den G2/M-Phase-Progress und die Zellteilung 

verantwortlich sind (176). 

Darüber hinaus war die Expression von Cyclin D1 durch ART vermindert, welches 

zusammen mit CDK4 und CDK6 an dem Progress von der G0- zur G1-Phase involviert 

ist (177). 

Einen G0/G1-Phase-Arrest durch Artemisinin (ARS), der Ausgangssubstanz von ART, 

bei parentalen PC3, DU145 und besonders ausgeprägt bei parentalen LNCaP-Zellen 

konnten Willoughby et al. nachweisen und führten dies auf eine Herunterregulierung 

der Transkription und Expression von CDK2 und CDK4 zurück. Einen Effekt auf 

Cyclin D1 durch ARS konnte im Gegensatz zu den Versuchen unserer Arbeitsgruppe 

mit ART nicht gezeigt werden (178). 

LNCaP verfügen im Gegensatz zu PC3 und DU145 über einen funktionierenden 

Androgenrezeptor (AR). Wang et al. konnten nachweisen, dass ART über eine 
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Hemmung des AR antiproliferativ auf PCa-Zellen wirkt (120). Ein intakter AR spielt bei 

LNCaP zudem für eine Progression von der G1- in die S-Phase eine Rolle (179). 

Demnach könnte der ausgeprägte G0/G1-Phase-Arrest v.a. bei parentalen Zellen der 

Zelllinie LNCaP auch auf eine eingeschränkte Funktion des AR durch ART 

zurückzuführen sein. 

 

Zelltypspezifisch induziert ART Apoptose in den parentalen und Docetaxel-

resistenten PCa-Zellen 

Die Exposition mit ART resultierte zudem in einer zelltypabhängigen Zunahme der 

Apoptose. Bei parentalen PC3-Zellen und DX-resistenten LNCaP-Zellen kam es etwa 

zu einer Verdoppelung der apoptotischen Zellen, bei parentalen LNCaP sogar zu einer 

Vervierfachung gegenüber der unbehandelten Kontrolle. Bei parentalen und 

DX-resistenten Zellen der Zelllinie DU145 waren hingegen keine signifikanten 

Veränderungen zu beobachten. Auch andere Untersucher konnten Veränderungen in 

einer ähnlichen Größenordnung nachweisen und zeigen, dass ART nicht nur einen 

Stillstand des Zellzyklus, sondern auch die Apoptose hervorrufen kann. Dies wurde 

erstmals 1996 durch Efferth et al. an Leukämiezellen nachgewiesen (180) und konnte 

in weiteren Arbeiten auch bei anderen Entitäten bestätigt werden (14). Die Apoptose 

durch ART konnte so etwa im Adenokarzinom der Lunge (164, 181), im 

Ösophaguskarzinom (165) und Zervixkarzinom (182) hervorgerufen werden. ARSS 

induzierten auch beim parentalen PCa die Apoptose (183-185). Die Behandlung mit 

DHA, ebenfalls ein Derivat von ARS, konnte bei den parentalen PC3, DU145 und 

LNCaP nahezu in einer Vervierfachung der Apoptose resultieren (183).  

In Bezug auf die Apoptose könnte der durch ART induzierte oxidative Stress 

tumorentitätsspezifisch einen Wirkmechanismus darstellen. Dies konnte bereits für die 

T-Zell-Leukämie und das B-Zell-Lymphom gezeigt werden (186, 187). 

 

Ein Grund dafür, dass LNCaP insgesamt am sensitivsten reagiert haben, könnte sein, 

dass diese im Gegensatz zu den PC-3 und DU-145 über einen funktionellen 

Androgenrezeptor (AR) verfügen und Androgen-sensitiv sind. 

Dass Androgene und damit auch der AR eine wichtige Rolle in der Karzinogenese des 

PCa spielen, konnte schon 1941 durch Huggins und Hodges nachgewiesen werden, 

auf deren Arbeit das Therapiekonzept der ADT basiert (188). Zudem konnte in einer 

Genomassoziationsstudie gezeigt werden, dass DNA-Sequenzen, die mit einem 

erhöhten PCa-Risiko verbunden sind, besonders viele AR- und AR-Coaktivator-
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Bindungsstellen besitzen (189). Selbst beim früher als hormonrefraktär bezeichneten 

CRPC sind Androgene und der AR essenziell, was sich auch an den 

Entstehungsmechanismen der Resistenz ablesen lässt (52-57). 

