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ABSTRACT 
 

1 

ABSTRACT 

The aim of this study was to investigate the prognostic significance and therapeutic relevance of 

the Cyclin K-CDK12/CDK13 complexes in prostate cancer, one of the most common diagnosed 

cancer types in men worldwide. Despite an initial therapeutic response, treatment failure and 

recurrences often occur, emphasizing the urgent need for effective targeted therapies. While the 

Cyclin K-CDK12/CDK13 complexes are well-known for their essential role in maintaining genome 

stability, cell proliferation, and tumor cell survival, their specific function and therapeutic potential 

in prostate cancer are not yet fully understood. 

 

In this study, the inhibition of the Cyclin K-CDK12/CDK13 complexes by the covalent 

CDK12/CDK13 inhibitor THZ531 decreased the viability of prostate cancer cells either through 

induction of cell cycle arrest in the G2/M phase or apoptotic cell death in a cell line-dependent 

manner. These anti-tumorigenic effects were associated with THZ531-mediated downregulation 

of the expression of DNA damage response and DNA repair genes, resulting in the accumulation of 

DNA damage. In addition, THZ531 treatment in tumor xenografts of the chorioallantoic membrane 

model of the chicken egg led to reduced tumor viability, accompanied by an increased rate of 

apoptosis. 

 

Based on these findings, investigations were conducted to determine whether the anti-neoplastic 

potential of THZ531 could sensitize prostate cancer cells to PARP inhibition with olaparib or the 

anti-androgens enzalutamide and abiraterone. The combined treatment with olaparib and THZ531 

synergistically induced apoptosis in one of the cell lines used in this study. The combination of 

THZ531 and anti-androgens led to an increase in the anti-tumoral effects, particularly in androgen-

sensitive prostate cancer cells. Furthermore, the anti-proliferative and pro-apoptotic effects of 

this combination therapy were also confirmed ex vivo in vital human prostate cancer tissue. 

 

Regarding the prognostic significance, the analysis of a tissue microarray comprising tissue 

samples from prostate cancer patients showed that Cyclin K, but not CDK12 expression, correlated 

with a more aggressive type of prostate cancer. 

 

In sum, the findings of this study demonstrate the clinical relevance of the Cyclin K-CDK12/CDK13 

complexes as promising therapeutic targets, especially in combination with an anti-androgen 

therapy, as well as the importance of Cyclin K as a prognostic biomarker for patients with prostate 

cancer. 

 



 

 

 



ZUSAMMENFASSUNG 
 

3 

ZUSAMMENFASSUNG 

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die prognostische Bedeutung und Therapierelevanz der 

Cyclin K-CDK12/CDK13-Komplexe im Prostatakarzinom, einer der weltweit häufigsten malignen 

Neoplasien bei Männern, untersucht. Trotz eines anfänglichen therapeutischen Ansprechens 

kommt es häufig zu einem Therapieversagen und einer Rezidiventwicklung, was die Notwendigkeit 

effektiver und zielgerichteter Therapien unterstreicht. Obwohl die Cyclin K-CDK12/CDK13-

Komplexe aufgrund ihrer essenziellen Rolle für die Genomstabilität, Proliferation und das 

Überleben maligner Zellen bereits Gegenstand zahlreicher Studien sind, ist über ihre funktionelle 

Rolle und ihr therapeutisches Potenzial beim Prostatakarzinom bisher noch wenig bekannt. 

 

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Inhibition der Cyclin K-CDK12/CDK13-Komplexe 

durch den kovalenten CDK12/CDK13-Inhibitor THZ531 die Viabilität von Prostatakarzinomzellen 

vermindert, was entweder auf eine zelllinienabhängige Induktion eines Zellzyklusarrest in der 

G2/M-Phase oder auf den apoptotischen Zelltod zurückzuführen war. Diese antitumorigenen 

Effekte waren mit einer THZ531-vermittelten Reduktion der Expression essenzieller Genen der 

DNA-Schadensantwort und DNA-Reparatur assoziiert, was die Akkumulation von DNA-Schäden 

verursachte. Darüber hinaus führte die THZ531-Behandlung von Tumorxenografts im 

Chorioallantoismembran-Modell des Hühnereies zu einer Abnahme der Tumorviabilität, die mit 

einer erhöhten Apoptoserate einherging.  

 

Basierend auf diesen Ergebnissen wurde untersucht, ob die antineoplastische Wirkung von THZ531 

die Prostatakarzinomzellen gegenüber einer PARP-Inhibition mit Olaparib oder den 

Antiandrogenen Enzalutamid und Abirateron sensibilisieren kann. In Kombination mit Olaparib 

löste THZ531 synergistisch Apoptose in einer der untersuchten Zelllinien aus. Die kombinierte 

Behandlung aus THZ531 und den Antiandrogenen führte speziell bei androgensensitiven 

Prostatakarzinomzelllinien zu einer Verstärkung der antitumoralen Auswirkungen. Zudem 

konnten die anti-proliferativen und pro-apoptotischen Effekte dieser Kombinationstherapie auch 

ex vivo im frischen humanen Prostatakarzinomgewebe verifiziert werden. 

Im Hinblick auf die prognostische Bedeutung konnte in einem Tissue Microarray mit 

Gewebeproben von Prostatakarzinompatienten gezeigt werden, dass die Cyclin K-, nicht aber die 

CDK12-Expression mit einem aggressiveren Prostatakarzinom-Typ korrelierte. 

 

Zusammenfassend verdeutlichen die gewonnenen Erkenntnisse dieser Arbeit die klinische 

Relevanz der Cyclin K-CDK12/CDK13-Komplexe als vielversprechende therapeutische 

Zielstrukturen, insbesondere in Kombination mit einer Antiandrogen-Therapie, sowie die 

Bedeutung von Cyclin K als prognostischer Biomarker bei Patienten mit einem Prostatakarzinom.
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1 EINLEITUNG 

1.1 Prostatakarzinom  

Beim Prostatakarzinom (PCa) handelt es sich um eine maligne, glanduläre Neoplasie, die vom 

Drüsengewebe der Prostata ausgeht [1]. Gemäß der World Health Organization (WHO) werden 

Prostatatumore in unterschiedliche Entitäten subklassifiziert, um zuverlässige und klinisch 

aussagekräftige Diagnosen zu erstellen und folglich eine optimale Therapie zu ermöglichen. Die 

häufigste maligne Neoplasie ist hierbei das azinäre Adenokarzinom der Prostata, das etwa 

90 – 95 % der neoplastischen Erkrankungen darstellt. Neben dem azinären Adenokarzinom 

definiert die WHO-Klassifikation seltenere Subtypen, wie neuroendokrine, mesenchymale, 

hämatolymphoide und maligne Neoplasien nicht-epithelialen Ursprungs [2, 3]. 

1.1.1 Histologie und Funktion der Prostata  

Die humane Prostata, die auch als Vorsteherdrüse bezeichnet wird, gehört zu den inneren 

Geschlechtsorganen des Mannes. Ihre wichtigste Funktion ist die Produktion eines sauren Sekrets 

(pH-Wert von 6,4), das ca. 30 % der Samenflüssigkeit ausmacht und zudem Enzyme wie die 

prostataspezifische saure Phosphatase und das prostataspezifische Antigen (PSA) enthält [4]. Die 

Prostata ist zur Differenzierung, zum Wachstum und zur Aufrechterhaltung ihrer strukturellen 

und funktionellen Integrität auf die männlichen Geschlechtshormone, die sogenannten 

Androgene, angewiesen [5]. Das Prostatagewebe besteht aus vielen Einzeldrüsen, die sich im 

Wesentlichen aus drei verschiedenen Zelltypen zusammensetzen: luminalen, basalen und 

neuroendokrinen Zellen (Abbildung 1-1). Luminale Zellen, auch sekretorische Epithelzellen 

genannt, stellen mit einem Anteil von ca. 60 % den primären Zelltyp des Prostataepithels dar. Sie 

exprimieren hohe Mengen des Androgenrezeptors (AR) und sezernieren AR-abhängig das PSA und 

weitere Bestandteile des Prostatasekrets. Umgeben sind sie von einer Schicht aus Basalzellen, die 

die Basalmembran bilden. Dazwischen befinden sich vereinzelt neuroendokrine Zellen, die mit ca. 

1 % den geringsten Anteil der drei Zelltypen ausmachen. Das Prostataepithel ist in einem derben, 

kontraktilen, teils bindegewebsartigen Stroma verankert, das überwiegend aus glatten 

Muskelzellen und Fibroblasten besteht, aber auch Endothel- und Immunzellen enthält [6-8]. 
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Abbildung 1-1 Schematische Darstellung des histologischen Aufbaus der Prostatadrüse. (A) Die normale 
Prostatadrüse besteht aus drei verschiedenen Zelltypen. (B.) Die mikroskopische Vergrößerung der Prostatadrüse 

veranschaulicht die Unterteilung in die verschiedenen Zellschichten. Das Drüsenepithel ist in ein 
bindegewebsartiges Stroma eingebettet, dass aus glatten Muskelzellen, Fibroblasten und einer derben 
extrazellulären, kollagenen Matrix besteht, aber auch Endothel- und Immunzellen enthält. Zwischen diesen beiden 

Schichten befindet sich die Basalmembran, die die Basalzellen vom Stroma trennt. Modifiziert nach Rebello et al. [6]. 

Im Vergleich zu normalen Prostatadrüsen weisen azinäre Proliferate des Adenokarzinoms meist 

deutliche morphologische Unterschiede auf, wie z. B. atypische und unregelmäßig verzweigte 

Drüsen oder gar den vollständigen Verlust der Drüsenbildung, ein infiltratives Wachstum und den 

Verlust der Basalzellschicht. Neben den architekturellen Unterschieden sind neoplastische Zellen 

durch eine verschobene Kern-Plasma-Relation gekennzeichnet, die meist mit diversen 

zytologischen Atypien wie überdimensionierten oder hyperchromatischen Kernen und multiplen 

Nukleolen einhergeht [2, 9]. Adenokarzinome der Prostata sind des Weiteren häufig durch ein 

multifokales Wachstum gekennzeichnet und zeigen innerhalb der einzelnen Tumorherde diverse 

histologische und genetische Unterschiede [10, 11]. Die einzige anerkannte, morphologisch 

diagnostizierbare Vorläuferläsion des PCa ist die hochgradige prostatische intraepitheliale 

Neoplasie (high-grade PIN). Die high-grade PIN beschreibt eine Dysplasie innerhalb des 

Drüsenepithels mit überwiegend normaler Drüsenarchitektur, das jedoch mit atypischen Zellen 

ausgekleidet ist. Das wichtigste diagnostische Merkmal einer high-grade PIN ist hierbei das 

Vorkommen von vergrößerten Kernen mit teils multiplen Nukleolen in den luminalen 

Epithelzellen. Die Basalzellschicht als Merkmal einer konservierten Drüsenarchitektur ist im 

Gegensatz zum PCa immer präsent, kann aber auch diskontinuierlich oder fragmentiert vorliegen 

und nur wenige Basalzellen enthalten [3, 12, 13].  
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1.1.2 Epidemiologie und Ätiologie  

Im Jahr 2020 erkrankten 18,1 Millionen Menschen weltweit an malignen Erkrankungen, ohne 

Berücksichtigung des nicht melanozytäre Hautkrebs. Das PCa ist hierbei mit ca. 1,2 Millionen 

Neuerkrankungen (7,1 %) die zweithäufigste maligne Neoplasie und mit 358.989 Todesfällen (3,8 % 

aller Krebstodesfälle bei Männern) die fünfthäufigste krebsbedingte Todesursache bei Männern 

[14, 15]. In Deutschland ist das PCa laut Robert Koch-Institut im Jahr 2018 mit ca. 25 % die häufigste 

Tumorneuerkrankung bei Männern und weist nach dem Lungenkarzinom die zweithöchste 

Mortalitätsrate (12 %) auf [16]. Der wichtigste Risikofaktor für die Entstehung eines PCas ist das 

Alter. Verglichen mit der geringen Inzidenzrate (2 %) der PCa-Diagnose bei Männern unter 

50 Jahren liegt diese bei Männern über 65 Jahren mit ca. 60 % deutlich höher [17]. Da die Mehrzahl 

an PCas in einem frühen Stadium entdeckt wird, liegt die relative 5-Jahres-Überlebensrate bei 

89 % [16]. Darüber hinaus geht eine erbliche genetische Veranlagung mit einem erhöhten 

Erkrankungsrisiko einher und macht etwa 5 % des Erkrankungsrisikos aus. Neben einer 

polygenetischen Erkrankung spielen in diesen Fällen selten auch Erkrankungen, die nur durch ein 

einzelnes mutiertes Gen ausgelöst werden, eine Rolle. Hierbei erhöhen hereditäre Mutationen, vor 

allem im BRCA2-Gen, das Risiko für die Entwicklung eines PCas um das 8,5-Fache bei Männern 

über 65 Jahren [18, 19]. Neben diesen nicht veränderbaren Risikofaktoren beeinflusst der 

zunehmende westliche Lebensstil mit Übergewicht, Bewegungsmangel und Ernährungsfaktoren 

nachweislich das Risiko der Entstehung eines PCas [15].  

1.1.3 Molekulare Pathogenese 

Komplexe Interaktionen zwischen angeborenen Keimbahnvarianten, erworbenen somatischen 

Mutationen, dem Mikromilieu der Prostata und anderen Umweltfaktoren haben Einfluss auf die 

Entstehung und die Progression eines PCas [20]. Die Komplexität des PCas wird insbesondere 

durch die intratumorale Heterogenität und Multiklonalität dominiert, was die eindeutige 

Identifizierung der verantwortlichen molekularen Mechanismen der Tumorentstehung erschwert. 

Die häufigste genetische Aberration, die bei etwa 40 - 60 % der PCa-Patienten beobachtet wird 

und für die Karzinogenese verantwortlich ist, ist die Genfusion zwischen TMPRSS2 und dem 

onkogenen Transkriptionsfaktor ERG [6, 20, 21]. Während ERG in normalen Prostataepithelzellen 

nicht exprimiert wird, kann in PCa-Zellen hingegen in Gegenwart von Androgenen durch die 

androgensensitiven Elemente des TMPRSS2-Promotors eine ERG-Überexpression beobachtet 

werden [22, 23]. Eine Überexpression von ERG, das eine entscheidende Rolle bei der epithelial-

mesenchymalen Transition (EMT) spielt und somit ein treibendes Ereignis beim Übergang vom PIN 

zum Karzinom darstellt, ist mit einem aggressiveren PCa-Phänotyp assoziiert [24]. Darüber hinaus 

gehören Mutationen in den folgenden Genen zu den häufigsten genomischen Aberrationen im 

frühen invasiven Stadium des PCa: SPOP, FOXA1, NKX3-1 und MYC [6, 21, 25].  
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Im metastasierten kastrationsresistenten Prostatakarzinom (mCRPC) gehört das Tumor-

suppressorgen PTEN zu den am häufigsten mutierten Genen. Eine homozygote Deletion des 

PTEN-Gens oder eine loss-of-function-Mutation sind mit einer verstärkten Aktivierung des 

PI3K/Akt-Signalwegs assoziiert, was malignes Zellwachstum und -proliferation fördert und somit 

die Karzinogenese und Tumorprogression vorantreibt [6, 20, 26]. Mutationen des 

Tumorsuppressors RB1 und des Transkriptionsfaktors TP53 können zu einer dysfunktionalen 

Aktivität dieser Zellzyklusregulatoren und damit zu einem aberranten Zellzyklus beitragen, 

wodurch die genetische Instabilität erhöht wird. Diese Mutationen treten gehäuft bei mCRPC-

Patienten auf und sind mit einer schlechteren Prognose assoziiert [26-29]. Amplifikationen und 

Überexpressionen des Proto-Onkogens MYC führen ebenfalls zu einer gesteigerten Zellzyklus-

progression und tragen durch Interaktion mit dem AR-abhängigen Transkriptionsprogramm zur 

Progression des mCRPCs bei [27, 30, 31]. Beim mCRPC sind somatische Defekte in Genen der 

DNA-Schadensantwort (DDR), die vorherrschend an der homologen Rekombinationsreparatur 

beteiligt sind (z. B. BRCA1, BRCA2, ATM, CHEK2, PALB2, RAD51D und CDK12), ebenfalls weit 

verbreitet [27, 32, 33]. 

1.1.3.1 Rolle des Androgenrezeptors  

Der AR ist ein nukleärer Steroidhormonrezeptor, der in seiner Funktion als androgenabhängiger 

Transkriptionsfaktor eine zentrale Rolle für die Entwicklung und Funktion der Prostata, aber auch 

für die Entstehung und Progression des PCas spielt [34, 35]. Das AR-Gen umfasst 8 Exons, die ein 

110 kDa großes Protein codieren, das vier funktionell unterschiedliche Domänen aufweist: eine 

N-terminale Domäne (NTD), eine DNA-Bindedomäne (DBD), eine Hinge-Region, die das nukleäre 

Lokalisierungssignal beinhaltet, und die Liganden-Bindedomäne (LBD) (Abbildung 1-2) [36].  

 

 

Abbildung 1-2 Schematischer Aufbau des humanen AR-Gens, des Wildtyp (WT) AR-Proteins und einer 
AR-Spleißvariante (AR-V7).  (Oben) Das AR-Gen besteht aus 8 Exons (Ex). Das AR-Protein setzt sich aus der 
N-terminalen Domäne (NTD), der DNA-Bindedomäne (DBD), der Hinge-Region und der Liganden-Bindedomäne 
(LBD) zusammen. (Unten) Dargestellt ist die Proteinstruktur der AR-V7-Variante ohne LBD und mit integriertem 

kryptischen Exon (CE), die durch alternatives Spleißen verkürzt wurde. Modifiziert nach Messner et al. [37]. 
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In Abwesenheit von Androgenen liegt der AR in einer inaktiven Konformation im Zytoplasma vor, 

die zur Ligandenbindung fähig ist [37, 38]. Die Aktivierung des AR kann einerseits durch 

Testosteron, das hauptsächlich in den Hoden und in geringen Mengen in den Nebennieren gebildet 

wird, und andererseits durch seine aktivierte Form, das Dihydrotestosteron (DHT), ausgelöst 

werden. Dabei hat das DHT eine größere Affinität zu der LBD des ARs als Testosteron [37-39]. 

Anschließend erfolgt die Translokation des ARs in den Nukleus, wo er durch physikalische 

Interaktion mit der DBD an die Promotorregion der Androgen Response Elements (ARE) der DNA 

von AR-abhängigen Genen bindet. Nach der Bindung an die AREs erfolgt die Interaktion mit der 

Transkriptionsmaschinerie und die Rekrutierung bestimmter Koregulatoren [34, 38]. Zu den 

AR-abhängigen Genen zählen z. B. KLK3, das PSA codiert, und TMPRSS2 [34-37].  

Verschiedene epigenetische und genetische Mechanismen, die zu Veränderungen der 

AR-Signaltransduktion und des AR selbst führen, treten während der Progression zum 

kastrationsresistenten Prostatakarzinom (CRPC) oder mCRPC auf und ermöglichen so das 

Wachstum unter Androgendeprivation [37, 40]: Die häufigste genetische Aberration ist die 

AR-Amplifikation, die zu einer Überexpression des ARs führt, wodurch die Zellproliferation unter 

einem reduzierten Androgenspiegel aufrechterhalten wird [34, 38, 41]. Mutationen des AR-Gens 

treten in allen Rezeptordomänen auf, am häufigsten aber in der LBD [42-44]. Sie können zu einer 

verminderten Spezifität der Ligandenbindung und zu einer ligandenunabhängigen Aktivierung 

führen, wodurch die AR-Aktivität durch AR-Agonisten eher gefördert als gehemmt wird und damit 

zur Progression des mCRPCs beiträgt [36]. AR-Spleißvarianten (z. B. AR-V7) sind typischerweise 

verkürzt und haben keine LBD, während DBD und NTD noch vorhanden sind (Abbildung 1-2) [37, 

45]. PCa-Zellen, die AR-Varianten aufweisen, sind resistent gegenüber der Androgendeprivations-

therapie (ADT) und AR-Inhibitoren und werden mit einem aggressiveren Krankheitsverlauf 

assoziiert [46, 47]. Neben direkten Veränderungen des ARs kann die Wiederherstellung der 

AR-Signaltransduktion nach einer ADT durch eine gesteigerte tumorautonome Androgensynthese 

erfolgen, die auf eine Hochregulation von Schlüsselenzymen des Steroidsynthese-Signalwegs 

zurückzuführen ist und de novo Testosteron oder DHT produzieren kann [37, 48].  

1.1.4 Klinisches Management des PCas 

1.1.4.1 Symptome des PCas 

In den meisten Fällen ist ein PCa asymptomatisch, selbst wenn sich bereits Metastasen gebildet 

haben. Miktionsbeschwerden, Hämaturie oder Schmerzen im Bereich des unteren Rückens, des 

Beckens oder der Hüfte der Betroffenen treten häufig erst in fortgeschrittenen Stadien des PCas 

auf. Die Beschwerden sind jedoch nicht PCa-spezifisch, sondern können teilweise auch von 

anderen Krankheitsbildern wie z. B. einer benignen Prostatahyperplasie verursacht werden [49]. 
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1.1.4.2 Früherkennung, Diagnose und Staging des PCas 

Zu den Standard-Früherkennungsmethoden des PCas gehören die digitale rektale Untersuchung, 

eine Palpation der Prostata zur Feststellung von strukturellen Anomalien, und die Bestimmung des 

PSA-Wertes im Blutserum [50]. Erst die Entnahme einer Gewebebiopsie mit anschließender 

histopathologischer Untersuchung bei auffälligem Tastbefund und erhöhtem PSA-Wert trägt zur 

endgültigen Diagnose bei [50, 51]. Die pathologische Beurteilung der Biopsie orientiert sich hierbei 

an den klassischen Diagnosekriterien wie z. B. der Architektur der Drüsen, den Kernatypien und 

dem Fehlen der Basalzellen [52, 53]. Sowohl nach der Stanzbiopsie als auch nach radikaler 

Prostatektomie erfolgt die histologische Beurteilung des Tumorgrades nach dem überarbeiteten 

Gleason-Graduierungssystem der International Society of Urological Pathology (ISUP) von 2014 

durch einen Pathologen [54]. Das Gleason-Graduierungssystem umfasst hierbei fünf Grade, die 

sich in ihrem Wachstumsmuster hinsichtlich der Drüsenmorphologie bzw. Entdifferenzierung 

unterscheiden und nach steigender Abweichung vom Normalgewebe von 1 (gering) bis 5 (stark) 

definiert werden (Abbildung 1-3). Der Tumorgrad eines Karzinoms in einem Prostatektomie-

präparat, bei dem das gesamte Tumorgewebe untersucht werden kann, wird durch Addition des 

vorherrschenden (z. B. 4) und des zweithäufigsten (z. B. 5) Wachstumsmusters als Gleason-Score 

ermittelt (z. B. Gleason-Score 9 = 4 + 5). Basierend auf dem Gleason-Score erfolgt die Einteilung in 

die fünf morphologischen Gradgruppen (1-5), die eine präzisere Stratifizierung des Tumors gemäß 

des neuen ISUP 2014/WHO 2016 Graduierungssystem gewährleisten [54, 55]. 

 

 

Abbildung 1-3 Schematische Darstellung des histologischen Gleason-Wachstumsmuster des PCas, das als 
Grundlage für das ISUP 2014/WHO 2016 Graduierungssystem verwendet wird. Die Grade 1-5 klassifizieren das PCa 
nach ihrem Differenzierungsstatus. Eine geringe Entdifferenzierung und ein niedriger Malignitätsgrad liegen vor, 
wenn das Tumorgewebe nicht stark vom gesunden Gewebe abweicht. Umgekehrt wird einem morphologisch stark 
entdifferenzierten Gewebe, das dem ursprünglichen Gewebe nur noch marginal oder gar nicht mehr ähnelt, ein 

hoher Malignitätsgrad zugeordnet. Modifiziert nach Epstein et al. [2, 54]. 



EINLEITUNG 
 

11 

Neben der Einstufung des Malignitätsgrades des Resektats gemäß dem Gleason-

Graduierungssystem wird in der Routinediagnostik die TNM-Klassifikation zur Bestimmung der 

anatomischen Tumorausdehnung maligner Tumoren eingesetzt. Dies beinhaltet die Beurteilung 

der Größe und Ausbreitung des Primärtumors (T), das Vorhandensein von regionalen 

Lymphknotenmetastasen (N) und die Anwesenheit von Fernmetastasen (M) (Tabelle 1-1). 

Tabelle 1-1 TNM-Klassifikation des PCas [56, 57].

Kriterien Definition 

T  Ausbreitung des Primärtumors 

 TX Primärtumor kann nicht beurteilt werden 

 T0 Kein Hinweis auf einen Primärtumor 

 
T1 Klinisch nicht erkennbarer Tumor, der weder tastbar noch in bildgebenden Verfahren 

sichtbar ist 

 T2 Tumorwachstum auf Prostata begrenzt 

 T3 Tumor durchbricht die Prostatakapsel und/oder Infiltration der Samenblase(n) 

 T4 Tumor infiltriert andere benachbarte Strukturen als Samenblase(n) 

N  Vorhandensein von regionalen Lymphknotenmetastasen 

 NX Regionale Lymphknoten können nicht beurteilt werden 

 N0 Keine regionale Lymphknotenmetastase 

 N1 Regionale Lymphknotenmetastase 

M  Anwesenheit von Fernmetastasen 

 MX Fernmetastasen können nicht beurteilt werden 

 M0 Keine Fernmetastasen 

 M1 Fernmetastasen 

 

In diesem Kontext hat sich die perineurale Invasion (Pn) ebenfalls als diagnostisches Kriterium für 

ein PCa etabliert (Pn0: keine perineurale Infiltration, Pn1: perineurale Infiltration), die als 

Tumorzellinvasion in, um und durch die drei Schichten der Nervenbündel definiert ist [58, 59]. Die 

Perineuralscheideninfiltration ist ebenso wie eine lymphatische (L) oder vaskuläre (V) Invasion ein 

Hinweis für eine bevorstehende Metastasierung und somit ein Mechanismus der 

Tumorprogression [60]. Allerdings ist diese auch ein Prädiktor für ein lokales Rezidiv [61]. 

Basierend auf dem ISUP 2014/WHO 2016 Graduierungssystem, der TNM-Klassifikation und dem 

PSA-Wert erfolgt daraufhin die prognostische Evaluation und Festlegung des PCa-Stadiums durch 

den behandelnden Urologen in ein mehrstufiges System (z. B. dreistufig nach D’Amico et al. [62, 

63]), auf dessen Grundlage die Risikostratifizierung geeigneter Therapiemaßnahmen eingeleitet 

werden kann. Allerdings erschwert die große morphologische und molekulargenetische 

Heterogenität des PCas eine zuverlässige Prognose des Krankheitsverlaufs und 

Therapieansprechens. Daher ist die Identifizierung neuer prognostischer und prädiktiver 

Biomarker von entscheidender Bedeutung [64, 65].   
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1.1.4.3 Behandlung und Therapieresistenzen des PCas 

Für das PCa gibt es zahlreiche Behandlungsmöglichkeiten, wobei die Therapieentscheidung von 

Tumorstadium und -grad abhängig ist. Patienten mit der Diagnose eines risikoarmen PCas werden 

zunächst aktiv überwacht, um den Krankheitsverlauf abzuwarten und eine Überbehandlung zu 

vermeiden [50]. Ein weiteres konservatives Behandlungskonzept ist das watchful waiting, das bei 

Patienten mit einer geringen Lebenserwartung von weniger als 10 Jahren angewandt wird, da die 

Risiken der Therapie den tatsächlichen Nutzen meist übersteigen [50]. Die radikale Prostatektomie 

und die perkutane Strahlentherapie sind, die am häufigsten angewandten Therapieformen des 

lokal begrenzten und lokal fortgeschrittenen PCas [50, 66]. Als zusätzliche Option vor 

(neoadjuvant) oder als ergänzende Therapie nach einer Prostatektomie (adjuvant) wird meist die 

ADT eingesetzt. Bei der ADT wird die Androgenabhängigkeit des PCas ausgenutzt, um dessen 

Wachstum zu unterdrücken, indem der Androgenspiegel durch chirurgische (bilaterale 

Orchiektomie) oder medikamentöse Kastration (LHRH-Analogon oder GnRH-Blocker) gezielt 

gesenkt wird oder die Funktion des ARs mittels Antiandrogenen blockiert wird [67-69]. 

Nach anfänglichem Ansprechen auf die ADT kommt es jedoch häufig nach längerer Remission zum 

Wiederauftreten einer aggressiveren Form des PCas (CRPC oder mCRPC). Bei Patienten mit einem 

mCRPC wird die ADT zunächst mit dem zytotoxischen Chemotherapeutikum Docetaxel (DTX) 

und/oder neuen Hormonpräparaten kombiniert [69]. Trotz verlängerter Überlebenszeit der 

Patienten durch das DTX, werden fast alle Patienten aufgrund der Resistenzentwicklung 

gegenüber DTX refraktär [70, 71]. Als neue Hormonpräparate kommen in diesem Zusammenhang 

der AR-Inhibitor Enzalutamid (MDV3100) oder der selektive CYP17 (Cytochrom P450 17) -Inhibitor 

Abirateron zum Einsatz [34, 69, 72]. Durch die Inhibition von CYP17 wird das Schlüsselenzym der 

Androgensynthese durch Abirateron gehemmt und damit die Produktion von Testosteron und 

DHT in den Nebennieren, Testikeln und die de novo intratumorale Androgensynthese im 

Prostatagewebe blockiert (Abbildung 1-4) [73]. Im Gegensatz dazu bindet Enzalutamid mit einer 5- 

bis 8-fach höheren Affinität an die LBD des ARs als bisher verwendete AR-Inhibitoren wie z. B. 

Bicalutamid [74]. Dadurch verhindert Enzalutamid kompetitiv die Bindung von Testosteron oder 

DHT, den nukleären Transport des AR, die Bindung an die hormonempfindlichen Bereiche der DNA 

und die Rekrutierung von Koaktivatoren (Abbildung 1-4) [72, 74] 
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Abbildung 1-4 Schematische Darstellung der Androgen-Signalkaskade und der Wirkmechanismen von Enzalutamid 
(AR-Inhibitor) und Abirateron (CYP17-Inhibitor).  Testosteron, das in Testikeln und Nebennieren produziert wird, 

wird durch die 5α-Reduktase in seine aktive Form, das DHT, umgewandelt. Daraufhin binden in der Regel die 
Androgene an den AR, woraufhin die Translokation des ARs in den Zellkern erfolgt. Dort interagiert der AR mit den 
Androgen response elements (ARE) der DNA von AR-abhängigen Zielgenen und aktiviert deren Transkription. 
Abirateron hemmt die Androgensynthese durch die Inhibition des Enzyms CYP17, das im Gewebe der Testikel, der 

Nebennieren und der Prostata exprimiert wird. Der AR-Inhibitor Enzalutamid verhindert irreversibel die Bindung 
von Testosteron oder DHT an den AR, den nukleären Transport sowie die Bindung an die AREs. Modifiziert nach 
Conteducta et al. [75, 76]. 

Bei Patienten mit einem mCRPC wird die zielgerichtete Therapie mit Poly-ADP-Ribose-

Polymerasen-(PARP) -Inhibitoren ebenfalls häufig eingesetzt. PARP ist ein multifunktionales 

Enzym, das an mehreren biologischen Prozessen beteiligt ist und eine wesentliche Rolle bei der 

Reparatur von DNA-Schäden und der genomischen Stabilität spielt [77]. Entscheidend für die 

Anwendung von PARP-Inhibitoren ist das Auftreten von klinisch relevanten somatischen 

Mutationen in DDR-assoziierten Genen, insbesondere von BRCA2, die bei mCRPC-Patienten häufig 

vorkommen und meist mit einer dysfunktionalen homologen Rekombinationsreparatur (HR) 

einhergehen [32, 78, 79]. Der PARP-Inhibitor Olaparib wurde bereits für die klinische Anwendung 

beim mCRPC zugelassen. Dieser unterdrückt die PARP1-vermittelte Reparatur von 

DNA-Einzelstrangbrüchen und verursacht Replikationsschäden in den Zellen, die wiederum durch 

eine intakte HR-Reparatur beseitigt werden können. Tumorzellen, die BRCA1- oder BRCA2-

Defekte aufweisen, können diese Schäden jedoch nicht mehr fehlerfrei beheben, was zur Induktion 

des Zelltods führt [80, 81]. PARP-Inhibitoren wirken somit bei BRCA-mutierten Tumoren nach dem 

Prinzip der synthetischen Letalität [82]. Obwohl der klinische Einsatz von PARP-Inhibitoren in 

Kombination mit Standardtherapien beim PCa einen vielversprechenden therapeutischen Ansatz 

darstellt, treten in den meisten Fällen Rezidive aufgrund erworbener Resistenzen auf [77]. 
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1.2 Cyclin K-CDK12/CDK13-Komplexe 

1.2.1 Cycline und Cyclin-abhänge Kinasen 

Die Proteinfamilie der Cycline wurde erstmals 1983 in den Eiern wirbelloser Meerestiere 

identifiziert [83]. Sie wurden ursprünglich nach ihrer Eigenschaft benannt, dass sich ihre Protein-

konzentrationen zellzyklusabhängig während und nach jedem Zellzyklus verändern [84]. Allerdings 

unterliegen nicht alle Cycline diesen Proteinschwankungen, sondern können auch durch andere 

Protein-Protein-Interaktionen oder Mechanismen reguliert werden. Die Mehrzahl der Cycline 

besitzt zwei charakteristische Cyclin-Boxen: Eine N-terminale Box für die Komplexbildung und 

Aktivierung von Cyclin-abhängigen Kinasen (CDK) und eine C-terminale Box, die für die korrekte 

Faltung der Cycline erforderlich ist [85]. Die Zusammensetzung der Aminosäuren innerhalb des 

aktiven Zentrums der Box-Domänen vermittelt die jeweilige Substratspezifität [86].  

CDKs sind Serin/Threonin-Kinasen, die abhängig von ihrer zugehörigen regulatorischen 

Untereinheit (Cyclin) die Kontrolle des Zellzyklus oder der Transkription steuern können. Die 

Cyclin-abhängige Aktivierung der CDKs verläuft dabei wie folgt: In der Cyclin-freien monomeren 

Form ist der katalytische Spalt der CDK durch die Aktivierungsschleife (T-loop) verschlossen, 

wodurch die enzymatische Aktivität verhindert wird. Nach der Bindung des Cyclins kommt es zur 

Konformationsänderung innerhalb des katalytischen Spalts, wodurch das Threonin innerhalb des 

T-loops durch CDK7, die als CDK-aktivierende Kinase (CAK) agiert, phosphoryliert werden kann, 

was zur Aktivierung der Kinase führt [85].  

Derzeit sind ca. 30 Cycline und 20 CDKs im Menschen identifiziert worden, denen jeweils 

unterschiedliche Funktionen zugeordnet werden [83]. Die kanonischen Cycline A, B, D und E mit 

ihren assoziierten Kinasen (CDK1, CDK2, CDK4 und CDK6) gehören zu den klassischen Zellzyklus-

Regulatoren, die den Eintritt der Zelle in die einzelnen Zellzyklusphasen steuern. Die nicht-

kanonischen Cycline C, H, K, L, Q und T mit ihren zugehörigen Kinasen (CDK7, CDK8, CDK9, CDK11, 

CDK12, CDK13 und CDK19) regulieren durch die Phosphorylierung der C-terminalen Domäne 

(CTD) der RNA-Polymerase II (RNAP II) sowie anderer Transkriptionsfaktoren den koordinierten 

Übergang zwischen den einzelnen Phasen der Transkription [83, 85]. Neben diesen beiden 

Cyclin-Subgruppen wurden zusätzlich die atypischen Cycline (Cyclin G1, G2, I, O, P und Y) sowie 

Cyclin F identifiziert. Diese weisen im Vergleich zu den kanonischen und nicht-kanonischen 

Cyclinen Abweichungen in der Aminosäuresequenz innerhalb ihrer einzigen Cyclin-Box-Domäne 

auf. Es ist jedoch noch unklar, ob und mit welchen CDKs sie interagieren und welche Funktionen 

charakteristisch sind [83, 87, 88]. Allerdings konnte bereits gezeigt werden, dass sie an der 

Regulation des Metabolismus, der Spermatogenese, der Selbsterneuerung und der Differenzierung 

von Stammzellen sowie an epigenetischen Mechanismen beteiligt sind [88]. Das Cyclin F hingegen 

wird aufgrund einer zusätzlichen F-Box-Domäne auch der F-Box-Proteinfamilie zugeordnet. Es 

interagiert nicht mit CDKs, sondern rekrutiert Substrate für die Ubiquitinierung an den 
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SCF-Ubiquitin-Ligase-Komplex, wodurch Cyclin F an der Kontrolle der proteolytischen 

Degradation von Zellzyklusproteinen involviert ist [83, 87-89].  

Zahlreiche genetische und epigenetische Ereignisse in malignen Zellen führen zur Dysregulation 

von Cyclin-CDK-Komplexen, was unter anderem eine unkontrollierte Zellproliferation zur Folge 

hat und zur Karzinogenese beiträgt. Cycline mit ihren zugehörigen CDKs stellen daher 

vielversprechende Angriffspunkte für neue zielgerichtete Therapien dar, da ihre pharmakologische 

Hemmung sowohl den Zellzyklus beeinträchtigen als auch den Zelltod induzieren kann. Darüber 

hinaus könnte die Bestimmung ihres Aktivitätsniveaus genutzt werden, um den Krankheitsverlauf 

oder das Therapieansprechen der Patienten zu prognostizieren [90]. Angesichts der kritischen 

Rolle bei malignen Erkrankungen stehen zielgerichtete Therapien der Cyclin-CDK-Komplexe 

schon seit längerer Zeit im Mittelpunkt der onkologischen Forschung [91, 92]. Die Food and Drug 

Administration (FDA) hat bereits einige CDK4/CDK6-Inhibitoren für die Behandlung aggressiver 

Varianten des Mammakarzinoms zugelassen [93]. Zusätzlich werden derzeit weitere spezifische 

CDK-Inhibitoren, z. B. gegen CDK2, CDK7 und CDK9, in klinischen Studien untersucht [92, 94].  

1.2.2 Struktureller Aufbau und Funktion der CycK-CDK12/CDK13-Komplexe  

Das transkriptionsassoziierte Cyclin K (CycK) wurde erstmals 1998 von Edwards et al. beschrieben 

[95]. Das humane Protein CycK wurde zunächst als ein 40 kDa und 357 Aminosäuren (AS) großes 

Protein identifiziert, das einerseits als Bindepartner der RNAP II charakterisiert und später 

zusammen mit Cyclin T1 und Cyclin T2 als Bindepartner von CDK9 assoziiert wurde [95, 96]. In 

neueren Studien wurde jedoch eine weitere CycK-Isoform entdeckt, die ein Molekulargewicht von 

ca. 70 kDa aufweist, aus 580 AS besteht und als regulatorische Untereinheit von CDK12 und CDK13, 

aber nicht von CDK9 fungiert. Die Kinasen CDK12 und CDK13 assoziieren jeweils mit CycK zu zwei 

separaten Komplexen [97-101]. Das CycK-Gen CCNK ist auf Chromosom 14p32.2 lokalisiert, 

während sich die codierende Region für CDK12 und CDK13 auf Chromosom 17q12 bzw. 7p14.1 

befindet [100, 102, 103]. Neuere Studien konnten die Existenz der ursprünglich entdeckten 

CycK-Isoform (40 kDa) nicht mehr nachweisen, sondern identifizierten die 70 kDa Isoform als 

vorherrschendes CycK-Protein [97, 100, 104]. Das CycK-Protein (70 kDa) besitzt zwei 

aufeinanderfolgende N-terminale Cyclin-Box-Domänen und eine C-terminale prolinreiche 

Domäne (Abbildung 1-5), die von anderen Proteindomänen (z. B. SH3 und WW) erkannt wird und 

die Regulation intrazellulärer Signalwege vermitteln kann [97, 98, 100, 105]. 