Bezogen auf die Proliferation konnten Wang et al. nachweisen, dass ART über eine 

Hemmung der Expression des AR dosisabhängig antiproliferativ auf PCa-Zellen wirkt 

(120). Darüber hinaus konnte in derselben Arbeit eine Zunahme in der Expression und 

katalytischen Aktivität der DNA-Methyltransferase 3b durch ART ermittelt werden, was 

zu einer verstärkten Apoptose führte. 

Steely et al. fanden in LNCaP als auch in mit einem exogenen Wild-Typ-AR 

transfizierten PC3-Zellen einen durch Proteasomen vermittelten Abbau von 

AR-Protein durch die Applikation von ARS, ohne dass es zu einer Veränderung der 

Transkription kam (190). Nunes et al. konnten zudem an LNCaP-Zellen zeigen, dass 

ART oder Bicalutamid allein oder in Kombination zu einer signifikanten Abnahme der 

Expression von PSA und des AR sowie zu einer Resensitivierung gegenüber der 

antiandrogenen Therapie im mCRPC führten (18). Die Kombinationsbehandlung mit 

ART und Bicalutamid zeigte dabei einen wesentlich größeren Effekt als die 

Behandlung mit den Einzelsubstanzen. Hier wurde auch eine starke synergistische 

Interaktion der Kombinationsbehandlung nachgewiesen. 

 

Ein Grund, dass in der vorliegenden Arbeit eher schwache apoptotische Effekte 

detektiert wurden, könnte an der Tatsache liegen, dass ART bzw. ARSS je nach 

Zelllinie verschiedene Formen des regulierten Zelltodes induzieren können, die 

nicht-apoptotisch sind und demnach nicht mit unserem Assay erkannt werden konnten. 

So löste Artemether in Magenkarzinomzellen die Nekrose aus (191), wohingegen ART 

in Schwannomzellen die Nekroptose, einen weiteren regulierten Zelltod, einleitete 

(192). DHA induzierte in Leukämiezellen und Pankreaskarzinomzellen Autophagie 

(193, 194). Dasselbe konnte nach ART-Exposition in Mamma- und 

Harnblasenkarzinomzellen beobachtet werden (17, 170, 195). In Pankreas- und 

Magenkrebszellen konnte ART die Onkosis auslösen (112, 159). 

Tatsächlich haben weiterführende Untersuchungen der Arbeitsgruppe zeigen können 

(nicht Gegenstand dieser Arbeit), dass ART neben der Apoptose gerade in 

DU145-Zellen einen Eisen-abhängigen regulierten Zelltod, die Ferroptose, hervorruft 

(19). Die Ferroptose wurde erstmals 2012 beschrieben. Auch hier spielt die 

Eisen-abhängige Akkumulation von ROS eine zentrale Bedeutung (123, 124).  
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In Zellkultur konnte die Ferroptose durch ART z.B. beim Ovarialkarzinom (114), 

KRAS-mutierten Pankreaskarzinom (196) sowie zelltypspezifisch im 

Nierenzellkarzinom (16) nachgewiesen werden. 

Die Ferroptose-Induktion ist offensichtlich dafür verantwortlich, dass in der 

vorliegenden Arbeit bei den parentalen und DX-resistenten DU145-Zellen eine durch 

ART hervorgerufene Reduktion des Wachstums und der Proliferation nachgewiesen 

werden konnte, ohne dass es zu einer signifikanten Zunahme der Apoptose kam und 

in den parentalen DU145-Zellen auch zu keinem Zellzyklusarrest. Dies wurde durch 

unsere Arbeitsgruppe im Nachhinein zu der vorliegenden Arbeit verifiziert (19). Durch 

ART kam es ferner zu einem, für die Ferroptose charakteristischen, erhöhten 

Verbrauch von Glutathion durch verstärkte ROS-Produktion sowie einer verminderten 

Expression der Glutathionperoxidase 4. Als einzige der untersuchten Zelllinien besitzt 

DU145 eine Mutation im Onkogen KRAS, was zu einer Fusion mit dem 

Ubiquitin-konjugierenden Enzym UBE2L3 führt (197). In Zellen, die eine Mutation im 

HRAS (G12V)-Gen trugen, wurde durch Erastin, welches spezifisch die Ferroptose 

einleitet, bevorzugt der Zelltod induziert (198). Somit könnte vermutlich auch die 

Fusion von mutiertem KRAS mit UBE2L3 in DU145-Zellen zu einer ART-vermittelten 

Ferroptose führen. Zur Verifizierung dieser These ist allerdings noch weitere 

Forschung nötig. 