CDK12 und CDK13 haben im Vergleich zu anderen CDKs ein relativ großes Molekulargewicht von 

164 kDa (1490 AS) bzw. 165 kDa (1512 AS) und weisen eine 43 %ige Sequenzhomologie sowie eine 

hohe Sequenzidentität von 93 % der AS zwischen ihren Kinase-Domänen auf. Im Gegensatz zu 

anderen transkriptionsassoziierten CDKs besitzen sie mehrere funktionelle Regionen, wie eine 

erweiterte N-terminale Domäne mit zusätzlichen arginin-/serinreichen (RS) Motiven und 

prolinreiche Motive innerhalb der CTD [97, 98, 101]. RS-Motive können als Andockstellen für 
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Proteine der SR-Familie fungieren, die an der Prozessierung von RNA und prä-mRNA beteiligt sind 

[106]. Beide Kinasen weisen eine C-terminale Verlängerung ihrer Kinase-Domäne auf. Diese 

Verlängerung ist charakteristisch für transkriptionsassoziierte CDKs und kann sowohl mit der 

Kinase-Domäne als auch mit gebundenem ATP interagieren. Für die katalytische Aktivität der 

Kinase ist sie daher essenziell [98]. Zusätzlich enthält CDK13 eine C-terminale serinreiche Domäne 

und zwei alaninreiche Domänen, die in CDK12 nicht vorkommen (Abbildung 1-5) [99, 101].  

 

 

Abbildung 1-5 Schematische Darstellung der Domänenzusammensetzung der humanen CycK, CDK12 und CDK13 
Proteine. Die prolinreichen (PRM), alaninreichen (A), arginin-/serinreichen (RS) und serinreichen (SR) Domänen 
sind entsprechend gekennzeichnet. Die Zahlen unterhalb der jeweiligen Domäne geben die Aminosäurepositionen 

an. Modifiziert nach Pilarova et al. [107]. 

Sowohl CycK als auch CDK12 und CDK13 werden im humanen Gewebe ubiquitär exprimiert und 

spielen darüber hinaus eine essenzielle Rolle in der murinen Embryonalentwicklung [95, 102, 103]. 

Dabei führt die genetische Inaktivierung von CycK, CDK12 oder CDK13 bei Mäusen zur 

embryonalen Letalität [97, 108, 109]. Außerdem werden der CycK-CDK12- und der CycK-CDK13-

Komplex auch in embryonalen murinen Stammzellen (ESC) stark exprimiert und spielen dort eine 

essenzielle Rolle für die Aufrechterhaltung der Selbsterneuerung dieser ESCs [104, 108].  

 

Neben ihrer Bedeutung für die Entwicklung nehmen die beiden Komplexe aus CycK mit CDK12 

bzw. CDK13 eine Schlüsselfunktion bei der Transkription ein, indem sie die Phosphorylierung der 

CTD der RNAP II regulieren [97, 99, 100]. Die CTD besteht aus 52 Tandem-Wiederholungen eines 

Heptapeptids (Konsensus-Sequenz Y1S2P3T4S5P6S7), die neben der Phosphorylierung auch weiteren 

kovalenten Modifikationen (z. B. Methylierungen) ausgesetzt ist. Diese Modifikationen erzeugen 

unterschiedliche Phosphorylierungsmuster, die für eine effiziente und fehlerfreie Transkription 

entscheidend sind [110]. Die CycK-CDK12/CDK13-Komplexe können primär die Aminosäure Serin 

an Position 2 (Ser2) phosphorylieren und damit direkt die Transkriptionsinitiation, -Elongation und 

die Prozessivität der RNAP II beeinflussen. Zusätzlich können CDK13 und CDK12 auch Ser5 

phosphorylieren, während Ser7 nur in geringem Maße von CDK12 phosphoryliert wird [97, 98, 101, 

111, 112]. In diesem Zusammenhang wurde beobachtet, dass die Beeinflussung (z. B. Inaktivierung, 
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Suppression oder Hemmung) des jeweiligen CycK-CDK12- oder CycK-CDK13-Komplexes zu 

verminderten Expressionsniveaus bestimmter Gen-Subgruppen führt [97, 101, 111, 113]. Der 

CycK-CDK12-Komplex kontrolliert dabei in erster Linie die Expression langer Gene, die viele Exons 

und intronische Polyadenylierungsstellen besitzen. Dazu gehören Gene, die Proteine codieren, die 

an der DDR, DNA-Reparatur, DNA-Replikation, RNA-Prozessierung sowie dem Spleißen beteiligt 

sind. Besonders hervorzuheben sind hierbei DNA-Reparaturproteine wie BRCA1, ATR, FANCI und 

FANCD2, die essenziell für die HR-Reparatur sind und CycK-CDK12-abhängig reguliert werden [97, 

111, 113-116]. Durch die Regulation der Transkription von DDR-Genen spielt der CycK-CDK12-

Komplex eine entscheidende Rolle bei der Aufrechterhaltung der genomischen Stabilität [97]. Im 

Gegensatz dazu sind die Gene, die durch den CycK-CDK13-Komplex reguliert werden, vermehrt 

an posttranskriptionalen Modifikationen der rRNA oder an verschiedenen extrazellulären und 

wachstumsfördernden Signalwegen beteiligt [97, 111, 114]. 

 

Die Lokalisation der CycK-CDK12/CDK13-Komplexe in den sogenannten nuklearen „Speckles" und 

das Vorhandensein mehrerer RS-Motive in der N-terminalen Kinase-Domäne weisen zudem auf 

eine Beteiligung an der RNA-Prozessierung hin. In diesem Kontext wurde gezeigt, dass CDK12 mit 

verschiedenen RNA-Prozessierungsfaktoren wie z. B. Spleißfaktoren (SF3B1), interagieren kann 

[102, 111, 116-118]. Diese Interaktion wird durch die RS-Motive von CDK12 vermittelt [119]. Darüber 

hinaus ist CDK12 am alternativen Spleißen des letzten Exons von Genen mit langen Transkripten 

beteiligt und vermittelt indirekt die Rekrutierung bestimmter Faktoren für die Polyadenylierung 

der prä-mRNA [114-116]. CDK13 ist ebenfalls in der Lage, das konstitutive und alternative Spleißen 

über die RS-Domäne zu beeinflussen und spielt zusätzlich eine besondere Rolle beim prä-mRNA-

Spleißen viraler mRNA [117, 120].  

 

In der Literatur wurde den CycK-CDK12/CDK13-Komplexen ebenfalls eine regulatorische 

Funktion bei der Translation zugeordnet. Der CycK-CDK12-Komplex phosphoryliert zusammen 

mit mTORC1 das 4E-BP1 und fördert dadurch die Translation von mTORC1-abhängigen mRNAs. 

Diese mTORC1-abhängigen mRNAs codieren unter anderem Untereinheiten von mitotischen und 

Zentromer-Komplexen, die für den regulären Ablauf der Mitose erforderlich sind [121]. Der 

CycK-CDK13-Komplex ist zudem durch eine direkte Phosphorylierung von 4E-BP1 und eIF4E an 

der Translation von MYC beteiligt [122]. 
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1.2.3 Wirkmechanismus des CDK12/CDK13-Inhibitors THZ531  

Während die Funktionen der CycK-CDK12/CDK13-Komplexe lange Zeit hauptsächlich durch 

genetische Inaktivierung oder Suppression der Proteinexpression untersucht wurden und sich die 

Analysen daher lediglich auf die Auswirkung einer Abschaltung oder Verminderung des Proteins 

beschränkten, blieb die spezifische Rolle der Kinaseaktivität bei der Regulation zellulärer Prozesse 

größtenteils unklar. Durch die Entwicklung eines spezifischen CDK12/CDK13-Inhibitors ist es 

gelungen, die funktionelle Aktivität der Kinasen aufzuklären und gleichzeitig das therapeutische 

Potenzial der Komplexe zu beleuchten [113]. Basierend auf der Proteinzusammensetzung 

und -struktur der CycK-CDK12- bzw. CycK-CDK13-Komplexe [98, 101] entwickelten Zhang et al. 

den ersten spezifischen CDK12/CDK13-Inhibitor THZ531 [113]. THZ531 bindet selektiv und kovalent 

an ein Cystein-Molekül von CDK12 (Cys-1039) und CDK13 (Cys-1017), das sich an der C-terminalen 

Verlängerung der Kinase-Domäne befindet, die die ATP-Bindungsstelle kreuzt. Dadurch wird die 

Enzymaktivität der beiden CDKs irreversibel gehemmt, ohne die Komplexbildung mit CycK zu 

beeinträchtigen (Abbildung 1-6) [113].  

 

 

Abbildung 1-6 Schematische Darstellung des Wirkmechanismus des CDK12/CDK13-Inhibitors THZ531. THZ531 
bindet selektiv und kovalent an CDK12 und hemmt dessen Kinaseaktivität, sodass die Aminosäuren Ser2, Ser5 und 
Ser7 innerhalb der CTD der RNA-Polymerase II (RNA Pol II) nicht mehr phosphoryliert werden. Dadurch wird der 
Elongationsprozess und die Prozessivität der RNA Pol II beeinträchtigt, was hauptsächlich die Expression von Genen 
negativ beeinflusst, die für die DDR, DNA-Reparatur und DNA-Replikation essenziell sind. Modifiziert nach 

Blazek et al. [75, 123].  

Die funktionellen Auswirkungen der pharmakologischen Inhibition der CycK-CDK12/CDK13-

Komplexe mittels THZ531 wurden an verschiedenen Tumorzelllinien, wie beispielsweise Jurkat-, 

Neuroblastom-, Ewing-Sarkom- und multiplen Myelomzelllinien, untersucht [113, 114, 124, 125]. 

Dabei wurde festgestellt, dass die Behandlung mit THZ531 zu einer dosisabhängigen Verminderung 

der Elongation von der RNAP II sowie dessen CTD-Phosphorylierung von Ser2 in der Nähe der 

3‘-Enden bestimmter Gene führt [113]. Darüber hinaus konnten THZ531-bedingte Elongations-

defekte beobachtet werden, die von der Genlänge abhängig sind. Besonders davon betroffen sind 

prä-mRNAs langer Gene (>45 kb) mit vielen intronischen Polyadenylierungsstellen. In Abwesenheit 

oder Hemmung der CycK-CDK12-Aktivität werden diese intronischen Polyadenylierungsstellen 

anstatt der kanonischen Stellen bevorzugt genutzt, was eine frühzeitige Termination und somit 

verkürzte Transkripte verursacht, die mit einem Expressionsverlust einhergehen [107, 114, 115]. 
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Gleichzeitig zeigen diese Studien, dass die Abnahme der CTD-Phosphorylierung und die 

beobachteten Elongationsdefekte mit einer dosisabhängigen Reduktion der Expression 

bestimmter Gen-Subgruppen nach der THZ531-Behandlung einhergehen [113, 114, 124, 125]. Gene, 

die an der Reparatur von DNA-Schäden beteiligt sind, reagieren besonders empfindlich auf eine 

niedrige Dosis von THZ531 (50 nM) und zeigen eine stark verminderte Expression [113, 114, 124]. Bei 

höheren THZ531-Konzentrationen (> 200 nM) waren hingegen hauptsächlich Gene negativ 

reguliert, die zur Gruppe der Transkriptionsfaktoren gehören und mit Super-Enhancern 

assoziieren. Globale Transkriptionsdefekte wurden jedoch nicht festgestellt [113]. Zusätzlich zur 

Beeinträchtigung der Transkription induziert die Behandlung mit THZ531 in vitro erhebliche 

anti-proliferative und apoptotische Effekte [113, 114, 124, 126]. Angesichts dieser Beobachtungen 

stellt THZ531 ein innovatives und effektives Werkzeug zur Untersuchung der 

CycK-CDK12/CDK13-abhängigen zellulären Prozesse dar. Die erhöhte Sensitivität von 

Tumorzelllinien gegenüber THZ531 eröffnet zudem neue, vielversprechende und zielgerichtete 

Therapiemöglichkeiten für maligne Erkrankungen, bei denen die CycK-CDK12/CDK13-Komplexe 

als potenzielle Angriffsziele genutzt werden können. 

1.2.4 Expression und Funktion der CycK-CDK12/CDK13-Komplexe in malignen 

Erkrankungen 

Auch wenn CycK, CDK12 und CDK13 ubiquitär im humanen Gewebe exprimiert werden, 

unterscheidet sich das Expressionsniveau des CycK-CDK12-Komplexes je nach Gewebetyp. So ist 

die Expression des CycK-CDK12-Komplexes in Testikeln, insbesondere in den spermatogonialen 

Stammzellen, am höchsten [127, 128]. Folglich kann eine Störung der Homöostase der 

CycK-CDK12-Expression zu unterschiedlichen pathologischen Zuständen führen [94]. Aberrante 

Expressionsmuster oder Dysfunktionen des CycK-CDK12-Komplexes wurden bereits in 

zahlreichen in vitro-Studien sowie in Patientenproben nachgewiesen und eindeutig mit der 

Tumorprogression assoziiert. In diesem Zusammenhang zeigen Xiang et al., dass CycK in 

Keimzelltumoren des Mannes überexprimiert wird und für die Zellproliferation dieser Entität 

entscheidend ist [127]. Darüber hinaus korreliert eine CycK-Überexpression in Mamma-, Lungen- 

und Prostatakarzinomen mit einem fortgeschrittenen Tumorstadium [75, 129-131]. In ähnlicher 

Weise deutet eine erhöhte CDK12-Expression bei Patienten mit Mamma- oder Magenkarzinom auf 

einen malignen Phänotyp sowie einen schlechteren Verlauf der Erkrankung hin [116, 132, 133]. 

Im Gegensatz zu CycK werden genomische Veränderungen des CDK12-Gens, wie 

loss-of-function-Mutationen oder Amplifikationen, häufig bei verschiedenen Tumorentitäten wie 

z. B. Ovarial-, Mamma- und Prostatakarzinomen beobachtet. Diese Veränderungen manifestieren 

sich hauptsächlich in der Kinase-Domäne und haben einen wesentlichen Einfluss auf deren 

Aktivität [134-136]. 
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Aufgrund der regulativen Rolle des CycK-CDK12-Komplexes bei der Transkription von Genen, die 

an essenziellen zellulären Prozessen wie der DDR, DNA-Reparatur, DNA-Replikation und 

mRNA-Prozessierung beteiligt sind, hat ein Funktionsverlust des Komplexes erhebliche 

Auswirkungen auf die Zelle [97, 99, 137]. Tumorentitäten mit CDK12-loss-of-function-Mutationen 

sind im Wesentlichen durch zwei unterschiedliche genomische Charakteristika gekennzeichnet. 

Zum einen werden Defekte in der HR-Reparatur beobachtet, die mit einer reduzierten Expression 

von DDR-Genen einhergehen [134, 136, 138]. Zum anderen zeigen diese Tumore einen weiteren 

speziellen Phänotyp genomischer Instabilität, der auf einen erhöhten Chromatingehalt durch 

fokale Tandemduplikationen zurückzuführen ist [139-141]. Eine Mutation oder Dysfunktion des 

CycK-CDK12-Komplexes hat somit einen direkten Einfluss auf die Zunahme genomischer 

Instabilität, die als klassisches „Hallmark“ von malignen Erkrankungen beschrieben ist und zur 

malignen Transformation oder Progression beitragen kann [142]. Umgekehrt kann eine gesteigerte 

Aktivität infolge einer Überexpression von CycK oder CDK12 die Genomstabilität durch eine 

effiziente Genexpression erhöhen und neoplastischen Zellen dadurch einen Wachstums- und 

Überlebensvorteil verschaffen [143, 144]. Verschiedene Beobachtungen in der Literatur führen 

daher zu der Annahme, dass der CycK-CDK12-Komplex sowohl die Rolle eines Tumorsuppressors 

einnehmen kann als auch an mehreren onkogenen Signalwegen beteiligt ist [143, 145, 146].  

Die tumorsuppressive Funktion des CycK-CDK12-Komplexes ist eng mit seiner Fähigkeit 

verknüpft, die Genomstabilität durch die Regulation der Expression von DDR- und 

DNA-Reparaturgenen aufrechtzuerhalten. Eine Beeinträchtigung des Komplexes führt daher zum 

Verlust seiner Enzymaktivität und seiner tumorsuppressiven Eigenschaften, was eine Abnahme der 

DDR-Genexpression in verschiedenen Tumorzelllinien verursacht. Dies führt zu Defekten in der 

HR-Reparatur und folglich zur Akkumulation von DNA-Schäden, was die genomische Instabilität 

begünstigt [97, 113-115, 134]. Außerdem weisen Tumorzellen nach CycK- oder CDK12-Suppression 

schwere mitotische Defekte wie z. B. chromosomale Fehlanordnungen oder eine mitotische 

Katastrophe auf, die die genomische Instabilität verstärken [121, 131].  

Ferner wird in der Literatur eine potenzielle onkogene Aktivität des CycK-CDK12-Komplexes 

beschrieben, die ebenfalls auf dessen Rolle als Transkriptionsregulator zurückzuführen ist. 

Insbesondere schnell proliferierende Tumorzellen, die durch onkogene Transkriptionsfaktoren 

wie MYC, AR und Ewing-Sarkom-Fusionsproteine (EWS/FLI) angetrieben werden, sind von einer 

hohen Effizienz der Transkriptionsmaschinerie abhängig, um die damit verbundenen erhöhten 

Transkriptionsraten sowie eine schnelle und fehlerfreie Replikation zu ermöglichen [124, 144, 145, 

147]. Dieser Zustand, in dem neoplastische Zellen eine hohe Abhängigkeit von dysregulierten 

Transkriptionsprogrammen aufweisen, wird auch als Transkriptionssucht bezeichnet [91]. 

Demnach kann eine vermehrte CycK-CDK12-Aktivitiät die Expression essenzieller DDR-Gene 

hochregulieren und damit die Fitness von Krebszellen verbessern [144, 145]. 
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Verglichen mit CDK12 werden Mutationen von CDK13 seltener mit malignen Erkrankungen in 

Verbindung gebracht. Eine CDK13-bedingte Erkrankung führt häufig bei den Betroffenen zu 

kongenitalen Herzfehlern, Gesichtsdysmorphien und geistigen Entwicklungsstörungen [148, 149]. 

Allerdings zeigen jüngste Studien, dass die CycK-CDK13-Komplexe möglicherweise auch eine 

spezifische Funktion bei malignen Erkrankungen einnehmen können. In diesem Zusammenhang 

weisen Wu et al. darauf hin, dass der CycK-CDK13-Komplex eine onkogene Rolle bei der 

Tumorentstehung spielen könnte, da die Translation von MYC einer CDK13-abhängigen Regulation 

unterliegt [122]. Zusätzlich wurde eine tumorsuppressive Funktion von CDK13 im Melanom 

beschrieben. CDK13 ist dabei entscheidend für die Rekrutierung der RNA-Abbaumaschinerie, 

welche für den Abbau verkürzter oder instabiler nukleärer RNAs verantwortlich ist. Bei einer 

CDK13-Mutation kommt es zur Akkumulation dieser verkürzten Transkripte, die in trunkierte 

Proteine translatiert werden und zur Karzinogenese beitragen [150]. Diese Erkenntnisse deuten 

daher auf eine mögliche therapeutische Anwendung der CycK-CDK12/CDK13-Komplexe als 

Biomarker oder potenzielle Zielstrukturen für neue zielgerichtete Therapien zur Bekämpfung 

maligne Erkrankungen hin. 
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1.3 DNA-Schadensantwort  

Das menschliche Genom ist permanent der Entstehung von DNA-Läsionen ausgesetzt, die auf 

verschiedene endogene zelluläre Prozesse (z. B. die Entstehung von Replikationsfehlern oder 

reaktive Sauerstoffspezies (ROS) durch Stoffwechselprozesse) und exogene Einflüsse (z. B. UV- 

und ionisierende Strahlung oder genotoxische Medikamente) zurückzuführen sind [151-153]. Diese 

Läsionen können sowohl die DNA-Replikation als auch die Transkription beeinträchtigen, was in 

der Folge zu Mutationen oder schweren Chromosomenaberrationen führen kann, die die 

Lebensfähigkeit der Zellen oder Organismen gefährden [151]. Um dem breiten Spektrum und der 

Häufigkeit von DNA-Schäden entgegenzuwirken und die genomische Integrität zu erhalten, haben 

Zellen ein komplexes System biochemischer Signalwege entwickelt, das als DNA-Schadensantwort 

(DDR) bezeichnet wird [152-154]. Als unmittelbare Reaktion auf den vorliegenden DNA-Schaden 

initiiert die DDR die Signaltransduktion, koordiniert die DNA-Reparatur (siehe Abschnitt 1.3.1) und 

interagiert mit Kontrollpunkten des Zellzyklus, sodass eine Reihe aufeinanderfolgender Prozesse 

verschiedener Proteine in Gang gesetzt wird, um den DNA-Schaden möglichst schnell und 

fehlerfrei zu beheben. Dazu gehören die Detektion von DNA-Schäden durch verschiedene 

Sensorproteine, die Rekrutierung und Akkumulation von DNA-Reparaturproteinen am Ort der 

Läsion, das Arretieren des Zellzyklus und die Reparatur der Schäden. Sind die zelleigenen 

DNA-Reparaturmechanismen nicht in der Lage, die DNA-Schäden zu beheben, oder ist der 

Schaden zu groß, kann die Zelle den apoptotischen Zelltod einleiten oder den irreversiblen 

Stillstand des Zellzyklus (Seneszenz) auslösen. Dadurch verhindert die DDR die Akkumulation von 

DNA-Läsionen und schützt die Zellen so vor Mutationen und genomischer Instabilität [80, 151, 153, 

155, 156].  

 

Im Mittelpunkt der DDR stehen die Proteinkinasen ATM und ATR, die als initiale Komponenten 

über die Aktivierung der zwei DDR-Signalwege ATM-CHK2 und ATR-CHK1 das Schicksal der Zelle 

bestimmen (Abbildung 1-7) [151, 157]. DNA-Schadenssensoren wie der MRN-Komplex, bestehend 

aus den Proteinen MRE11, RAD51 und NBS1, der DNA-Doppelstrangbrüche (DSB) erkennt, oder das 

Replikationsprotein A (RPA), das exponierte Bereiche einzelsträngiger DNA (ssDNA) identifizieren 

kann, rekrutieren ATM und ATR zur jeweiligen Stelle des DNA-Schadens [156, 158]. Daraufhin 

phosphorylieren beide Kinasen das Histon H2AX an Ser139, was als γH2AX bezeichnet wird. Hierbei 

ist ATM einer der wichtigsten Mediatoren der H2AX-Phosphorylierung als Reaktion auf DSB, 

während ATR H2AX als Antwort auf Einzelstrangbrüche (SSB) und DNA-Replikationsstress 

phosphoryliert [159, 160]. Die lokale Chromatinmodifikation des γH2AX am DSB erzeugt 

makroskopische Strukturen, die in der Immunfluoreszenz als sogenannte γH2AX-Foci angefärbt 

und mittels Fluoreszenzmikroskopie visualisiert werden können und somit als spezifischer Marker 

für DSB genutzt werden [161, 162]. Durch γH2AX wird die Rekrutierung zusätzlicher 

DDR-Mediatoren und Chromatin-modifizierender Komponenten einschließlich BRCA1, MDC1 und 
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53BP1 initiiert, die die DDR-Signaltransduktion verstärken und die DNA-Reparatur fördern sollen 

[151, 156]. Anschließend aktivieren ATM und ATR die Zellzykluskontrollpunkt-Kinasen CHK2 und 

CHK1, die einen Zellzyklusarrest induzieren, um ausreichend Zeit für die Reparatur von 

DNA-Läsionen zu schaffen. Dies wird vor allem durch die Signalübertragung auf nachgeschaltete 

Effektormoleküle wie p53 und p21 bzw. Cdc25 und Wee1 erreicht [156, 163, 164]. Abhängig vom 

Ausmaß des Schadens führt die Aktivierung von CHK1 oder CHK2 zur Induktion des apoptotischen 

Zelltods, einem transienten Zellzyklusarrest mit anschließender DNA-Reparatur und 

Wiederaufnahme der Proliferation oder zu einem endgültigen Zellzyklusarrest aufgrund des 

irreparablen DNA-Schadens [156].  

 

 

Abbildung 1-7 Schematische Darstellung der DDR. Die DNA-Schadenssensoren lokalisieren den DNA-DSB (MRN) 
oder exponierte Bereiche einzelsträngiger DNA (RPA) und rekrutieren die apikalen Kinasen ATM bzw. ATR. Die 
beiden Kinasen aktivieren durch Phosphorylierung (P) verschiedene DNA-Schadensmediatoren (H2AX, BRCA1) 

sowie die Zellzykluskontrollpunkt-Kinasen CHK2 bzw. CHK1. Das Zellschicksal wird dann über die jeweiligen 
Effektoren bestimmt. Modifiziert nach Sulli et al. [156].  
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1.3.1 DNA-Reparaturmechanismen 

Die zahlreichen endogenen und exogenen Faktoren sowie DNA-schädigende Agenzien 

verursachen verschiedene Arten von DNA-Läsionen, die kontinuierlich repariert werden müssen. 

Abhängig von der Art der Schäden werden spezialisierte und komplexe DNA-

Reparaturmechanismen aktiviert, um die Läsion zu beheben [164, 165]. Im Folgenden werden die 

häufigsten DNA-Schäden sowie die entsprechenden Reparaturwege in einer kurzen Übersicht 

dargestellt: Fehlgepaarte Basen, Insertions- oder Deletionsschleifen, die während der Replikation 

entstehen oder durch ROS verursacht werden, werden von der Basenfehlpaarungsreparatur 

(MMR) entfernt [166, 167]. Die meisten kleinen Basenmodifikationen wie z. B. eingebaute 

Uracil-Basen, N-Alkylierungen der Purine oder SSB, die infolge einer Alkylierung, Desaminierung, 

Oxidation oder ionisierender Strahlung erzeugt werden, können durch die Basenexzisions-

reparatur (BER) eliminiert werden [167, 168]. Die Nukleotidexzisionsreparatur (NER) behebt 

hauptsächlich UV-induzierte Schäden, die eine Deformation der DNA-Helix (bulky lesions) 

verursachen, wie z. B. Thymindimere. Geschädigte DNA-Bereiche werden ausgeschnitten und der 

fehlende Abschnitt durch den Replikationsapparat neu synthetisiert [167, 169].  

Findet die Reparatur von SSB durch die genannten Mechanismen nicht rechtzeitig statt, entweder 

aufgrund einer sehr hohen Frequenz der DNA-SSB, z. B. nach einer Genotoxin-Exposition, oder 

wegen eines Defekts dieser Reparaturmechanismen, kann es beispielsweise während der 

DNA-Replikation zur Entstehung von DNA-DSB kommen. Trifft eine replizierende Polymerase 

hierbei auf einen DNA-SSB, bulky lesions oder andere ungewöhnliche DNA-Sekundärstrukturen 

im Templatestrang, kann dies zum Kollaps der DNA-Replikationsgabel und folglich zur Bildung von 

DNA-DSB führen [170, 171]. DNA-DSB zählen zu den schwerwiegendsten und toxischsten 

DNA-Schäden, da sie Genommutationen und Chromosomenumlagerungen verursachen, was den 

Zelltod oder die Karzinogenese begünstigen kann. In humanen Zellen werden DNA-DSB über zwei 

verschiedene DNA-Reparaturwege repariert: die nicht-homologe Endverknüpfung (NHEJ) und die 

HR-Reparatur. Die Entscheidung, welcher Reparaturmechanismus verwendet wird, hängt von der 

Verfügbarkeit einer homologen DNA-Matrize ab [172-174]. Die NHEJ ist der vorherrschende 

Mechanismus zur Reparatur von DNA-DSB, da dieser schnell DNA-DSB entfernen kann und in allen 

Zellzyklusphasen agiert. Allerdings ist er sehr fehleranfällig, weil er zur Ligation der Strangenden 

keine Sequenzhomologien verwendet [175, 176]. Im Gegensatz zur NHEJ nutzt die HR-Reparatur 

einen intakten DNA-Strang mit homologen Sequenzen, um die fehlende oder geschädigte Stelle 

fehlerfrei zu kopieren und wiederherzustellen. Folglich operiert die HR-Reparatur hauptsächlich 

in der späten S- und G2-Phase des Zellzyklus, in denen das homologe Schwesterchromatid zur 

fehlenden Sequenz verfügbar ist [174, 177, 178]. Die zentralen Schritte der HR-Reparatur umfassen 

die Prozessierung der DNA-DSB zu einzelsträngigen 3‘-Überhängen, die Bildung von RAD51-

Proteinfilamenten zur Suche des homologen Schwesterchromatids sowie die Stranginvasion des 

resezierten einzelsträngigen DNA-Abschnitts in die intakte homologe DNA-Matrize unter 
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Ausbildung eines sogenannten Displacement-Loops. Anhand des homologen Abschnitts erfolgt 

daraufhin die DNA-Synthese über die Bruchstelle hinweg, sodass überkreuzte Holliday-Strukturen 

entstehen, die nach der Ligation des DNA-Stranges wieder aufgelöst werden. Zu weiteren 

Mediatorproteinen, die für den korrekten Ablauf der HR-Reparatur notwendig sind, gehören 

BRCA1, BRCA2 und PALB2. Vor allem BRCA2 ist essenziell, da es den Austausch von RPA am 

einzelsträngigen 3‘-Überhang mit RAD51 vermittelt und die Bildung der Proteinfilamente fördert 

[172, 174, 179, 180].  

Neben SSB und DSB können auch zytotoxische DNA-Läsionen wie interstrand-DNA-crosslinks 

(ICLs) auftreten, die durch Alkylierungsmittel entstehen. ICLs erzeugen kovalente Bindungen 

zwischen zwei Basen der komplementären DNA-Stränge und verhindern deren Trennung, die eine 

Vorrausetzung für die Replikation und Transkription darstellt und in einer Blockade dieser 

zellulären Prozesse resultiert [181]. Der komplexe Mechanismus der ICL-Reparatur ist bisher noch 

nicht vollständig geklärt, jedoch ist bekannt, dass viele DNA-Reparaturmechanismen (MMR; BER, 

NER und HR) und Proteine der Fanconi-Anämie-Familie daran beteiligt sind [182, 183].  

1.3.2 DDR- und DNA-Reparaturmechanismen als Zielstrukturen in der 

klinischen Anwendung 

Konventionelle Standardtherapien (z. B. Chemotherapie oder Strahlentherapie) maligner 

Erkrankungen zielen darauf ab, die DNA von Tumorzellen zu schädigen. Bei den entstehenden 

DNA-Schäden handelt es sich meist um replikationsassoziierte Schäden, die zu DNA-DSBs und 

damit zum Absterben maligner Zellen führen. Tumorzellen sind jedoch in der Lage, die Läsionen 

durch diverse Reparaturmechanismen zu beheben, wodurch die antitumorale Effektivität der 

Zytostatika und der ionisierenden Strahlung abnimmt. Allerdings weisen diese Zellen sehr häufig 

Mutationen oder epigenetische Modifikationen in Genen auf, die essenzielle Faktoren der DDR, 

der DNA-Reparatur oder von Zellzykluskontrollpunkten darstellen. Kommt es zu einem Verlust 

oder Defekt dieser Faktoren, greifen Tumorzellen auf kompensatorische DNA-Reparatur- und 

Überlebenssignalwege zurück, um den Schaden zu beheben [152, 184, 185]. Eine daraus 

resultierende vermehrte Aktivität der DNA-Reparaturmaschinerie kann folglich zur Entwicklung 

von Therapieresistenzen beitragen oder zum Wiederauftreten eines Tumorrezidiv führen. Obwohl 

Mutationen in Genen der DDR und der DNA-Reparaturmechanismen die Entstehung bestimmter 

Tumorarten begünstigen können, stellen diese gleichzeitig eine Vulnerabilität für Tumorzellen dar, 

die aus klinischer Sicht ein großes therapeutisches Potential birgt [154, 163, 172].  

Vor diesem Hintergrund wurden verschiedene Strategien entwickelt, um die Wirksamkeit der 

Strahlen- und Chemotherapie zu verbessern und Therapieresistenzen zu überwinden, indem 

gezielt die Schwachstellen der Tumorzellen ausgenutzt und DNA-Schäden induziert werden. Da 

DNA-DSBs für die Zelle toxischer sind als DNA-SSBs und somit eine schnelle Reparatur erfordern, 

konzentrieren sich die meisten DDR-basierten Therapien auf Signal- und Reparaturwege, die mit 
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DNA-DSB assoziiert sind. Dabei liegt der Fokus auf der Entwicklung effektiver molekularer 

Wirkstoffe, die die funktionelle Aktivität von Schlüsselfaktoren der DDR oder der 

DNA-Reparaturmaschinerie beeinträchtigen. In Kombination mit bestehenden Therapieformen 

könnten diese Wirkstoffe potenziell synergistische oder synthetisch letale Effekte erzielen [186]. 

Die synthetische Letalität beschreibt eine Interaktion zwischen zwei Genen, bei dieser der Verlust 

eines bestimmten Gens toleriert wird, während der gleichzeitige Verlust eines anderen Gens für 

die Zelle tödlich ist. Dieses Konzept stellt daher einen vielversprechenden Ansatz für neue 

zielgerichtete Therapien dar, da der gezielte Angriff ausschließlich auf die mutationstragende Zelle 

beschränkt ist und gesundes Gewebe unbeschädigt bleibt [82, 187, 188].  

 

PARP-Inhibitoren (z. B. Olaparib) sind in diesem Zusammenhang die am besten untersuchte Klasse 

sogenannter DDR-Inhibitoren, die in BRCA1/BRCA2-defizienten Tumorzellen die synthetische 

Letalität induzieren und so die Tumorprogression aufhalten können. Durch die Inhibition von PARP 

wird die Funktionalität der BER unterdrückt, sodass es zu einer Akkumulation von DNA-SSB 

kommt, die sich während der S-Phase in DNA-DSB umwandeln. Da BRCA1/BRCA2 unerlässlich für 

die HR-Reparatur ist, können BRCA1/BRCA2-defiziente Zellen die DNA-DSB nicht über diesen 

Reparaturweg eliminieren, sondern nutzen das fehleranfällige NHEJ, was letztendlich zum 

apoptotischen Zelltod führt. Bei Patienten mit Ovarial-, Mamma- oder Prostatakarzinom mit 

BRCA1/BRCA2-Mutationen befinden sich PARP-Inhibitoren bereits als Mono- oder 

Kombinationstherapie mit Chemotherapeutika in der klinischen Anwendung [81, 189, 190].  

Darüber hinaus konnten weitere niedermolekulare Inhibitoren entwickelt werden, die gegen 

essenzielle DDR-Faktoren gerichtet sind, wie z. B. ATM, ATR oder CHK1. Diese werden derzeit 

sowohl als Mono- als auch in Kombination mit etablierten DNA-schädigenden Therapien in 

klinischen Studien getestet [154]. Die zielgerichtete Hemmung von DDR-Faktoren in Kombination 

mit DNA-schädigenden Substanzen stellt daher eine vielversprechende Strategie dar, um die 

Effektivität der konventionellen Therapien zu verbessern.  

Allerdings hat der Therapieerfolg von PARP-Inhibitoren bei Patienten mit BRCA1- und BRCA2-

Defekten auch gezeigt, dass ihr klinischer Nutzen hauptsächlich auf der Etablierung von 

Biomarken beruht, die zur Stratifizierung von Patienten verwendet wurden, die von dieser 

Therapie profitieren. Demnach bleibt die Identifizierung genetischer und funktioneller Biomarker, 

die festlegen, welche Patienten auf die Therapie ansprechen und weniger Nebenwirkungen 

aufweisen, eine zentrale Herausforderung auf dem Gebiet der personalisierten DDR-basierten 

Therapie [191]. Zudem traten bei einigen Patienten mit HR-defizienten Tumoren trotz anfänglicher 

klinischer Erfolge der PARP-Inhibitoren erhebliche Nebenwirkungen oder Resistenz-

entwicklungen auf, deren Mechanismen noch nicht vollständig verstanden sind [77, 192]. Diese 

Herausforderungen heben die Notwendigkeit für weitere Studien hervor, die neue, spezifischere 

Strategien zur Behandlung von DDR-assoziierten Tumoren entwickeln.   
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1.4 Ziele der Arbeit 

Trotz anfänglicher Therapieerfolge bei Patienten mit einem PCa kommt es häufig zur Entwicklung 

von Rezidiven, wie dem CRPC und mCRPC, die durch Therapieresistenzen gekennzeichnet sind [6, 

70, 71]. Deshalb stellt die Überwindung dieser Resistenzen gegenüber konventionellen Therapien 

eine zentrale Herausforderung für die Behandlung von PCa-Patienten dar. Die Entwicklung 

effektiver und zielgerichteter Strategien oder Kombinationstherapien ist daher dringend 

erforderlich. Zusätzlich ist die Evaluierung von neuen gewebebasierten Biomarkern von 

entscheidender Bedeutung, um die Vorhersage des Krankheitsverlaufs sowie das Ansprechen auf 

eine Therapie zu verbessern. 

Die humanen transkriptionsassoziierten CycK-CDK12/CDK13-Komplexe spielen eine zentrale 

Rolle bei grundlegenden zellulären Prozessen, einschließlich der DDR und der DNA-Reparatur, 

und sind sowohl für die Genomstabilität als auch für das Zellwachstum und -überleben von 

essenzieller Bedeutung [94, 97, 107, 146]. Die gezielte Inhibition der beiden Komplexe durch den 

selektiven CDK12/CDK13-Inhibitor THZ531 zeigte in verschiedenen präklinischen Studien ein anti-

neoplastisches Potenzial und erhöhte zudem die Wirksamkeit DNA-schädigender Therapien sowie 

von PARP-Inhibitoren in verschiedenen Tumorentitäten [113, 124, 193]. Allerdings sind die 

antitumorigenen Effekte einer CycK-CDK12/CDK13-Inhibition im PCa noch weitestgehend 

ungeklärt.  

 

Als Ziel dieser Arbeit sollte daher zunächst die Eignung der CycK-CDK12/CDK13-Komplexe als 

therapeutische Zielstrukturen analysiert werden. Zu diesem Zweck sollten die funktionellen 

Auswirkungen einer Monotherapie mit THZ531 im Hinblick auf die Proliferation und das Überleben 

in vitro und in vivo (Chorioallantoismembran-Modell) untersucht werden. Im Anschluss daran 

sollten weitere Experimente durchgeführt werden, die die zugrunde liegenden molekularen 

Mechanismen der THZ531-vermittelten Wirkung auf PCa-Zellen identifizieren. 

Basierend auf diesen Ergebnissen sollte daraufhin überprüft werden, ob eine Inhibition der 

CycK-CDK12/CDK13-Komplexe auch als Kombinationstherapie mit Standardtherapieformen des 

PCas geeignet ist. In diesem Zusammenhang sollte die kombinierte Anwendung von THZ531 mit 

dem PARP-Inhibitor Olaparib oder den Antiandrogenen Enzalutamid und Abirateron untersucht 

werden. Dabei sollte festgestellt werden, inwieweit die antitumorigenen Effekte der 

CycK-CDK12/CDK13-Inhibition die Sensitivität von PCa-Zellen oder humanem PCa-Gewebe 

gegenüber der jeweiligen Therapieform verstärken können.  

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit war die Evaluierung von CycK und CDK12 als prognostische 

Biomarker für PCa-Patienten. Zu diesem Zweck sollten die CycK- und CDK12-Expressionen in 

einem Tissue Microarray, bestehend aus den Tumorgewebeproben von 300 PCa-Patienten, 

evaluiert und potenzielle Assoziationen mit klinisch-pathologischen Parametern analysiert 

werden.  
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2 MATERIAL 

2.1 Zelllinien 

Für die in dieser Arbeit durchgeführten Versuche wurden die folgenden adhärenten humanen 

PCa-Zelllinien verwendet: 

Tabelle 2-1 Ursprung der PCa-Zelllinien.  

Zelllinien Ursprung Quelle 

DU-145 Metastase des zentralen Nervensystems, kaukasischer Mann [194] 

PC-3 Knochenmetastase, kaukasischer Mann [195] 

LNCaP Lymphknotenmetastase, kaukasischer Mann [196] 

C4-2B Murine Knochenmetastase, Derivat der LNCaP-C4-2 Subzelllinie,  

PCa-Xenotransplantat-Modell in kastrierten SCID-Mäusen 
[197, 198] 

LAPC4 Lymphknotenmetastase, humanes PCa-Xenotransplantat-Modell in 
SCID-Mäusen 

[199] 

SCID: severe combined immunodeficiency 

 

Die Zelllinien DU-145, LNCaP und PC-3 gehören zu den klassischen und am besten 

charakterisierten humanen PCa-Zelllinien. Zusätzlich wurden die Zelllinien C4-2B und LAPC4 

verwendet, um das therapeutische Potenzial der Inhibition der CycK-CDK12/CDK13-Komplexe 

beim PCa unter Einbeziehung des AR-Signalwegs in vitro zu untersuchen. Ein Überblick über das 

unterschiedliche genetische Profil dieser Zelllinien ist in Tabelle 2-2 aufgeführt. 

Tabelle 2-2 Charakterisierung der verwendeten PCa-Zelllinien [200-202]. 

Zelllinien AR AR-Sensitivität PSA p53 PTEN 

DU-145 - AI - mut WT 

PC-3 - AI - del del 

LNCaP + (mut) AS + WT mut/del 

C4-2B + (mut) AS + WT mut/del 

LAPC4 + WT AD + mut WT 

AD: androgenabhängig 
AI: androgenunabhängig  
AS: androgensensitiv 
WT: Wildtyp, del: deletiert, mut: mutiert 
+: positiv, -: negativ 

 

Die Zelllinien DU-145, PC-3 und LNCaP wurden aus Tumoren von Patienten isoliert, die sich zuvor 

einer Chemotherapie und einer chirurgischen Kastration unterzogen hatten. Im Falle der Zelllinie 

LNCaP wurde der Patient zusätzlich mit Östrogenen behandelt [203]. Die Zelllinie LAPC4 stammt 

ursprünglich von einem Patienten mit einem metastasierten PCa (Stadium D), das sich unter 

Androgentherapie entwickelt hatte [199]. Das entnommene Material eines metastasierten 

Lymphknotens dieses Patienten wurde unmittelbar nach der chirurgischen Entfernung in 
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SCID-Mäuse implantiert. Aus den entstandenen Tumoren wurde dann die Zelllinie LAPC4 isoliert 

[199]. Bei der Zelllinie C4-2B handelt es sich um ein Derivat der Zelllinie LNCaP-C4-2, die aus 

kastrierten SCID-Mäusen gewonnen wurde [197, 198, 204]. Alle Zelllinien wurden regelmäßig auf 

Mykoplasmen mit Hilfe des MycoAlertTM Mycoplasmen Detection Kit von Lonza Bioscience 

(LT07-118, Köln, Deutschland) getestet und die Authentizität der humanen PCa-Zelllinien wurde 

mittels STR-Profiling von der Firma Eurofins Genomics (Ebersberg, Deutschland) bestätigt [205].  

2.2 Zellkulturmedien 

Kulturmedien für adhärent wachsende PCa-Zelllinien 

Die humanen PCa-Zelllinien DU-145, LNCaP, PC-3 und LAPC4 wurden im Gibco™ RPMI 1640 

Medium (RPMI) (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA, 21875-034) und die Zelllinie C4-2B im 

Dulbecco‘s Modified Eagle‘s Medium (DMEM) (Sigma-Aldrich, Darmstadt, Deutschland, D5671) 

unter Standardbedingungen (37 °C und 5 % CO2) kultiviert. Den beiden Standardmedien wurden 

jeweils 10 % fetales Kälberserum (FBS) (Sigma Aldrich, F7524) und 1 % Penicillin-Streptomycin 

(Sigma-Aldrich, P0781) zugesetzt. Für die Kultivierung der Zelllinie LAPC4 wurde dem 

Standardmedium zusätzlich 1 nM des synthetischen Androgens R1881 (Sigma-Aldrich, R0908), 

gelöst in Dimethylsulfoxid (DMSO), hinzugefügt. 

 

Einfriermedium zur Kryokonservierung: 

Das Einfriermedium setzte sich aus folgenden Komponenten zusammen: 

 10 % (v/v) DMSO 

 20 % (v/v) FBS 

 70 % (v/v) RPMI oder DMEM Medium 
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2.3 Nukleinsäuren  

2.3.1 siRNA-Oligonukleotide 

Tabelle 2-3 Oligonukleotide, die zur siRNA-vermittelten Reduktion der Genexpression verwendet wurden. 

Zielgen Bezeichnung Konzentration Hersteller Artikelnummer 

CDK12 CDK12 siRNA 1 nM Ambion (Austin, USA) s28622 

Kontroll-siRNA 
(unspezifisch) 

Kontroll-siRNA 1 nM 
Dharmacon  
(Lafayette, USA) 

D-001810-10-20 

 

2.3.2 Primer für die quantitative Echtzeit-PCR (qRT-PCR) 

Alle Oligonukleotide, die als Primer für die qRT-PCR dienten, wurden von der Firma Sigma-Aldrich 

bezogen.  

Tabelle 2-4 Oligonukleotide, die als Primer für die qRT-PCR verwendet wurden. 

Zielgen Primer 5‘-3‘ sense Primer 5‘-3‘ antisense Konzentration 

18S CATGGCCGTTCTTAGTTGGT ATGCCAGAGTCTCGTTCGTT 5 µM 

APEX2 AGTTTACCCAAGAGGAACTC AGTACACGTTGATTAGGGTC 5 µM 

BRCA1 GACTGTTTATAGCTGTTGGAAG TTTTGGAAGTGTTTGCTACC 5 µM 

FANCI GAGCTATTGGATGTTGTCAC TTCTCTGCCTAGTTCATAGTC 5 µM 

FANCD2 ACTCAGTGACCTACTGATAG CTTCAATAGGAAGTTTGGGTC 5 µM 

MDC1 AACAGGTACCCTAGATGAAC ATGTTGGTCTCCTGGTATTG 5 µM 

OGG1 CTCAGAAATTCCAAGGTGTG TGGTAGGTGACATCATCAAG 6 µM 

PNKP GAATCCCAGCCAGATACTCCG CTTCTCCAAGTTCTCCCAGCC 5 µM 

PSA TATGAGCCTCCTGAAGAATC AGAACTCCTCTGGTTCAATG 7 µM 

RFC5 GAGTTGAAAACTCTGAAGGG AGTCAACTCTATGCACAAAC 5 µM 
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2.4 Proteine 

2.4.1 Antikörper 

2.4.1.1 Primärantikörper 

Tabelle 2-5 Primärantikörper, die in der Immunblot-Analyse (IB), Immunhistochemie (IHC) und Immunfluoreszenz 
(IF) eingesetzt wurden. 

Antikörper Wirt Verdünnung Herstellera Artikelnr. Methode 

Aktin Maus 1:10000 Merck KGaA MAB1501 IB 

Androgenrezeptor Kaninchen 1:1000 Cell Signaling 5153 IB 

Androgenrezeptor Maus 1:100 Agilent M356201 IHC 

BRCA1 Kaninchen 1:500 Santa Cruz sc-642 IB 

Caspase-3 Maus 1:1000 Imgenex IMG-144A IB 

Caspase-3 Maus 1:1000 Novus Biologicals NB100-56708 IB 

Caspase-3 (cleaved) Kaninchen 1:250 Cell Signaling 9579 IHC 

CDK12 Kaninchen 1:500 Cell Signaling 11973 IB 

CDK12 Kaninchen 1:300 Invitrogen PA5-82330 IHC 

CDK13 (CDC2L5) Kaninchen 1:500 Bethyl A301-458A IB 

Cyclin K Kaninchen 1:10000 

1:300 
Bethyl A301-939A 

IB 

IHC 

FANCD2 Kaninchen 1:1000 Cell Signaling 16323 IB 

FANCI Kaninchen 1:1000 Bethyl A301-254A IB 

Ki67 Maus ready to use Agilent IR626 IHC 

p53 Maus 1:1000 Cell Signaling 2524 IB 

pCTD Ser2 Ratte 1:1000 Sigma-Aldrich 04-1571 IB 

pCTD Ser5 Ratte 1:1000 Sigma-Aldrich 04-1572 IB 

pCTD Ser7 Ratte 1:1000 Sigma-Aldrich 04-1570 IB 

PSA Kaninchen 1:500 Cell Signaling 5365 IB 

RFC5 Maus 1:1000 Santa Cruz sc-376528 IB 

Rpb1 NTD (D8L4Y) Kaninchen 1:1000 Cell Signaling 14958 IB 

Vinculin Kaninchen 1:1000 Cell Signaling 4650 IB 

β-tubulin Kaninchen 1:1000 Cell Signaling 2128 IB 

γH2AX (S139) Kaninchen 1:1000 Cell Signaling 9718 IB 

γH2AX (S139) Kaninchen 1:200 Cell Signaling 2577 IF 

aAgilent Technologies, Inc., Santa Clara, USA; Bethyl Laboratories, Montgomery, USA; Cell Signaling Technologies®, 

Danvers, USA; Imgenex, San Diego, USA; Invitrogen, Carlsbad, USA; Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland; Novus 
Biologicals, Wiesbaden Nordenstadt, Germany; Santa Cruz Biotechnologies Inc., Dallas, USA; Sigma-Aldrich, 
Darmstadt, Deutschland. 

 

Die Primärantikörper für die Immunblot-Analyse wurden mit 5 % (w/v) BSA und 0,05 % NaN3 in 

TBST angesetzt oder in 5 % Magermilchpulverlösung in TBST verdünnt. 
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2.4.1.2 Sekundärantikörper 

Die folgenden Sekundärantikörper wurden zur Immunblot-Analyse verwendet: 

 Meerrettichperoxidase (HRP)-konjugierter Ziege-α-Kaninchen-Antikörper IgG (H+L); 

Verdünnung 1:3000 in 5 % Magermilchpulverlösung in TBST (BioRad Laboratories Inc., 

München, Deutschland, 170-6515) 

 HRP-konjugierter Ziege-α-Maus-Antikörper IgG (H+L); 

Verdünnung 1:3000 in 5 % Magermilchpulverlösung in TBST (BioRad, 170-6516) 

 HRP-konjugierter Ratte-α-Maus-Antikörper IgG; 

Verdünnung 1:5000 in 5 % Magermilchpulverlösung in TBST (Merck, AP136P) 

 

Der folgende Sekundärantikörper wurde für die Immunfluoreszenzfärbung verwendet: 

 Alexa Fluor® 546 Ziege-α-Kaninchen-Antikörper IgG (H+L) (Invitrogen, A11011) 

2.4.2 Proteingrößenstandard für SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese 

(SDS-PAGE) 

Der PageRuler™ Prestained Protein Ladder (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, USA, 26616) 

wurde zur Bestimmung des Molekulargewichts der Proteine im Bereich von 10-180 kDa verwendet. 

Für größere Proteine im Bereich von 40-300 kDa wurde der Spectra™ Multicolor High Range 

Protein Ladder (Thermo Fisher Scientific Inc., 26625) verwendet. 

2.4.3 Sonstige Enzyme und Proteine 

 Bovines Serumalbumin (BSA) (100x) (10 mg/ml) (New England Biolabs® GmbH, 

Frankfurt a. M., Deutschland, B9001S) 

 RNase inhibitor (40 U/µl) (Thermo Fisher Scientific Inc., EO0384)  
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2.5 Puffer und Lösungen 

Alle verwendeten Puffer und Lösungen wurden, sofern nicht anders angegeben, mit destilliertem 

H2O (dH2O) angesetzt und bei Raumtemperatur aufbewahrt. Unter sterilen Bedingungen wurde für 

alle Experimente entweder eine Phosphat-gepufferte Salzlösung (PBS) (Sigma-Aldrich, 

D8662-500ML) oder die PBS-Lösung ohne Mg2+/Ca2+ (Sigma-Aldrich, D8537-500ML) verwendet. 

Für Versuche, bei denen keine sterilen Bedingungen erforderlich waren, wurde eine nicht sterile 

PBS-Lösung aus einem PBS (1x Dulbecco‘s) Pulver (AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland, 

A0964) und dH2O hergestellt. 

2.5.1 Verwendete Puffer und Lösungen zur Immunblot-Analyse  

Lysepuffer (1 ml) 

 100 µl Protease & Phosphatase Inhibitor Cocktail (100x), 

  (Thermo Fisher Scientific Inc., 78440) 

 20 µl Zelllysepuffer (10x), (Cell Signaling, 9803) 
 

Protein-Probenpuffer mit DTT (Dithiothreitol) (6x) 

 350 mM Tris-HCl pH 6,8 

 10,28 % (w/v) SDS 

 36 % (v/v) Glycerin 

 600 mM DTT 

 0,36 % (w/v) Bromphenolblau 

Der Protein-Probenpuffer mit DTT wurde bei -20 °C aufbewahrt. 
 

Sammelgelpuffer für SDS-Polyacrylamid-Gele 

 500 mM Tris-HCL pH 6,8 

Der Sammelgelpuffer wurde zur besseren Haltbarkeit autoklaviert und bei 4 °C gelagert. 
 

Trenngelpuffer für SDS-Polyacrylamid-Gele 

 1,5 M Tris-HCL pH 8,8 
 

SDS-PAGE-Laufpuffer (Stocklösung: 10x) 

 250 mM Tris 

 1,9 M Glycin 

 1 % (w/v) SDS 

Der pH-Wert der Lösung liegt bei 8,3. 
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Semi-dry-Transferpuffer (Stocklösung: 10x) 

 480 mM Tris 

 390 mM Glycin 

 0,375 % (w/v) SDS 

Der pH-Wert der Lösung sollte zwischen 9 – 9,2 liegen. Zur besseren Haltbarkeit wurde der 

Semi-dry-Transferpuffer bei 4 °C aufbewahrt. 
 

Semi-dry-Transferpuffer (1x) 

 10 % (v/v) Semi-dry-Transferpuffer (Stocklösung: 10x) 

 20 % (v/v) Methanol 
 

TBS (Stocklösung: 10x) 

 1,38 M NaCl 

 200 mM Tris 

Der pH-Wert wurde mit HCl auf 7,6 eingestellt.  
 

TBST (1x) 

 1 % (v/v) TBS (10x) 

 0,1 % (v/v) Tween 20 
 

Ponceau S-Färbelösung 

 0,5 % (w/v) Ponceau S 

 1 % (v/v) konzentrierte Essigsäure 
 

Detektierlösung für die ECL (enhanced chemiluminescence) 

 10 ml Tris-HCL  (100 mM, pH 8,5) 

 50 µl Luminol  (250 mM in DMSO) 

 25 µl Coumarinsäure (90 mM in DMSO) 

 4 µl H2O2   (30 % (v/v)) 

2.5.2 Verwendete Puffer und Lösungen für die durchflusszytometrische Analyse 

Die folgenden Puffer wurden mit hitzeinaktiviertem FBS hergestellt. Zu diesem Zweck wurde das 

FBS 30 min lang bei 56 °C unter kontinuierlichem Schütteln inkubiert, um eine gleichmäßige 

Hitzeinaktivierung zu gewährleisten. 
 

Färbepuffer für BrdU 

 3 % (v/v) FBS 

 0,09 % (v/v) NaN3 

gelöst in PBS (1x)   
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Einfriermedium 

 10 % (v/v) DMSO 

 90 % (v/v) FBS 

2.5.3 Verwendete Puffer und Lösungen für die Immunfluoreszenzfärbung  

Blockierungslösung 

 10 % (v/v) PBS 

 10 % (v/v) FBS 

 0,1 % (v/v) Triton X-100 

Zur besseren Haltbarkeit wurde die Blockierungslösung bei -20 °C aufbewahrt. 
 

Sekundärantikörper Lösung 

 10 % (v/v) PBS 

 1 % (v/v) FBS 

 0,1 % (v/v) Triton X-100 

Zur besseren Haltbarkeit wurde die Sekundärantikörper Lösung bei -20 °C aufbewahrt. 
 

Mounting Medium 

 12 ml 0,2 M Tris-HCl pH 8,5  

 2,4 g Mowiol 4-88 

 6 g Glycerin 

 6 ml dH2O 

Glycerin und Mowiol 4-88 wurden gemischt und in dH2O für 1 h bei RT gelöst. Danach wurde 

Tris-HCl hinzugegeben und für 2 h bei 50 °C unter kontinuierlichem Rühren aufgelöst. Zur 

besseren Haltbarkeit wurde das Mounting Medium bei -20 °C aufbewahrt. 

2.5.4 Verwendete Puffer und Lösungen für die Gewebekultur 

Krebs-Henseleit-Puffer (KHB) 

Der KHB (10x) von Sigma-Aldrich (K3753) wurde in dH2O unter kontinuierlichem Rühren aufgelöst 

und 0,373 g CaCl2 sowie 2,1 g NaHCO3 zur Lösung hinzugeben. Der pH-Wert wurde auf 7,2 

eingestellt und der Puffer mit einem Nalgene™ Einweg-Flaschenaufsatzfilter mit Polyethersulfon-

membran steril filtriert. Zur besseren Haltbarkeit wurde der KHB bei 4 °C aufbewahrt. 
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2.6 Chemikalien und Reagenzien 

Alle in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien und Reagenzien wurden, sofern nicht anders 

angegeben, von folgenden Herstellern bezogen: AppliChem GmbH (Darmstadt, Deutschland), Carl 

Roth GmbH+Co.KG (Karlsruhe, Deutschland), Invitrogen AG (Carlsbad, USA), Merck KGaA 

(Darmstadt, Deutschland) oder Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). 

2.6.1 Inhibitoren 

Tabelle 2-6 Inhibitoren. 

Inhibitor Hersteller Artikelnr. 

Abirateronacetat Sigma-Aldrich SML1527 

Enzalutamid (MDV 3100) Axon Medchem BV, Groningen, Niederlande 1613 

Olaparib Biomol GmbH, Hamburg, Deutschland 10621 

 

Der CDK12/CDK13-Inhibitor THZ531 wurde freundlicherweise von Nathanael Gray (Dana Farber 

Cancer Institute, Boston, USA) zur Verfügung gestellt [113]. 

2.6.2 Kits 

Tabelle 2-7 Kits. 

Kit Hersteller Artikelnr. 

BD PharmingenTM FITC BrdU Flow Kit BD Biosciences, Heidelberg, 
Deutschland 

559619 

Dako EnVision™ FLEX HRP 

+ Target Retrival Solution Low pH (50x) 
+ Target Retrival Solution High pH (50x) 

+ Peroxidase Blocking Reagent 
+ Substrate Buffer 
+ DAB + Chromogen 

+ Antibody Diluent 
+ Rabbit (Linker) 

+ Mouse (Linker) 
+ Hematoxylin 

Agilent Technologies DM822 

K8005 
K8004 

DM821 
DM823 
DM827 

DM830 
DM825 

DM824 
K8008 

FITC Annexin V Apoptosis Detection Kit I BD Biosciences 556547 

High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit Thermo Fisher Scientific Inc. 4368813 

QIAshredder Qiagen, Hilden, Deutschland 79654 

RNeasy® Plus Mini Kit (50) Qiagen 74134 
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2.6.3 Reagenzien 

Tabelle 2-8 Verwendete Reagenzien. 

Substanz Hersteller Artikelnr. 

2-Mercaptoethanol Carl Roth GmbH+Co.KG 4227 

2-Propanol Fisher Scientific GmbH, Schwerte, Deutschland 11335327 

4′,6-Diamidino-2-phenylindole 
dihydrochloride (DAPI) 

Sigma-Aldrich  
D9542 

7-Aminoactinomycin D (7-AAD) BD Biosciences 559925 

Accutase Sigma-Aldrich A6964 

Agar Merck KGaA 05039 

Albumin Fraktion V (BSA) Carl Roth GmbH+Co.KG T844.2 

Ammoniumperoxodisulfat (APS) Carl Roth GmbH+Co.KG 9592.3 

Annexin V-FITC BD Biosciences 560931 

Bromphenolblau für 

Natriumsalze 

Carl Roth GmbH+Co.KG A512.1 

Dimethylsulfoxid (DMSO) Sigma-Aldrich D2650 

DodecylsulfatebNa-Salz in Pellets Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg, Germany 20765 

DTT BioChemica AppliChem GmbH A1101 

Eosin Agilent Technologies, Inc CS701 

Essigsäure Rotipuran® Carl Roth GmbH+Co.KG 3738-1 

Ethanol, absolute Honeywell Research Chemicals, 

Seelze, Deutschland 

32205 

Eukitt® schnellhärtendes 
Eindeckmittel 

Sigma-Aldrich 03989 

Glycerol Reagent Plus™ Sigma-Aldrich G5516 

Glycin Carl Roth GmbH+Co.KG 3790.2 

Hematoxylin Agilent Technologies, Inc. S3309 

LipofectamineTM 2000 Transfection 
Reagent 

Invitrogen AG 11668019 

Luminol  Sigma-Aldrich A8511 

Magermilchpulver AppliChem GmbH A0830 

Matrigel® Matrix  Corning, Kaiserslautern, Deutschland 356234 

Methanol Honeywell Research Chemicals 32213 

Mowiol®-488 Calbiochem-Novabiochem, La Jolla, USA 475904 

Natriumazid (NaN3) AppliChem GmbH A1430 

Nuklease-freies Wasser Qiagen 129115 

Opti-MEM® I (1X) + GlutaMAX™-I Thermo Fisher Scientific Inc. 51985026 

Paraffin Kliniplast Klinika Medical GmbH, Usingen, Deutschland 2501008 

p-Coumarsäure Sigma-Aldrich C9008 

Ponceau S Carl Roth GmbH+Co.KG 5338.1 
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Substanz Hersteller Artikelnr. 

Protein Assay Dye Reagent 
Concentrate 

BioRad  5000006 

Protein Block, Serum free Agilent Technologies, Inc. X0909 

Rotiphorese® Gel 30 Carl Roth GmbH+Co.KG 3029.1 

Salzsäure Rotipuran®  Carl Roth GmbH+Co.KG 6331.1 

SuperScriptTM III Reverse 
Transcriptase 

Invitrogen, Carlsbad, USA 18080093 

SYBR™ Green PCR Master Mix Thermo Fisher Scientific Inc. 4309155 

Tetramethylethylendiamin (TEMED) Carl Roth GmbH+Co.KG 23673 

Tris ultrapure AppliChem GmbH A1086 

Tris-buffered saline 20X-Pulver AppliChem GmbH A500.1 

Trypsin-EDTA Lösung ThermoFisher Scientific 25200056 

Tween® 20 AppliChem GmbH A4974 

Xylol (Isomere) Carl Roth GmbH+Co.KG 9713.5 
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2.7 Verbrauchsartikel 

Tabelle 2-9 Verwendete Verbrauchsmaterialien. 

Verbrauchsmaterial Bezeichnung Hersteller 

Abdeckfolie für 96-Well-Platten MicroAmp™ Optical 
Adhesive Film 

ThermoFisher Scientific 
Inc. 

Deckgläser Ø 13 mm Steril, rund, 631-0150 VWR 

Durchflusszytometrie-Röhrchen 
12x 75 mm 

Falcon™ Rundboden-
Polystyrolröhrchen, steril 

Falcon® Corning 

Filterspitzen  
10 μl, 100 μl, 1250 µl 

SafeSeal SurPhob, steril, graduiert, 
DNA-, DNase-, RNase-, Pyrogen frei 

Biozym Scientific GmbH, 
Hessisch Oldendorf, 
Deutschland 

Gel-Blotting-Bögen GB003, Whatman™ VWR 

Kryoröhrchen 2ml Nalgene® Cryoware, 
steril, RNase- und DNase-frei 

Thermo ScientificTM, 
Schwerte, Deutschland 

Mikrotom-Klingen Edelstahl, S-35 Pfm medical ag, Köln, 
Deutschland 

Nitrozellulose-Membran  Nitrozellulose-Membran-Rolle, 

0.45 µm, 30 cm x 3.5 m 

BioRad 

Objektträger 76 x 26 mm Menzel-Gläser Thermo Fisher Scientific 

Inc. 
Pasteurpipetten 
150 mm, 230 mm 

Pasteurpipetten, ohne Wattestopfen, 
Kalk-Natron-Glas 

Carl Roth GmbH+Co.KG 

PCR-Platte 96-Well MicroAmp® Optical 96-Well Reaction 
Plate 

Thermo Fisher Scientific 
Inc. 

PCR-Reaktionsgefäße 0,2 ml Cellstar®, PP, DNA, RNase-, DNase-frei Greiner Bio-One GmbH, 
Kremsmünster, Österreich 

Pipettenspitzen 10 µl, 100 µl SurPhob, extra lang, Low Binding, 

graduiert, DNA-, 
DNase-, RNase-, frei 

Biozym Scientific GmbH 

Pipettenspitzen 1250 µl oberflächenoptimiert, Nachfüllsystem Nerbe plus GmbH, Winsen, 
Deutschland 

Reaktionsgefäße 

1,5 ml, 2 ml, 5 ml 

Safe-Lock-Klappdeckel, PP Eppendorf AG, Hamburg, 

Deutschland 
RNA-Schaber Zellschaber, 2-Positionen-Klinge, 

25 cm, steril 

Sarstedt, Nümbrecht,  

Deutschland 
Serologische Pipetten: 
2 ml, 5 ml, 10 ml, 25 ml, 50 ml 

Cellstar®, steril Greiner Bio-One GmbH 

Steriler Einweg-
Flaschenaufsatzfilter  

Nalgene™ Rapid-Flow™, PES-
Membran, 0,2 µm Porengröße,  

ThermoFisher Scientific 
Inc. 

Zellkulturflasche 75 cm2 Corning®, PS, TC, steril Sigma-Aldrich 

Zellkultur-Inserts  Falcon®, für 6-Well Platten, 0.4 µm 
transparente PET-Membran, steril  

Corning 

Zellkulturplatten 6-Well  Falcon®, PS, TC, steril Corning 

Zellkulturplatten 6-Well Cellstar®, PS, TC, steril Greiner Bio-One GmbH 

Zellkulturschalen 6 cm, 10 cm  Cellstar®, PS, TC, steril Greiner Bio-One GmbH 

Zentrifugenröhrchen 
15 ml, 50 ml 

Cellstar® Tubes, PP, konischer Boden, 
Schraubverschluss, steril 

Greiner Bio-One GmbH 
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2.8 Geräte und Software 

Tabelle 2-10 Verwendete Apparate und Geräte. 

Gerät  Bezeichnung Hersteller 

Analysewaage Sartorius Sartorius AG, Göttingen, 
Deutschland 

Autostainer LabVision 480s Thermo Fisher Scientific Inc. 

Autostainer Dako CS100-10596 Agilent Technology Inc. 

CO2-beständiger Schüttler CO2-beständiger Schüttler mit 
Universalplattform 

Thermo Fisher Scientific Inc. 

CO2-Inkubator HERAcell 150 Thermo Fisher Scientific Inc. 

Durchflusszytometer FACSCalibur™ BD Biosciences 

Gelelektrophorese-Apparatur Mini-PROTEAN® Tetra System BioRad 

Halbautomatisches 
Vibrationsmikrotom 

Leica VT1200  Leica Microsystems, Mannheim, 
Deutschland 

Konfokales 
Fluoreszenzmikroskop 

Leica TCS SP8 Leica Biosystems Imaging, Wetzlar, 
Deutschland 

Kühlzentrifuge 5427R Eppendorf AG 

Lichtmikroskop Eclipse TS100-F Nikon, Tokyo, Japan 

Mikrotiterplatten-Lesegerät Tecan Spark 10M Tecan Group, Männedorf, Schweiz 

Netzgerät PowerPacTM BioRad 

Objektträger-Scanner NanoZoomer 2.0HT Hamamatsu Photonics K.K., Iwata 

City, Japan 
Objektträger-Strecktisch OTS 40 MEDITE Medical GmbH, Burgdorf, 

Deutschland 
Orbitalschüttler  MaxQ2000 CO2 Plus, 55 rpm Thermo Fisher Scientific Inc. 

Paraffinausgießstation EG 1160 Leica Biosystems Imaging 

pH-Meter  pH-Labormessgerät inoLab® WTW-a xylem brand, Dinslaken, 
Deutschland 

Pipetten 0,5-1 µl, 10-100 µl, 

100-1000 µl 

eppendorf Research® Eppendorf AG 

Proteintransfersystem Trans-Blot® TurboTM  

Blotting System 

BioRad 

qRT-PCR-Gerät QuantStudio 3 Real-Time PCR 
System 

Thermo Fisher Scientific Inc. 

Rotationsmikrotom Hyrax M55 Carl Zeiss AG, Jena, Deutschland 

Sicherheitswerkbank LaminAir® HB 2448 Heraeus Instruments GmbH, Hanau, 
Deutschland 

Spektralphotometer NanoDrop 1000  Thermo Fisher Scientific Inc. 

Thermocycler GeneAmp® PCR System 9700 Thermo Fisher Scientific Inc. 

Tiefkühlplatte Tiefkühleinheit TKF 22 MEDITE Medical GmbH 

Trockenschrank Heraeus Thermo Fisher Scientific Inc. 

Vakuuminfiltrationsprozessor 

für Gewebe 

Tissue-Tek VIP Sakura Finetek Europe B.V., 

Umkirch, Deutschland 

Vortex Mixer Vornado™  
Benchmark Scientific, Sayreville, 

USA 
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Gerät  Bezeichnung Hersteller 

Western-Blot- 
Chemilumineszenzimager 

Fusion Solo S  Vilber Lourmat, Eberhadtzell, 
Deutschland 

Western-Blotting-Transfer-
System 

Trans-Blot® TurboTM BioRad  

Zählkammer Neubauer Improved,  
0,1 mm/0,0025 mm2 

BRAND GMBH + CO KG, Wertheim, 
Deutschland 

Zentrifuge HeraeusTM MultifugeTM X3 Thermo Fisher Scientific Inc. 

 

Tabelle 2-11 Verwendete Software. 

Software Version Hersteller 

Adobe® Photoshop® CS5 12.0 Adobe Inc., San José, USA 

Aperio ImageScope V12.2.2.5015 Aperio Technologies Inc., Vista, USA 

CellQuest™ Pro V 5.2.1 BD Biosciences 

EndNoteTM X9.3.3 ClarivateTM, London, UK 

Fusion© Software, Evolution-Capt  17.04a Vilber Lourmat Germany GmbH, 

Eberhardzell, Germany 

GraphPad Prism  V9.4.0 GraphPad Software, San Diego, USA 

ImageJ  1.52a Wayne Rasband, National Institutes of 
Health, Bethesda, USA 

Microsoft Office  Professional Plus 

2016  

Microsoft Corporation, Redmond, USA 

ND-1000  V3.81 Thermo Fisher Scientific Inc. 

NDP Scan 2.589 Hamamatsu Photonics K.K. 

NDP Viewer 2.7.39 Hamamatsu Photonics K.K. 

Leica Application Suite X  3.1.5.16308 Leica Biosystems Imaging 

QuantStudio™ Design & Analysis 
Software  

v1.5.1 Thermo Fisher Scientific Inc. 

QuPath: Open-Source-Software für die 
digitale Bildanalyse in der Pathologie 

0.2.0-m12 Bankhead P [206] 

Spark Control V3.1 Tecan Group 
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3 METHODEN 

3.1 Zellbiologische Methoden 

Alle zellbiologischen Experimente erfolgten unter sterilen Bedingungen an einer 

Sicherheitswerkbank. Es wurden ausschließlich autoklavierte oder heißluftsterilisierte Materialien 

und Geräte verwendet. Die Kultivierung der adhärent wachsenden PCa-Zelllinien erfolgte im 

Brutschrank bei 37 °C und 5 % CO2 in Zellkulturflaschen oder Zellkulturschalen. Die 

Standardmedien wurden, wie in Abschnitt 2.2 beschrieben, verwendet. 

3.1.1 Kultivierung der humanen PCa-Zelllinien  

Zweimal wöchentlich wurden die Zellen bei einer Konfluenz von 70 % bis 80 % passagiert, um ein 

optimales Zellwachstum zu gewährleisten. Dazu wurde das Zellkulturmedium entfernt und mit 

PBS (1x) (ohne Mg2+/Ca2+) gewaschen. Anschließend wurden die Zellen mittels Trypsin/EDTA-

Lösung oder Accutase (5 min, 37 °C) vom Boden der Zellkulturflasche abgelöst und mit frischem 

Zellkulturmedium resuspendiert. Je nach Zelllinie und Dichte wurden die Zellen im Verhältnis von 

1:3 - 1:12 in frischem Zellkulturmedium subkultiviert. 

3.1.2 Kryokonservierung der humanen PCa-Zelllinien  

Zur Langzeitaufbewahrung wurden die Zellen in flüssigem Stickstoff (-180 °C) kryokonserviert. 

Hierfür wurden die durch Trypsin abgelösten Zellen 5 min bei 1000 rpm und 4 °C zentrifugiert. Der 

Überstand wurde verworfen, das Zellpellet in 1 ml Einfriermedium (siehe Abschnitt 2.2) 

resuspendiert und in ein Kryoröhrchen überführt. Das zugegebene DMSO im Einfriermedium soll 

hierbei die Kristallbildung beim Einfrieren verhindern, um Zellmembranschädigungen 

vorzubeugen. Die befüllten Kryoröhrchen wurden in einer mit Isopropanol gefüllten Kryobox 

langsam auf -80 °C heruntergekühlt, wodurch ein stufenweises Einfrieren (1 °C/min) der Zellen 

gewährleistet wurde. Alle 3 Monate wurde eine neue Charge von Zellen aufgetaut, kultiviert und 

für die weiteren Experimente verwendet. Das Auftauen muss, im Gegensatz zum Einfrieren, sehr 

schnell verlaufen, da das im Einfriermedium enthaltene DMSO bei Raumtemperatur zytotoxisch 

wirkt. Aus diesem Grund wurden die aus dem Stickstofftank entnommenen Zellen sofort bei 37 °C 

aufgetaut und direkt in eine Zellkulturflasche mit warmem Zellkulturmedium überführt. Nach 24 h 

wurde das DMSO-haltige Medium durch frisches Zellkulturmedium ersetzt. 
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3.1.3 Transiente Transfektion mit siRNA-Oligonukleotiden  

Als Transfektion bezeichnet man das Einbringen von Nukleinsäuren in eukaryotische Zellen. In der 

vorliegenden Arbeit wurden Lipofectamine™ 2000 als Transfektionsreagenz und Opti-MEM als 

Transfektionsmedium verwendet. Die temporäre Suppression der endogenen Proteinexpression 

wurde mit verschiedenen siRNA-Oligonukleotiden, spezifisch für verschiedene mRNAs, sowie mit 

einer unspezifischen Kontroll-siRNA durchgeführt. Einen Tag nach der Zellaussaat in 

6 cm-Schalen wurden die Zellen mit PBS (mit Mg2+/Ca2+) gewaschen und daraufhin für 5 h im 

Transfektionsansatz inkubiert. Der Transfektionsansatz enthielt die jeweilige Konzentration der 

siRNAs und 6 µl Lipofectamine™ 2000 in 1,5 ml Opti-MEM. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde 

zum Transfektionsansatz 1,5 ml Zellkulturmedium hinzugegeben. Die Experimente wurden bis zur 

weiteren Analyse für 72 h inkubiert. Die Effektivität der Suppression wurde mittels Immunblot-

Analyse (siehe Abschnitt 3.3.6) überprüft.  

3.1.4 Behandlung der humanen PCa-Zelllinien 

Um ein vollständiges Anheften der Zellen auf der Kulturschale zu gewährleisten, wurden die Zellen 

jeweils einen Tag vor der Behandlung in 6 cm-Schalen, 6- oder 12-Well-Platten ausgesät. Die 

Zellzahl wurde hierbei so gewählt, dass den Zellen über den kompletten Zeitraum des Experiments 

ein exponentielles Wachstum möglich war. Die Zellzahl wurde mit Hilfe einer Neubauer-

Zählkammer ermittelt. Da alle Substanzen, die zur Behandlung der Zellen verwendet wurden, in 

DMSO gelöst wurden, wurde in der Kontrollbehandlung eine äquivalente Menge DMSO eingesetzt, 

um mögliche Auswirkungen dessen zu berücksichtigen. Einen Tag nach der Zellaussaat wurde das 

Zellkulturmedium von den Zellen abgesaugt und durch den Behandlungsansatz ersetzt. Die 

weitere Analyse der Zellen erfolgte 24 h bis 72 h nach der Behandlung. 

3.1.4.1 Inhibitoren  

Die verwendeten Inhibitoren, einschließlich der verwendeten Lösungsmittel sowie der Stamm- 

und Endkonzentrationen sind in Tabelle 3-1 aufgeführt. 

Tabelle 3-1 Stammlösungs- und Endkonzentration der verwendeten Inhibitoren. 

Inhibitor Zielstruktur Stammlösung Endkonz. 

Abirateronacetat CYP17 10 mM in DMSO (-20 °C) 10 µM 

Enzalutamid (MDV 3100) Androgenrezeptor 10 mM in DMSO (-80 °C) 10 µM 

Olaparib PARP1 50 mM in DMSO (-20 °C) 40 µM, 60 µM 

THZ531 CDK12/CDK13 10 mM in DMSO (-20 °C) 50 nM - 500 nM 
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3.1.5 Zellproliferations-Assay 

Die Zellen wurden 24 h nach der Zellaussaat behandelt (siehe Abschnitt 3.1.4). Zur Analyse der 

Zellviabilität wurden die Zellen nach verschiedenen Zeitpunkten mit PBS (ohne Mg2+/Ca2+) 

gewaschen, mit Trypsin geerntet und in Standard-Zellkulturmedium resuspendiert. Die 

Gesamtzellzahl wurde mit einer Neubauer-Zählkammer bestimmt. 
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3.2 Molekularbiologische Methoden  

3.2.1 Reverse Transkription von RNA 

Mit Hilfe des High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kits wurden die zuvor extrahierten 

RNA-Moleküle (siehe Abschnitt 3.3.1) mittels RNA-abhängiger DNA-Polymerase in cDNA 

umgeschrieben. Dazu wurde die RNA-Konzentration auf 1 µg RNA in 10 µl nukleasefreiem H2O 

eingestellt. Anschließend wurde der Transkriptions-Mastermix gemäß den Herstellerangaben 

(Tabelle 3-2) hergestellt und 10 µl des Mastermixes zur RNA gegeben. Danach erfolgte die 

Transkription der RNA in cDNA in einer dreistufigen Reaktion (Tabelle 3-3). 

Tabelle 3-2 Zusammensetzung des Mastermixes für die cDNA-Synthese. 

Reagenz Menge 

10X RT Buffer 2 µl 

25X dNTP Mix (100 mM) 0,8 µl 

10X RT Random Primers 2 µl 

MultiScribe™ Reverse Transkriptase  

(Enzymaktivität: 20 U/µl) 
1 µl 

RNase Inhibitor (Enzymaktivität 40 U/µl)  0,5 µl 

Nukleasefreies H2O 3,7 µl 

 

Tabelle 3-3 Temperaturprogramm der cDNA-Synthese. 

 Schritt 1 Schritt 2 Schritt 3 Schritt 4 

Temperatur 25 °C 37 °C 85 °C 4 °C 

Zeit 10 min 120 min 5 min ∞ 

 

Nach der Synthese wurde die cDNA im Verhältnis 1:10 mit nukleasefreiem H2O verdünnt 

(Endkonzentration 10 ng/µl) und direkt für weitere Experimente verwendet oder bei -20 °C 

aufbewahrt. 

3.2.2 Quantitative Echtzeit-PCR (qRT-PCR) 

Zum quantitativen Nachweis spezifischer PCR-Amplifikate wurde eine qRT-PCR durchgeführt. Bei 

dieser Methode wurden genspezifische Primer sowie der fluoreszierende Farbstoff SYBR™ Green 

eingesetzt. SYBR™ Green ist ein asymmetrischer Cyaninfarbstoff, der in die neu synthetisierte 

DNA interkaliert, ohne den Ablauf der PCR zu beeinträchtigen. Das daraus resultierende 

Fluoreszenzsignal nimmt mit jedem PCR-Zyklus proportional zur Menge der amplifizierten 

PCR-Produkte zu. Zur Quantifizierung wird die Fluoreszenzintensität der spezifischen 

DNA-Produkte in der exponentiellen Phase der PCR in Relation zur Fluoreszenzintensität eines 

Referenzgens gesetzt. Referenzgene haben die Eigenschaft, dass sich ihre Expressionsmuster in 
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verschiedenen Zellzyklusphasen und Zelltypen idealerweise nicht ändern. Dadurch werden 

beispielsweise unterschiedliche cDNA-Mengen der eingesetzten Proben normalisiert. In dieser 

Arbeit wurde die 18S rRNA als Referenzgen verwendet. Die relative Quantifizierung stützt sich 

hierbei auf die Ermittlung des Fluoreszenzschwellenwertes, des sogenannten Ct-Wert 

(cycle threshold), der die Anzahl an PCR-Zyklen, zu dem das Fluoreszenzsignal das erste Mal die 

Hintergrundfluoreszenz signifikant übersteigt, beschreibt. Der Ct-Wert steht somit in direktem 

Zusammenhang mit der Menge an cDNA in der gemessenen Probe. Je mehr cDNA in der Ausgangs-

lösung vorhanden ist, desto schneller wird die Hintergrundfluoreszenz überschritten, was zu 

einem kleineren Ct-Wert führt [207]. Mit Hilfe des Ct-Wertes des Referenzgens (18S) wurden die 

zur Auswertung untersuchten Proben zunächst wie folgt normalisiert (∆Ct-Wert): 

 

∆�� = �� (Zielgen) - �� (18S) 

 

Um eine Veränderung des Expressionsniveaus eines Zielgens zwischen der behandelten Probe und 

der entsprechenden Kontrolle feststellen zu können, wurde die ∆∆Ct-Methode zur Berechnung 

angewandt.  