 

Im Hinblick auf eine klinische Anwendung von ART ist es als Vorteil zu werten, dass 

ART unterschiedliche Formen des Zelltodes auslösen kann, da viele Krebszellen 

Resistenzmechanismen gegen die Apoptose entwickeln (199). 

Zusammenfassend konnten in dieser Arbeit erstmals antiproliferative Effekte von ART 

in parentalen und DX-resistenten PCas in vitro gezeigt werden. Weiterführende 

Untersuchungen sind notwendig, um zu evaluieren, ob und inwiefern ART auch unter 

physiologischen Bedingungen vergleichbare antitumorale Effekte zu induzieren 

vermag.

 

Ausblick 

ART hat zu einer signifikanten Hemmung des Wachstums und der Proliferation der 

ausgesuchten parentalen und DX-resistenten PCa-Zelllinien geführt. Diese waren 

zelltypspezifisch mit Veränderungen der Zellen in den Zellzyklusphasen und der 

Apoptose-Induktion assoziiert. Die beobachteten zelltypspezifischen Veränderungen 
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könnten ein Hinweis dafür sein, dass ART situationsbedingt auch auf sehr heterogene 

Tumoren, wie das PCa, zu wirken vermag. 

Die gewonnenen in vitro Daten geben einen ersten Einblick, dass und auf welche 

Weise ART beim DX-resistenten PCa wirkt. Weiterführende in vitro und in vivo Studien 

müssen dies weiter verifizieren, die genauen Wirkmechanismen evaluieren und klären, 

ob ART auch unter physiologischen Bedingungen im Stande ist diese antitumoralen 

Effekte zu induzieren.  

Erste unveröffentlichte weiterführende Analysen unserer Arbeitsgruppe konnten die 

Wirkung von ART auf weitere wichtige Mechanismen des Tumorprogresses (Invasion, 

Migration und Adhäsion) nachweisen. Daher wäre es interessant auch beim PCa 

weitere, für den Tumorprogress relevante, molekularbiologische Mechanismen 

vertiefend zu evaluieren. 

ART ist insgesamt sehr vielversprechend, da es bereits eine gute Wirksamkeit und 

Verträglichkeit bei Patienten in der Malariatherapie zeigt (200, 201). Für die 

Anwendung in der Tumorbehandlung werden jedoch höhere Konzentrationen benötigt, 

um eine ausreichende Wirkung zu erzielen (166). Daher sind weitere Studien zur 

Verträglichkeit von ART in erhöhten Konzentrationen und zur Ermittlung der 

wirksamen Dosis in vivo unerlässlich. Zuo et al. wiesen in vitro eine ausgeprägte 

zytotoxische und apoptotische Wirkung von ART im Harnblasenkarzinom, bei 

gleichzeitig wesentlich schwächerer Zytotoxizität gegenüber normalen humanen 

Urothelzellen nach (166). Sowohl in Tierexperimenten an Hunden mit nicht 

resezierbaren Tumoren als auch in einer Phase-1-Studie an Patienten mit 

fortgeschrittenen soliden Tumoren konnte eine gute Verträglichkeit von ART 

nachgewiesen werden (202, 203). 

 

Ein wichtiger Mechanismus, der die Effekte von ART vermittelt, ist die Bildung von 

ROS über die Spaltung der endogenen Peroxidgruppe (14). In diversen 

wissenschaftlichen Arbeiten an unterschiedlichen Zelllinien konnte eine Zunahme an 

ROS durch ARSS nachgewiesen werden. Eine weitere Zunahme durch Prooxidantien 

und Abnahme durch Antioxidantien bzw. Radikalfänger unterstützen diesen 

Zusammenhang. 

Durch ROS werden alle in dieser Arbeit gemessenen Parameter beeinflusst. Sie 

wirken zum einen zytotoxisch und vermindern damit die Zellviabilität, zum anderen 

wird die DNA geschädigt, was weitreichende Auswirkungen auf die Proliferation hat 

(14). Zudem führen ROS zum Zellzyklusarrest und lösen verschiedene Formen des 



Diskussion  63 
 

 

Zelltodes aus. Damit ARSS ROS produzieren können, ist die Anwesenheit von Eisen 

nötig. Die Zugabe von Holotransferrin oder Eisensulfat verstärkte die Wirkung von 

DHA in Brustkrebszellen und im Fibrosarkom der Ratte (216, 217). In einem Panel aus 

vielen verschiedenen Krebszelllinien konnte bei einigen durch einen Eisen(II)-glycin-

sulfat-Komplex (ferro sanol®) die Zytotoxizität von ART gesteigert werden (14, 218). 

Durch den Eisenchelator Deferroxamin wurden die Effekte von DHA hingegen 

gemindert. Der Anteil an Eisen und Transferrinrezeptoren ist in Tumorzellen erhöht 

(204-208), sodass diese eher als das normale Gewebe durch ARSS angegriffen 

werden (14, 19, 219-221). Allerdings ist zu beachten, dass Eisen als Cofaktor für viele 

Enzyme fungiert, die auch an der Proliferation beteiligt sein können. Eine 

bedenkenlose Zugabe von Eisen bei der Behandlung mit ARSS ist demnach nicht 

anzuraten (14, 222). Die Erforschung der Wirkmechanismen von ART im PCa, 

insbesondere die Bildung von ROS oder weitere Formen des durch ART ausgelösten 

Zelltodes, sollte nicht vernachlässigt werden, um die Wirkmechanismen von ART zu 

klären und ggf. potenzielle Biomarker für eine gute Wirksamkeit von ART identifizieren 

zu können.  

 

Die Entwicklung von therapeutischen Systemen, die ART gezielt zum Wirkort 

befördern, könnte sich zudem als vielversprechend erweisen. Wie bereits erwähnt 

weist ART eine gewisse Selektivität gegenüber Tumorzellen auf. Dies könnte auf dem 

erhöhten Gehalt an Eisen und Transferrinrezeptoren begründet sein (204-208). 

Nakase et al. nutzten diese Eigenschaft aus, indem sie ART mit Transferrin 

konjugierten, um noch stärker von der Selektivität zu profitieren (209). Dies wäre ein 

weiterer Ansatz, um ARTs Effektivität ggf. auch im PCa weiter zu verstärken. 

Untersucht werden sollte zudem, ob die Kombination mit anderen Medikamenten, 

insbesondere DX, synergistische oder additive Effekte zu induzieren vermag. 

Weiterhin wäre es interessant zu evaluieren, ob solche Kombinationsbehandlungen 

einer Resistenzentwicklung gegen die jeweiligen Einzelsubstanzen vorbeugen 

könnten. Versuchsreihen zum Wachstums- und Metastasierungsverhalten mit 

entsprechenden Kombinationstherapien sollten dies klären.  

 

So konnten Fröhlich et al. beispielsweise eine hohe Wirksamkeit von 

Östrogen-Artemisinin-Hybriden gegen die Zelllinie PC3 im Vergleich mit den einzelnen 

Wirkstoffen nachweisen (210). Denkbar also, dass sich eine Kombination mit anderen 

Wirkstoffen ebenfalls als aussichtsreich herausstellen könnte. Tatsächlich erwiesen 
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sich erste Kombinationen von ART mit etablierten Wirkstoffen und Therapien bei 

anderen Entitäten als erfolgreich (15). Luo et al. zeigten in Zellkultur und im 

Mausmodell eine erhöhte Radiosensitivität von Cervixkarzinomzellen nach der 

Behandlung mit ART (211). Fei et al. konnten ebenfalls eine verbesserte Sensitivität 

auf die Bestrahlung beim Ösophaguskarzinom sehen und begründeten dies mit einer 

Hemmung der Reparatur von DNA-Schäden durch ART (212). Die gleichzeitige 

Anwendung von ART und Carboplatin führt bei Wang et al. zu synergistischen Effekten 

im nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinom (213). Sorafenib in Kombination mit ART rief 

ebenfalls synergistische Effekte im hepatozellulären Karzinom hervor (214). Durch die 

Kombination von ART mit Paclitaxel, einem anderen Taxan neben DX, in Form von 

Nanopartikeln konnten Synergien in Mammakarzinomzelllinien nachgewiesen werden 

(215). Im Weiteren sollten daher Kombinationstherapien mit den etablierten 

Behandlungsoptionen, insbesondere DX, und ART näher evaluiert werden, um auf 

lange Sicht die Integration von ART in bestehende Therapieschemata bei der 

Behandlung des PCa zu ermöglichen. 