 

∆∆�� = ∆�� (Probe) - ∆�� (Kontrolle) 

 

Die endgültige Ermittlung der relativen cDNA-Menge erfolgte daraufhin nach folgender Formel, 

wobei der Wert 1 für die Kontroll-cDNA festgelegt wurde [208]: 

 

����	 =  �
∆∆��  

 

Während der qRT-PCR reagiert SYBR™ Green jedoch nicht nur mit der Zielsequenz, sondern kann 

ebenfalls sogenannte Primer-Dimere oder unspezifische PCR-Produkte bilden, die zu falsch 

positiven Ergebnissen führen. Aus diesem Grund ist eine Optimierung der Primerkonzentration 

oder -sequenz notwendig. Zusätzlich wurde eine Schmelzkurvenanalyse durchgeführt, die es 

ermöglicht, Primer-Dimere aufgrund ihrer niedrigen Schmelztemperatur nachzuweisen [207, 

208]. Im folgenden Abschnitt 3.2.2.1 wird die Validierung der Primer beschrieben. Diese wurde für 

jedes in dieser Arbeit verwendeten Primer-Paar vor der eigentlichen Analyse durchgeführt. Die 

Stockkonzentrationen und die Sequenzen der verwendeten Primer sind in Tabelle 2-4 aufgeführt. 

Jede Probe wurde in Triplikaten von je 12 µl in einer 96-Well-Platte gemessen. Die 

Zusammensetzung des Mastermixes für ein Triplikat ist in Tabelle 3-4 dargestellt.  
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Tabelle 3-4 Zusammensetzung des Reaktionsansatzes für die qRT-PCR. 

Reagenz Menge 

cDNA (1 ng/µl)  16,6 µl 

SYBR™ Green PCR Master Mix 21 µl 

Primer-Paar-Mix 
(forward und reverse Primer) 

4,4 µl 

Tabelle 3-5 Temperaturprogramm der qRT-PCR. 

*Die Schmelzkurvenanalyse erfolgte in einem zusätzlichen Schritt im Anschluss an die qRT-PCR. Das PCR-Produkt 
wurde durch eine langsame Temperaturzunahme von 0,15 °C/s im Bereich von 60 – 95 °C aufgeschmolzen, 

während die Fluoreszenz weiterhin kontinuierlich gemessen wurde. 
 

Die Messung wurde mit dem QuantStudio™ 3 Real Time-System (Applied Biosystems von Thermo 

Fisher Scientific Inc.) durchgeführt. Zur Auswertung wurde die zugehörige QuantStudio™ Design 

& Analysis Software verwendet. 

3.2.2.1 Qualitätsprüfung der Primer-Effektivität 

Jedes für die qRT-PCR Analyse verwendete Primer-Paar wurde zuvor auf seine Effektivität 

getestet, um die optimale Konzentration für die cDNA-Amplifikation zu finden und eine Primer-

Dimerisierung während der Reaktion zu vermeiden. Dazu wurde eine cDNA-Verdünnungsreihe 

einer Kontroll-Zelllinie (1, 1:10, 1:100, 1:1000, 1:10000) erstellt. Als Negativkontrolle wurde 

nukleasefreies Wasser verwendet. Die jeweiligen Primer-Paare wurden zunächst mit einer 

Konzentration von 5 µM, wie in Abschnitt 3.2.2 beschrieben, getestet. Mit Hilfe der QuantStudio™ 

Design& Analysis Software wurde eine Standardgerade erstellt. Dabei wurden die Ct-Werte gegen 

die relative cDNA-Expression logarithmisch aufgetragen und die entsprechende Steigung 

abgelesen. Idealerweise sollte die Gerade eine Steigung von -3,3 zeigen. Eine steilere Gerade 

deutet auf eine ineffiziente PCR aufgrund einer zu geringen Primerkonzentration hin. Im 

Umkehrschluss bedeutet eine zu flache Gerade eine zu hohe Effizienz, sodass die Primer-

konzentration verringert werden muss. Zum Ausschluss möglicher Primer-Dimere oder 

unspezifischer PCR-Produkte wurden die Schmelzkurven analysiert. Für jede cDNA-

Konzentration war lediglich ein Dissoziationspeak akzeptabel. In der Negativkontrolle war kein 

Peak zulässig.  

Reaktionsschritt Temperatur Dauer Anzahl der Zyklen 

Anfangsdenaturierung 95 °C 10 min 1 

Amplifikation    

Denaturierung 95 °C 15 s 
40 

Annealing und Elongation 60 °C 60 s 

Schmelzkurve* 95 °C 15 s  

 60 °C 60 s 1 

 95 °C 1 s  
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3.3 Biochemische und physikalische Methoden 

3.3.1 Isolierung von RNA 

Die Isolierung der RNA aus den PCa-Zellen erfolgte zu unterschiedlichen Zeitpunkten nach der 

Behandlung. Hierfür wurde das RNeasy® Plus Mini Kit der Firma QIAGEN gemäß den Angaben des 

Herstellers verwendet. Vor der Isolierung wurde das Zellkulturmedium verworfen und die Zellen 

mit PBS gewaschen. Zur Inaktivierung von RNasen wurden die Zellen mit einer Mischung aus 

Guanidiniumthiocyanat-reichem RLT-Puffer und β-Mercaptoethanol im Verhältnis 1:100 lysiert. 

Anschließend wurden die Zellen von der Schale geschabt und mit Hilfe der QIAshredder-Säule 

homogenisiert. Zur Entfernung genomischer DNA (gDNA) wurden gDNA-Eliminator-Säulen 

verwendet. Die RNA-Aufreinigung erfolgte mittels RNAeasy-Säulen, die nur RNA-Moleküle binden, 

die länger als 200 bp sind. Kleinere RNAs wie beispielsweise 5.8S rRNA, 5S rRNA und tRNAs werden 

nicht gebunden. Zum Schluss wurde die gewonnene RNA in 30 µl nukleasefreiem Wasser eluiert 

und bei -80 °C aufbewahrt. 

3.3.1.1 Bestimmung der RNA-Konzentration 

Nach der Isolierung der RNA wurde die Konzentration der Probe spektrophotometrisch mit Hilfe 

des NanoDrop®-Spektralphotometers bestimmt. Zu diesem Zweck wurde die UV-Absorption bei 

260 nm gemessen und die RNA quantifiziert. Eine gemessene Absorption von 1,0 bei 260 nm 

entspricht dabei 40 µg/ml reiner RNA. Parallel dazu erfolgte eine Referenzmessung des 

Absorptionsmaximums von aromatischen Aminosäuren bei 280 nm. Aus dem Quotienten 

(260/280) der beiden Messungen lässt sich die Reinheit der RNA bestimmen. Für eine proteinfreie 

RNA sollte dieser Wert zwischen 1,8 und 2 liegen. 

3.3.2 Herstellung von Gesamtzellextrakten  

Zur Bestimmung des Proteingehalts wurden Gesamtzellextrakte zu verschiedenen Zeitpunkten 

nach der Behandlung der Zellen hergestellt. Dazu wurde das Zellkulturmedium entfernt, die Zellen 

mit kaltem PBS gewaschen, in etwa 50 – 70 µl Lysepuffer von der Zellkulturschale abgeschabt und 

15 min auf Eis inkubiert. Der Lysepuffer enthält eine Mischung aus Protease- und Phosphatase-

inhibitoren, die eine Modifikation und Degradierung der Proteine verhindern sollen. Anschließend 

wurden die Proben für 20 min bei 12700 rpm und 4 °C zentrifugiert. Das entstandene Pellet wurde 

verworfen und der Überstand mit den darin gelösten Proteinen in ein neues Reaktionsgefäß 

überführt. Die Gesamtzellextrakte wurden bei -20 °C aufbewahrt. 

Zur Detektion der behandlungsinduzierten Apoptose wurde die Aktivierung der an der 

Todeskaskade beteiligten Enzyme, der sogenannten Caspasen nachgewiesen. Dazu wurde das 

Zellkulturmedium, in dem sich apoptotische Zellen befinden können, nicht verworfen, sondern in 

einem 15 ml Zentrifugenröhrchen gesammelt, die Zellkulturschale mit kaltem PBS gewaschen und 
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ebenfalls in dasselbe Zentrifugenröhrchen gegeben. Anschließend erfolgte eine Zentrifugation für 

5 min bei 1200 rpm und 4 °C. Mit den Zellkulturschalen wurde ebenfalls, wie im oberen Abschnitt 

beschrieben, verfahren. Der Überstand im Zentrifugenröhrchen wurde vorsichtig entfernt, das 

Zellpellet mit 1 ml PBS resuspendiert und in ein neues Reaktionsgefäß (1,5 ml) überführt. Danach 

erfolgte eine 5-minütige Zentrifugation (3000 rpm, 4 °C). Das überschüssige PBS wurde verworfen, 

das Zellpellet zusammen mit den abgeschabten Zellen resuspendiert, 15 min auf Eis inkubiert und 

wie oben beschrieben weiter verfahren. 

3.3.3 Bestimmung der Proteinkonzentration und Probenvorbereitung 

Die Proteinkonzentration wurde nach der Bradford-Methode mit dem Protein-Assay-Reagenz von 

BioRad ermittelt. Diese Methode basiert auf dem quantitativen Nachweis der Komplexbildung 

zwischen dem eingesetzten Farbstoff Coomassie® Brilliant Blue G-250 und den Proteinen, was zu 

einer Verschiebung des Absorptionsmaximums von 465 nm zu 595 nm führt. Je höher die 

Absorption bei 595 nm ist, desto höher ist die Proteinkonzentration [209]. Dazu wurden 798 µl 

ddH2O, 200 µl des Protein-Assay-Reagenz und 2 µl des Zelllysates in einem Reaktionsgefäß 

vermischt. Anschließend wurden 200 µl von jeder Probe in eine 96-Well-Platte überführt und die 

Absorption bei 595 nm mit einem Mikrotiterplatten-Lesegerät gemessen. Parallel dazu wurden 

Standards mit definierten Proteinkonzentrationen (0, 1, 5, 10 und 15 µg/µl BSA) zur Erstellung einer 

Eichgerade hergestellt und ebenfalls detektiert. Die Proteinkonzentration jeder Probe wurde 

daraufhin mit Hilfe dieser Eichgeraden ermittelt. Basierend auf den ermittelten Konzentrationen 

wurde die benötigte Proteinmenge (20 – 50 µg) auf ein definiertes Standardvolumen mittels des 

Lysepuffers eingestellt. Der SDS-haltige Protein-Probenpuffer (6x) wurde hinzugefügt und das 

Gemisch anschließend für 5 min bei 95 °C erhitzt. Durch das Erhitzen werden sowohl 

Wasserstoffbrücken gelöst als auch die Proteine denaturiert. Dies führt zu einem Verlust der 

tertiären oder quartären Proteinstruktur und ermöglicht dem, im Probenpuffer enthaltenen SDS, 

an das entfaltete Protein zu binden. Dadurch wird die Eigenladung der Proteine maskiert, was zu 

einer negativen Gesamtladung führt. Diese Ladung ist proportional zum Molekulargewicht des 

Proteins, was für die korrekte Trennung der Proteine, wie im folgenden Abschnitt 3.3.4 erläutert, 

von entscheidender Bedeutung ist. Die vorbereiteten Proben wurden anschließend auf ein 

SDS-Polyacrylamid-Gel aufgetragen oder bei -20 °C gelagert. 
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3.3.4 SDS-PAGE 

Die SDS-PAGE ermöglicht die elektrophoretische Auftrennung von Proteinen nach ihrem 

Molekulargewicht. In dieser Arbeit wurde die Methode nach Laemmli angewandt [210], bei der ein 

SDS-Polyacrylamid-Gel verwendet wird, das aus einem vorangestellten Sammelgel (pH 6,8) und 

einem Trenngel (pH 8,8) besteht. Im Sammelgel werden die Proteine aufkonzentriert, wodurch 

sichergestellt wird, dass sie gleichzeitig in das Trenngel gelangen. Im Trenngel erfolgt dann die 

Auftrennung der Proteine nach ihrem Molekulargewicht. In Abhängigkeit des Molekulargewichtes 

der Proteine kann die Porengröße des Gels durch unterschiedliche Acrylamidkonzentrationen 

angepasst werden. Je kleiner das Molekulargewicht der Zielproteine ist, desto höher sollte die 

Konzentration des Acrylamids sein. Aus diesem Grund wurden Trenngele mit unterschiedlichen 

Konzentrationen (8 – 15 %) verwendet. In Tabelle 3-6 ist die genaue Zusammensetzung der für 

diese Arbeit benötigten SDS-Polyacrylamid-Gele aufgeführt.  

Tabelle 3-6 Zusammensetzung der Trenn- und Sammelgele der SDS-Polyacrylamid-Gele.  

Chemikalien 
Trenngel Sammelgel 

8 % 10 % 12 % 15 % 5 % 

ddH2O 2,3 ml 2 ml 1,7 ml 1,2 ml 1,15 ml 

Rotiphorese® Gel 30 1,3 ml 1,7 ml 2 ml 2,5 ml 330 µl 

Sammelgelpuffer - - - - 500 µl 

Trenngelpuffer 1,3 ml 1,3 ml 1,3 ml 1,3 ml - 

10 % (w/v) SDS 50 µl 50 µl 50 µl 50 µl 20 µl 

10 % (w/v) APS 50 µl 50 µl 50 µl 50 µl 20 µl 

TEMED 2 µl 2 µl 2 µl 2 µl 2 µl 

 

Zuerst wurde das Trenngel, das zwischen zwei Glasplatten gegossen wurde, mit Isopropanol 

überschichtet, um die Gelgrenze zu begradigen und eine Polymerisation unter Luftabschluss zu 

gewährleisten. Nach der Polymerisation wurde das Isopropanol wieder entfernt, das Trenngel mit 

dem Sammelgel überschichtet und ein Kamm eingesetzt, der Taschen für die Proben erzeugt. 

Nachdem das SDS-Polyacrylamid-Gel ausgehärtet war, wurde der Kamm entfernt, das Gel mit 

dH2O gewaschen und in die Elektrophoresekammer eingesetzt. Die Apparatur wurde mit dem 

SDS-PAGE-Laufpuffer gefüllt und jede Probe zusammen mit einem Proteinmarker in jeweils eine 

Tasche des Gels pipettiert. Für sehr große Proteine wurde der Spectra™ Multicolor High Range 

Protein Ladder als Größenstandard verwendet. Für alle weiteren Proteine ist der PageRuler™ 

Prestained Protein Ladder zur Molekulargewichtsbestimmung eingesetzt worden. Die 

Elektrophorese erfolgte bei einer konstanten Spannung von 100 – 120 V, bis die blau gefärbte 

Lauffront das Ende des Gels erreicht hatte. 
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3.3.5 Semi-dry-Western-Transfer 

Mit Hilfe der Western-Transfer-Methode können die elektrophoretisch aufgetrennten Proteine 

vom Polyacrylamid-Trenngel auf eine Nitrozellulose-Membran übertragen werden. Der Transfer 

der Proteine erfolgte durch ein elektrisches Feld, das senkrecht zur ursprünglichen Laufrichtung 

appliziert wird. Dabei bleibt das Trennungsmuster erhalten und die Proteine befinden sich nach 

der Übertragung aufgrund hydrophober Wechselwirkungen auf der Nitrozellulose-Membran. In 

dieser Arbeit wurde für den Semi-dry-Transfer das Trans Blot® Turbo™ Blotting System von 

BioRad verwendet. Zu Beginn wurden pro Gel sechs Lagen Whatman-Papier, die Nitrozellulose-

Membran und das Trenngel in dem methanolhaltigen Transferpuffer äquilibriert. Danach wurden 

drei Lagen Whatman-Papier, die Nitrozellulose-Membran, das Trenngel und wiederum drei Lagen 

Whatman-Papier luftblasenfrei in die Transferkammer geschichtet. Der Proteintransfer erfolgte 

bei einer konstanten Spannung von 25 V und einer Stromstärke von ca. 300 mA pro Gel für 30 min. 

Nach dem vollständigen Transfer konnten die Proteine auf der Nitrozellulose-Membran mit dem 

Azofarbstoff Ponceau S reversibel angefärbt werden. Durch die resultierende Rotfärbung der 

positiven Aminogruppe der Proteine konnte der Proteintransfer optisch bestätigt werden. 

Anschließend wurde die Nitrozellulose-Membran für 1 h bei Raumtemperatur in 5%iger 

Magermilchpulverlösung in TBST unter kontinuierlichem Schütteln inkubiert. Auf diese Weise 

wurden freie Bindungsstellen blockiert, um unspezifische Antikörperbindungen zu vermeiden. 

3.3.6 Immunblot-Analyse 

Die Immundetektion der Proteine erfolgte über den indirekten Nachweis mit antigenspezifischen 

Primär- und speziestypischen Sekundärantikörpern. Der Sekundärantikörper ist zusätzlich an ein 

Reporterenzym (HRP) gekoppelt, das mittels Chemilumineszenzreaktion die Proteindetektion 

ermöglicht. Nach der Blockierung mit 5 %iger Magermilchpulverlösung wurde die Nitrozellulose-

Membran zweimal mit TBST für 5 min gewaschen und daraufhin mit dem jeweiligen 

Primärantikörper über Nacht bei 4 °C inkubiert. Zur Entfernung des ungebundenen 

Primärantikörpers wurde die Membran dreimal mit TBST für 10 min gewaschen. Anschließend 

wurde die Membran für 1 h mit dem entsprechenden HRP-gekoppelten Sekundärantikörper 

inkubiert. Die Membran wurde erneut gewaschen und dann für 1 min in einer selbsthergestellten 

Detektierlösung für die ECL inkubiert, um die gebundenen Antikörper sichtbar zu machen. Die 

HRP katalysiert hierbei die Oxidation von Luminol in Gegenwart von H2O2. Durch die Zugabe der 

Coumarinsäure wird die Reaktion verstärkt. Dies führt dazu, dass Luminol in einen höheren 

energetischen Zustand übergeht. Beim Rückfall des Luminols in seinen Grundzustand werden 

Photonen emittiert, die dann mit einem digitalen Bildgebungssystem detektiert werden können. 
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3.3.7 Durchflusszytometrische Analyse 

Die Durchflusszytometrie ermöglicht auf Einzelzellebene eine simultane, quantitative Analyse 

verschiedener Eigenschaften, wie z. B. die Größe, Struktur, Oberflächen- und intrazelluläre 

Merkmale von Zellen oder Zellpopulationen. Die Detektion der Zelleigenschaften erfolgte hierbei 

durch Fluoreszenzfarbstoffe, die an spezifische Zellstrukturen binden oder in Nukleinsäuren 

interkalieren. Zur Analyse wurden die Zellen einzeln durch einen Mikrokanal einer hochpräzisen 

Küvette gezogen und durch den so entstehenden laminaren Probenstrom an einem Laserstrahl 

mit geeigneter Wellenlänge vorbeigeleitet und detektiert. Die Größe der Zellen wird durch das 

Vorwärtsstreulicht gemessen, während das Seitwärtsstreulicht Aufschluss über die Granularität 

der Zellen gibt [211].  

3.3.7.1 Bestimmung der Apoptoserate mittels Annexin V 

Die Bestimmung der Apoptoserate der behandelten PCa-Zelllinien erfolgte mittels Annexin V und 

7-Aminoactinomycin D (7-AAD). Annexin V ist ein intrazelluläres Protein, das Ca2+-abhängig mit 

hoher Affinität an Phosphatidylserin bindet. In vitalen Zellen ist das Phosphatidylserin 

normalerweise entlang der zytosolischen Plasmamembran lokalisiert. Als Folge der Apoptose 

findet schon sehr früh eine Translokation des Phosphatidylserins auf die extrazelluläre 

Membranseite statt. [212]. Dadurch werden im weiteren Verlauf der Apoptose die entstehenden 

Zellfragmente für die Phagozytose markiert. Durch die Kopplung von Annexin V an den 

fluoreszierenden Farbstoff Fluoresceinisothiocyanat (FITC) können apoptotische Zellen in der 

Durchflusszytometrie detektiert werden. Allerdings wird in nekrotischen Zellen ebenfalls eine 

Translokation von Phosphatidylserin und der Verlust der Membranintegrität beobachtet, sodass 

auch diese Zellen im Durchflusszytometer als Annexin V-positiv erscheinen. Zur Differenzierung 

von früh- und spät-apoptotischen sowie nekrotischen Zellen wird eine zusätzliche Färbung mit 

dem Nukleinsäureinterkalator 7-AAD durchgeführt. Dieser Farbstoff kann eine intakte 

Zellmembran nicht überwinden, sondern dringt lediglich in Zellen in späteren Stadien der 

Apoptose oder Nekrose ein. Annexin V- und 7-AAD-positive Zellen werden somit als 

spät-apoptotisch bzw. nekrotisch definiert [213].  

In dieser Arbeit wurde das FITC Annexin V Apoptosis Detection Kit I der Firma BD Pharmingen™ 

(Heidelberg, Deutschland) zur Färbung verwendet. Nach der Behandlung (siehe Abschnitt 3.1.4) 

wurden die Zellen mit Trypsin/EDTA-Lösung von der Kulturschale abgelöst und mit dem 

Zellüberstand in einem Zentrifugenröhrchen vereinigt. Nach einer 5-minütigen Zentrifugation 

(1000 rpm, 4 °C) wurde das Medium entfernt und das Zellpellet zweimal mit kaltem PBS 

gewaschen. Anschließend wurden die Zellen in 100 µl Binding Buffer (1x) resuspendiert und jede 

Probe mit 4 µl Annexin V-FITC (90 µg/ml) und 3,5 µl 7-AAD gefärbt. Im Anschluss an eine 

15-minütige lichtgeschützte Inkubation bei Raumtemperatur wurde die Zellsuspension mit 400 µl 

bis 600 µl Binding Buffer (1x) versetzt und durch eine Polyamidmembran in ein 
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Durchflusszytometrie-Röhrchen überführt. Die Messung wurde mit einem FACS Calibur™ Gerät 

(BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland) durchgeführt. Die Auswertung erfolgte mit der 

zugehörigen CellQuest™ Pro Software des gleichen Herstellers. Bei dieser Analyse wurde der 

prozentuale Anteil Annexin V-FITC-positiver apoptotischer Zellen und Annexin V-FITC/7-AAD-

positiver spät-apoptotischer Zellen im Verhältnis zur Gesamtpopulation ermittelt.  

3.3.7.2 Zellzyklusanalyse mittels BrdU 

Die durchflusszytometrische Messung des zellulären DNA-Gehalts ermöglicht eine quantitative 

Bestimmung der Zellzyklusphasenverteilung (G1, S, G2/M) einer Zellpopulation. In Zellen, die sich 

in der G1-Phase befinden, besteht jedes Chromosom aus nur einem Chromatid. Im Laufe der 

Synthese-Phase (S-Phase) wird die DNA dupliziert und liegt dann in Form von zwei Schwester-

chromatiden in der G2-Phase vor, bevor die Zelle sich schließlich in der Mitose (M-Phase) teilt. 

Bromodeoxyuridin (BrdU) ist ein Thymidin-Analog, das während der S-Phase in neu synthetisierte 

DNA von aktiv proliferierenden Zellen eingebaut wird [214]. Die Färbung mit dem fluoreszierenden 

FITC-konjugierten Anti-BrdU-Antikörper und dem Nukleinsäureinterkalator 7-AAD ermöglicht die 

Ermittlung der Zellzyklusposition der Zellen und des DNA-Gehalts. In dieser Arbeit wurde das 

BD Pharmingen™ FITC BrdU Flow Kit von BD Bioscience (Heidelberg, Deutschland) verwendet.  

Zu verschiedenen Zeitpunkten nach der Behandlung wurden die Zellen unter Standard-

bedingungen für 30 min mit 1 mM BrdU im Kulturmedium inkubiert. Zellen, die sich zu diesem 

Zeitpunkt in der S-Phase des Zellzyklus befinden, bauen das BrdU in die neu synthetisierte DNA 

ein. Anschließend werden die Zellen, wie in Abschnitt 3.3.7.1 beschrieben, von der Zellkulturschale 

gelöst und in Zentrifugenröhrchen gesammelt. Das weitere Vorgehen erfolgte gemäß den 

Anweisungen des Herstellerprotokolls. Um die Bindung des fluoreszierenden Farbstoffs FITC an 

das inkorporierte BrdU zu ermöglichen, wurden die fixierten Zellen 1 h bei 37 °C mit DNase 

inkubiert und dann mit dem Fluoreszenzantikörper FITC-Anti-BrdU und 7-AAD gefärbt. Die 

Zellzyklusmessung wurde mit einem FACS Calibur™ Gerät durchgeführt. Die Auswertung erfolgte 

mit der zugehörigen CellQuest™ Pro Software. Dabei wurde der prozentuale Anteil der Zellen mit 

unterschiedlichem DNA-Gehalt im Verhältnis zur Gesamtpopulation ermittelt. 

3.3.8 Immunfluoreszenzfärbung  

Bei der Entstehung von DNA-Schäden, wie z. B. DNA-DSB, kommt es zur Phosphorylierung des 

Histons H2AX. Durch die lokale Chromatinmodifikation des γH2AX bilden sich an den DNA-DSB 

die γH2AX-Foci. Diese Foci können als Marker für DNA-Schäden verwendet werden, da sie die 

DNA-DSB im Verhältnis 1:1 repräsentieren [162]. Außerdem lassen sich die γH2AX-Foci mit 

fluoreszenzmarkierten Antikörpern leicht visualisieren und quantitativ bestimmen. In dieser Arbeit 

wurde hierfür eine Immunfluoreszenzfärbung, wie folgt durchgeführt: Zunächst wurde ein 

Primärantikörper verwendet, der gegen das Zielprotein γH2AX gerichtet ist. Im zweiten Schritt 
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wurde ein sekundärer Farbstoff-gekoppelter Antikörper eingesetzt, der den Antigen-Antikörper-

Komplex bindet. Die fluoreszierenden Eigenschaften des Farbstoffes ermöglichen den Nachweis 

der γH2AX-Foci mit einem konfokalen Fluoreszenzmikroskop. Die Quantifizierung der γH2AX-Foci 

erlaubt somit eine Aussage über das Ausmaß der induzierten DNA-Schäden. 

Für die Immunfluoreszenzfärbung wurden sterile runde Objektgläser in die Vertiefung einer 

6-Well-Platte positioniert. Nachdem die Zellen, wie in Abschnitt 3.1.1 beschrieben, ausgesät und 

kultiviert wurden, erfolgte nach 24 h die Behandlung mit den Inhibitoren (siehe Abschnitt 3.1.4.1). 

Nach 48 h bzw. 72 h wurden die Zellen mit PBS gewaschen, 10 min mit 3,7 % Formaldehyd fixiert 

und zur Rehydrierung dreimal für 5 min mit PBS gewaschen. Vor der Immunfluoreszenzfärbung 

wurden die fixierten Zellen zur Vermeidung unspezifischer Antigenbindungen 4 h bei 37 °C mit 

Blocking-Puffer inkubiert. Der Primärantikörper Anti-γH2AX wurde im Verhältnis 1:200 mit dem 

Blocking-Puffer verdünnt und für 30 min im Dunklen inkubiert. Anschließend wurden die Zellen 

fünfmal mit 0,1 % Triton X-100 gewaschen, um ungebundene Antikörperreste zu entfernen. 

Danach erfolgte die gleichzeitige Gegenfärbung der DNA mit DAPI (0,5 µg/ml) sowie die 

Inkubation mit dem Sekundärantikörper Alexa Fluor® 546 (Ziege-α-Kaninchen) für 30 min im 

Dunkeln. Die Zellen wurden daraufhin erneut mit 0,1 % Triton X-100 gewaschen, mit dem 

Mounting Medium luftblasenfrei auf dem Objektträger befestigt und bei 4 °C im Dunkeln gelagert. 

Die Aufnahme der Immunfluoreszenzbilder erfolgte mit dem konfokalen Fluoreszenzmikroskop 

Leica TCS SP8 (Leica Biosystems Imaging, Wetzlar, Deutschland). 

Zur Quantifikation der γH2AX-Foci wurden von drei verschiedenen Zellregionen drei bis fünf 

Bilder entlang der Z-Achse (Z-stack) mit einem 40x Objektiv (Auflösung: 1024x1024 Pixel, 

Speed: 400, Line average: 4) aufgenommen. Zur Aufnahme repräsentativer Bilder wurde analog 

dazu ein 63x Objektiv (Auflösung: 2048x2048 Pixel, Speed: 200, Line average: 4) verwendet. Von 

den aufgenommenen Z-stacks wurde ein Overlay-Bild erstellt und anschließend mittels 

ImageJ 1.48v (Wayne Rasband, National Institutes of Health, USA) eine Maximum Intensity 

Projection durchgeführt, um ein zweidimensionales Bild zu erstellen, das die Pixel mit der 

höchsten Intensität aus jeder Z-stack-Aufnahme auswählt und zusammenfügt. Daraufhin erfolgte 

die Auswertung dieser Immunfluoreszenzaufnahmen mit dem frei zugänglichen Foci Counter Tool 

(https://www.biologie.uni-konstanz.de/bioimaging-centre/service/image-analysis/bic-macro

-toolkit/foci-counter/) der Software ImageJ 1.48v [215]. Dabei wurden die Gesamtzellzahl sowie 

die Anzahl γH2AX-positiver Zellen bestimmt. Zellen mit ≥ 5 γH2AX-Foci wurden hierbei als positiv 

gewertet. 

  



METHODEN 
 

55 

3.3.9 In vivo-Chorioallantoismembran-Modell des Hühnereies 

Zur Untersuchung der therapeutischen Relevanz sowie der Übertragbarkeit der in vitro-

Beobachtungen auf in vivo-Modelle wurde die Wirksamkeit des CDK12/CDK13-Inhibitors THZ531 

in einem Chorioallantoismembran (CAM)-Modell des Hühnereies analysiert. Dieses in vivo-Modell 

wird bereits sehr erfolgreich in der präklinischen Forschung angewandt und stellt eine Alternative 

zu den klassischen Mausmodellen dar [216, 217]. Die extraembryonale Chorioallantoismembran, die 

sich ab dem 4. Tag der Embryonalentwicklung ausbildet, dient hierbei als nährstoffreiche und stark 

vaskularisierte Umgebung, die eine optimale Voraussetzung für die Tumorbildung bietet. Darüber 

hinaus ist die CAM nicht innerviert, sodass eine schmerzfreie Tumorzelltransplantation und 

Tumorwachstum möglich sind [218]. Zudem ist laut dem Tierschutzgesetz (TierSchG) und der 

Tierschutz-Versuchstierverordnung (TierSchVerV) keine Genehmigung zur Durchführung des 

Tiermodells erforderlich. 

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden für das CAM-Modell frisch befruchtete Eier 

kommerziell erworben (VALO Biomedia, Osterholz-Scharmbeck, Deutschland). Nach der Ankunft 

wurden die Eier mit der spitzen Seite nach unten in einen digitalen Motorbrüter (Easy 250, J. Hemel 

Brutgeräte, Verl-Kaunitz, Deutschland) gelegt und unter gelegentlichem Wenden bei 37 °C und 

etwa 45 % bis 55 % Luftfeuchtigkeit bebrütet. Ab diesem Zeitpunkt beginnt die Entwicklung des 

Kükenembryos und wird daher als Tag 0 der Embryonalentwicklung definiert [218]. An Tag 4 der 

Embryonalentwicklung wurde zur Vorbereitung der in ovo-Tumorimplantation vorsichtig ein 

kleines Loch in die Eierschale geschnitten und anschließend mit Leukosilk®-Streifen versiegelt. 

Um den 7. Tag der Embryonalentwicklung hat sich ein Netzwerk von Blutgefäßen innerhalb der 

CAM gebildet. An diesem Tag wurde die CAM mit Hilfe einer Kanüle eingeritzt und anschließend 

kleine elastische Latexringe (DENTAURUM, Ispringen, Deutschland) um diese Region gesetzt. 

Danach wurde zur Tumorimplantation eine Zellsuspension von 6x106 DU-145-Zellen pro Ei 

zusammen mit 25 µl Matrigel® in die Ringe gegeben. An Tag 11 und 13 wurden die Eier mit 200 nM 

THZ531 oder mit einer entsprechenden Kontrolllösung behandelt. Das Experiment wurde drei 

Tage vor dem Schlüpfen der Küken an Tag 18 beendet. Hierzu wurden die Embryos mit 50 mg/ml 

Ketamin (hameln pharma, Hameln, Deutschland) pro Ei euthanasiert. Die entstandenen 

Tumorxenografts wurden reseziert, mit 4 %iger Formalinlösung fixiert und wie in Abschnitt 3.3.11.2 

beschrieben in Paraffin eingebettet und immunhistochemisch gefärbt. 
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3.3.10 Ex vivo-Gewebekulturmodell 

Eine der zahlreichen Herausforderungen in der onkologischen Forschung ist es, reproduzierbare, 

zuverlässige und praktikable Modelle zu finden, die in der Lage sind, das individuelle Therapie-

ansprechen eines Patienten vorherzusagen. Ein Modell, welches die bestehende Lücke zwischen 

in vivo- und in vitro-Modellen schließt, ist das ex vivo-Gewebekulturmodell. Die Anwendung eines 

solchen Gewebekulturmodells bietet gegenüber in vitro-Versuchen mehrere Vorteile, welche die 

Etablierung neuer Therapieansätze direkt am Patientenmaterial ermöglichen: Zum einen bleiben 

das ursprüngliche Tumorstroma und die dreidimensionale Tumorarchitektur erhalten, zum 

anderen werden die Heterogenität und die Mikroumgebung des Tumors berücksichtigt [219, 220]. 

In dieser Arbeit wurde Tumorgewebe von zwölf Patienten analysiert, bei denen ein PCa 

diagnostiziert wurde und die sich zwischen 2020 und 2023 einer radikalen Prostatektomie in der 

Klinik für Urologie und Kinderurologie der Universitätsmedizin Mainz unterzogen haben. Alle 

Patienten hatten vor der Operation keine neoadjuvante Therapie erhalten. Die Gewebeentnahme 

wurde durch das Ethikvotum der Ethik-Kommission der Landesärztekammer Rheinland-Pfalz für 

die Gewebebank der Universitätsmedizin Mainz genehmigt (837.359.17 (11193), 7. August 2017). Alle 

Daten wurden anonymisiert ausgewertet.  

Direkt nach der Operation wurde PCa-Gewebe in Form eines Zylinders (Durchmesser: 6 mm; 

Länge: ca. 10 mm) mit einem definierten Stanzwerkzeug (KAI Medical Biopsy Punch, Solingen, 

Deutschland) von der Gewebebank der Universitätsmedizin Mainz aus dem Operationspräparat 

entnommen und in KHB-Puffer gelagert. Um sicherzustellen, dass die Stanze Tumorgewebe 

enthielt, wurde vor der weiteren Bearbeitung ein Schnellschnitt durchgeführt. Bei diesem 

Schnellverfahren zur feingeweblichen Diagnostik erfolgte die Beurteilung des Gewebes durch 

einen Pathologen mittels der histologischen Standardfärbung mit Hämatoxylin und Eosin (H&E, 

Abschnitt 3.3.11.2). Daraufhin wurde das frische PCa-Gewebe mit einem Vibratom VT1200 (Leica 

Microsystems, Mannheim, Deutschland), das mit einer Rasierklinge (Wilkinson Sword, Solingen, 

Deutschland) versehen war, in 300 µm dicke Scheiben geschnitten (Amplitude: 2,5; 

Schnittgeschwindigkeit 0,4 mm/s). Von jeder Tumorstanze wurden der erste und der letzte 

Schnitt sofort in 4 %iger Formalinlösung fixiert. Die übrigen Gewebeschnitte wurden randomisiert 

und den Kontroll- und Behandlungsgruppen zugeordnet. Danach wurden die Gewebeschnitte auf 

Filtermembraneinsätzen mit einer Porengröße von 0,4 µm in 6-Well-Platten gelegt und in DMEM-

Medium (ATCC, Manassas, FL, USA, 30-2002) mit 10 % FBS und 1 % Penicillin/Streptomycin 

kultiviert. Die 6 Well-Platten wurden unter Standardbedingungen (37 °C und 5 % CO2) auf einem 

Orbitalschüttler inkubiert. Nach 1 h wurde das Medium erneuert. Anschließend wurden die 

Gewebeschnitte alle weiteren 24 h, wie in Abschnitt 3.1.4.1 angegeben, neu behandelt, wobei eine 

angepasste Konzentration von THZ531 (500 nM) verwendet wurde. Nach 72 h wurden die 

Gewebeschnitte mit 4 %iger Formalinlösung fixiert und wie in Abschnitt 3.3.11.2 beschrieben in 

Paraffin eingebettet und immunhistochemisch gefärbt.  
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3.3.11 Immunhistochemische Analyse von Zellpellets, Gewebe und 

Tissue Microarray  

Bei der Immunhistochemie (IHC) handelt es sich um eine Methode zur Identifizierung und 

Visualisierung spezifischer Antigene. Sie wird häufig verwendet, um die Verteilung und 

Lokalisierung von Biomarkern in Zellen und/oder deren histologischem Kontext im Gewebe zu 

bewerten. 

3.3.11.1 Herstellung von Zellpellets 

Zur immunhistochemischen Bestimmung semiquantitativer Proteinexpressionslevel sowie zur 

Etablierung von IHC-Färbeprotokollen wurden Formalin-fixierte und in Paraffin-eingebettete 

(FFPE) Zellpellets der PCa-Zelllinien hergestellt. Dazu wurden die Zelllinien in eine 10 cm-Schale 

ausgesät und unter Standardbedingungen für 72 h kultiviert. Anschließend wurden die Zellen mit 

PBS (ohne Mg2+/Ca2+) gewaschen und mit Accutase abgelöst. Die Accutase wurde anstelle von 

Trypsin-EDTA verwendet, um die Proteolyse der Zellmembran zu verhindern. Die abgelösten 

Zellen wurden bei 1000 rpm für 5 min bei 4 °C zentrifugiert und anschließend mit PBS gewaschen. 

Die Fixierung erfolgte mit einer 4 %igen Formalinlösung für 15 min bei 37 °C. Danach wurden die 

Zellen erneut mit PBS gewaschen, in 500 µl Ethanol (100 %) resuspendiert und in ein neues 

Reaktionsgefäß (1,5 ml) überführt. Daraufhin wurden 100 µl von 30 % FBS in PBS zur Ethanol-

Zelllösung gegeben. Um kompakte Zellpellets zu erhalten, wurden die Zellen bei 5000 rpm für 

5 min bei 4 °C erneut zentrifugiert. Im Anschluss daran wurde der Überstand vorsichtig entfernt, 

das Zellpellet in ein mit Wasser befeuchtetes Stück Vliesstoff eingewickelt und in eine Kapsel 

gelegt. Die Kapsel wurde bis zur Paraffineinbettung in einer 4 %igen Formalinlösung gelagert. 

3.3.11.2 Immunhistochemische Färbung von FFPE-Zellpellets und Gewebe 

In dieser Arbeit wurden immunhistochemische Färbungen an FFPE-Zellpellets und humanem 

PCa-Gewebe durchgeführt. Letzteres wurde von der Gewebebank der Universitätsmedizin Mainz 

zur Verfügung gestellt, die ebenfalls die Immunfärbungen anfertigte. Die Proben wurden zunächst 

in Formalin fixiert und anschließend in Paraffinwachs eingebettet. Formalin ermöglicht dabei die 

Erhaltung der morphologischen Details des Gewebes und gewährleistet zudem eine lange 

Lagerungsfähigkeit. Durch die Einbettung der Proben in Paraffinwachs wird das Schneiden von 

2 µm dicken Schnitten mit einem Mikrotom erleichtert. Die Schnitte wurden auf Objektträger 

aufgezogen, getrocknet und mit Xylol entparaffiniert. Danach wurden die Proben vor der Färbung 

in einer absteigenden Alkoholreihe rehydriert. Bei der Verwendung von Formalin kommt es zu 

Vernetzungsreaktionen durch die Bildung von Methylenbrücken, die zu einer Deformation der 

Proteinstruktur und damit zur Maskierung der Antigene führen können [221]. Aus diesem Grund 

wird üblicherweise nach der Rehydrierung eine Antigen-Demaskierung angewandt. Hierfür wurde 
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eine hitzeinduzierte Epitop- oder Antigen-Demaskierung bei verschiedenen pH-Werten (pH 6 

oder pH 9) mit der entsprechenden EnVision™ FLEX Target Retrieval Solution durchgeführt. Die 

Antigen-Demaskierung erfolgte in der Regel bei pH 6 für 30 min. Für den Anti-PSA-Antikörper 

wurde die Demaskierung jedoch bei pH 9 für 20 min durchgeführt. Danach erfolgte eine 

5-minütige Inkubation mit dem im Kit enthaltenen endogenen Peroxidase-Blocker. Mittels des 

Peroxidase-Blockers wird versucht, die unspezifische Hintergrundfärbung zu reduzieren, ohne 

dass zusätzliche Blockierungsschritte erforderlich sind. Die Immunfärbung wurde mit einem 

automatisierten Färbesystem (DAKO Omnis, Agilent, Santa Clara, Kalifornien) und dem EnVisionTM 

FLEX+ Kit gemäß den Herstellerangaben durchgeführt. Dabei wurden die Schnitte 30 min lang im 

Primärantikörper inkubiert, mit Ausnahme des Anti-Ki67-Antikörpers (20 min). Danach folgte ein 

Waschschritt und eine 20-minütige Inkubation mit dem speziestypischen Sekundärantikörper bei 

Raumtemperatur. Für den Antikörpernachweis wurde das Nachweisreagenz EnVisionTM 

FLEX/HRP verwendet. Diese gepufferte Lösung enthält Dextran, das die Bindung von HRP- und 

Sekundärantikörper-Molekülen ermöglicht. Das im Kit enthaltene Diaminobenzidin (DAB, 

EnVision™ FLEX DAB + Chromogen) erzeugt in Verbindung mit dem H2O2-haltigen EnVision™ 

FLEX Substratpuffer eine bräunliche Färbung an der Stelle des Zielantigens. Zur besseren 

Darstellung und Differenzierung der verschiedenen Gewebemorphologien wurde eine 

Gegenfärbung mit Hämatoxylin und Eosin unter Verwendung des Dako Mayer's Hematoxylin 

durchgeführt. Das Hämatoxylin färbt hierbei die basophilen Strukturen wie die Zellkerne blau, 

während Eosin vor allem Bestandteile des Zytoplasmas magentafarben anfärbt. Die gefärbten 

Gewebeschnitte wurden mit dem Dako Mounting Medium (Agilent Technologies, Inc., Santa Clara, 

USA, CS703) eingedeckt. Zur softwarebasierten Auswertung der gefärbten Schnitte wurden diese 

schließlich mit einem Objektträger-Scanner (NanoZoomer 2.0HT, Hamamatsu Photonics K.K., 

Hamamatsu) bei 20-facher Vergrößerung digitalisiert. 