 

Es existieren bereits erste klinische Daten über die Anwendung von ART in der 

Krebstherapie. Die Verträglichkeit der oralen Anwendung von ART wurde etwa im 

metastasierten Mammakarzinom als add on zur leitlinienbasierten Therapie untersucht 

(225). Im lokalen kolorektalen Karzinom traten nach oraler Einnahme von ART vor der 

kurativen Resektion innerhalb eines medianen Follow-up von 42 Monaten weniger 

Rezidive auf (226). Im Rahmen einer Fallstudie in vivo bei fortgeschrittenem PCa 

führte die Anwendung von Artemisia annua und ART zu einer mehrmonatigen 

Remission (167). Es bedarf jedoch weiterer kontrollierten randomisierten Studien mit 

einer deutlich größeren Anzahl an Probanden, um die Effekte von ART im parentalen 

und DX-resistenten PCa zu verifizieren. 

 

Einen weiteren Vorteil, neben den geschilderten vielfältigen Wirkmechanismen, stellt 

dar, dass ARSS günstig und gut verfügbar sind. Somit bieten sie in Ländern mit 

niedrigem oder mittlerem Einkommen, in denen nicht zuletzt aufgrund struktureller 

Probleme eine hohe krebsbedingte Sterblichkeit vorliegt, im Sinne von Global Health 

eine gute Behandlungsoption (223, 224). 
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Zusammenfassend konnten in dieser Arbeit erstmals antiproliferative Effekte von 

Artesunat im parentalen und DX-resistenten PCa in vitro nachgewiesen werden. 

Zahlreiche Aspekte, in denen weitere Forschung notwendig ist, wurden aufgezeigt. 

Längerfristiges Ziel ist es, ART als integrative Therapie des PCa in die bestehenden 

Therapiekonzepte einzufügen. 
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7. Zusammenfassung 
Therapieresistenzen gegen das Chemotherapeutikum Docetaxel (DX) stellen ein 

großes Problem in der Behandlung des fortgeschrittenen Prostatakarzinoms (PCa) dar 

(87, 88). Das ursprünglich gegen Malaria eingesetzte Artesunat (ART), dessen 

Wurzeln in der traditionellen chinesischen Medizin liegen, hat auch in der Behandlung 

verschiedener Krebsentitäten eine vielversprechende Wirkung gezeigt (14). Zur 

Behandlung des PCa mit ART liegen aber noch wenige Daten vor, zum DX-resistenten 

PCa im Speziellen sind derzeit keine vorhanden. Ziel der vorliegenden Studie war es 

daher, den Einfluss von ART auf das progressive Wachstum therapiesensitiver 

(parentaler) und DX-resistenter PCa zu evaluieren. 

Hierzu wurden parentale und erstmalig auch DX-resistente PCa-Zelllinien, PC3, 

DU145 und LNCaP, mit ART [1-100 µM] behandelt. ART-unbehandelte PCa-Zellen 

dienten als Kontrollen. Neben dem Tumorzellwachstum (MTT) und der Proliferation 

(BrdU) wurden Veränderungen in den Zellzyklusphasen sowie die Induktion 

apoptotischer und nekrotischer Effekte (mittels Durchflusszytometrie) näher 

untersucht. 

ART konnte sowohl in allen parentalen als auch DX-resistenten PCa-Zellen eine 

signifikante Inhibition des Tumorzellwachstums und der Proliferation induzieren. Die 

Wirkung war dabei konzentrations- [1-100 µM] und zeitabhängig [24 h<48 h<72 h]. Die 

deutlichsten Effekte auf das Tumorzellwachstum konnten in den parentalen 

DU145-Zellen und auf die Proliferation in den parentalen LNCaP-Zellen detektiert 

werden. Die wachstumshemmende Wirkung von ART ging in allen DX-resistenten 

PCa-Zelllinien mit einem G0/G1-Phase-Arrest unter gleichzeitiger signifikanter 

Abnahme der S-Phase-Zellen einher. In den DX-resistenten DU145-Zellen wurde 

zudem die G2/M-Phase signifikant reduziert. In den parentalen LNCaP-Zellen 

resultierte die Exposition mit ART ebenfalls in einem G0/G1-Phase-Arrest bei 

zeitgleicher signifikanter Reduktion der Zellen in der S- und G2/M-Phase. Die übrigen 

parentalen PCa-Zellen zeigten keine signifikante Veränderung in den 

Zellzyklusphasen. In den parentalen PC3-, LNCaP- und DX-resistenten LNCaP-Zellen 

induzierte ART weiterhin eine signifikante Zunahme apoptotischer Zellen. Die 

stärksten apoptotischen Effekte von ART, mit etwa einer Vervierfachung, konnten 

dabei in der parentalen LNCaP-Subzelllinie beobachtet werden.  