3.3.11.3 Etablierung der immunhistochemischen Färbung unterschiedliche Biomarker 

Zur Etablierung der immunhistochemischen Färbung von CDK12 und verschiedenen Zielmoleküle 

sowie PCa-spezifischer Marker wurden die entsprechenden Antikörper zuerst an FFPE-Zellpellets 

der Wildtyp-PCa-Zelllinien getestet. Um die Antikörperspezifität zu untersuchen und optimale 

Färbeergebnisse zu erzielen, wurden sowohl die Gesamtexpression als auch das Expressionsniveau 

nach der Suppression von CDK12 berücksichtigt (Abschnitt 3.1.3). Da sich die optimale Antikörper-

verdünnung zwischen FFPE-Zellpellets und Gewebe unterscheiden kann, wurden die Antikörper 

zusätzlich an Schnitten der Gewebekultur und des Tissue Microarrays (TMA) getestet. Alle 

immunhistochemischen Färbungen der vorliegenden Arbeit wurden mit den evaluierten 

Färbebedingungen durchgeführt.  
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3.3.11.4 Evaluierung der CycK- und CDK12-Expression in einem Tissue Microarray  

Für den TMA wurden Gewebeproben von 300 Patienten mit einem diagnostizierten PCa, von der 

Gewebebank der Universitätsmedizin Mainz in Übereinstimmung mit den Bestimmungen der 

Gewebebank und dem Ethikvotum der Landesärztekammer Rheinland-Pfalz (837.360.16 (10679); 

28. Oktober 2016) zur Verfügung gestellt. Alle Tumorproben stammen von Patienten, bei denen 

zwischen 2015 und 2018 eine radikale Prostatektomie durchgeführt wurde und die keine 

neoadjuvante Therapie erhalten haben. Die Tumorproben wurden am Institut für Pathologie der 

Universitätsmedizin Mainz nach dem ISUP 2014/WHO 2016 Grading-System klassifiziert und 

beurteilt [54, 55]. Der TMA enthält 1200 Primärtumorproben aus jeweils zwei unterschiedlichen, 

morphologisch repräsentativen Geweberegionen der PCa-Patienten. Zusätzlich wurden, sofern 

verfügbar, sowohl Metastasengewebe (n=34) als auch Gewebe von high-grade PINs (n=21) von 

denselben Patienten in die TMA-Analyse inkludiert. Für die Analyse wurden die 

klinisch-pathologischen Daten der Patienten einschließlich Gleason-Score, ISUP/WHO-Grading, 

TNM-Klassifikation und der perineuralen Invasion berücksichtigt. 

Zur Bewertung von CycK und CDK12 als potenzielle Biomarker wurde eine immunhistochemische 

Färbung mit einem Anti-CycK- und einem Anti-CDK12-Antikörper, wie in Abschnitt 3.3.11.2 

beschrieben, durchgeführt. Die gefärbten Objektträger wurden mit einem Objektträger-Scanner 

(NanoZoomer) digitalisiert und jeder Tumorcore einzeln mit der digitalen Bildanalysesoftware 

QuPath, wie in Abschnitt 3.4.5 beschrieben, ausgewertet [206]. Im Vorfeld wurde zur Beurteilung 

der CycK- und CDK12-Expression die Intensität beider Färbungen bestimmt, um Tumorzellen als 

negativ, schwach, mittel oder stark positiv zu kategorisieren.  
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3.4 Software-basierte und Statistische Analysen 

3.4.1 Digitale Bildgebungsanalyse mit QuPath 

Zur Auswertung der immunhistochemisch gefärbten Gewebekulturschnitte, der resezierten 

Tumorxenografts und des TMAs wurde die digitale Bildanalysesoftware QuPath verwendet [206]. 

3.4.1.1 Auswertung der Gewebekulturschnitte und Tumorxenografts des CAM-Modells 

Um die Auswirkungen der Inhibition der CycK-CDK12/CDK13-Komplexe und des AR-Signalwegs 

zu untersuchen, wurde die immunhistochemische Färbung des Proliferationsmarkers Ki67 und der 

Spaltprodukte der Caspase-3 als Apoptosemarker wie folgt ausgewertet: Im ersten Schritt wurden 

die Tumorareale der Gewebeschnitte oder der resezierten Tumorxenografts manuell markiert und 

nekrotisches oder nicht-neoplastisches Gewebe ausgeschlossen. Daraufhin wurden zur korrekten 

Identifizierung der Tumorzellen mehrere Klassifizierungsschritte mit Hilfe von Trainings- und 

automatisierten Algorithmen durchgeführt. Der Befehl Cell detection wurde verwendet, um die 

Zellen innerhalb der markierten Areale zu detektieren. QuPath erkennt dabei sowohl Zellgrenzen 

als auch Konturen der Zellkerne und erstellt für jede „Zelle“ eine Datensammlung mit Parametern 

zur Größe, Kantenlänge, Anzahl der Kanten und Färbeintensitäten von Zellkern und Zytoplasma 

sowie von abhängigen Größen wie Fläche und durchschnittlicher Färbeintensität. Diese 

gesammelten Daten werden genutzt, um mit Hilfe des Cell classification Tools einen sogenannten 

Random trees classifier manuell zu trainieren, was eine Differenzierung von Tumor-, Stroma- oder 

Immunzellen ermöglicht. Im Anschluss daran wurden die einzelnen Tumorzellen anhand eines 

manuell festgelegten Intensitätsschwellenwerts, der auf die mittlere optische Dichte (OD) der 

DAB-induzierten Braunfärbung angewandt wurde, als positiv oder negativ eingestuft. Die OD gibt 

in diesem Zusammenhang ein Maß für die Extinktion eines Objekts bei einer bestimmten Anzahl 

von Pixeln an. Der prozentuale Anteil Ki67- oder Caspase-3-positiver-Tumorzellen eines jeden 

Gewebeschnittes und der Tumorxenograftschnitte wurden zur Auswertung verwendet.  

Zur Analyse der Zellviabilität der Tumorxenografts erfolgte die Quantifizierung der vitalen und 

nekrotischen Tumorbereiche anhand der H&E-gefärbten Schnitte. Hierzu wurden zunächst die 

Tumorareale manuell markiert und entsprechend ihrer Charakteristik als vital oder nekrotisch 

klassifiziert. Daraufhin wurde der prozentuale Anteil des vitalen und nekrotischen Bereichs der 

detektierten Fläche (mm2) des Tumorxenografts zur Auswertung herangezogen. 
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3.4.1.2 Auswertung des TMA – Quantifizierung der CycK- und CDK12-Expression 

Zunächst wurde das automatisierte TMA dearrayer Tool bei allen digitalisierten Schnitten des 

TMAs angewandt, um die jeweiligen Gewebe-Cores zu identifizieren. Das daraus resultierende 

TMA-Raster wurde manuell überprüft und gegebenenfalls angepasst, um fehlende oder fehlerhafte 

Cores, Cores ohne neoplastisches Gewebe oder auffällige Artefakte wie Gewebefalten 

auszuschließen. Daraufhin wurden zur korrekten Identifizierung der Tumorzellpopulation 

mehrere Klassifizierungsschritte mit Hilfe von Trainings- und automatisierten Algorithmen, wie 

bereits in Abschnitt 3.4.1.1 beschrieben, durchgeführt. Anschließend wurden manuell mehrere 

Intensitätsschwellenwerte festgelegt, um die Tumorzellen nach ihrer Färbeintensität anhand der 

mittleren OD der DAB-induzierten Braunfärbung zu klassifizieren. Die Färbeintensität jedes 

Tumorcores und die Anzahl positiv-gefärbter Tumorzellen wurden als sogenannter Histo-Score 

(H-Score) wie folgt berechnet [206]:  

 

�1x �% schwach gefärbte Tumorzellen& + 2x �% mäßig gefärbte Tumorzellen&

+ 3x �% stark gefärbte Tumorzellen &- 

 

Die Ergebnisse des H-Score lagen hierbei im Bereich von 0 (100 % negative Tumorzellen) bis 300 

(100 % stark positive Tumorzellen).  

3.4.2 Statistische Analyse der in vitro-Daten  

Die statistische Analyse der in vitro-Daten wurde mittels der GraphPad Prism Software, Version 

9.4.0 für Windows (GraphPad Software Inc., San Diego, CA; USA) durchgeführt. Die statistische 

Signifikanz wurde mit dem gepaarten zweiseitigen Student's t-Test ausgewertet. Für die Analyse 

wurden der Mittelwert und die Standardabweichung des Mittelwerts (± s.d.) von drei oder vier 

biologischen Replikaten verwendet. Die p-Werte ab p < 0,05 wurden als statistisch signifikant 

betrachtet (*p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001). 

3.4.3 Statistische Analyse der ex vivo-Daten  

Die statistische Analyse der ex vivo-Daten wurde ebenfalls mit der GraphPad Prism Software, 

Version 9.4.0 für Windows durchgeführt. Die statistische Signifikanz wurde hierbei mit dem 

Wilcoxon signed-rank Test ausgewertet. Für die Analyse wurden der Mittelwert und die 

Standardabweichung des Mittelwerts (± s.d.) von mindestens drei unabhängigen biologischen 

Replikaten verwendet. Die p-Werte ab p < 0,05 wurden als statistisch signifikant betrachtet 

(*p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001). 
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3.4.4 Statistische Analyse der in vivo-Daten des CAM-Modells 

Die statistische Analyse der in vivo-Daten wurde ebenfalls mit der GraphPad Prism Software, 

Version 9.4.0 für Windows durchgeführt. Der Mann-Whitney-U-Test wurde angewandt, um die 

Signifikanz des Anteils der nekrotischen Areale des Tumorxenografts zu ermitteln. Der ungepaarte 

Welch's t-Test wurde für die statistische Analyse der Ki67- und gespaltenen Caspase-3-positiven 

Tumorzellen verwendet. Die p-Werte ab p < 0,05 wurden als statistisch signifikant betrachtet 

(*p < 0,05). 

3.4.5 Statistische Analyse der TMA-Auswertung  

Um die Korrelation der CycK- und CDK12-Expression mit verschiedenen klinisch-pathologischen 

Merkmalen im Hinblick auf die Verwendung als prognostische Biomarker zu beurteilen, wurden 

unterschiedliche statistische Analysen mit der Statistiksoftware R (Version 4.2.2, 10/2022) 

durchgeführt [222]. Der Kruskal-Wallis-Test wurde für die statistische Analyse der CycK- oder 

CDK12-Expression des ISUP/WHO-Gradings verwendet. Der Mann-Whitney-U-Test wurde 

angewandt, um die Unterschiede der CycK- oder CDK12-Expression zwischen den weiteren 

klinisch-pathologischen Merkmalen zu vergleichen. Die p-Werte ab p < 0,05 wurden als statistisch 

signifikant betrachtet (*p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001). 
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4  ERGEBNISSE 

4.1 Charakterisierung der PCa-Zelllinien 

In der vorliegenden Arbeit wurden die nachfolgenden Analysen zur Ermittlung der funktionellen 

Rolle der CycK–CDK12/CDK13-Komplexe im PCa anhand fünf verschiedener PCa-Zelllinien, die 

sich hinsichtlich ihres genomischen Profils unterscheiden, durchgeführt. Hierbei gehören die 

Zelllinien DU-145, LNCaP und PC-3 zu den am besten charakterisierten und am häufigsten 

verwendeten Zelllinien. Ergänzend dazu wurde die C4-2B-Zelllinie, ein Derivat der LNCaP-Zelllinie 

und LAPC4, die beide aus Xenograft-Modellen von SCID-Mäusen gewonnen wurden, ebenfalls in 

die Analysen inkludiert [197, 199, 202]. Eine Übersicht des genetischen Profils dieser Zelllinien ist 

in der Tabelle 2-2 dargestellt.  

Zunächst wurden die genetischen Merkmale der PCa-Zellen, einschließlich des endogenen 

Expressionsstatus des ARs, des PSAs sowie des Transkriptionsfaktors p53 durch eine eigene 

Immunblot-Analyse verifiziert. Es ist deutlich zu erkennen, dass die androgenunabhängigen 

Zelllinien DU-145 und PC-3 keinen funktionsfähigen AR besitzen. Zusätzlich konnte in diesen 

Zelllinien auch keine PSA-Expression detektiert werden, da das PSA ein Zielgen des AR ist und 

androgenabhängig exprimiert wird. Im Gegensatz dazu exprimieren die androgensensitiven 

Zelllinien LNCaP und C4-2B sowie die androgenabhängige LAPC4-Zelllinie sowohl den AR als auch 

das PSA. Die Expression des p53-Proteins wurde nur in den Zelllinien DU-145 und LAPC4 

nachgewiesen werden (Abbildung 4-1 A). Dies ist darauf zurückzuführen, dass in beiden Zelllinien 

das TP53-Gen mutiert ist (Tabelle 2-2) [200]. Durch eine Mutation im TP53-Gen kommt es zu einer 

verminderten Ubiquitinierung, was zu einer verlängerten Halbwertszeit des Proteins führt und 

dessen Detektion in der Immunblot-Analyse ermöglicht [223]. In den Zelllinien LNCaP und C4-2B 

wurde keine p53-Proteinexpression detektiert, da beide Zelllinien ein Wildtyp-TP53-Gen besitzen. 

Aus der Literatur ist bekannt, dass die Zelllinie PC-3 eine Deletion im TP53-Gen aufweist, die zu 

einer Leserastermutation führt und ein Stoppcodon verursacht. Daher ist die Zelllinie PC-3 nicht 

in der Lage, das p53-Protein zu exprimieren (Tabelle 2-2) [224].  

 

Zur weiteren Charakterisierung der PCa-Zelllinien wurde die endogene Proteinexpression von 

CycK und der assoziierten Kinasen CDK12 und CDK13 bestimmt. In allen untersuchten Zelllinien 

konnte eine Expression der genannten Proteine mittels Immunblot-Analyse nachgewiesen 

werden. C4-2B-Zellen wiesen hierbei die geringste CycK-Proteinexpression auf. Die niedrigste 

CDK12-Expression konnte in der Zelllinie DU-145 beobachtet werden, während CDK13 am 

geringsten in LAPC4-Zellen exprimiert wurde (Abbildung 4-1 B). 
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Abbildung 4-1 Endogene Proteinexpression von AR, PSA, p53, CycK, CDK12 und CDK13 in verschiedenen 
PCa-Zelllinien. Die Immunblot-Analyse der endogenen Proteinexpression von (A) AR, PSA und p53 und (B) CycK, 
CDK12 und CDK13 wurde an Gesamtzellextrakten der Zelllinien DU-145, PC-3, C4-2B, LAPC4 und LNCaP 
durchgeführt. 40 µg Gesamtprotein wurde auf einem 10 bzw. 8 %igen SDS-PAGE Gel analysiert. Aktin und β-Tubulin 
dienten als Ladekontrollen. Modifiziert nach Frei et al. [75].  

4.2 Auswirkungen der CycK-CDK12/CDK13-Inhibition  

Die CycK-CDK12- und CycK-CDK13-Komplexe spielen eine entscheidende Rolle bei der 

Transkription, indem sie die Phosphorylierung der CTD der RNAP II regulieren können. Dabei 

phosphorylieren sie vorwiegend Ser2, Ser5 und Ser7 der Konsensus-Sequenz (Y1S2P3T4S5P6S7). Dies 

beeinflusst sowohl den Initiations- als auch den Elongationsprozess sowie die Prozessivität der 

RNAP II, was unterschiedliche transkriptionelle Prozesse zur Folge hat [111, 113, 137]. Zur 

funktionellen Analyse der CycK-CDK12/CDK13-Komplexe in PCa-Zelllinien wurde der Inhibitor 

THZ531 verwendet [113]. Dieser bindet selektiv und kovalent an die beiden Kinasen CDK12 und 

CDK13 und hemmt deren Enzymaktivität (Abschnitt 1.2.3).  

4.2.1 Nachweis der Inhibitor-Aktivität von THZ531 

Zum Nachweis der Inhibitor-Aktivität wurden die Phosphorylierungsstellen Ser2, Ser5 und Ser7 

innerhalb der CTD der RNAP II mittels Immunblot-Analyse nach der Behandlung mit THZ531 zu 

zwei verschiedenen Zeitpunkten (6 h und 12 h) untersucht. Eine dosisabhängige Beeinflussung der 

CTD-Phosphorylierung der RNAP II konnte nach der Behandlung mit THZ531 in allen 

PCa-Zelllinien beobachtet werden. Der größte Effekt von THZ531 wurde bei Ser2 festgestellt. Hier 

konnte die geringste Phosphorylierung nachgewiesen werden. Nach einer 12-stündigen 

Behandlung mit der höchsten Konzentration von THZ531 konnte ebenfalls eine deutlich 

verminderte Phosphorylierung an Ser5 und Ser7 beobachtet werden. Die Proteinexpression der 

RNAP II wurde durch THZ531 nicht beeinflusst (Abbildung 4-2).  
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Abbildung 4-2 THZ531 beeinflusst die Phosphorylierung der CTD der RNAP II in den PCa-Zelllinien. Die Zelllinien 
DU-145 und PC-3 (oben) sowie C4-2B, LAPC4 und LNCaP (unten) wurden für 6 h und 12 h mit THZ531 (100, 250, 
500 nM) behandelt und mit einer unbehandelten Kontrolle verglichen. Die Immunblot-Analyse der 

Phosphorylierung von Serin an Position 2 (pSer2 RNAP II), 5 (pSer5 RNAP II) und 7 (pSer7 RNAP II) der CTD sowie die 
Proteinexpression der RNAP II wurden an Gesamtzellextrakten durchgeführt. 20 µg Gesamtprotein wurde auf 
einem 8%igen SDS-PAGE-Gel analysiert. Vinculin diente als Ladekontrolle. Modifiziert nach Frei et al. [75]. 

4.2.2 Effekte von THZ531 auf die Proliferation und das Überleben von 

PCa-Zelllinien 

Im vorherigen Abschnitt konnte die spezifische inhibitorische Wirkung von THZ531 auf die 

CycK-CDK12/CDK13-Komplexe in allen PCa-Zelllinien verifiziert werden. Anschließend erfolgte 

die funktionelle Analyse der Auswirkungen von THZ531. Zu diesem Zweck wurden die 

PCa-Zelllinien DU-145, PC-3, C4-2B, LAPC4 und LNCaP zunächst für 72 h mit steigenden 

Konzentrationen von THZ531 (0 – 100 nM) behandelt. Um die Zellviabilität zu ermitteln, wurde 

anschließend die Gesamtzellzahl an vitalen Zellen mittels einer Neubauer-Zählkammer bestimmt. 

Mit steigender THZ531-Konzentration zeigten alle Zelllinien eine signifikante Abnahme der 

Zellzahl. Lediglich die LNCaP-Zelllinie wies eine deutlich geringere Sensitivität gegenüber der 

Behandlung auf (Abbildung 4-3). 
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Abbildung 4-3 THZ531 reduziert die Zellviabilität der PCa-Zelllinien. PCa-Zellen wurden mit THZ531 (50, 75, 100 nM) 
behandelt und mit einer unbehandelten Kontrolle (Kontr.) verglichen. Zur Ermittlung der Zellviabilität wurde 72 h 

nach der Behandlung die Zellzahl bestimmt. Dargestellt sind die Mittelwerte aus drei unabhängigen Experimenten 
(n=3± s.d., t-Test, *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001; Behandlung versus Kontrolle). Modifiziert nach Frei et al. [75]. 

Um zu untersuchen, ob die verminderte Zellviabilität nach der THZ531-Behandlung auf die 

Induktion des apoptotischen Zelltods zurückzuführen ist, wurde eine durchflusszytometrische 

Analyse durchgeführt. Dazu wurden die mit THZ531 (0 - 100 nM) behandelten PCa-Zellen mit der 

Annexin V/7-AAD-Färbung spezifisch markiert und anschließend die Apoptoserate mittels 

Durchflusszytometrie ermittelt. Die gleichzeitige Färbung mit Annexin V und 7-AAD ermöglichte 

es, sowohl früh- als auch spät-apoptotische Zellen zu identifizieren, sodass der prozentuale Anteil 

Annexin V/7-AAD-positiver apoptotischer Zellen im Verhältnis zur Gesamtpopulation bestimmt 

wurde. Die Inhibition der CycK-CDK12/CDK13-Komplexe mit der höchsten THZ531-

Konzentration (100 nM) verursachte eine erhöhte Apoptoserate in DU-145- und C4-2B-Zellen 

(Abbildung 4-4 A). Zusätzlich wurde die Induktion des apoptotischen Zelltods durch die Detektion 

der charakteristischen Caspase-3-Spaltung mittels Immunblot-Analyse untersucht. In 

Übereinstimmung mit den Ergebnissen der durchflusszytometrischen Analyse konnten die 

Caspase-3-Spaltprodukte dosisabhängig in DU-145-und C4-2B-Zellen nachgewiesen werden 

(Abbildung 4-4 B). In der Zelllinie PC-3 wurden die Caspase-3-Spaltprodukte nur sehr schwach 

detektiert. Im Gegensatz dazu konnte in LAPC4-Zellen, trotz einer signifikanten Abnahme der 

Zellzahl, keine Apoptoseinduktion in der Durchflusszytometrie sowie in der Immunblot-Analyse 

beobachtet werden. Verglichen mit den anderen PCa-Zelllinien wies die Zelllinie LNCaP keinerlei 

Anzeichen der Apoptose als Reaktion auf die THZ531-Behandlung auf (Abbildung 4-4). 
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Abbildung 4-4 THZ531 induziert Apoptose in DU-145- und C4-2B-Zellen. (A-B) PCa-Zellen wurden für 72 h mit 
THZ531 (50, 75, 100 nM) behandelt und mit einer unbehandelten Kontrolle (Kontr.) verglichen. (A) Nach der 
Behandlung wurden die Zellen mit Annexin V und 7-AAD gefärbt und die Apoptoserate anschließend mittels 

durchflusszytometrischer Analyse ermittelt. Dargestellt sind die Mittelwerte aus drei unabhängigen Experimenten 
(n=3± s.d., t-Test, *p < 0,05; **p < 0,01; Behandlung versus Kontrolle). (B) Zum Nachweis der Apoptose wurde eine 
Immunblot-Analyse von Caspase-3 (p32) und der Caspase-3-Spaltprodukte (p19/17) an Gesamtzellextrakten 
durchgeführt. 30 µg Gesamtprotein wurde auf einem 15%igen SDS-PAGE-Gel analysiert. Aktin diente als 

Ladekontrolle. Modifiziert nach Frei et al. [75]. 

Da nach der CycK-CDK12/CDK13-Inhibition lediglich vereinzelt die Apoptoseinduktion in den 

PCa-Zelllinien beobachtet werden konnte, wurde als Nächstes untersucht, ob die 

THZ531-vermittelte Abnahme der Zellviabilität durch einen veränderten Ablauf der einzelnen 

Zellzyklusphasen bedingt sein könnte. Um die Zellzyklusverteilung der PCa-Zelllinien zu 

analysieren, wurden diese 72 h nach der THZ531-Behandlung mit BrdU inkubiert, das während der 

S-Phase in neu synthetisierte DNA von proliferierenden Zellen eingebaut wird. Die anschließende 

Färbung mit einem fluoreszierenden FITC-konjugierten Anti-BrdU-Antikörper und der 

Gegenfärbung mit 7-AAD ermöglichten die durchflusszytometrische Bestimmung der Zellzyklus-

phasen (G1, S und G2/M) der jeweiligen Zelllinien. Zur Quantifizierung der einzelnen 

Zellzyklusphasen der PCa-Zellen wurde der prozentuale Anteil an Zellen mit unterschiedlichem 

DNA-Gehalt im Verhältnis zur Gesamtpopulation ermittelt. 

In den Zelllinien PC-3 und LAPC4, die zuvor keine bis schwache THZ531-induzierte Apoptose 

gezeigt hatten, konnte ein deutlicher Arrest des Zellzyklus beobachtet werden. THZ531 

verursachte in beiden Zelllinien eine signifikante Zunahme des Anteils an Zellen in der 

G2/M-Phase sowie eine Abnahme der Zellpopulation in der G1-Phase. Parallel dazu wurde bei 

LAPC4-Zellen eine signifikante Reduktion der Zellen in der S-Phase nach der THZ531-Behandlung 
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nachgewiesen. Dies deutet darauf hin, dass die durch THZ531 verursachte verminderte 

Zellviabilität die Zellproliferation hemmt. Bei der Betrachtung der Zellzyklusverteilung in den 

Zelllinien DU-145, C4-2B und LNCaP konnte keine signifikante Änderung nach der Behandlung mit 

THZ531 festgestellt werden (Abbildung 4-5). 

 

 

Abbildung 4-5 THZ531 verursacht einen Zellzyklusarrest in PC-3- und LAPC4-Zellen. PCa-Zellen wurden für 72 h 
mit 100 nM THZ531 behandelt und mit einer unbehandelten Kontrolle (Kontr.) verglichen. Zur Analyse der 
Zellzyklusverteilung wurden die Zellen nach der Behandlung für 30 min mit BrdU inkubiert und anschließend mit 
einem FITC-konjugierten Anti-BrdU-Antikörper gefärbt. Der DNA-Gehalt wurde mit der 7-AAD-Färbung und 

nachfolgender durchflusszytometrischen Analyse bestimmt. Danach erfolgte die entsprechende Quantifizierung 
der einzelnen Zellzyklusphasen (G1, S und G2/M) der Zellpopulation. Dargestellt sind die Mittelwerte aus drei 
unabhängigen Experimenten (n=3± s.d., t-Test, G1 versus Kontrolle (#p < 0,05; ##p < 0,01); S versus Kontrolle 
(*p < 0,05; *p < 0,01) und G2/M versus Kontrolle (+p < 0,05: ++p < 0,01)). Modifiziert nach Frei et al. [75]. 
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4.2.3 Effekte von THZ531 auf Tumorxenografts im CAM-Modell des Hühnereies 

– in vivo 

In den vorherigen Abschnitten konnte beobachtet werden, dass die Inhibition der 

CycK-CDK12/CDK13-Komplexe mit THZ531 sowohl anti-proliferative als auch pro-apoptotische 

Effekte in den PCa-Zelllinien verursachte. Als Nächstes wurde überprüft, ob sich die Auswirkungen 

der THZ531-Behandlung ebenfalls auf in vivo-Experimente übertragen lassen. Zu diesem Zweck 

wurde in der vorliegenden Arbeit das Hühnerei-CAM-Modell verwendet, das bereits als in vivo-

Modell in der präklinischen Forschung angewandt wird [216, 217]. In früheren Studien konnte das 

CAM-Modell erfolgreich zur Analyse des Tumorwachstums, der Tumorinvasion, der Angiogenese 

und der Metastasierung von verschiedenen Tumorzelllinien und Geweben eingesetzt werden. 

Darüber hinaus wurde es ebenfalls zur Testung neuartiger Medikamente gegen maligne 

Erkrankungen verwendet [217, 225-227]. Die namensgebende extraembryonale Chorioallantois-

membran bildet sich ab dem 4. Tag der Embryonalentwicklung, indem sich die Allantoisblase des 

Kükenembryos vergrößert und mit der angrenzenden mesodermalen Schicht des Chorions zur 

CAM verschmilzt. Die stark vaskularisierte CAM ist durch zwei Arterien und eine Vene mit dem 

embryonalen Kreislauf verbunden. Diese einzigartige, nährstoffreiche und stark durchblutete 

Umgebung bietet optimale Bedingungen für die Tumorbildung und erhöht damit die Effizienz der 

Tumorzelltransplantation [225].  

Um die Auswirkungen von THZ531 im CAM-Modell zu analysieren, wurden am 7. Tag der 

Embryonalentwicklung des Hühnereies DU-145-Zellen auf die CAM implantiert. An den Tagen 11 

und 13 wurden die Eier mit 200 nM THZ531 oder mit einer entsprechenden Kontrolllösung 

behandelt. Nach Versuchsende wurden die entstandenen Xenograft-Tumore extrahiert, in Paraffin 

eingebettet und mit einer 4 %igen Formalinlösung fixiert. Die Auswirkungen der THZ531-

Behandlung auf die Proliferationsfähigkeit und die Induktion des apoptotischen Zelltods wurden 

anhand der resezierten Xenograft-Tumore analysiert. Hierzu wurde eine immunhistochemische 

Färbung mit dem Proliferationsmarkers Ki67 und der gespaltenen Caspase-3 als Apoptosemarker 

durchgeführt. Zusätzlich wurden mittels H&E-Färbung sowohl die vitalen als auch die 

nekrotischen Tumorregionen ermittelt. Im Anschluss daran wurden die Färbungen mit Hilfe der 

digitalen Bildanalysesoftware QuPath ausgewertet [206].  

Innerhalb der resezierten Xenograft-Tumore (n=28) wurde in den mit THZ531 behandelten 

Tumoren im Vergleich zu den Kontrollen eine deutliche Zunahme des Zelltodes beobachtet 

(Abbildung 4-6 B-C). In Abbildung 4-6 A ist repräsentativ die H&E-Färbung eines Kontroll- und 

eines mit THZ531 behandelten Tumorxenografts abgebildet. Dabei sind sowohl die vitalen Bereiche 

(grün) als auch die nekrotischen Bereiche (rot) farblich markiert. Die immunhistochemische 

Analyse des Apoptosemarkers ergab eine erhöhte Anzahl an Tumorzellen, in denen die THZ531-

induzierte Caspase-3-Spaltung nachgewiesen werden konnte (Abbildung 4-7 A, C).  
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Im Gegensatz dazu wurden keine signifikanten Unterschiede in der Anzahl der Ki67-positiven 

Tumorzellen als Folge der Behandlung mit THZ531 beobachtet (Abbildung 4-7 B, D). 

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass die THZ531-Behandlung in vivo zu einer Reduktion 

der Tumorviabilität führte, die mit einer erhöhten Apoptoserate assoziiert war. Somit konnte die 

pro-apoptotische Wirkung der CycK-CDK12/CDK13-Inhibition durch THZ531, die in den 

vorangegangenen in vitro-Versuchen beobachtet wurde, im CAM-Modell verifiziert werden.  

 

 

Abbildung 4-6 THZ531 erhöht die Menge des Zelltods in Tumorxenografts des CAM-Modells. (A-C) DU-145-Zellen 
wurden auf die CAM von befruchteten Hühnereiern implantiert. Die Tumorxenografts wurden an den Tagen 11 und 

13 zweimal mit 200 nM THZ531 behandelt und mit unbehandelten Kontrollen (Kontr.) verglichen. (A) Repräsentative 
Bilder der H&E-Färbung eines Kontroll- und eines mit THZ531 behandelten resezierten Tumorxenografts (vitale 
Tumorregionen (V) sind grün markiert; nekrotische Tumorregionen (N) sind rot markiert; Maßstab = 250 µm). 
(B) Dargestellt ist die Quantifizierung des prozentualen Anteils nekrotischer Bereiche der resezierten Xenograft-

Tumore (Kontr.: n=15; THZ531: n=13± s.d., Mann-Whitney U-Test, *p < 0,05). (C) Dargestellt ist der prozentuale Anteil 
vitaler und nekrotischer Tumorregionen der resezierten Xenograft-Tumore. Modifiziert nach Frei et al. [75]. 
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Abbildung 4-7 THZ531 induziert antitumorale Effekte in Tumorxenografts des CAM-Modells. (A-D) DU-145-Zellen 
wurden auf die CAM von befruchteten Hühnereiern implantiert. Die Tumorxenografts wurden an den Tagen 11 und 
13 zweimal mit 200 nM THZ531 behandelt und mit unbehandelten Kontrollen (Kontr.) verglichen. (A-D) Eine 

immunhistochemische Färbung der resezierten Tumorxenografts wurde nach der Behandlung mit einem 
Anti-aktive (gespaltene) Caspase-3-Antikörper und einem Anti-Ki67-Antikörper durchgeführt und mittels digitaler 
Bildanalysesoftware analysiert. (A-B) Dargestellt ist die Quantifizierung des prozentualen Anteils (A) gespaltener 
Caspase-3-positiver und (B) Ki-67-positiver Tumorzellen der resezierten Tumorxenografts (Kontr.: n=13, 

THZ531: n=8± s.d., ungepaarter Welch‘s t-Test, *p < 0,05; ns, nicht signifikant). (C-D) Dargestellt sind repräsentative 
Aufnahmen der immunhistochemischen Färbungen (Maßstab = 20 µm). Modifiziert nach Frei et al. [75].  
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4.2.4 Molekulare Mechanismen der THZ531-bedingten Effekte 

Im vorangegangenen Abschnitt 4.2.2 wurde gezeigt, dass die Inhibition der CycK-CDK12/CDK13-

Komplexe mit THZ531 in einigen PCa-Zelllinien sowohl den apoptotischen Zelltod verursacht als 

auch einen Zellzyklusarrest induziert. Zur Untersuchung der molekularen Mechanismen, die 

diesen antitumoralen Effekten zugrunde liegen, wurde im nächsten Abschnitt die regulatorische 

Rolle der CycK-CDK12/CDK13-Komplexe bei der Transkription näher analysiert. In früheren 

Studien konnte bereits demonstriert werden, dass insbesondere der Komplex aus CycK-CDK12 

maßgeblich zur Aufrechterhaltung der genomischen Stabilität beiträgt, indem er die Expression 

essenzieller Gene der DDR reguliert [97, 113, 137]. Dieser CycK-CDK12-abhängigen Regulation 

unterliegen in erster Linie Gene, die an der HR-Reparatur beteiligt sind, wie z. B. BRCA1, FANCI 

und FANCD2. Eine veränderte Expression dieser zentralen DDR-Gene kann zur Akkumulation von 

DNA-Schäden führen [97, 113, 126, 134]. Für die folgende Analyse der Auswirkungen von THZ531 auf 

die DNA-Reparatur wurden daher acht DDR-Gene ausgewählt, deren CycK-CDK12-abhängige 

Regulation bereits in anderen Studien nachgewiesen wurde [97, 113, 114]: Das Gen APEX2 codiert 

APE2, ein multifunktionales Enzym, das sowohl eine 3‘-Phosphodiesterase-Aktivität zur 

Prozessierung beschädigter 3‘-DNA-Enden als auch eine 3‘-5‘-Exonuklease-Aktivität aufweist, die 

die Entfernung von fehlgepaarten 3‘-Nukleotiden unterstützt. Zudem verfügt es ebenfalls über 

eine schwache apurinische/apyrimidinische Endonuklease-Aktivität [228, 229].  

BRCA1 ist ein Protein, das durch die Regulation der HR-Reparatur eine zentrale Rolle bei der 

Reparatur von DNA-DSB einnimmt. BRCA1 interagiert dabei mit anderen essenziellen HR-Faktoren 

wie z. B. BRAC2, RAD51 und 53BP1. Es ist ebenfalls bekannt, dass BRCA1 auch an der Regulation des 

NHEJ beteiligt ist. Dadurch trägt es maßgeblich zur Aufrechterhaltung der genomischen Stabilität 

bei und agiert gleichzeitig als Tumorsuppressor [230]. Weiterhin sind Keimbahnmutationen im 

BRCA1-Gen ein Merkmal des hereditären Mamma- oder Ovarialkarzinoms und begünstigen die 

Entstehung des Krankheitsbildes. BRCA1-Mutationen erhöhen zudem auch das Risiko, an einem 

Prostata- oder Pankreaskarzinom zu erkranken [231].  

Die beiden Proteine FANCI und FANCD2 gehören zur Fanconi-Anämie-Familie und spielen eine 

wesentliche Rolle bei der Reparatur von DSB durch die HR-Reparatur sowie bei der ICL-Reparatur. 

Ein entscheidender Schritt des Fanconi-Anämie-Reparatursignalwegs ist die Monoubiquitinierung 

von FANCD2 und FANCI, die die Lokalisation der DNA-Reparaturstellen ermöglicht und Nukleasen 

sowie Polymerasen an die Schadensstelle rekrutiert [183, 232]. 

Das Protein MDC1 weist sowohl eine C-terminale BRCA1- als auch eine Forkhead-Box-Domäne auf. 

Dadurch kann es zusammen mit γH2AX die DNA-Reparaturproteine an Stellen mit DNA-DSB 

rekrutieren. Darüber hinaus ist MDC1 für die Regulation des Zellzyklus notwendig, da es die S- und 

G2/M-Phase-Kontrollpunkte als Reaktion auf DNA-Schäden aktiviert [233].  
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OGG1 ist eine spezifische DNA-Glykosylase, die oxidativ geschädigte Läsion von Guanin, wie 

8-Oxoguanin, erkennen und entfernen kann und somit ein wesentlicher Bestandteil der BER ist. 

Hierbei schneidet OGG1 die entsprechende Läsion heraus und hinterlässt dabei 

apurine/apyrimidine Stellen, die anschließend durch die 3‘-Endonukleaseaktivität des Enzyms 

entfernt werden. Dadurch wird eine Fehlpaarung von 8-Oxoguanin mit Adenin im nachfolgenden 

Replikationszyklus verhindert [167, 234].  

PNKP spielt eine entscheidende Rolle bei der DNA-Reparatur, da es sowohl 5‘-Kinase- als auch 

3‘-Phosphatase-Aktivität besitzt, die für die Reparatur von DNA-DSB und DNA-SSB benötigt 

werden. PNKP katalysiert dadurch die Wiederherstellung kompatibler Enden, die wiederum von 

anderen Enzymen verknüpft werden können [235].  

RFC5 codiert die kleinste Untereinheit (36 kDa) des Replikationsfaktor-C-Komplexes, der sich aus 

insgesamt fünf Untereinheiten zusammensetzt und für die DNA-Replikation erforderlich ist. 

Während der S-Phase interagiert RFC5 mit dem PCNA-DNA-Komplex und ermöglicht diesem die 

Beladung und Öffnung der DNA [236, 237]. 

4.2.4.1 Effekte von THZ531 auf die Transkription von DDR-Genen und die Entstehung von 

DNA-Schäden 

Um die Auswirkungen der CycK-CDK12/CDK13-Inhibition auf die Expression ausgewählter 

DDR-Gene zu untersuchen, wurden die PCa-Zelllinien mit THZ531 behandelt. Anschließend 

erfolgte die Analyse der mRNA- und Proteinexpressionen der DDR-Gene mittels qRT-PCR und 

Immunblot-Analyse. Die Behandlung mit THZ531 führte dabei zu signifikant niedrigeren mRNA- 

und Proteinexpressionen der Mehrzahl der ausgewählten DDR-Gene in allen PCa-Zelllinien 

(Abbildung 4-8). Die stärkste Reduktion der mRNA-Expression nach der THZ531-Behandlung 

wurde in der Zelllinie LAPC4 beobachtet (Abbildung 4-8 D). Im Gegensatz dazu wies die Zelllinie 

LNCaP die geringste Sensitivität gegenüber der Behandlung mit THZ531 auf (Abbildung 4-8 E). 
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Abbildung 4-8 CycK-CDK12/CDK13-Komplexe regulieren die Expression essenzieller DDR-Gene. (A-F) PCa-Zellen 
wurden mit 100 nM THZ531 behandelt und mit einer unbehandelten Kontrolle (Kontr.) verglichen. (A-E) RNA wurde 
24 h nach der Behandlung isoliert und die mRNA-Expressionslevel der DNA-Reparaturgene (APEX2, BRCA1, FANCI, 

FANCD2, MDC1, OGG1, PNKP, RFC5) mittels qRT-PCR bestimmt und auf die internen 18S rRNA-Level normalisiert. 
Dargestellt sind die Mittelwerte aus drei unabhängigen Experimenten (n=3± s.d., t-Test, *p < 0,05; **p < 0,01; 
***p < 0,001; Behandlung versus Kontrolle). (F) Die Immunblot-Analyse der DNA-Reparaturgene (BRCA1, FANCI, 
FANCD2, RFC5) wurde 72 h nach der Behandlung an Gesamtzellextrakten durchgeführt. 30 µg Gesamtprotein wurde 

auf einem 8%- bzw. 10%igen SDS-PAGE-Gel analysiert. Aktin und β-Tubulin dienten als Ladekontrollen. Modifiziert 
nach Frei et al. [75]. 
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Um zu überprüfen, ob die THZ531-vermittelte Reduktion der mRNA- und Proteinexpressionen der 

DDR-Gene die DNA-Reparaturmechanismen der PCa-Zellen beeinträchtigt und dadurch zur 

Ansammlung von DNA-Schäden führt, wurde das Ausmaß der Schäden untersucht. Die Detektion 

der DNA-Schäden erfolgte in den folgenden Analysen mittels des DNA-Doppelstrangbruchmarkers 

γH2AX. Unmittelbar nach der Entstehung eines DNA-DSB wird die Phosphorylierung des Histons 

H2AX an Ser139 durch die Proteinkinasen ATM und ATR initiiert. Die Phosphorylierung von H2AX 

zu γH2AX stellt somit den ersten Schritt zur Rekrutierung weiterer Reparaturproteine an die Stelle 

des DNA-Schadens dar. Die resultierenden lokalen Chromatinmodifikationen des Histons H2AX 

werden auch als γH2AX-Foci bezeichnet und repräsentieren den entstandenen DNA-Schaden im 

Verhältnis 1:1 [162]. Basierend auf diesen Eigenschaften wurden die DNA-Schäden in Form von 

γH2AX-Foci mittels Immunfluoreszenzfärbung visualisiert und quantifiziert. Hierzu erfolgten 48 h 

und 72 h nach der THZ531-Behandlung die Immunfluoreszenzfärbung mit einem Anti-γH2AX-

Antikörper und die Färbung der DNA mit DAPI. Im Anschluss daran wurden die γH2AX-Foci mit 

Hilfe eines konfokalen Fluoreszenzmikroskops detektiert. Zum besseren Vergleich des Ausmaßes 

der induzierten DNA-Schäden wurde die Anzahl der γH2AX-positiven Zellen mittels der Software 

ImageJ quantifiziert [215]. Eine Zelle wurde als γH2AX-positiv bewertet, wenn sie ≥ 5 γH2AX-Foci 

pro Nukleus aufwies.  

In allen PCa-Zelllinien konnte die THZ531-induzierte Akkumulation von DNA-Schäden 

nachgewiesen werden. In Abbildung 4-9 sind repräsentative Aufnahmen der Zellkerne (blau) und 

der γH2AX-Foci (rot) 72 h nach der Behandlung mit THZ531 dargestellt. Die Quantifizierung der 

γH2AX-positiven Zellen erfolgte für jede Behandlung an drei repräsentativen Regionen. Die Anzahl 

der γH2AX-positiven Zellen war in PC-3- und C4-2B-Zellen 72 h nach der Behandlung mit THZ531 

im Vergleich zur Kontrolle signifikant erhöht. Im Gegensatz dazu zeigten die Zelllinien DU-145 und 

LNCaP nur eine marginale Zunahme an γH2AX-positiven Zellen, die nach der Inhibitorbehandlung 

nicht signifikant war (Abbildung 4-10 A).  

Zusätzlich zur Immunfluoreszenzfärbung wurde die Proteinexpression von γH2AX mittels 

Immunblot-Analyse untersucht. In Übereinstimmung mit den Ergebnissen der Immunfluoreszenz-

färbung wurde nach der THZ531-Behandlung keine γH2AX-Expression in den LNCaP-Zellen 

nachgewiesen. Im Vergleich mit den Ergebnissen der Immunfluoreszenzfärbung wurde eine 

deutliche Proteinexpression von γH2AX nach der THZ531-Behandlung in der Zelllinie DU-145 

detektiert. Alle anderen Zelllinien zeigten ebenfalls eine THZ531-vermittelte Zunahme der 

γH2AX-Expression (Abbildung 4-10 B).  
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Abbildung 4-9 Repräsentative Aufnahmen der THZ531-induzierten DNA-Schäden der PCa-Zelllinien. (A-E) 
PCa-Zellen wurden mit 100 nM THZ531 behandelt und mit einer unbehandelten Kontrolle (Kontr.) verglichen. Für 
die Immunfluoreszenzfärbungen wurden die Zellen 72 h nach der Behandlung mit einem Anti-γH2AX-Antikörper 
angefärbt und die DNA mit DAPI gegengefärbt. Repräsentative Z-stack-Aufnahmen der Kontroll- und behandelten 

Zellen mit γH2AX-Foci (rot), DAPI (blau) und der überlagerten Farbkanäle (Merge) sind dargestellt. Jede Aufnahme 
wurde aus drei Bildern entlang der Z-Achse mittels konfokaler Laser-Scanning-Mikroskopie mit 63-facher 
Vergrößerung aufgenommen (Maßstab = 10 µm). Modifiziert nach Frei et al. [75]. 
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Abbildung 4-10 THZ531 verursacht die Akkumulation von DNA-Schäden in den PCa-Zelllinien. (A-B) PCa-Zellen 
wurden mit 100 nM THZ531 behandelt und mit einer unbehandelten Kontrolle (Kontr.) verglichen. (A) Die 
Immunfluoreszenzfärbungen der PCa-Zellen wurden 48 h und 72 h nach der Behandlung mit einem Anti-γH2AX-

Antikörper durchgeführt. Der prozentuale Anteil an γH2AX-Foci (≥ 5 pro Nukleus) wurde quantifiziert. Dargestellt 
sind die Mittelwerte aus drei unabhängigen Experimenten (n=3± s.d., t-Test, *p < 0,05; Behandlung versus 
Kontrolle). (B) Die Immunblot-Analyse von γH2AX wurde 72 h nach der Behandlung an Gesamtzellextrakten 
durchgeführt. 30 µg Gesamtprotein wurde auf einem 15%igen SDS-PAGE-Gel analysiert. Aktin diente als 

Ladekontrolle. Modifiziert nach Frei et al. [75]. 

4.2.4.2 Effekte von THZ531 auf die DDR 

Die zelluläre Reaktion auf DNA-Schäden wird in erster Linie durch das komplexe System der DDR 

koordiniert. Als initiale Komponenten fungieren die beiden Kinasen ATM und ATR, die über die 

Aktivierung der zwei Signalwege ATM-CHK2 und ATR-CHK1 das Schicksal der Zelle beeinflussen 

[151, 156]. Dabei vermitteln die Zellzykluskontrollpunkt-Kinasen CHK2 und CHK1 über 

verschiedene Effektoren den Stopp des Zellzyklus (Abschnitt 1.3). Um weitere Erkenntnisse 

darüber zu gewinnen, welche Mechanismen und Signalwege durch die Inhibition der 

CycK-CDK12/CDK13-Komplexe ebenfalls beeinflusst werden und möglicherweise den 

Proliferationsarrest (Abbildung 4-5) verursachen, wurde die Aktivierung der Zellzyklus-

kontrollpunkte untersucht. Zu diesem Zweck wurden die PCa-Zelllinien mit THZ531 behandelt und 

die Expressionslevel der Kinasen CHK1 und CHK2 sowie deren aktivierte, phosphorylierte Formen 

zu verschiedenen Zeitpunkten mittels Immunblot-Analyse detektiert.  

In allen Zelllinien konnten die phosphorylierten Formen pCHK1 und pCHK2 nach der THZ531-

Behandlung nachgewiesen werden, was auf eine Aktivierung der beiden Signalwege ATM-CHK2 

und ATR-CHK1 hindeutet. 32 h und 48 h nach der Behandlung wurde in allen PCa-Zelllinien, mit 

Ausnahme der LAPC4-Zelllinie, ein pCHK1-Expressionspeak beobachtet, gefolgt von einer 

Abnahme der pCHK1-Expression zu späteren Zeitpunkten. Im Gegensatz dazu wurde die 

Aktivierung von pCHK2 zeitversetzt festgestellt, also 56 h nach der Behandlung mit THZ531.  
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Zudem war auffällig, dass nach 48 h ausschließlich in den LAPC4-Zellen die Expression von CHK1 

stark vermindert war und folglich auch die aktivierte Form nicht eindeutig ermittelt werden konnte 

(Abbildung 4-11).  

 

 

Abbildung 4-11 THZ531 beeinflusst die Aktivierung der DDR-Signalwege. PCa-Zellen wurden mit 100 nM THZ531 
behandelt und mit einer unbehandelten Kontrolle (0 h) verglichen. Die Immunblot-Analyse der Kinasen CHK1 und 
CHK2 sowie ihre aktivierten Formen (pCHK1 und pCHK2) wurde zu verschiedenen Zeitpunkten (24 h, 32 h, 48 h, 56 h 

und 72 h) nach der Behandlung an Gesamtzellextrakten durchgeführt. 30 µg Gesamtprotein wurde auf einem 12%- 
bzw. 10%igen SDS-PAGE-Gel analysiert. Aktin diente als Ladekontrolle. 
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4.3 Inhibition der CycK-CDK12/CDK13-Komplexe in Kombination mit 

verschiedenen Therapieformen des PCas 

Im vorangegangenen Abschnitt 4.2 wurde sowohl in den in vitro-Versuchen als auch in vivo 

gezeigt, dass die Inhibition der CycK-CDK12/CDK13-Komplexe durch THZ531 antineoplastische 

Effekte in den PCa-Zelllinien verursacht. Dabei wurden sowohl ein Proliferationsarrest als auch die 

Induktion des apoptotischen Zelltods beobachtet. Diese zellulären Effekte sind wahrscheinlich auf 

eine THZ531-vermittelte Akkumulation von DNA-Schäden zurückzuführen, die durch eine 

verringerte Expression von DNA-Reparaturgenen und eine beeinträchtigte DDR ausgelöst wurden. 

In den einzelnen PCa-Zelllinien wurde in diesem Zusammenhang ein heterogenes Therapie-

ansprechen festgestellt, wobei die LNCaP-Zellen die stärkste Therapieresistenz aufwiesen.  

Im folgenden Kapitel wurde untersucht, inwieweit THZ531 die antitumoralen Effekte 

verschiedener State of the Art-Therapieformen des PCas durch die kombinierte Behandlung 

verstärken kann. Zu diesem Zweck wurde die Inhibition der CycK-CDK12/CDK13-Komplexe mit 

THZ531 einerseits mit dem PARP-Inhibitor Olaparib und andererseits mit zwei Antiandrogenen, 

Enzalutamid und Abirateron, kombiniert. Anschließend wurden die funktionellen Auswirkungen 

dieser Kombinationsbehandlung untersucht.  

4.3.1 Effekte der kombinierten Behandlung mit THZ531 und Olaparib 

Im Rahmen dieser Arbeit konnte beobachtet werden, dass die CycK-CDK12/CDK13-Inhibition mit 

THZ531 zur Reduktion der BRCA1-Expression führte und eine Anhäufung von DNA-Schäden in den 

PCa-Zelllinien verursachte (siehe Abschnitt 4.2.4). Diese funktionellen Auswirkungen der THZ531-

Behandlung deuten auf eine dysfunktionale HR-Reparatur in den PCa-Zellen hin. In malignen 

Zellen, die Mutationen in den BRCA-Genen aufweisen, induzieren PARP-Inhibitoren eine 

synthetische Letalität und lösen den Zelltod aus, wodurch die Tumorprogression verhindert 

werden kann [79, 82]. Aus diesem Grund wurde als Nächstes untersucht, inwieweit die Behandlung 

mit THZ531 die PCa-Zellen sensibilisiert, um möglicherweise durch die kombinierte Anwendung 

des PARP1-Inhibitors Olaparib eine synthetische Letalität zu induzieren.  

Zu diesem Zweck wurden die PCa-Zelllinien gleichzeitig mit THZ531 und Olaparib (40 µM und 

60 µM) behandelt. Anschließend wurde die Apoptoserate mittels Durchflusszytometrie analysiert. 

Die Kombinationsbehandlung von THZ531 mit Olaparib führte in den LNCaP-Zellen zu einem 

synergistischen Effekt, der durch die signifikante Zunahme der Apoptoserate gekennzeichnet war. 

Darüber hinaus zeigten sowohl die Zelllinie DU-145 als auch C4-2B nach der kombinierten 

Behandlung von THZ531 und Olaparib eine signifikant höhere Apoptoserate im Vergleich zu den 

Einzelbehandlungen (Abbildung 4-12).  
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Abbildung 4-12 Die kombinierte Behandlung aus THZ531 und Olaparib erhöht die Apoptoserate in DU-145- und 
C4-2B-Zellen und verursacht die Apoptoseinduktion in LNCaP-Zellen. PCa-Zellen wurden mit 100 nM THZ531 

(C4-2B mit 75 nM THZ531) und 40 µM bzw. 60 µM Olaparib behandelt und mit einer unbehandelten Kontrolle 
(Kontr.) sowie den Einzelbehandlungen der Inhibitoren verglichen. Nach der Behandlung wurden die Zellen mit 
Annexin V und 7-AAD gefärbt und die Apoptoserate anschließend mittels durchflusszytometrischer Analyse 

ermittelt. Dargestellt sind die Mittelwerte aus drei unabhängigen Experimenten (n=3± s.d., t-Test, *p < 0,05; 
**p < 0,01; Behandlung versus Kontrolle). Modifiziert nach Frei et al. [75]. 
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4.3.2 Effekte der kombinierten Behandlung mit THZ531 und der ADT – in vitro 

Wie bereits in Abschnitt 4.1 und in Tabelle 2-2 dargestellt, unterscheiden sich die verwendeten 

PCa-Zelllinien in verschiedenen genetischen Merkmalen, darunter auch in der endogenen 

Expression des ARs (Abbildung 4-1 A). Die Zelllinie LAPC4 ist die einzige der androgensensitiven 

PCa-Zelllinien, die ein intaktes Wildtyp-AR-Gen aufweist, während die Zelllinie LNCaP und ihr 

Derivat C4-2B Mutationen im AR-Gen besitzen [200]. Die androgenunabhängigen Zelllinien 

DU-145 und PC-3 exprimieren hingegen keinen funktionsfähigen AR (Abbildung 4-1 A). Der AR 

vermittelt als nukleärer Transkriptionsfaktor die Wirkung der Androgene und ist maßgeblich an 

der Entwicklung, Differenzierung und dem Wachstum der Prostata beteiligt. Aufgrund des 

androgenabhängigen Wachstums hat sich die ADT als Erstlinientherapie bei Patienten mit einem 

fortgeschrittenem PCa in der klinischen Anwendung etabliert [69]. Darüber hinaus haben frühere 

Studien gezeigt, dass eine Verbindung zwischen der AR-Signalübertragung und der DDR besteht, 

die einen regulativen Einfluss auf die Expression von DNA-Reparaturgenen hat [238-240]. 

Zur Analyse, ob die antitumorigene Wirkung der ADT durch die Behandlung mit THZ531 in den 

PCa-Zellen verstärkt werden kann, wurden im folgenden Abschnitt die Effekte der 

CycK-CDK12/CDK13-Inhibition in Kombination mit der Hemmung der AR-abhängigen 

Signalübertragung untersucht. Hierbei wurden sowohl der AR-Inhibitor Enzalutamid [72] als auch 

der CYP17-Inhibitor Abirateron, der die adrenale Androgensteroidsynthese reduziert und damit 

die Hormonproduktion senkt [73], mit THZ531 kombiniert. 

 

Um die Wirksamkeit der beiden Inhibitoren Enzalutamid und Abirateron zu untersuchen, wurde 

zunächst die androgenabhängige Expression von PSA in den PCa-Zellen analysiert. Hierzu wurden 

die androgensensitiven Zelllinien LNCaP, C4-2B und LAPC4 einzeln mit THZ531, Enzalutamid und 

Abirateron sowie THZ531 in Kombination mit Enzalutamid oder Abirateron behandelt und die 

PSA-Expression mittels qRT-PCR und Immunblot-Analyse überprüft. Die Inhibition des ARs- und 

der Androgensynthese führte in den drei androgensensitiven Zelllinien zu einer signifikanten 

Abnahme der mRNA-Expression von PSA (Abbildung 4-13 A-B). Zusätzlich führte die alleinige 

Behandlung mit THZ531 in der androgenabhängigen Zelllinie LAPC4 ebenfalls zu einer 

verminderten PSA-Expression. Analog dazu konnte die Reduktion von PSA auf Proteinebene in 

allen Zelllinien nach der Behandlung mit Enzalutamid und Abirateron beobachtet werden. Die 

kombinierte Behandlung mit THZ531 hatte keinen Einfluss auf die inhibitorische Wirkung von 

Enzalutamid und Abirateron, außer in der Zelllinie C4-2B. In dieser Zelllinie war nach der 

Kombinationsbehandlung mit THZ531 und Enzalutamid sowie mit THZ531 und Abirateron die 

Proteinexpression von PSA deutlich nachweisbar (Abbildung 4-13 C).  
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Abbildung 4-13 Enzalutamid und Abirateron verursachen die Abnahme der androgenabhängigen PSA-Expression. 
(A-C) C4-2B-, LAPC4- und LNCaP-Zellen wurden mit 100 nM THZ531, 10 µM Enzalutamid oder 10 µM Abirateron 
behandelt und mit einer unbehandelten Kontrolle (Kontr.) sowie den Einzelbehandlungen der Inhibitoren 
verglichen. (A-B) RNA wurde 24 h nach der Behandlung isoliert und die mRNA-Expressionslevel des PSA mittels 
qRT-PCR bestimmt und auf die internen 18S rRNA-Level normalisiert. Dargestellt sind die Mittelwerte aus drei 

unabhängigen Experimenten (n=3± s.d., t-Test, *p < 0,05; **p < 0,01; ***p 0,001; Behandlung versus Kontrolle). 
(C) Die Immunblot-Analyse von PSA wurde 72 h nach der Behandlung an Gesamtzellextrakten durchgeführt. 30 µg 
Gesamtprotein wurde auf einem 15%igen SDS-PAGE-Gel analysiert. Aktin diente als Ladekontrolle. Modifiziert nach 
Frei et al. [75]. 

Zur funktionellen Analyse der Auswirkungen der Kombinationsbehandlung wurden sowohl die 

androgensensitiven als auch die androgenunabhängigen PCa-Zelllinien mit THZ531 und 

Enzalutamid oder Abirateron behandelt. Um zu untersuchen, ob die Kombinationsbehandlung 

möglicherweise einen stärkeren Effekt auf die Apoptoseinduktion hat, wurde nach der Behandlung 

die Apoptoserate mittels durchflusszytometrischer Analyse bestimmt und die charakteristische 

Caspase-3-Spaltung mittels Immunblot-Analyse detektiert. Hierbei konnte eine erhöhte 

Apoptoserate nach der kombinierten Behandlung mit THZ531 und Enzalutamid (Abbildung 4-14 A) 

oder Abirateron (Abbildung 4-15 A) verglichen mit den Einzelbehandlungen in C4-2B- und 

LAPC4-Zellen festgestellt werden. In der Zelllinie LNCaP, die keine THZ531-induzierte Apoptose 
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zeigte, führten die Kombinationsbehandlungen zur Auslösung der Apoptose (Abbildung 4-14, 

Abbildung 4-15). Zudem wies die androgenunabhängige Zelllinie DU-145 ebenfalls eine verstärkte 

Apoptoserate nach der Kombinationsbehandlung auf (Abbildung 4-14 A, Abbildung 4-15 A). In 

Übereinstimmung mit der durchflusszytometrischen Analyse konnte die behandlungsinduzierte 

Apoptose durch den Nachweis der Caspase-3-Spaltung sowohl in den androgensensitiven als auch 

in der Zelllinie DU-145 bestätigt werden (Abbildung 4-14 B, Abbildung 4-15 B). 

 

 

Abbildung 4-14 Die kombinierte Behandlung mit THZ531 und Enzalutamid induziert Apoptose in den 
androgensensitiven PCa-Zellen und erhöht die Apoptoserate in DU-145-Zellen. (A-B) PCa-Zellen wurden für 72 h 
mit 100 nM THZ531 und 10 µM Enzalutamid behandelt und mit einer unbehandelten Kontrolle (Kontr.) sowie den 

Einzelbehandlungen der Inhibitoren verglichen. (A) Nach der Behandlung wurden die Zellen mit Annexin V und 
7-AAD gefärbt und die Apoptoserate anschließend mittels durchflusszytometrischer Analyse ermittelt. Dargestellt 
sind die Mittelwerte aus drei unabhängigen Experimenten (n=3± s.d., t-Test, *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001; 
Behandlung versus Kontrolle). (B) Zum Nachweis der Apoptose wurde eine Immunblot-Analyse von Caspase-3 (p32) 

und der Caspase-3-Spaltprodukte (p19/17) an Gesamtzellextrakten durchgeführt. 30 µg Gesamtprotein wurde auf 
einem 15%igen SDS-PAGE-Gel analysiert. Aktin diente als Ladekontrolle. Modifiziert nach Frei et al. [75]. 
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Abbildung 4-15 Die kombinierte Behandlung mit THZ531 und Abirateron induziert Apoptose in den 
androgensensitiven PCa-Zellen und erhöht die Apoptoserate in DU-145-Zellen. (A-B) PCa-Zellen wurden für 72 h 
mit 100 nM THZ531 und 10 µM Abirateron behandelt und mit einer unbehandelten Kontrolle (Kontr.) sowie den 
Einzelbehandlungen der Inhibitoren verglichen. (A) Nach der Behandlung wurden die Zellen mit Annexin V und 
7-AAD gefärbt und die Apoptoserate anschließend mittels durchflusszytometrischer Analyse ermittelt. Dargestellt 

sind die Mittelwerte aus drei unabhängigen Experimenten (n=3± s.d., t-Test, *p < 0,05; **p < 0,01; Behandlung versus 
Kontrolle). (B) Zum Nachweis der Apoptose wurde eine Immunblot-Analyse von Caspase-3 (p32) und der 
Caspase-3-Spaltprodukte (p19/17) an Gesamtzellextrakten durchgeführt. 30 µg Gesamtprotein wurde auf einem 
15%igen SDS-PAGE-Gel analysiert. Aktin diente als Ladekontrolle. Modifiziert nach Frei et al. [75]. 
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Zur Untersuchung der molekularen Mechanismen, die zur verstärkten Apoptoseinduktion durch 

die parallele Inhibition der CycK-CDK12/CDK13-Komplexe und des AR-Signalweges führen, 

wurden als Nächstes Expressionsanalysen ausgewählter DNA-Reparaturgene durchgeführt. Zu 

diesem Zweck wurden die PCa-Zelllinien mit THZ531 und Enzalutamid oder Abirateron behandelt 

und anschließend die mRNA- und Proteinexpressionslevel der DNA-Reparaturgene mittels 

qRT-PCR und Immunblot-Analyse bestimmt. Die gleichzeitige Hemmung der 

CycK-CDK12/CDK13-Komplexe und des ARs verursachte in den androgensensitiven 

PCa-Zelllinien eine verstärkte Abnahme der mRNA- und Proteinexpressionslevel (Abbildung 4-16). 

In der Zelllinie LNCaP verursachte die Kombinationsbehandlung eine deutlich reduzierte 

Expression der DNA-Reparaturgene, was nach der Einzelbehandlung mit THZ531 nicht beobachtet 

wurde (Abbildung 4-16 C, D). In Übereinstimmung mit diesen Ergebnissen zeigte die kombinierte 

Behandlung mit THZ531 und Abirateron ebenfalls eine verstärkte Reduktion der mRNA- und 

Proteinexpressionslevel der DNA-Reparaturgene in den androgensensitiven PCa-Zelllinien 

(Abbildung 4-17).  

Analog dazu wurden die androgenunabhängigen Zelllinien DU-145 und PC-3 ebenfalls mit der 

Kombinationsbehandlung aus THZ531 und Enzalutamid oder Abirateron behandelt. Verglichen mit 

der THZ531-Behandlung konnte bei diesen Zelllinien lediglich eine minimal stärkere Abnahme der 

Expressionslevel der DNA-Reparaturgene durch die Kombinationsbehandlung beobachtet werden 

(Abbildung 4-18, Abbildung 4-19). Die Zelllinie DU-145 zeigte jedoch nach beiden Kombinations-

behandlungen eine verstärkte Reduktion der Proteinexpression der DNA-Reparaturgene im 

Vergleich zur Einzelbehandlung mit THZ531 (Abbildung 4-18 C, Abbildung 4-19 C). 



ERGEBNISSE 
 

86 

 

Abbildung 4-16 Die kombinierte Behandlung mit THZ531 und Enzalutamid verursacht eine verstärkte Reduktion der 
mRNA- und Proteinexpression der DNA-Reparaturgene in den androgensensitiven Zelllinien. (A-D) C4-2B-, LAPC4- 
und LNCaP-Zellen wurden mit 100 nM THZ531 und 10 µM Enzalutamid behandelt und mit einer unbehandelten 
Kontrolle (Kontr.) sowie den Einzelbehandlungen der Inhibitoren verglichen. (A-C) RNA wurde 24 h nach der 
Behandlung isoliert und die mRNA-Expressionslevel der DNA-Reparaturgene (APEX2, BRCA1, FANCI, FANCD2, 

MDC1, OGG1, PNKP, RFC5) mittels qRT-PCR bestimmt und auf die internen 18S rRNA-Level normalisiert. Dargestellt 
sind die Mittelwerte aus drei unabhängigen Experimenten (n=3± s.d., t-Test, *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001; 
Behandlung versus Kontrolle). (D) Die Immunblot-Analyse der DNA-Reparaturgene (BRCA1, FANCI, FANCD2, RFC5) 
wurde 72 h nach der Behandlung an Gesamtzellextrakten durchgeführt. 30 µg Gesamtprotein wurde auf einem 8%- 

bzw. 10%igen SDS-PAGE-Gel analysiert. β-Tubulin diente als Ladekontrolle. Modifiziert nach Frei et al. [75]. 
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Abbildung 4-17 Die kombinierte Behandlung mit THZ531 und Abirateron verursacht eine verstärkte Reduktion der 
mRNA- und Proteinexpression der DNA-Reparaturgene in den androgensensitiven Zelllinien. (A-D) C4-2B-, LAPC4- 
und LNCaP-Zellen wurden mit 100 nM THZ531 und 10 µM Abirateron behandelt und mit einer unbehandelten 

Kontrolle (Kontr.) sowie den Einzelbehandlungen der Inhibitoren verglichen. (A-C) RNA wurde 24 h nach der 
Behandlung isoliert und die mRNA-Expressionslevel der DNA-Reparaturgene (APEX2, BRCA1, FANCI, FANCD2, 
MDC1, OGG1, PNKP, RFC5) mittels qRT-PCR bestimmt und auf die internen 18S rRNA-Level normalisiert. Dargestellt 

sind die Mittelwerte aus drei unabhängigen Experimenten (n=3± s.d., t-Test, *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001; 
Behandlung versus Kontrolle). (D) Die Immunblot-Analyse der DNA-Reparaturgene (BRCA1, FANCI, FANCD2, RFC5) 
wurde 72 h nach der Behandlung an Gesamtzellextrakten durchgeführt. 30 µg Gesamtprotein wurde auf einem 8%- 
bzw. 10%igen SDS-PAGE-Gel analysiert. β-Tubulin diente als Ladekontrolle. Modifiziert nach Frei et al. [75]. 



ERGEBNISSE 
 

88 

 

Abbildung 4-18 Die kombinierte Behandlung mit THZ531 und Enzalutamid verursacht eine marginal verstärkte 
Reduktion der mRNA- und Proteinexpression der DNA-Reparaturgene in den androgenunabhängigen Zelllinien. (A-
C) DU-145- und PC-3-Zellen wurden mit 100 nM THZ531 und 10 µM Enzalutamid behandelt und mit einer 

unbehandelten Kontrolle (Kontr.) sowie den Einzelbehandlungen der Inhibitoren verglichen. (A-B) RNA wurde 24 h 
nach der Behandlung isoliert und die mRNA-Expressionslevel der DNA-Reparaturgene (APEX2, BRCA1, FANCI, 
FANCD2, MDC1, OGG1, PNKP, RFC5) mittels qRT-PCR bestimmt und auf die internen 18S rRNA-Level normalisiert. 
Dargestellt sind die Mittelwerte aus drei unabhängigen Experimenten (n=3± s.d., t-Test, *p < 0,05; **p < 0,01; 

***p < 0,001; Behandlung versus Kontrolle). (C) Die Immunblot-Analyse der DNA-Reparaturgene (BRCA1, FANCI, 
FANCD2, RFC5) wurde 72 h nach der Behandlung an Gesamtzellextrakten durchgeführt. 30 µg Gesamtprotein wurde 

auf einem 8%- bzw. 10%igen SDS-PAGE-Gel analysiert. β-Tubulin diente als Ladekontrolle.  
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Abbildung 4-19 Die kombinierte Behandlung mit THZ531 und Abirateron verursacht eine marginal verstärkte 
Reduktion der mRNA- und Proteinexpression der DNA-Reparaturgene in den androgenunabhängigen Zelllinien. (A-
C) DU-145- und PC-3-Zellen wurden mit 100 nM THZ531 und 10 µM Abirateron behandelt und mit einer 

unbehandelten Kontrolle (Kontr.) sowie den Einzelbehandlungen der Inhibitoren verglichen. (A-B) RNA wurde 24 h 
nach der Behandlung isoliert und die mRNA-Expressionslevel der DNA-Reparaturgene (APEX2, BRCA1, FANCI, 
FANCD2, MDC1, OGG1, PNKP, RFC5) mittels qRT-PCR bestimmt und auf die internen 18S rRNA-Level normalisiert. 
Dargestellt sind die Mittelwerte aus drei unabhängigen Experimenten (n=3± s.d., t-Test, *p < 0,05; **p < 0,01; 

Behandlung versus Kontrolle). (C) Die Immunblot-Analyse der DNA-Reparaturgene (BRCA1, FANCI, FANCD2, RFC5) 
wurde 72 h nach der Behandlung an Gesamtzellextrakten durchgeführt. 30 µg Gesamtprotein wurde auf einem 
8%- bzw. 10%igen SDS-PAGE-Gel analysiert. β-Tubulin diente als Ladekontrolle. 
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In der vorangegangenen Genexpressionsanalyse konnte gezeigt werden, dass die gleichzeitige 

Inhibition der CycK-CDK12/CDK13-Komplexe und des AR-Signalwegs signifikante Veränderungen 

der Expressionslevel der DNA-Reparaturgene verursacht. Folglich wurde als Nächstes untersucht, 

ob die behandlungsinduzierten Abweichungen dieser Gene die DNA-Reparaturmaschinerie 

beeinträchtigen und zur Erhöhung von DNA-Schäden in den PCa-Zelllinien beitragen. Zu diesem 

Zweck wurde das Ausmaß der DNA-Schäden in Form von γH2AX-Foci mittels Immunfluoreszenz-

färbung visualisiert und quantifiziert. Hierfür wurden PCa-Zellen 48 h und 72 h nach der 

kombinierten Behandlung mit THZ531 und Enzalutamid oder Abirateron mit einem Anti-γH2AX-

Antikörper gefärbt und die γH2AX-Foci anschließend mit einem konfokalen Fluoreszenzmikroskop 

detektiert.  

In den androgensensitiven PCa-Zelllinien C4-2B, LAPC4 und LNCaP verursachte die Behandlung 

mit THZ531 und Enzalutamid oder Abirateron die Entstehung von DNA-Schäden. Repräsentative 

Aufnahmen der Immunfluoreszenzfärbung dieser Zellen sind in Abbildung 4-20 bis Abbildung 4-22 

dargestellt. Eine Zunahme γH2AX-positiver Zellen konnte insbesondere in der jeweiligen 

Kombinationsbehandlung mit THZ531 und Enzalutamid oder Abirateron, im Vergleich zu den 

Kontroll- und Einzelbehandlungen, beobachtet werden. Diese Beobachtung wurde durch die 

quantitative Auswertung der Anzahl an γH2AX-positiven Zellen bestätigt. In den Zelllinien C4-2B 

und LAPC4 konnte 72 h nach der Kombinationsbehandlung eine signifikante Zunahme 

γH2AX-positiver Zellen detektiert werden (Abbildung 4-23 A, B). Im Gegensatz dazu wurde in 

LNCaP-Zellen zwar eine erhöhte Anzahl an γH2AX-positiven Zellen durch die kombinierte 

Behandlung festgestellt, jedoch war diese nach 72 h statistisch nicht signifikant (Abbildung 4-23 C). 

Zusätzlich konnte in den androgensensitiven PCa-Zelllinien eine erhöhte Proteinexpression von 

γH2AX mittels Immunblot-Analyse sowohl nach der THZ531- als auch der kombinierten 

Behandlung nachgewiesen werden. Eine Ausnahme stellten die LNCaP-Zellen dar, bei denen 

lediglich nach der Kombinationsbehandlung eine erhöhte γH2AX-Proteinexpression ermittelt 

werden konnte (Abbildung 4-23 D). 

 

Ferner wurde die Quantifizierung der γH2AX-Foci auch in den androgenunabhängigen Zelllinien 

DU-145 und PC-3 nach der kombinierten Behandlung mit THZ531 und Enzalutamid oder 

Abirateron durchgeführt. Repräsentative Aufnahmen der Immunfluoreszenzfärbungen dieser 

Zelllinien sind in Abbildung 4-24 und Abbildung 4-25 dargestellt. Sowohl die Zelllinie DU-145 als 

auch PC-3 zeigten in der quantitativen Analyse der γH2AX-Foci eine erhöhte Anzahl 

γH2AX-positiver Zellen nach der kombinierten Behandlung. Diese Zunahme war jedoch statistisch 

nicht signifikant (Abbildung 4-26 A-B). Die Immunblot-Analyse wies nach der THZ531- und der 

kombinierten Behandlung mit THZ531 und Enzalutamid oder Abirateron eine deutliche 

γH2AX-Expression auf (Abbildung 4-26 C). 
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Abbildung 4-20 Repräsentative Aufnahmen der behandlungsinduzierten DNA-Schäden der Zelllinie C4-2B. 
C4-2B-Zellen wurden mit 100 nM THZ531 und 10 μM Enzalutamid oder 10 µM Abirateron behandelt und mit einer 
unbehandelten Kontrolle (Kontr.) sowie den Einzelbehandlungen der Inhibitoren verglichen. Für die 
Immunfluoreszenzfärbung wurden C4-2B-Zellen 72 h nach der Behandlung mit einem Anti-γH2AX-Antikörper 

angefärbt und die DNA mit DAPI gegengefärbt. Repräsentative Z-stack-Aufnahmen der Kontroll- und behandelten 
Zellen mit γH2AX-Foci (rot), DAPI (blau) und der überlagerten Farbkanäle (Merge) sind dargestellt. Jede Aufnahme 
wurde aus fünf Bildern entlang der Z-Achse mittels konfokaler Laser-Scanning-Mikroskopie mit 63-facher 
Vergrößerung aufgenommen (Maßstab = 10 µm). Modifiziert nach Frei et al. [75]. 
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Abbildung 4-21 Repräsentative Aufnahmen der behandlungsinduzierten DNA-Schäden der Zelllinie LAPC4. 
LAPC4-Zellen wurden mit 100 nM THZ531 und 10 μM Enzalutamid oder 10 µM Abirateron behandelt und mit einer 
unbehandelten Kontrolle (Kontr.) sowie den Einzelbehandlungen der Inhibitoren verglichen. Für die 
Immunfluoreszenzfärbung wurden LAPC4-Zellen 72 h nach der Behandlung mit einem Anti-γH2AX-Antikörper 

angefärbt und die DNA mit DAPI gegengefärbt. Repräsentative Z-stack-Aufnahmen der Kontroll- und behandelten 
Zellen mit γH2AX-Foci (rot), DAPI (blau) und der überlagerten Farbkanäle (Merge) sind dargestellt. Jede Aufnahme 
wurde aus fünf Bildern entlang der Z-Achse mittels konfokaler Laser-Scanning-Mikroskopie mit 63-facher 
Vergrößerung aufgenommen (Maßstab = 10 µm). Modifiziert nach Frei et al. [75]. 
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Abbildung 4-22 Repräsentative Aufnahmen der behandlungsinduzierten DNA-Schäden der Zelllinie LNCaP. 
LNCaP-Zellen wurden mit 100 nM THZ531 und 10 μM Enzalutamid oder 10 µM Abirateron behandelt und mit einer 
unbehandelten Kontrolle (Kontr.) sowie den Einzelbehandlungen der Inhibitoren verglichen. Für die 
Immunfluoreszenzfärbung wurden LNCaP-Zellen 72 h nach der Behandlung mit einem Anti-γH2AX-Antikörper 

angefärbt und die DNA mit DAPI gegengefärbt. Repräsentative Z-stack-Aufnahmen der Kontroll- und behandelten 
Zellen mit γH2AX-Foci (rot), DAPI (blau) und der überlagerten Farbkanäle (Merge) sind dargestellt. Jede Aufnahme 
wurde aus fünf Bildern entlang der Z-Achse mittels konfokaler Laser-Scanning-Mikroskopie mit 63-facher 
Vergrößerung aufgenommen (Maßstab = 10 µm). Modifiziert nach Frei et al. [75]. 
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Abbildung 4-23 Die kombinierte Behandlung mit THZ531 und Enzalutamid oder Abirateron verursacht die 
Akkumulation von DNA-Schäden in den androgensensitiven PCa-Zelllinien. (A-D) C4-2B-, LAPC4- und 
LNCaP-Zellen wurden mit 100 nM THZ531 und 10 μM Enzalutamid oder 10 µM Abirateron behandelt und mit einer 

unbehandelten Kontrolle (Kontr.) sowie den Einzelbehandlungen der Inhibitoren verglichen. Für die 
Immunfluoreszenzfärbung wurden die Zellen 48 h und 72 h nach der Behandlung mit einem Anti-γH2AX-Antikörper 
angefärbt. (A-C) Der prozentuale Anteil γH2AX-positiver Zellen (≥ 5 γH2AX-Foci pro Nukleus) wurde quantifiziert. 

Dargestellt sind die Mittelwerte aus drei unabhängigen Experimenten (n=3± s.d., t-Test, *p < 0,05; **p < 0,01; 
***p < 0,001; Behandlung versus Kontrolle). (D) Die Immunblot-Analyse von γH2AX wurde 72 h nach der Behandlung 
an Gesamtzellextrakten durchgeführt. 30 µg Gesamtprotein wurde auf einem 15%igen SDS-PAGE-Gel analysiert. 
Aktin diente als Ladekontrolle. Modifiziert nach Frei et al. [75]. 



ERGEBNISSE 
 

95 

 

Abbildung 4-24 Repräsentative Aufnahmen der behandlungsinduzierten DNA-Schäden der Zelllinie DU-145. 
DU-145-Zellen wurden mit 100 nM THZ531 und 10 μM Enzalutamid oder 10 µM Abirateron behandelt und mit einer 
unbehandelten Kontrolle (Kontr.) sowie den Einzelbehandlungen der Inhibitoren verglichen. Für die 
Immunfluoreszenzfärbung wurden DU-145-Zellen 72 h nach der Behandlung mit einem Anti-γH2AX-Antikörper 

angefärbt und die DNA mit DAPI gegengefärbt. Repräsentative Z-stack-Aufnahmen der Kontroll- und behandelten 
Zellen mit γH2AX-Foci (rot), DAPI (blau) und der überlagerten Farbkanäle (Merge) sind dargestellt. Jede Aufnahme 
wurde aus fünf Bildern entlang der Z-Achse mittels konfokaler Laser-Scanning-Mikroskopie mit 63-facher 
Vergrößerung aufgenommen (Maßstab = 10 µm). 
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Abbildung 4-25 Repräsentative Aufnahmen der behandlungsinduzierten DNA-Schäden der Zelllinie PC-3. 
PC-3-Zellen wurden mit 100 nM THZ531 und 10 μM Enzalutamid oder 10 µM Abirateron behandelt und mit einer 
unbehandelten Kontrolle (Kontr.) sowie den Einzelbehandlungen der Inhibitoren verglichen. Für die 
Immunfluoreszenzfärbung wurden PC-3-Zellen 72 h nach der Behandlung mit einem Anti-γH2AX-Antikörper 

angefärbt und die DNA mit DAPI gegengefärbt. Repräsentative Z-stack-Aufnahmen der Kontroll- und behandelten 
Zellen mit γH2AX-Foci (rot), DAPI (blau) und der überlagerten Farbkanäle (Merge) sind dargestellt. Jede Aufnahme 
wurde aus fünf Bildern entlang der Z-Achse mittels konfokaler Laser-Scanning-Mikroskopie mit 63-facher 
Vergrößerung aufgenommen (Maßstab = 10 µm). 