Zusammenfassend konnte in der vorliegenden Arbeit erstmals sowohl in parentalen 

als auch DX-resistenten PCa-Zellen der Einfluss von ART auf das progressive 

Tumorzellwachstum gezeigt werden. Dabei werden zelltypspezifisch unterschiedliche 



Zusammenfassung  67 
 

 

Mechanismen aktiviert. ART könnte somit eine vielversprechende integrative Therapie 

im fortgeschrittenen, auch DX-resistenten, PCa darstellen. Weiterführende 

Untersuchungen sind notwendig, um dies weiter zu verifizieren. 
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9. Anhang 
 

Tabelle 15: Formeln der Kurven zur Ermittlung des IC50 und LC50 

 IC50 LC50 

PC3 PAR 𝑦 = 100 ∕ (1 + 10((1,57−𝑥)×(−1,253))) y = -50,41ln(x) + 234,07 

PC3 DR 𝑦 = 100 ∕ (1 + 10((1,225−𝑥)×(−0,7357))) y = -67,25ln(x) + 288,41 

DU145 PAR 𝑦 = 100 ∕ (1 + 10((0,4886−𝑥)×(−0,9575))) y = -16,03ln(x) + 68,094 

DU145 DR 𝑦 = 100 ∕ (1 + 10((1,362−𝑥)×(−1,275))) y = -40,22ln(x) + 183,52 

LNCaP PAR 𝑦 = 100  (1 + 10((1,076−𝑥)×(−0,818)))⁄  y = -34,92ln(x) + 154,08 

LNCaP DR 𝑦 = 100 ∕ (1 + 10((1,232−𝑥)×(−1,291))) y = -36,38ln(x) + 163,23 

 

 

Abbildung 10: LC50-Werte der parentalen und DX-resistenten PC3-Zellen. 
Dosis-Wirkungskurve des Wachstums der parentalen und DX-resistenten (DR) PC3-Zellen nach 72 h 
Behandlung mit aufsteigenden Konzentrationen von ART [1-100 µM]. X-Achse: Tumorzellwachstum / 
Viabilität der PC3-Zellen in Prozent. Y-Achse: Behandlungskonzentration von ART [1-100 µM]. Das 
Tumorzellwachstum / die Viabilität der unbehandelten Kontrolle wurde zum Zeitpunkt 72  h auf 100 % 
gesetzt. Für PC3 und PC3 DR wurde jeweils eine logarithmische Ausgleichsgerade gebildet, um die 
LC50 Werte bestimmen zu können. PC3 LC50 = 36,32 µM, PC3 DR LC50 = 25,33 µM. n = 6. 
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Abbildung 11: LC50-Werte der parentalen und DX-resistenten DU145-Zellen. 
Dosis-Wirkungskurve des Wachstums der parentalen (PAR) und DX-resistenten (DR) DU145-Zellen 
nach 72 h Behandlung mit aufsteigenden Konzentrationen von ART [1-100 µM]. X-Achse: 
Tumorzellwachstum / Viabilität der DU145-Zellen in Prozent. Y-Achse: Behandlungskonzentration von 
ART [1-100 µM]. Das Tumorzellwachstum / die Viabilität der unbehandelten Kontrolle wurde zum 
Zeitpunkt 72 h auf 100 % gesetzt. Für DU145 und DU145 DR wurde jeweils eine logarithmische 
Ausgleichsgerade gebildet, um die LC50 Werte bestimmen zu können. DU145 LC50 = 5,38 µM, 
DU145 DR LC50 = 26,18 µM. n = 3. 
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Abbildung 12: LC50-Werte der parentalen und DX-resistenten LNCaP-Zellen. 
Dosis-Wirkungskurve des Wachstums der parentalen (PAR) und DX-resistenten (DR) LNCaP-Zellen 
nach 72 h Behandlung mit aufsteigenden Konzentrationen von ART [1-100 µM]. X-Achse: 
Tumorzellwachstum / Viabilität der LNCaP-Zellen in Prozent. Y-Achse: Behandlungskonzentration 
von ART [1-100 µM]. Das Tumorzellwachstum / die Viabilität der unbehandelten Kontrolle wurde zum 
Zeitpunkt 72 h auf 100 % gesetzt. Für LNCaP und LNCaP DR wurde jeweils eine logarithmische 
Ausgleichsgerade gebildet, um die LC50-Werte bestimmen zu können. LNCaP LC50 = 17,47 µM, 
LNCaP DR LC50 = 20,91 µM. n = 4. 
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