ERGEBNISSE 
 

97 

 

Abbildung 4-26 Die kombinierte Behandlung mit THZ531 und Enzalutamid oder Abirateron verursacht die 
Akkumulation von DNA-Schäden in den androgenunabhängigen PCa-Zelllinien. (A-C) DU-145- und PC-3-Zellen 
wurden mit 100 nM THZ531 und 10 μM Enzalutamid oder 10 µM Abirateron behandelt und mit einer unbehandelten 

Kontrolle (Kontr.) sowie den Einzelbehandlungen der Inhibitoren verglichen. Für die Immunfluoreszenzfärbung 
wurden die Zellen 48 h und 72 h nach der Behandlung mit einem Anti-γH2AX-Antikörper angefärbt. (A-B) Der 

prozentuale Anteil γH2AX-positiver Zellen (≥ 5 γH2AX-Foci pro Nukleus) wurde quantifiziert. Dargestellt sind die 

Mittelwerte aus drei unabhängigen Experimenten (n=3± s.d., t-Test, *p < 0,05; Behandlung versus Kontrolle). (C) Die 
Immunblot-Analyse von γH2AX wurde 72 h nach der Behandlung an Gesamtzellextrakten durchgeführt. 30 µg 
Gesamtprotein wurde auf einem 15%igen SDS-PAGE-Gel analysiert. Aktin diente als Ladekontrolle. 
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4.3.2.1  Effekte der kombinierten Behandlung mit THZ531 und der ADT – ex vivo  

Die Erforschung neuer therapeutischer Ansätze für die Behandlung des PCa ist allein durch 

in vitro-Modelle, wie die Zellkultur, nur begrenzt möglich, da diese Modelle die dreidimensionale 

Architektur, die Heterogenität und die Mikroumgebung des Tumors nicht berücksichtigen. Das 

Fehlen dieser Tumormerkmale erschwert die genaue Analyse und Vorhersage des individuellen 

Therapieansprechens eines Patienten [241, 242]. Daher wurde in dieser Arbeit zusätzlich eine 

geeignetere Methode – das ex vivo-Gewebekulturmodell - verwendet, um die Auswirkungen der 

gleichzeitigen Inhibition der CycK-CDK12/CDK13-Komplexe und des AR-Signalwegs an humanem 

PCa-Gewebe zu analysieren.  

Zu diesem Zweck wurde frisches PCa-Gewebe von zwölf Patienten verwendet, die sich einer 

radikalen Prostatektomie unterzogen hatten. Die Tumorgewebsstanze wurde daraufhin in 300 µm 

dicke Schnitte geschnitten, in frischem Medium kultiviert und mit THZ531 und Enzalutamid oder 

Abirateron behandelt. Nach 72 h wurde das Gewebe mit Formalin fixiert, in Paraffin eingebettet 

und anschließend immunhistochemisch analysiert. Alle Tumorproben wurden parallel zur ex vivo-

Kultivierung am Institut für Pathologie der Universitätsmedizin Mainz nach dem neuen 

ISUP 2014/WHO 2016-Grading-System klassifiziert und eingestuft [54, 55]. In Tabelle 4-1 sind die 

klinischen und pathologischen Charakteristika der analysierten Patienten aufgelistet.  

 

Tabelle 4-1 Klinische und pathologische Informationen des Patientenkollektivs des ex vivo-Modells (n=12). 

Tumor Nr. Alter bei Operation TNM-Klassifikation ISUP/WHO-Grading 

1 70 pT3a, pN0, L0, V0, Pn1 3 

2 87 pT1b, pNx, L0, V0, Pn0 3 

3 59 pT3a, pN1, pMx, L0, V0, Pn1 3 

4 61 pT2a, pNx, L0, V0, Pn1 2 

5 85 pT3b, pN1, pMx, L1, V1, Pn1 5 

6 52 pT3b, pN0, L1, V1, Pn1 3 

7 69 pT3b, pN0, L0, V0, Pn1 2 

8 58 pT3b, pN0, L0, V0, Pn1 3 

9 66 pT2c, pN0, L0, V0, Pn1 2 

10 71 pT3a, pN0, L0, V0, Pn1 2 

11 71 pT3a, pN0, L0, V0, Pn1 3 

12 61 pT2c, pN0, L0, V0, Pn1 2 

Modifiziert nach Frei et al. [75]. 
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Zunächst wurde die Proteinexpression von CycK, CDK12 und dem AR anhand des unbehandelten 

und nicht kultivierten PCa-Gewebes für jeden Patienten immunhistochemisch verifiziert. In 

Abbildung 4-27 sind repräsentative Aufnahmen der immunhistochemischen Färbungen der 

genannten Proteine im PCa-Gewebe dargestellt. Die eindeutige und spezifische Immunreaktion 

der verwendeten Antikörper zeigt deutlich, dass das Tumorgewebe sowohl den AR als auch CycK 

und CDK12 exprimiert.  

 

 

Abbildung 4-27 Repräsentative Aufnahmen der immunhistochemischen Färbung für AR, CycK und CDK12 im 
PCa-Gewebe. Dargestellt sind die immunhistochemischen Färbungen von nicht kultiviertem humanem primärem 
PCa-Gewebe, das mit einem Anti-AR-, Anti-CycK- und Anti-CDK12-Antikörper gefärbt wurde (Maßstab = 50 µm). 
Modifiziert nach Frei et al. [75]. 

Um das Therapieansprechen auf die gleichzeitige Inhibition der CycK-CDK12/CDK13-Komplexe 

und des AR-Signalweges zu untersuchen, wurden die Auswirkungen der jeweiligen Behandlung auf 

die Proliferationsfähigkeit und die Induktion des apoptotischen Zelltods im PCa-Gewebe 

analysiert. Dazu wurde eine immunhistochemische Färbung mit dem Proliferationsmarker Ki67 

und der gespaltenen Caspase-3 als Apoptosemarker durchgeführt. Repräsentative Aufnahmen der 

immunhistochemischen Färbungen eines Patienten sind in Abbildung 4-28 A für die Caspase-3-

Spaltung und in Abbildung 4-28 B für Ki67 dargestellt. Hierbei wurde eine positive Färbung der 

Caspase-3-Spaltung im Gewebe, sowohl nach der Behandlung mit THZ531 als auch nach der 

Kombinationsbehandlung mit THZ531 und Enzalutamid oder Abirateron, beobachtet. Im 

Gegensatz dazu konnten in der immunhistochemischen Färbung mit Ki67 nach der kombinierten 

Behandlung weniger Ki67-positive Tumorzellen detektiert werden.  
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Abbildung 4-28 Die kombinierte Behandlung mit THZ531 und Enzalutamid oder Abirateron induziert die 
Caspase-3-Spaltung und vermindert die Ki67-Positivität im ex vivo-Gewebekulturmodell. Frisches humanes 
PCa-Gewebe wurde für 72 h ex vivo in einem Gewebekulturmodell mit 500 nM THZ531 und 10 µM Enzalutamid oder 

10 µM Abirateron behandelt und mit einer unbehandelten Kontrolle (Kontr.) sowie den Einzelbehandlungen der 
Inhibitoren verglichen. Die immunhistochemische Färbung der PCa-Gewebeschnitte wurde nach der Behandlung 
mit einem (A) Anti-aktive (gespaltene) Caspase-3-Antikörper und einem (B) Anti-Ki67-Antikörper durchgeführt. 
Repräsentative Aufnahmen der immunhistochemischen Färbungen sind dargestellt (Maßstab = 50 µm). Modifiziert 

nach Frei et al. [75]. 

Zur Quantifizierung der immunhistochemischen Färbungen von Ki67 und der Caspase-3-Spaltung 

wurden die gefärbten PCa-Gewebeschnitte mit Hilfe der digitalen Bildanalysesoftware QuPath 

ausgewertet [206]. Die individuelle Quantifizierung der gespaltenen Caspase-3 im PCa-Gewebe 

ergab hierbei ein sehr heterogenes Spektrum der Therapieantwort: In den Tumorgeweben 2, 10 

und 11 wurde eine erhöhte Anzahl Caspase-3-positiver Tumorzellen nach den Kombinations-

behandlungen detektiert. Im Gegensatz dazu zeigten beispielsweise die Tumorgewebe 3 und 8 

keine Zunahme an Caspase-3-positiven Tumorzellen, weder nach der alleinigen THZ531- noch 

nach der kombinierten Behandlung mit THZ531 und Enzalutamid oder Abirateron (Abbildung 4-29, 

Abbildung 4-30).  
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Abbildung 4-29 Individuelle Analyse der immunhistochemischen Färbung der gespaltenen Caspase-3 des 
Patientenkollektivs im ex vivo-Gewebekulturmodell (n=12). Frisches humanes PCa-Gewebe wurde für 72 h ex vivo 
in einem Gewebekulturmodell mit 500 nM THZ531 und 10 µM Enzalutamid behandelt und mit einer unbehandelten 
Kontrolle (Kontr.) sowie den Einzelbehandlungen der Inhibitoren verglichen. Die immunhistochemische Färbung 

der PCa-Gewebeschnitte wurde nach der Behandlung mit einem Anti-aktive (gespaltene) Caspase-3-Antikörper 
durchgeführt und mittels digitaler Bildanalysesoftware analysiert. Dargestellt ist der prozentuale Anteil gespaltener 
Caspase-3-positiver Tumorzellen im PCa-Gewebe. Zur Analyse wurden jeweils drei oder vier Tumorgewebeschnitte 

als biologisches Replikat pro Behandlung verwendet (n=3 oder 4± s.d.). Modifiziert nach Frei et al. [75]. 
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Abbildung 4-30 Individuelle Analyse der immunhistochemischen Färbung der gespaltenen Caspase-3 des 

Patientenkollektivs im ex vivo-Gewebekulturmodell (n=6). Frisches humanes PCa-Gewebe wurde für 72 h ex vivo in 
einem Gewebekulturmodell mit 500 nM THZ531 und 10 µM Abirateron behandelt und mit einer unbehandelten 
Kontrolle (Kontr.) sowie den Einzelbehandlungen der Inhibitoren verglichen. Die immunhistochemische Färbung 

der PCa-Gewebeschnitte wurde nach der Behandlung mit einem Anti-aktive (gespaltene) Caspase-3-Antikörper 
durchgeführt und mittels digitaler Bildanalysesoftware analysiert. Dargestellt ist der prozentuale Anteil gespaltener 
Caspase-3-positiver Tumorzellen im PCa-Gewebe. Zur Analyse wurden jeweils drei oder vier Tumorgewebeschnitte 
als biologisches Replikat pro Behandlung verwendet (n=3 oder 4± s.d.). Modifiziert nach Frei et al. [75]. 
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Die Ergebnisse der globalen Analyse der gespaltenen Caspase-3-Färbung im Patientenkollektiv des 

ex vivo-Gewebekulturmodells zeigten eine signifikante Erhöhung apoptotischer Tumorzellen, die 

durch die kombinierte Behandlung von THZ531 und der beiden Antiandrogene verursacht wurde. 

Eine erhöhte Anzahl gespaltener Caspase-3-positiver Tumorzellen wurde sowohl nach der 

alleinigen THZ531-Behandlung als auch nach der Kombination mit THZ531 und Enzalutamid 

(Abbildung 4-31 A) oder Abirateron (Abbildung 4-31 B) beobachtet.  

 

 

Abbildung 4-31 Die kombinierte Behandlung mit THZ531 und Enzalutamid oder Abirateron induziert Apoptose im 
ex vivo-Gewebekulturmodell. Frisches humanes PCa-Gewebe wurde für 72 h ex vivo in einem Gewebekulturmodell 
mit 500 nM THZ531 und 10 µM Enzalutamid (A) oder 10 µM Abirateron (B) behandelt und mit einer unbehandelten 

Kontrolle (Kontr.) sowie den Einzelbehandlungen der Inhibitoren verglichen. Die immunhistochemische Färbung 
der PCa-Gewebeschnitte wurde nach der Behandlung mit einem Anti-aktive (gespaltene) Caspase-3-Antikörper 
durchgeführt und mittels digitaler Bildanalysesoftware analysiert. Die Boxplots zeigen die Quantifizierung des 

prozentualen Anteils aktiver Caspase-3-positiver Tumorzellen von 12 Patienten nach der Kombinationsbehandlung 
mit THZ531 und Enzalutamid (A) und von 6 Patienten nach der Kombinationsbehandlung mit THZ531 und Abirateron 
(B). Jeder Punkt symbolisiert die Mittelwerte aus drei oder vier Tumorgewebeschnitten pro Behandlung jedes 
Patienten (Mittelwerte ± s.d., gepaarter zweiseitiger t-Test oder Wilcoxon signed-rank test, *p < 0,05; **p < 0,01; 

***p < 0,001, ns, nicht signifikant). Modifiziert nach Frei et al. [75]. 

Eine ähnlich heterogene Reaktion hinsichtlich der Proliferationsfähigkeit des PCa-Gewebes wurde 

nach der kombinierten Inhibition der CycK-CDK12/CDK13-Komplexe und des AR-Signalwegs 

beobachtet. In einigen PCa-Gewebeproben (Tumor 3, 6 und 7) wurde nach der Behandlung mit 

THZ531 eine erhöhte Anzahl Ki67-positiver Tumorzellen im Vergleich zum Kontrollgewebe 

festgestellt. Im Gegensatz dazu führte die kombinierte Behandlung mit THZ531 und Enzalutamid 
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oder Abirateron in dem genannten Tumorgewebe zu einer Abnahme des Anteils an Ki67-positiven 

Zellen. Darüber hinaus wurden Tumorgewebe identifiziert, die nur einen sehr geringen Anteil an 

Ki67-positiven Tumorzellen (Tumor 8 und 10) aufwiesen und somit eine geringe 

Proliferationsaktivität zeigten. Die Effekte der kombinierten Behandlung waren in diesen 

Tumorproben ebenfalls weniger ausgeprägt (Abbildung 4-32, Abbildung 4-33). 

 

 

Abbildung 4-32 Individuelle Analyse der immunhistochemischen Färbung von Ki67 des Patientenkollektivs im 
ex vivo-Gewebekulturmodell (n=12). Frisches humanes PCa-Gewebe wurde für 72 h ex vivo in einem Gewebekultur-
modell mit 500 nM THZ531 und 10 µM Enzalutamid behandelt und mit einer unbehandelten Kontrolle (Kontr.) sowie 

den Einzelbehandlungen der Inhibitoren verglichen. Die immunhistochemische Färbung der PCa-Gewebeschnitte 
wurde nach der Behandlung mit einem Anti-Ki67-Antikörper durchgeführt und mittels digitaler Bildanalysesoftware 
analysiert. Dargestellt ist der prozentuale Anteil Ki67-positiver Tumorzellen im PCa-Gewebe. Zur Analyse wurden 
jeweils drei oder vier Tumorgewebeschnitte als biologisches Replikat pro Behandlung verwendet (n=3 oder 4± s.d.). 

Modifiziert nach Frei et al. [75]. 
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Abbildung 4-33 Individuelle Analyse der immunhistochemischen Färbung von Ki67 des Patientenkollektivs im 
ex vivo-Gewebekulturmodell (n=6). Frisches humanes PCa-Gewebe wurde ex vivo in einem Gewebekulturmodell 
mit 500 nM THZ531 und 10 µM Abirateron für 72 h behandelt und mit einer unbehandelten Kontrolle (Kontr.) sowie 

den Einzelbehandlungen der Inhibitoren verglichen. Die immunhistochemische Färbung der PCa-Gewebeschnitte 
wurde nach der Behandlung mit einem Anti-Ki67-Antikörper durchgeführt und mittels digitaler Bildanalysesoftware 
analysiert. Dargestellt ist der prozentuale Anteil Ki67-positiver Tumorzellen im PCa-Gewebe. Zur Analyse wurden 

jeweils drei oder vier Tumorgewebeschnitte als biologisches Replikat pro Behandlung verwendet (n=3 oder 4± s.d.). 
Modifiziert nach Frei et al. [75]. 
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Die Ergebnisse der quantitativen Analyse des gesamten PCa-Gewebekollektivs zeigten eine 

signifikante Reduktion des prozentualen Anteils an Ki67-positiven Tumorzellen nach der 

Kombinationsbehandlung mit THZ531 und Enzalutamid im Vergleich zur alleinigen Behandlung mit 

THZ531 und dem Kontrollgewebe (Abbildung 4-34 A). Analog dazu reduzierte die Kombinations-

behandlung mit THZ531 und Abirateron die Ki67-Positivität, jedoch nicht in einem statistisch 

signifikanten Ausmaß (Abbildung 4-34 B). 

 

 

Abbildung 4-34 Die kombinierte Behandlung mit THZ531 und Enzalutamid oder Abirateron beeinträchtigt die 
Proliferation im ex vivo-Gewebekulturmodell. Frisches humanes PCa-Gewebe wurde für 72 h ex vivo in einem 
Gewebekulturmodell mit 500 nM THZ531 und 10 µM Enzalutamid (A) oder 10 µM Abirateron (B) behandelt und mit 
einer unbehandelten Kontrolle (Kontr.) sowie den Einzelbehandlungen der Inhibitoren verglichen. Die 
immunhistochemische Färbung der PCa-Gewebeschnitte wurde nach der Behandlung mit einem 

Anti-Ki67-Antikörper durchgeführt und mittels digitaler Bildanalysesoftware analysiert. Die Boxplots zeigen die 
Quantifizierung des prozentualen Anteils Ki67-positiver Tumorzellen von 12 Patienten nach der Kombinations-
behandlung mit THZ531 und Enzalutamid (A) und von 6 Patienten nach der Kombinationsbehandlung mit THZ531 
und Abirateron (B). Jeder Punkt symbolisiert die Mittelwerte aus drei oder vier Tumorgewebeschnitten pro 

Behandlung jedes Patienten (Mittelwerte ± s.d., gepaarter zweiseitiger t-Test oder Wilcoxon signed-rank test, 
*p < 0,05; **p < 0,01; ns, nicht signifikant). Modifiziert nach Frei et al. [75]. 
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4.4 Klinische Relevanz des CycK-CDK12-Komplexes im PCa 

In den vorherigen Abschnitten 4.2 und 4.3 wurde die Eignung der CycK-CDK12/CDK13-Komplexe 

als therapeutische Zielstrukturen sowohl als Monotherapie als auch in Kombination mit 

Standardtherapieformen des PCas in vitro und ex vivo untersucht. Die dabei beobachteten 

antitumorigenen Effekte dieser Behandlungen unterstreichen die Notwendigkeit, die klinische 

Bedeutung des CycK-CDK12-Komplexes als prognostischen Biomarker bei PCa-Patienten näher 

zu analysieren. Daher wurde die Expression von CycK und CDK12 immunhistochemisch anhand 

eines PCa-TMAs ermittelt und anschließend mittels Korrelationsanalysen überprüft, ob ein 

Zusammenhang zwischen der CycK- und CDK12-Expression und den verschiedenen klinisch-

pathologischen Merkmalen besteht. 

4.4.1 Etablierung der immunhistochemischen Färbung von CDK12 in Zellpellets 

und Gewebe 

Die Etablierung des Anti-CycK-Antikörpers wurde bereits in einer vorangegangenen Studie 

durchgeführt, sodass dieser direkt für die nachfolgende TMA-Analyse verwendet werden konnte 

[131]. Dagegen wurden die Spezifität und Sensitivität eines Anti-CDK12-Antikörpers zunächst an 

FFPE-Zellpellets getestet. Zur Etablierung des Anti-CDK12-Antikörpers wurden Positiv- und 

Negativkontrollen der PCa-Zellen generiert, um die Antikörperspezifität zu überprüfen sowie 

unspezifische Bindungen und Hintergrundsignale zu identifizieren und zu minimieren. Hierfür 

erfolgte die transiente Transfektion der Zelllinien DU-145, LNCaP und PC-3 mit einer spezifischen 

CDK12-siRNA, während eine unspezifische siRNA als Kontrolle (scram) eingesetzt wurde. Die 

Zellpellets wurden 72 h nach der Transfektion hergestellt und anschließend immunhistochemisch 

mit einem Anti-CDK12-Antikörper gefärbt, um die Spezifität und die optimalen Färbebedingungen 

zu bestimmen. 

In den Kontrollzellen konnte ein sehr intensives immunreaktives Signal für CDK12 beobachtet 

werden. Im Vergleich dazu war die Intensität des CDK12-Signals in den Zellen mit reduzierter 

CDK12-Expression (CDK12 si) deutlich vermindert CDK12 konnte hierbei sehr spezifisch im 

Zellkern detektiert werden. Der Anti-CDK12-Antikörper zeigte somit eine hohe Spezifität für den 

Nachweis von CDK12 in den FFPE-Zellpellets (Abbildung 4-35). 
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Abbildung 4-35 Der Anti-CDK12-Antikörper zeigt ein spezifisches immunreaktives Signal in FFPE-Zellpellets der 
PCa-Zelllinien. DU-145-, LNCaP- und PC-3-Zellen wurden mit 1 nM einer CDK12-siRNA (CDK12 si) oder einer 

unspezifischen Kontroll-siRNA (scram) transfiziert. Für die immunhistochemische Analyse wurden 72 h nach der 
Transfektion FFPE-Zellpellets hergestellt. Die immunhistochemische Färbung der FFPE-Zellepellets wurde mit 
einem Anti-CDK12-Antikörper durchgeführt. Repräsentative Aufnahmen der immunhistochemischen Färbung sind 
dargestellt (Maßstab = 50 µm). Die vergrößerten Ausschnitte zeigen die Lokalisation von CDK12 im Nukleus 

(Maßstab = 10 µm). 
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Im Anschluss daran wurden die Färbebedingungen des Anti-CDK12-Antikörpers an 

FFPE-Gewebeschnitten des TMAs etabliert. Die immunhistochemische Färbung mit dem 

Anti-CDK12-Antikörper erzeugte auch in diesem Fall ein spezifisches Signal, ohne unspezifische 

Hintergrundfärbung des Stromas (Abbildung 4-36). Im Vergleich zu den immunhistochemischen 

Färbungen der Zellpellets wurde im FFPE-Gewebe die CDK12-Expression nicht nur im Nukleus, 

sondern auch im Zytoplasma detektiert. Insofern war der Anti-CDK12-Antikörper für die 

immunhistochemische Analyse der CDK12-Expression im PCa-Gewebe geeignet und konnte in der 

nachfolgenden TMA-Analyse verwendet werden.  

 

 

Abbildung 4-36 Der Anti-CDK12-Antikörper zeigt ein spezifisches immunreaktives Signal im PCa-Gewebe. Die 
immunhistochemische Färbung wurde mit einem Anti-CDK12-Antikörper an Gewebeproben von PCa-Patienten 
durchgeführt. Repräsentative Aufnahmen der immunhistochemischen Färbung von CDK12 sind dargestellt 
(Maßstab = 50 µm). Die vergrößerten Ausschnitte zeigen die Lokalisation von CDK12 in Nukleus und Zytoplasma 

(Maßstab = 20 µm).  
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4.4.2 Evaluierung von CycK und CDK12 als prognostische Biomarker 

Nachdem die Bedingungen der immunhistochemischen Färbung von CycK und CDK12 im 

PCa-Gewebe etabliert waren, wurde der TMA immunhistochemisch mit den entsprechenden 

Antikörpern gefärbt und anschließend ausgewertet. Das TMA-Kollektiv umfasste 1200 Primär-

tumorproben aus jeweils zwei unterschiedlichen und morphologisch repräsentativen 

Geweberegionen von insgesamt 300 PCa-Patienten, die vor der radikalen Prostatektomie keine 

neoadjuvante Therapie erhalten haben. Zusätzlich wurden, sofern verfügbar, sowohl 

Metastasengewebe als auch Gewebe von high-grade PINs in die TMA-Analyse inkludiert. Die 

klinischen und pathologischen Merkmale des Patientenkollektivs sind in Tabelle 4-2 

zusammengefasst. 

Tabelle 4-2 Zusammenfassung der klinischen und pathologischen Daten des TMA-Kollektivs (n=300).  

 n % 
 300 100,0 

Alter bei Diagnose   
≤ 65 114 38,0 
> 65 186 62,0 

ISUP/WHO-Grading    
1 25 8,3 
2 161 53,7 
3 71 23,7 
4 15 5,0 
5 28 9,3 

pT-Stadium   
pT2 177 59,0 
pT3 121 40,3 
pT4 2 0,7 

pN-Stadium   
pN0 230 76,7 
pN1 40 13,3 

pNX 30 10,0 
pM-Stadium   

M0 109 36,3 
M1 2 0,7 

MX  189 63,0 
V, L, Pn   

V0 289 96,3 
V1 11 3,7 

   
L0 276 92,0 
L1 24 8,0 

   
Pn0 65 21,7 
Pn1 235 78,3 

PSA bei Diagnose (ng/ml)    

< 5 32 10,7 

5-10 158 52,7 

11-20 69 23,0 

> 20 41 13,6 

Modifiziert nach Frei et al. [75]. 
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Die immunhistochemische Analyse des TMA-Kollektivs zeigte ein heterogenes Spektrum der 

CycK- und CDK12-Expression, das sowohl im Nukleus und/oder im Zytoplasma des PCa-Gewebes 

detektiert wurde. Die beobachteten Expressionsniveaus reichten hierbei von einer negativen 

(Daten nicht gezeigt) über eine schwache und mittlere bis hin zu einer starken Intensität. 

Repräsentative Regionen dieser unterschiedlichen Expressionslevel von CycK und CDK12 in 

PCa-Tumorcores sind in Abbildung 4-37 und Abbildung 4-38 dargestellt. 

 

 

Abbildung 4-37 Repräsentative Darstellung der unterschiedlichen CycK-Expressionslevel im PCa-TMA. Die 
immunhistochemische Färbung wurde mit einem Anti-CycK-Antikörper am PCa-Gewebe des TMA-Kollektivs 
durchgeführt. Repräsentative Aufnahmen der immunhistochemischen Färbungen einzelner PCa-Gewebecores, die 

eine schwache, mittlere und starke Intensität der CycK-Expression aufweisen, sind dargestellt. Der Maßstab 
entspricht im Gewebecore 200 µm und im vergrößerten Ausschnitt 50 µm. Modifiziert nach Frei et al. [75]. 
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Abbildung 4-38 Repräsentative Darstellung der unterschiedlichen CDK12-Expressionslevel im PCa-TMA. Die 
immunhistochemische Färbung wurde mit einem Anti-CDK12-Antikörper am PCa-Gewebe des TMA-Kollektivs 

durchgeführt. Repräsentative Aufnahmen der immunhistochemischen Färbungen einzelner PCa-Gewebecores, die 
eine schwache, mittlere und starke Intensität der CDK12-Expression aufweisen, sind dargestellt. Der Maßstab 
entspricht im Gewebecore 200 µm und im vergrößerten Ausschnitt 50 µm. Modifiziert nach Frei et al. [75]. 

Vor der softwarebasierten Auswertung des TMAs erfolgte eine manuelle Überprüfung der 

gefärbten und digitalisierten TMA-Präparate. Dabei wurden fehlende und fehlerhafte Cores sowie 

auffällige Artefakte, wie beispielsweise Gewebefalten, identifiziert und von der Analyse 

ausgeschlossen. Die Analyse selbst wurde mit der digitalen Bildanalysesoftware QuPath 

durchgeführt, die über verschiedene Funktionen und Algorithmen verfügt, um Tumor- und 

Stromazellen zu differenzieren sowie die Färbeintensität und den prozentualen Anteil gefärbter 

Tumorzellen zu bestimmen [206]. 

Zu Beginn der Analyse wurden die Tumorzellen mittels QuPath hinsichtlich der Intensität ihrer 

CycK- und CDK12-Färbung in schwach, mittel oder stark positiv kategorisiert (Abbildung 4-37, 

Abbildung 4-38). Die entsprechenden Schwellenwerte wurden manuell festgelegt. Die Auswertung 

wurde unabhängig von der subzellulären Lokalisation von CycK und CDK12 durchgeführt. Auf 

Grundlage der festgelegten Intensitätsschwellenwerte wurde anschließend für jeden Gewebecore 

ein H-Score (H-Score = 0 – 300) berechnet, wie in Abschnitt 3.4.1.2 beschrieben. Dieser Wert 

berücksichtigt sowohl die Intensität der Färbung als auch den prozentualen Anteil positiv-

gefärbter Zellen. Je höher der H-Score eines Gewebecores ist, desto höher sind dementsprechend 

auch die Farbintensität und die Anzahl positiver Zellen. Dies ermöglicht die semiquantitative 

Erfassung der jeweiligen Proteinexpression, wodurch insbesondere die intratumorale 

Heterogenität des TMA-Kollektivs für beide potenziellen Biomarker, CycK und CDK12, bestimmt 

und untersucht werden kann.  
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Um die Eignung von CycK und CDK12 als prognostische Biomarker zu evaluieren, wurde die 

Korrelation der jeweiligen H-Scores mit den folgenden klinisch-pathologischen Merkmalen der 

Patienten des TMA-Kollektivs analysiert: ISUP/WHO-Grading, Tumorausdehnung (pT-Stadium), 

Lymphknotenmetastasierung (pN-Stadium) und der perineuralen Invasion (Pn).  

Die Korrelationsanalyse ergab hierbei, dass erhöhte CycK-Expressionslevel statistisch signifikant 

mit einem höheren ISUP/WHO-Grading (p ≤ 0,001), einer größeren Tumorausdehnung (p ≤ 0,05), 

der Lymphknotenmetastasierung (p ≤ 0,01) und der perineuralen Invasion (p ≤ 0,001) assoziiert 

waren (Abbildung 4-39). Im Gegensatz dazu konnte bei der Korrelationsanalyse der CDK12-

Expression nur eine statistisch signifikante Abnahme der CDK12-Expression in Tumoren mit 

perineuraler Invasion (p ≤ 0,05) festgestellt werden (Abbildung 4-40).  

 

 

Abbildung 4-39 Eine erhöhte Expression von CycK ist mit einem aggressiveren Tumorphänotyp assoziiert. Die 
CycK-Expressionslevel wurden mit den klinisch-pathologischen Merkmalen (ISUP/WHO-Grading, pT-, pN-
Stadium und der perineuralen Invasion (Pn)) der PCa-Patienten verglichen. Die Boxplots zeigen den H-Score von 

CycK, der mit Hilfe der Bildanalysesoftware QuPath berechnet wurde. Jeder Punkt symbolisiert den Mittelwert von 
vier Tumorcores eines jeden Patienten (n=300± s.d., Kruskal-Wallis-Test ***p < 0,001; Mann-Whitney U-Test 
*p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001). Modifiziert nach Frei et al. [75]. 
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Abbildung 4-40 Die CDK12-Expression zeigt keine eindeutige Korrelation mit den klinisch-pathologischen 
Merkmalen. Die CDK12-Expressionenlevel wurde mit den klinisch-pathologischen Merkmalen (ISUP/WHO-

Grading, pT-, pN-Stadium und der perineuralen Invasion (Pn)) der PCa-Patienten verglichen. Die Boxplots zeigen 
den H-Score von CDK12, der mit Hilfe der Bildanalysesoftware QuPath berechnet wurde. Jeder Punkt symbolisiert 
den Mittelwert von vier Tumorcores eines jeden Patienten (n=300± s.d., Kruskal-Wallis-Test ns, nicht signifikant; 

Mann-Whitney U-Test *p < 0,05; ns, nicht signifikant). Modifiziert nach Frei et al. [75]. 

Für die anschließende Dichotomisierung wurde der Median der jeweiligen Expressionslevel von 

CycK und CDK12 als Schwellenwert verwendet. Das TMA-Kollektiv konnte somit basierend auf der 

CycK- und CDK12-Expression in jeweils zwei Gruppen (50 % schwach, 50 % stark) dichotomisiert 

und in Bezug auf die klinisch-pathologischen Charakteristika untersucht werden. Die 

Korrelationsanalyse der CycK-Expression nach der Dichotomisierung zeigte ähnliche 

Assoziationen mit dem ISUP/WHO-Grading (p ≤ 0,001), der Lymphknotenmetastasierung 

(p ≤ 0,01) und der perineuralen Invasion (p ≤ 0,05) (Tabelle 4-3), wie bereits in der vorherigen 

Analyse beobachtet werden konnte Jedoch wurde hier kein statistisch signifikanter 

Zusammenhang zwischen der CycK-Expression und der Tumorausdehnung (pT-Stadium) 

nachgewiesen. Die Analyse der dichotomisierten CDK12-Expressionslevel ergab ebenfalls keine 

Assoziation mit den klinisch-pathologischen Daten (Tabelle 4-3).  
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Tabelle 4-3 Korrelation der CycK- und CDK12-Expression mit den klinisch-pathologischen Merkmalen des 
TMA-Kollektivs (n=300).  

Merkmale 
Anzahl 

der  
Fälle 

CycK-Expression p-Werta CDK12-Expression p-Werta 

   schwach stark  schwach stark  

ISUP/WHO-
Grading  

     ≤ 0,001     0,301 

1 25 14 (56%)  11 (44%)   15 (60%) 10 (40%)  

2 160 93 (58%) 67 (42%)  76 (48%) 84 (52%)  

3 72 34 (47%) 38 (53%)  35 (49%) 37 (51%)  

4 15 5 (33%) 10 (67%)  11 (73%) 4 (27%)  

5 28 4 (14%) 24 (86%)   13 (46%) 15 (54%)   

pT-Stadium      0,24     1 

pT2 177 94 (53%) 83 (47%)  88 (49%) 89 (50%)  

pT3/4 123 56 (45%) 67 (55%)   62 (50%) 61 (49%)   

pN-Stadium      ≤ 0,01     1 

pN0 230 118 (51%) 112 (49%)  113 (49%) 117 (51%)  

pN1 43 12 (28%) 31 (72%)   21 (49%) 22 (51%)   

Pn      ≤ 0,05     0,161 

Pn0  65 42 (65%) 23 (35%)   27 (42%) 38 (58%)   

Pn1 235 108 (46%) 127 (54%)   123 (52%) 112 (48%)   

ap-Werte: Pearson Chi-Quadrat-Test. Modifiziert nach Frei et al. [75]. 

 

Um die Rolle von CycK und CDK12 bei der Entwicklung und Metastasierung des PCas zu 

untersuchen, wurden die H-Scores der immunhistochemischen Färbungen von CycK und CDK12 

sowohl in Gewebecores von Metastasen als auch in high-grade PINs der TMA-Kohorte ermittelt 

und mit den korrespondierenden H-Scores des Primärtumorgewebes der PCa-Patienten 

verglichen. Innerhalb des TMA-Kollektivs konnten 34 Patienten mit Metastasen und 21 Patienten 

mit high-grade PINs analysiert werden. Die klinisch-pathologischen Merkmale der PCa-Patienten 

mit Metastasen sind in Tabelle 4-4 und diejenigen, mit einem high-grade PIN, in Tabelle 4-5 

zusammengefasst. 
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Tabelle 4-4 Zusammenfassung der klinisch-pathologischen Daten der PCa-Patienten des TMA-Kollektivs mit 
Metastasen (n=34). 

  
  

n % 

34 100.0 

ISUP/WHO-Grading      

2 7 21 

3 13 38 

4 2 6 

5 12 35 

pT-Stadium     

pT2 6 18 

pT3/4 28 82 

pN-Stadium     

pN0 3 9 

pN1 30 88 

pNX 1 3 

Pn     

Pn0  1 3 

Pn1 33 97 

 

Tabelle 4-5 Zusammenfassung der klinisch-pathologischen Daten der PCa-Patienten des TMA-Kollektivs mit 
high-grade PINs (n=21). 

  
 n % 

 21 100.0 

ISUP/WHO-Grading   

2 12 57 

3 8 38 

5 1 5 

pT-Stadium   

pT2 12 57 

pT3/4 9 43 

pN-Stadium   

pN0 19 90 

pN1 0 0 

pNX 2 10 

Pn   

Pn0  7 33 

Pn1 14 67 
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Verglichen mit dem korrespondierenden Primärtumorgewebe wurden im Metastasengewebe 

(p ≤ 0,001) sowie in den high-grade PINs (p ≤ 0,001) des TMA-Kollektivs signifikant höhere 

CycK-Expressionslevel festgestellt werden (Abbildung 4-41 A). Die Analyse der CDK12-Expression 

zeigte ebenfalls eine signifikante Zunahme im Metastasengewebe (p ≤ 0,01) im Vergleich zum 

zugehörigen Primärtumorgewebe. In den high-grade PINs konnte zwar ebenfalls eine vermehrte 

CDK12-Expression nachgewiesen werden, jedoch erreichte diese keine statistische Signifikanz 

(Abbildung 4-41 B).  

 

 

Abbildung 4-41 Die CycK- und CDK12-Expression ist in den Metastasen und high-grade PINs des TMA-Kollektivs 
erhöht. Die (A) CycK- und (B) CDK12-Expressionslevel wurden in Metastasen, high-grade PINs und dem zugehörigen 
Primärtumorgewebe analysiert. Die Boxplots zeigen die H-Scores von CycK und CDK12, die mit Hilfe der 
Bildanalysesoftware QuPath berechnet wurden. Jeder Punkt symbolisiert den Mittelwert von zwei Metastasen, 
high-grade PINs und Tumorcores jedes Patienten (Metastasen n=34± s.d., high-grade PINs n=21± s.d., Mann-Whitney 

U-Test **p < 0,01; ***p < 0,001; ns, nicht signifikant). 
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5 DISKUSSION 

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden die funktionellen Auswirkungen der Inhibition der 

CycK-CDK12/CDK13-Komplexe mit THZ531 an PCa-Zelllinien untersucht sowie die zugrunde 

liegenden Mechanismen analysiert. Des Weiteren wurde die Kombination von THZ531 mit einem 

PARP-Inhibitor und zwei Antiandrogenen untersucht, um die potenziellen Effekte einer THZ531-

vermittelten Sensitivierung von PCa-Zellen und -Gewebe gegenüber Standardtherapieformen zu 

ermitteln. Abschließend wurden CycK und CDK12 als mögliche prognostische Faktoren für das PCa 

mit Hilfe einer TMA-Analyse evaluiert. 

5.1 Funktionelle Rolle der CycK-CDK12/CDK13-Komplexe im PCa  

5.1.1 Einfluss der CycK-CDK12/CDK13-Inhibition auf die Phosphorylierung der 

CTD der RNAP II  

In dieser Arbeit wurde die funktionelle Rolle der CycK-CDK12/CDK13-Komplexe an fünf genetisch 

unterschiedlichen PCa-Zelllinien analysiert (Abbildung 4-1, Tabelle 2-2). Hierzu wurde der 

selektive CDK12/CDK13-Inhibitor THZ531 verwendet, der irreversibel die katalytische Enzym-

aktivität von CDK12 und CDK13 inhibiert, indem er kovalent an die Cysteinreste Cys1039 (CDK12) 

und Cys1017 (CDK13) der beiden Kinasen bindet [113]. Frühere Studien haben gezeigt, dass die 

humanen CycK-CDK12/CDK13-Komplexe in vitro bevorzugt Ser2 und Ser5 und in geringerem 

Maße auch Ser7 innerhalb der CTD der RNAP II phosphorylieren [97, 98, 101, 112]. Basierend auf 

diesen Erkenntnissen wurde zur Verifizierung der On-Target-Aktivität bzw. zum Nachweis der 

Inhibitor-Aktivität die Serin-Phosphorylierung der CTD analysiert. Zu diesem Zweck wurden die 

Expressionsniveaus der CTD mit Hilfe von phosphospezifischen Antikörpern (pSer2, pSer5 und 

pSer7) an Gesamtzellextrakten ermittelt. Die kurzzeitige Behandlung mit THZ531 führte in allen 

PCa-Zelllinien zu einer dosisabhängigen Unterdrückung der Phosphorylierung an Ser2. Im 

Gegensatz dazu konnte eine ausgeprägte Verminderung der Expressionsniveaus von pSer5 und 

pSer7 nach der höchsten THZ531-Konzentration (500 nM) beobachtet werden (Abbildung 4-2). Auf 

diese Weise wurde die effektive inhibitorische Aktivität von THZ531 gegenüber den 

CycK-CDK12/CDK13-Komplexen in PCa-Zellen bestätigt. Zudem decken sich diese Daten mit 

früheren Studien, die ebenfalls variierende dosis- und zeitabhängige Auswirkungen der 

CycK-CDK12/CDK13-Inhibition auf die Phosphorylierung von Ser2, Ser5 und Ser7 in 

verschiedenen Tumorzelllinien zeigen konnten [113, 114, 126, 243].  

 

Die Genexpression stellt bei Eukaryonten einen hochkomplexen Prozess dar, der in erster Linie 

durch die RNAP II gesteuert wird. Dabei sind die variierenden und reversiblen Phosphorylierungs-

muster der CTD der RNAP II von zentraler Bedeutung, da sie den Übergang zwischen den 
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einzelnen Phasen der Transkription (Initiation, Elongation und Termination) koordinieren und 

initiieren. Die Initiationsphase wird durch die Phosphorylierung von Ser5 und Ser7 gefördert, die 

durch die Assoziation des CAK-Komplexes, bestehend aus Cyclin H, CDK7 und Mat1, mit dem 

Transkriptionsfaktor TFIIH erfolgt. Mit dem Fortschreiten der Transkription wird Ser5 

dephosphoryliert, während gleichzeitig die Phosphorylierung von Ser2 zunimmt. Die 

Ser2-Phosphorylierung spielt daher eine entscheidende Rolle bei der Elongationsphase und der 

mRNA-Prozessierung. Diese wird unter anderem durch den Cyclin T1-CDK9-Komplex (P-TEFb) 

vermittelt und induziert den Übergang von der Initiationsphase zur produktiven Elongation. Der 

Elongationsprozess der RNAP II wird daraufhin durch das dynamische Phosphorylierungsmuster 

von Ser2, Ser5 und Ser7 gesteuert, das durch die Aktivität der Cyclin T1-CDK9- und 

CycK-CDK12/CDK13-Komplexe aufrechterhalten wird. Zusätzlich tragen diese unterschiedlichen 

Phosphorylierungsmuster zur Rekrutierung von Spleiß-, Chromatinumwandlungs- und 

mRNA-Prozessierungsfaktoren bei. Die Phosphorylierung von Ser2 der CTD ist zudem von 

zentraler Bedeutung für die Bildung des 3'-Endes der prä-mRNA, welches eng an die Termination 

gekoppelt ist. Sobald die RNAP II die kanonischen Polyadenylierungsstellen der prä-mRNA des 

jeweiligen Gens erreicht, wird eine Erhöhung der Ser2-Phosphorylierung der CTD beobachtet, was 

die Rekrutierung von 3'-Endprozessierungsfaktoren initiiert und so die Entstehung eines 

vollständigen prä-mRNA-Transkripts sicherstellt [244-246].  

 

In PCa-Zellen scheint die Ser2-Phosphorylierung besonders spezifisch für die 

CycK-CDK12/CDK13-Komplexe zu sein, da bereits niedrige Konzentrationen (100 nM) von THZ531 

die Phosphorylierung von Ser2 negativ beeinflussen, während die Phosphorylierungsmuster von 

Ser5 und Ser7 unverändert bleiben (Abbildung 4-2). Demnach könnte die beobachtete THZ531-

induzierte Abnahme der Ser2-Phosphorylierung in PCa-Zellen darauf hindeuten, dass vor allem 

der Elongationsprozess beeinträchtig ist. Dies könnte einerseits bedeuten, dass die 

Transkriptionsmaschinerie in der Initiationsphase stagniert, da Ser5 und Ser7 weiterhin 

phosphoryliert werden (Abbildung 4-2), andererseits könnte dies eine fehlerhafte transkriptionelle 

Elongation verursachen, was eine frühzeitige Termination der naszierenden mRNA zur Folge hätte. 

Frühere Studien haben in diesem Zusammenhang gezeigt, dass eine Hemmung der 

CycK-CDK12/CDK13-Komplexe mit genlängenabhängigen Elongationsdefekten assoziiert ist, was 

die letztgenannte Annahme unterstützt. Die CycK-CDK12/CDK13-Inhibition führte dabei zur 

Verkürzung der Transkripte, was durch eine vorzeitige Termination aufgrund einer verlangsamten 

Elongationsrate und einer reduzierten RNA-Prozessivität der RNAP II verursacht wird [113, 114, 

247]. Der vorzeitige Abbruch der Transkription tritt hauptsächlich an intronischen 

Polyadenylierungsstellen auf und nicht an den regulären Polyadenylierungsstellen der prä-mRNA 

des jeweiligen Gens, die normalerweise für die 3'-Endprozessierung genutzt werden. Dies führt 

zur Bildung von verkürzten mRNA-Transkripten [107, 137]. Lange Gene mit einer großen Anzahl an 
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intronischen Polyadenylierungsstellen wie z. B. DNA-Replikations- und DDR-Gene, sind daher 

besonders betroffen [107, 114, 137]. Darüber hinaus konnten Krajewska et al. feststellen, dass die 

CycK-CDK12/CDK13-Inhibition nicht nur zu Elongationsdefekten führt, sondern auch mit einer 

verstärkten Transkriptionsinitiation und einer vermehrten Freigabe der RNAP II aus dem 

Promotor-proximalen-Pausieren stromabwärts des Transkriptionsstartpunktes einhergeht [114]. 

Das Promotor-proximale-Pausieren bezeichnet hierbei das Verharren der RNAP II nach der 

Synthese eines ca. 19 - 22 Nukleotid langen Transkripts stromabwärts des Promotors. Während 

dieser Pause wird durch verschiedene Enzyme eine Cap-Struktur am 5’-Ende der mRNA angefügt. 

Anschließend bewirkt die Phosphorylierung von Ser5 der CTD und anderen Elongationsfaktoren 

die Freisetzung der RNAP II aus dieser Pause. Dieser Schritt ist entscheidend für den Übergang zur 

produktiven Elongation [248]. Daher könnte die vermehrte Induktion dieser transkriptionellen 

Prozesse eine mögliche Erklärung für die unveränderten pSer5- und pSer7-Expresssionslevel nach 

der Behandlung mit THZ531 (500 nM) in PCa-Zellen sein (Abbildung 4-2). In diesem Kontext 

beruhen die detektierten CTD-Phosphorylierungen möglicherweise auf der Aktivität anderer 

Kinasen, wie beispielsweise der TFIIH-assoziierten Kinase CDK7 oder P-TEFb, welche Ser5 und 

Ser7 bevorzugt phosphorylieren [245, 248]. Die Aktivität der genannten Kinasen wird von THZ531 

erst bei einer mittleren inhibitorischen Konzentration (IC50) von 8,5 µM und 10,5 µM inhibiert, was 

bis zu 50-Fach höher ist als die IC50 von CDK12 und CDK13. Daher werden sie bei niedrigen Dosen 

nicht beeinflusst [113]. Da in dieser Arbeit Gesamtzellextrakte verwendet wurden, besteht die 

Möglichkeit, dass eine teilweise redundante oder überlappende Aktivität weiterer Kinasen die 

Interpretation der Immunblot-Daten der CTD-Phosphorylierung beeinflusst haben könnte.  

 

Frühere Studien haben zudem gezeigt, dass hohe THZ531-Konzentrationen (500 nM) in einer 

stärkeren Abnahme der pSer5- bzw. pSer7-Expressionslevel in Lymphom- und hepatozellulären 

Karzinomzellen resultierten, was mit den Analysen dieser Arbeit übereinstimmt [126, 243]. Im 

Gegensatz zu den in dieser Arbeit beobachteten Ergebnissen zeigten niedrige Dosen (100 nM) von 

THZ531 keine Veränderung der CTD-Phosphorylierung, sondern führten erst bei höheren Dosen 

(>200 nM) zu einer Verringerung von pSer2 in Jurkat- und Neuroblastomzellen [113, 114]. Die 

Suppression von CDK12 oder CDK13 zeigte ebenfalls keine signifikanten Veränderungen der 

CTD-Phosphorylierung. Es wurde lediglich eine geringe Reduktion von pSer2 festgestellt, die 

speziell in CDK12-depletierten Zellen beobachtet wurde [97, 100, 111]. Angesichts dieser 

unterschiedlichen Beobachtungen nach Beeinträchtigung der CycK-CDK12/CDK13-Komplexe, 

einschließlich der nahezu vollständigen Unterdrückung der Ser-Phosphorylierung der CTD bei 

500 nM THZ531 in den eigenen Analysen, könnten Letztere vermutlich auf eine vollständige 

Blockade der Kinaseaktivität der Komplexe zurückzuführen sein. Die IC50 von THZ531 für CDK12 

und CDK13 wird in vitro bereits bei 158 nM bzw. 69 nM erreicht, was diese Vermutung unterstützt 

[113]. Zudem ist es denkbar, dass die ausgeprägte Reduktion von pSer2, pSer5 und pSer7 auch durch 
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die duale Inhibition von CDK12 und CDK13 oder durch potenzielle Off-Target-Effekte anderer 

transkriptionsassoziierter Kinasen wie z. B. den JNK-Kinasen erklärt werden könnte [107, 113, 137]. 

Zukünftige Studien sollten daher spezifischere Methoden wie beispielsweise die 

Massenspektrometrie in Verbindung mit selektiveren CDK12- und CDK13-Inhibitoren verwenden, 

um einerseits die Rolle der Kinasen bei der Phosphorylierung der CTD der RNAP II genauer zu 

charakterisieren und andererseits das vorherrschende Phosphorylierungsmuster der 

Heptapeptid-Wiederholungen innerhalb der CTD zu identifizieren [249].  

5.1.2 Einfluss der CycK-CDK12/CDK13-Inhibition auf die Expression von 

DNA-Reparaturgenen, die Induktion von DNA-Schäden und die DDR 

In der Literatur ist bekannt, dass die CycK-CDK12/CDK13-Komplexe eine entscheidende Rolle bei 

der Regulation der Transkription bestimmter Gen-Subgruppen spielen. Durch die 

Phosphorylierung der CTD der RNAP II können die beiden Komplexe direkt die Aktivität der 

RNAP II regulieren und die Transkriptionselongation beeinflussen. Zudem sind die Komplexe in 

der Lage, mit verschiedenen mRNA-Prozessierungsfaktoren oder Spleißfaktoren zu interagieren 

[107, 111, 118]. In dieser Arbeit wurde die spezifische Rolle der CycK-CDK12/CDK13-Komplexe bei 

der Transkription in PCa-Zellen stellvertretend an acht ausgewählten Genen (APEX2, BRCA1, 

FANCI, FANCD2, MDC1, OGG1, PNKP und RFC5) untersucht. Bei der Auswahl der Gene wurde 

berücksichtigt, dass diese in der gegenwärtigen Literatur bereits in Verbindung mit einer 

CycK-CDK12-abhängigen Transkription beschrieben wurden [97, 113, 114]. Darüber hinaus stellen 

diese Gene wesentliche Komponenten der DDR, speziell der DNA-Reparaturmechanismen, dar 

oder sind vereinzelt als Kontrollpunkte direkt an der Regulation des Zellzyklus beteiligt [232-234, 

236, 237]. 

Die Inhibition der CycK-CDK12/CDK13-Komplexe führte sowohl auf mRNA- als auch auf 

Proteinebene zu einer reduzierten Expression der DDR-Gene, wobei diese Reduktion nicht in allen 

PCa-Zelllinien gleichermaßen stark ausgeprägt war (Abbildung 4-8). Somit konnte die regulative 

Rolle der CycK-CDK12/CDK13-Komplexe bei der Transkription dieser Gen-Subgruppe in 

PCa-Zellen verifiziert werden. Gleichzeitig wurde eine THZ531-vermittelte genomische Instabilität 

in PCa-Zelllinien festgestellt, die sich durch das Auftreten von DNA-Schäden in Form von γH2AX-

Foci manifestierte (Abbildung 4-9, Abbildung 4-10). Zudem stimmten diese Ergebnisse mit früheren 

Studien überein, die ebenfalls eine verminderte Expression von DDR-Genen, insbesondere von 

Genen der HR-Reparatur, als Folge einer Beeinträchtigung der CycK-CDK12/CDK13-Komplexe 

feststellen konnten [97, 108, 111, 113, 134]. Darüber hinaus korrelierte die Akkumulation von 

DNA-Schäden in den PCa-Zelllinien mit weiteren Forschungsarbeiten, die einen Anstieg der 

DNA-Schäden in Form von γH2AX- und 53BP1-Foci nach CycK- oder CDK12-Suppression sowie 

nach einer THZ531-Behandlung in anderen Tumorentitäten nachweisen konnten [97, 125]. Analog 
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dazu wurde in CDK12-defizienten Blastozystenzellen der Maus ebenfalls eine Zunahme von 

53BPI-Foci beobachtet, die mit einer Reduktion der DDR-Gene assoziiert war [108]. 

Im Rahmen dieser Expressionsanalyse war besonders auffällig, dass LNCaP-Zellen im Gegensatz 

zu ihrem Derivat C4-2B und den anderen PCa-Zelllinien keine ausgeprägte THZ531-induzierte 

Reduktion der Expression der DDR-Gene zeigten, was nur mit einer geringen Anzahl an 

DNA-Schäden einherging (Abbildung 4-8 – Abbildung 4-10), obwohl die Ser2-Phosphorylierung 

der CTD der RNAP II negativ beeinflusst war (Abbildung 4-2). Diese Resistenz gegenüber THZ531 

in LNCaP-Zellen könnte auf spezifische zelluläre Unterschiede oder genetische Aberrationen 

zurückzuführen sein, die vermutlich nicht durch die THZ531-vermittelten Veränderungen 

beeinflusst werden. Generell unterliegt die Transkription einer Vielzahl an dynamischen 

Prozessen, an denen verschiedene Transkriptionsfaktoren, Chromatinregulatoren, 

Histon-Modifikationen und mRNA-Prozessierungsfaktoren etc. beteiligt sind, die alle einen 

Einfluss auf die Regulation der Genexpression haben [250]. Daher wäre es denkbar, dass in 

LNCaP-Zellen regulative Mechanismen oder die Aktivität bestimmter Faktoren vorherrschen, die 

einer Inhibition der CycK-CDK12/CDK13-abhängigen Genexpression entgegenwirken, sodass 

keine nennenswerten Effekte nachgewiesen werden können.  

In diesem Zusammenhang könnte die Aktivität von Histon-Demethylasen und Methyltransferasen, 

die die epigenetische Regulation der Genexpression durch verschiedene Methylierungszustände 

der Histone beeinflussen, eine Rolle spielen [251]. Ein Verlust der Lysin-Demethylase 5D (KDM5D) 

in PCa-Zellen verursacht epigenetische Modifikationen, die eine vermehrte Zellzyklus-Aktivität, 

erhöhten DNA-Replikationsstress und DNA-Schäden begünstigen und zudem mit aggressiveren 

PCa-Varianten assoziiert sind [252]. Konsistent mit dieser Studie zeigten C4-2B-Zellen, die 

KDM5D nur schwach exprimieren, eine erhöhte Sensitivität gegenüber THZ53 und ein größeres 

Ausmaß an DNA-Schäden (Abbildung 4-10) [253]. Verglichen mit ihrem Derivat wurden in 

LNCaP-Zellen hohe KDM5D-Expressionenlevel nachgewiesen, die möglicherweise eine Erklärung 

für die Resistenz darstellen und der CDK12/CDK13-Inhibition entgegenwirken könnten [253]. 

Ein weiterer potenzieller Faktor, der zur THZ531-Resistenz in LNCaP-Zellen beitragen könnte, ist 

die vermehrte Expression der p21-aktivierenden Kinase 1 (PAK1), da diese in C4-2B-Zellen im 

Vergleich zu LNCaP-Zellen deutlich geringer exprimiert wird [253]. Diese Annahme wird durch die 

beobachtete PAK1-abhängige Reduktion der Expression von Genen gestützt, die an den Fanconi-

Anämie- und BRCA-Signalwegen beteiligt sind, was zu einer beeinträchtigten DNA-Reparatur und 

folglich auch zu einer Sensitivität gegenüber DNA-schädigenden Agenzien führt [254]. Die erhöhte 

PAK1-Expression in LNCaP-Zellen könnte daher den Effekten der CycK-CDK12/CDK13-Inhibition 

gegensteuern und somit eine weitere potenzielle Ursache für die Resistenz gegenüber THZ531 

darstellen. Zusätzlich ist bekannt, dass PAK1 die Transkriptionsaktivität des ARs stimuliert [255], 

der wiederum mit der DDR verknüpft ist und die Expression von DDR-Genen positiv reguliert [238, 

239]. Dies könnte sich ebenfalls auf die Expression der DDR-Gene auswirken und die zelluläre 
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Reaktion auf die CycK-CDK12/CDK13-Inhibition beeinflussen. Weitere Studien sind daher 

notwendig, um sowohl die Rolle von PAK1 als auch KDM5D in Bezug auf die Sensitivität gegenüber 

THZ531 zu untersuchen.  

Angesicht der THZ531-vermittelten Abnahme der DDR-Genexpression in den PCa-Zelllinien wird 

vermutet, dass essenzielle DNA-Reparaturmechanismen nicht mehr in der Lage sind, effizient und 

fehlerfrei zu agieren, was zur Akkumulation von DNA-DSB führt [171]. Hauptverantwortlich dafür 

könnten höchstwahrscheinlich persistierende, nicht reparierte DNA-SSB oder andere 

bulky lesions sein, die aufgrund einer defekten BER, MMR oder NER nicht mehr repariert werden 

können [166, 168, 169]. Während der S-Phase verursachen diese Schäden bei einer Kollision mit 

DNA-Replikationsgabeln die Bildung von DNA-DSB [170]. Besonders kritisch ist in diesem Kontext 

eine beeinträchtigte HR-Reparatur, die dazu führt, dass DNA-DSB nicht mehr fehlerfrei behoben 

werden können und sich somit Mutationen nach jeder weiteren Zellzyklusrunde in der Zelle 

anhäufen [172, 178]. Eine dysfunktionale HR-Reparatur wird häufig in Tumorzellen mit 

CDK12-Mutationen oder nach der Suppression bzw. Inhibition der CycK-CDK12/CDK13-Komplexe 

beobachtet, was mit einer verringerten Expression essenzieller HR-Gene wie BRCA1, FANCI und 

FANCD2 einhergeht und mit den Daten dieser Arbeit (Abbildung 4-8) übereinstimmt [97, 125, 137]. 

Defekte der DNA-DSB-Reparaturmechanismen können daher schwerwiegende Genom-

mutationen oder Chromosomenumlagerungen verursachen, die zur Erhöhung der genomischen 

Instabilität beitragen. Dies äußert sich beispielsweise in Form von Tandemduplikationen, die 

bereits gehäuft bei Prostata- und Ovarialkarzinomen mit CDK12-Mutationen beobachtet wurden 

[139, 141, 256]. 

In Abhängigkeit von Art und Umfang der DNA-Läsion entscheidet das komplexe System der DDR 

über das Schicksal der Zelle, indem es die entsprechende Signalkaskade zur Aktivierung der 

Zellzykluskontrollpunkt-Kinasen CHK1 und CHK2 initiiert [151]. In dieser Arbeit wurde nach der 

CycK-CDK12/CDK13-Inhibition zunächst eine Reaktion auf DNA-SSB beobachtet, die durch eine 

erhöhte Proteinexpression von pCHK1 gekennzeichnet war. Daraufhin folgte ein zeitlich 

verzögerter Anstieg der pCHK2-Expression, was auf die Anwesenheit von DNA-DSB hinweist 

(Abbildung 4-11). Demnach wird vermutet, dass die THZ531-bedingte zeitversetzte Aktivierung der 

beiden DDR-Signalwege ATM-CHK2 (DNA-DSB) und ATR-CHK1 (DNA-SSB) auf eine sukzessive 

Entstehung von DNA-DSB hinweist, was die zuvor dargestellte Theorie stützen könnte. In dieser 

Analyse fiel besonders die verringerte Proteinexpression von CHK1 in LAPC4-Zellen nach der 

CycK-CDK12/CDK13-Inhibition auf (Abbildung 4-11). Eine mögliche Erklärung hierfür könnte die 

von Choi et al. beschriebene CDK12-abhängige Translation der CHK1 sein, die durch THZ531 

speziell in der Zelllinie LAPC4 beeinträchtigt sein könnte [121]. Zusammenfassend heben diese 

Ergebnisse die funktionelle Rolle der CycK-CDK12/CDK13-Komplexe als Transkriptions-

regulatoren der Expression von DDR- und DNA-Reparaturgenen im PCa hervor, was für die 

Erhaltung der genomischen Stabilität von großer Bedeutung ist [97, 108].  
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5.1.3 Zelllinienabhängige Auswirkungen der CycK-CDK12/CDK13-Inhibition auf 

die Proliferation und das Überleben  

Im Rahmen dieser Arbeit konnten unterschiedliche Auswirkungen der CycK-CDK12/CDK13-

Inhibition beobachtet werden, die in Abhängigkeit von der jeweiligen PCa-Zelllinie zu teils 

erheblichen Veränderungen der Zellviabilität und des Überlebens führten. Die Behandlung mit 

THZ531 löste in den Zelllinien DU-145 und C4-2B die Induktion des apoptotischen Zelltodes aus 

(Abbildung 4-4), während sie in PC-3- und LAPC4-Zellen einen Stillstand des Zellzyklus in der 

G2/M-Phase verursachte (Abbildung 4-5). Konträr zu den anderen PCa-Zelllinien erwiesen sich 

LNCaP-Zellen als resistent gegenüber THZ531, sodass keine behandlungsinduzierten Effekte 

festgestellt werden konnten (Abbildung 4-3 - Abbildung 4-5). Des Weiteren konnte die anti-

tumorigene Wirkung von THZ531 ebenfalls in Tumorxenografts des CAM-Modells nachgewiesen 

werden. Die THZ531-Behandlung führte hier zu einer Abnahme der Tumorviabilität, die mit einer 

gesteigerten Apoptoserate einherging (Abbildung 4-6, Abbildung 4-7). Diese Ergebnisse 

verdeutlichen das antineoplastische Potenzial der CycK-CDK12/CDK13-Inhibition sowohl in 

PCa-Zellen als auch in Tumorxenografts des CAM-Modells und stimmen zudem mit anderen 

Studien überein, die vergleichbare Effekte nach einer gezielten Beeinträchtigung von CycK oder 

CDK12 beschrieben haben: Schecher et al. konnten beispielsweise zeigen, dass die 

siRNA-vermittelte Suppression von CycK in DU-145-Zellen Apoptose induzierte [131]. Zudem löste 

THZ531 in Jurkat- und hepatozellulären Karzinomzelllinien starke anti-proliferative Effekte aus 

und bewirkte ebenfalls die Induktion des apoptotischen Zelltods [113, 126]. Weiterhin stellten 

Blazek et al. fest, dass eine siRNA-bedingte Reduktion von CycK oder CDK12 in Zervixkarzinom-

zelllinien zur Akkumulation von Zellen in der G2/M-Phase führt [97]. Analog dazu konnte eine 

Anreicherung von Zellen in der G2/M-Phase des Zellzyklus nach CycK-Suppression in PCa-Zellen 

nachgewiesen werden [131].  

 

Angesichts der unterschiedlichen Reaktionen der PCa-Zelllinien auf die Inhibition der 

CycK-CDK12/CDK13-Komplexe stellt sich die Frage, welche Mechanismen oder Faktoren 

letztendlich darüber entscheiden, ob eine Zelle weiter proliferiert, einen Stillstand im Zellzyklus 

herbeiführt oder den programmierten Zelltod auslöst. In diesem Zusammenhang scheinen das 

genomische Profil der PCa-Zelllinien (Abbildung 4-1, Tabelle 2-2) sowie das Ausmaß der durch die 

THZ531-Behandlung hervorgerufenen DNA-Schäden eine wesentliche Rolle zu spielen. Die 

Festlegung des Zellschicksals wird durch eine Vielzahl an Regulatoren der Zellzyklusmaschinerie 

vermittelt, welche verschiedene intrazelluläre Signalwege aktivieren und somit auf diverse externe 

(z. B. ionisierende Strahlung) und interne Stimuli (z. B. DNA-Schäden) reagieren. Bei diesem 

Prozess sind Proteine involviert, die eine funktionelle Doppelrolle besitzen und sowohl Apoptose 

als auch die Progression des Zellzyklus kontrollieren können [257]. Zu diesen Proteinen gehört der 
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Tumorsuppressor p53, dessen Aktivierung durch die schadensabhängigen DDR-Signalwege 

ATM-CHK2 und ATR-CHK1 erfolgt. Dies führt zu seiner Stabilisierung und Anreicherung im 

Zellkern, wo er als Transkriptionsfaktor agiert. Abhängig vom Umfang der DNA-Schäden bindet 

p53 entweder mit hoher Affinität an die Promotoren von Genen, die mit dem Zellzyklusarrest 

verknüpft sind, oder mit niedriger Affinität an die Promotoren pro-apoptotischer Gene [153, 258]. 

Demnach vermittelt p53 einerseits die Hochregulation seiner Zielgene wie dem CDK-Inhibitor p21, 

der über die Hemmung von Cyclin D-CDK4/CDK6 und Cyclin E-CDK6 den Zellzyklus arretiert. 

Andererseits induziert p53 die Apoptose durch die Expression pro-apoptotischer Gene (z. B. Puma, 

Bax und Noxa) oder durch die direkte Bindung an anti-apoptotische Proteine (Bcl-2, Bcl-XL und 

Mcl-1), wodurch ihre Aktivität beeinträchtigt und es indirekt zur Apoptoseinduktion kommt [259]. 

Ein weiteres Protein, das als negativer Regulator der PI3K/AKT-Signaltransduktion fungiert und 

sowohl Apoptose auslösen als auch das Zellwachstum kontrollieren kann, ist der Tumorsuppressor 

PTEN [260]. PTEN ist zudem in der Lage, mit p53 zu interagieren. Eine verstärkte PTEN-Expression 

kann beispielsweise AKT und MDM2 hemmen, was die p53-Level erhöht und dadurch einen 

G2/M-Phasenarrest und Apoptose verursacht [261]. Im Gegensatz dazu kann die Aktivierung von 

Akt durch die Überexpression einer konstitutiv aktivierten Form oder durch einen PTEN-Verlust 

den G2/M-Zellzykluskontrollpunkt überwinden, der durch DNA-Schäden aktiviert wird [262].  

In Bezug auf die funktionelle Doppelrolle von p53 und PTEN führen genomische Aberrationen, 

Mutationen oder ein Funktionsverlust dieser Gene zu einer Dysregulation oder zu Defekten in den 

Regulationsmechanismen der Proliferation und der Apoptose. Veränderungen dieser Art werden 

häufig im CRPC beobachtet und mit einer Apoptoseresistenz assoziiert, was möglicherweise die 

zelllinienabhängigen Unterschiede in der Apoptoseinduktion und dem Zellzyklusarrest erklären 

könnte [27, 78, 263]. Diese Annahme konnte jedoch nicht bestätigt werden, da keine offensichtliche 

Korrelation zwischen dem Mutations- oder Wildtyp-Status dieser Gene in den PCa-Zelllinien 

(Tabelle 2-2, Abbildung 4-1) und den THZ531-vermittelten Effekten festgestellt werden konnte. 

Zusätzliche Studien sind demnach notwendig, um die Beteiligung weiterer Faktoren zu ermitteln, 

die für die heterogenen Reaktionen der PCa-Zelllinien nach der Behandlung mit THZ531 

verantwortlich sein könnten. Eine Analyse von Mutationen in Zellzykluskontrollpunkten, pro- oder 

anti-apoptotischen Faktoren wie p21, Bcl-2, XIAP und Survivin sowie des p53-Antagonisten MDM2 

wäre hier besonders interessant [200, 202, 263]. Ergänzend dazu konnte eine erhöhte Bcl-2- und 

Bcl-XL-Expression in PC-3-Zellen bereits als potenzieller Vermittler der Apoptoseresistenz 

gegenüber verschiedenen Wirkstoffen identifiziert werden, was jedoch in der vorliegenden Arbeit 

nicht näher untersucht wurde [264, 265].  
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Eine weitere mögliche Erklärung für die unterschiedlichen THZ531-induzierten Auswirkungen auf 

PCa-Zelllinien könnte das Vorkommen von Mutationen oder epigenetischen Modifikationen in 

essenziellen Signalwegen der DNA-Reparaturmaschinerie sein [21, 78]. Ein Vergleich der 

genomischen Profile von PC-3- und DU-145-Zellen (freizugängliche Datensätze der Zelllinien 

wurden beim Cancer Dependency Map Portal, https://depmap.org/portal, abgerufen) ergab, dass 

PC-3-Zellen keine Mutationen in essenziellen DDR-Genen wie BRCA1/2, RAD50 und XRCC1 

aufweisen, während in DU-145-Zellen Mutationen in den genannten sowie weiteren DDR-Genen 

gefunden wurden [75, 266, 267]. Dies deutet darauf hin, dass die durch THZ531 hervorgerufenen 

Effekte vermutlich auf eine unterschiedliche Effektivität der DNA-Reparaturmechanismen, speziell 

der HR-Reparatur, zurückzuführen sein könnten. Eine dysfunktionale DNA-Reparaturmaschinerie 

in DU-145-Zellen könnte dazu führen, dass die THZ531-bedingten DNA-Schäden nicht mehr 

repariert werden können, was möglicherweise den apoptotische Zelltod auslöst [152, 184].  

 

Darüber hinaus könnte der in den Zelllinien PC-3 und LAPC4 festgestellte Zellzyklusarrests 

(Abbildung 4-5) einen alternativen Überlebensmechanismus darstellen, um der Apoptoseinduktion 

zu entgehen, obwohl diese Zellen nach der THZ531-Behandlung die stärkste Reduktion der 

Expression der DNA-Reparaturgene aufwiesen (Abbildung 4-8). Da endogene DNA-Schäden häufig 

replikationsabhängig entstehen, könnte der Stillstand des Zellzyklus verhindern, dass sich neue 

schwerwiegendere DNA-Schäden ansammeln. Zukünftige Forschungsarbeiten, die die Gründe für 

die heterogenen Effekte der CycK-CDK12/CDK13-Inhibition in PCa-Zellen untersuchen, könnten 

dazu beitragen, die Wirksamkeit dieser neuen Behandlungsstrategie zu optimieren. Demnach 

könnte die Analyse der zugrunde liegenden Mechanismen zu einer gezielteren Anwendung bei den 

entsprechenden PCa-Formen führen, die durch spezifische molekulare Veränderungen 

charakterisiert sind und daher sensitiver auf eine Inhibition der CycK-CDK12/CDK13-Komplexe 

reagieren.   
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5.2 Bedeutung der divergenten Funktionen von CDK12 und CDK13 für die 

antitumorigene Wirkung von THZ531  

In der vorliegenden Arbeit stellt sich durch die Anwendung des dualen CDK12/CDK13-Inhibitors 

THZ531 die Frage, ob die beobachteten pro-apoptotischen und anti-proliferativen Effekte in 

PCa-Zellen (Abschnitt 4.2) primär auf die Hemmung der Aktivität des CycK-CDK12-Komplexes, des 

CycK-CDK13-Komplexes oder auf eine Wechselwirkung beider Komplexe zurückzuführen sind. 

Obwohl CDK12 und CDK13 zwei evolutionär verwandte Kinasen sind, die eine hohe Sequenz- und 

strukturelle Ähnlichkeit aufweisen und beide mit CycK zu einem Komplex assoziieren sowie als 

CTD-Kinase fungieren, wurden in einigen Studien funktionelle Unterschiede festgestellt. Diese 

spezifischen CDK-abhängigen Unterschiede könnten möglicherweise entscheidende Erkenntnisse 

liefern, um die Rolle der jeweiligen Kinasen mit den in dieser Arbeit beobachteten Auswirkungen 

des CDK12/CDK13-Inhibitors in Verbindung zu bringen. Besonders hervorgehoben wird in diesen 

Publikationen die selektive CDK-abhängige Regulation bestimmter Gen-Subgruppen während der 

Transkription. In diesem Kontext zeigten eigene Genexpressionsanalysen eine THZ531-vermittelte 

Reduktion der DDR-Gene (Abbildung 4-8), was mit der in der Literatur beschriebenen 

transkriptionellen Aktivität des CycK-CDK12-Komplexes korreliert: Während der CycK-CDK12-

Komplex hauptsächlich die Expression von Genen reguliert, die an der DDR, DNA-Reparatur und 

DNA-Replikation beteiligt sind [97, 113-115, 137], kontrolliert der CycK-CDK13-Komplex Gene, die 

an posttranskriptionellen Modifikationen der rRNA, verschiedenen extrazellulären und 

wachstumsfördernden Signalwegen oder dem mitochondrialen Energiestoffwechsel involviert 

sind [101, 111, 114]. 

 

Weitere Studien an CycK-, CDK12- und CDK13-defizienten Mäusen konnten zudem zeigen, dass 

die genannten Kinasen bzw. CycK eine wesentliche Rolle in der Embryonalentwicklung spielen, die 

sich jedoch unterschiedlich manifestiert. Obwohl eine vollständige Inaktivierung sowohl von 

CDK12 als auch von CDK13 in vivo zu einer embryonalen Letalität führt, unterscheiden sich die 

zugrunde liegenden Ursachen dieser Letalität. Im Gegensatz zu CDK13-defizienten Mäusen, die 

erst im späten Stadium der Embryogenese (Tag 16,5) aufgrund einer fehlerhaften Entwicklung 

mehrerer Organe und Gewebestrukturen sterben [109], resultiert die genetische Inaktivierung von 

CDK12 in einer früheren Sterblichkeit im Blastozystenstadium. Diese frühe Letalität ist auf eine 

fehlerhafte Expression von DNA-Reparaturgenen zurückzuführen, was eine genomische 

Instabilität verursacht [108]. In CycK-defizienten Mäusen tritt dieser letale Phänotyp im 

Blastozystenstadium ebenfalls auf [97]. 

Neben ihrer zentralen Funktion bei der Transkription wurde den CycK-CDK12/CDK13-Komplexen 

auch eine wesentliche regulatorische Rolle bei der Translation zugeschrieben. Eine kürzlich 

veröffentlichte Studie konnte zeigen, dass CDK13 die Translation durch direkte Phosphorylierung 



DISKUSSION 
 

128 

von 4E-BP1 reguliert, was speziell die Proteinexpressionsspiegel von MYC beeinflusst [122]. 

Darüber hinaus konnten Choi et al. feststellen, dass der Cyck-CDK12-Komplex die Translation von 

mTORC1-abhängigen mRNAs koordiniert, die für die mitotische Chromosomenstabilität 

unerlässlich sind. Die Suppression von CycK und CDK12 führte in diesem Zusammenhang zu 

schweren chromosomalen Fehlanordnungen und mitotischen Defekten [121]. Gleichermaßen 

induzierte die Suppression von CycK in PCa-Zellen eine Aurora-Kinase B-abhängige mitotische 

Katastrophe, die Apoptose auslöste [131]. Da eine mitotischen Katastrophe auch als Folge von 

DNA-Schäden auftreten kann, die in eigenen Analysen nach der Behandlung mit THZ531 in den 

PCa-Zelllinien detektiert wurden (Abbildung 4-9, Abbildung 4-10), sind diese Effekte vermutlich 

auf die Inhibition des CycK-CDK12-Komplexes zurückzuführen [268]. 

 

Im Rahmen dieser Arbeit konnte ebenfalls gezeigt werden, dass die CycK-CDK12/CDK13-

Inhibition in einigen PCa-Zelllinien einen G2/M-Phasenarrest verursachte (Abbildung 4-5). 

Verschiedene Forschungsarbeiten deuten darauf hin, dass diese zelluläre Reaktion ebenfalls der 

Hemmung des CycK-CDK12-Komplexes zuzuschreiben ist: Chirackal Manavalan et al. 

identifizierten die CDK12-vermittelte RNAP II-Prozessivität als geschwindigkeitsbestimmenden 

Faktor für den Eintritt in die S-Phase und der Zellproliferation [137]. Ferner wurde eine 

CycK-CDK12-vermittelte Phosphorylierung von Cyclin E1 beschrieben, die die Assemblierung des 

prä-Replikationskomplexes in der G1-Phase reguliert, was eine Voraussetzung für die 

DNA-Replikation und eine kontinuierliche Zellproliferation darstellt [129].  

 

Aufgrund dieser Studien wird daher vermutet, dass die in der vorliegenden Arbeit beobachteten 

THZ531-vermittelten Effekte primär eine Folge der Inhibition des CycK-CDK12-Komplexes sein 

könnten. Allerdings besteht auch die Möglichkeit, dass die duale CDK12/CDK13-Inhibition durch 

THZ531 ein erhebliches antineoplastisches Potenzial besitzen könnte, da bei der gleichzeitigen 

Hemmung der beiden Komplexe größere Effekte auf die Genexpression beobachtet wurden [114, 

118, 247, 269]. Verglichen mit den moderaten Effekten, die durch eine alleinige CDK12- oder 

CDK13-Inhibition hervorgerufen wurden, reduziert THZ531 die Phosphorylierung der CTD, 

verringert die globale RNAP II-Prozessivität und verlangsamt die Elongationsgeschwindigkeit, was 

zu Elongationsdefekten führt. Diese Daten deuten auf eine mögliche funktionelle Redundanz oder 

eine kooperative Wirkungsweise von CDK12 und CDK13 als Regulatoren der RNAP II-Prozessivität 

und Elongation hin [94, 247]. Zukünftige Studien sollten daher sowohl die unabhängigen 

regulatorischen Funktionen der Kinasen unter Einsatz spezifischer Inhibitoren, siRNAs oder der 

CRISPR-Cas-Technologie als auch die Interaktionen zwischen den beiden Kinasen in PCa-Zellen 

weiter erforschen [137]. Diese Erkenntnisse könnten dazu beitragen, die selektive Hemmung und 

parallele Inhibition der CycK-CDK12/CDK13-Komplexe für die zielgerichtete therapeutische 

Anwendung bei malignen Erkrankungen zu optimieren.  
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5.3 Eignung der CycK-CDK12/CDK13-Komplexe als therapeutische 

Zielstrukturen in Kombination mit Standardtherapieformen des PCa 

5.3.1 Inhibition der CycK-CDK12/CDK13-Komplexe sensitiviert PCa-Zellen für 

Olaparib 

In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass die Behandlung der PCa-Zelllinien mit THZ531 zu einer 

Reduktion der BRCA1-Expression und zur Anhäufung von DNA-Schäden führte, was auf eine 

mögliche dysfunktionale HR-Reparatur hinweist (Abschnitt 4.2.4.1). Basierend auf diesen 

Ergebnissen wurde daraufhin analysiert, ob THZ531 in Kombination mit dem PARP1-Inhibitor 

Olaparib eine synthetische Letalität in PCa-Zelllinien hervorruft. Dabei wurde festgestellt, dass die 

gleichzeitige Behandlung mit THZ531 und Olaparib lediglich in der Zelllinie LNCaP einen 

synergistischen Effekt erzeugte, der durch eine deutliche Zunahme der Apoptoserate 

gekennzeichnet war (Abbildung 4-12). Diese Beobachtung war unerwartet, da sich LNCaP-Zellen 

in vorangegangenen Analysen als resistent gegenüber THZ531 erwiesen hatten (Abbildung 4-3, 

Abbildung 4-4). In DU-145- und C4-2B-Zellen verursachte die kombinierte Behandlung eine 

erhöhte Apoptoserate. Im Gegensatz dazu konnten nur geringe bzw. keine Effekte in den Zelllinien 

LAPC4 und PC-3 nach der Kombinationsbehandlung mit THZ531 und Olaparib beobachtet werden 

(Abbildung 4-12). Diese Ergebnisse sind teilweise konsistent mit früheren Studien, in denen die 

Induktion eines synergistischen Zelltods als Folge der kombinierten Behandlung aus THZ531 und 

Olaparib in Myelom- und Ewing-Sarkomzelllinien nachgewiesen werden konnte [124, 125]. 

 

In den Zelllinien LAPC4 und PC-3 könnte das Ausbleiben einer Reaktion auf die kombinierte 

Behandlung mit THZ531 und Olaparib höchstwahrscheinlich auf den THZ531-induzierten 

G2/M-Phasenarrest zurückzuführen sein (Abbildung 4-5). Dieser Arrest unterbindet den 

vollständigen Ablauf des Zellzyklus, einschließlich der DNA-Replikation, die für die synergistische 

Zytotoxizität von Olaparib erforderlich ist. Die Wirksamkeit von Olaparib beruht in der Regel 

darauf, dass DNA-Replikationsgabeln in replizierenden Zellen mit PARP1-DNA-Addukten oder 

DNA-SSB kollidieren, wodurch DNA-DSB akkumuliert werden, die aufgrund einer defekten 

HR-Reparatur nicht mehr behoben werden können [270]. Zukünftige in vitro-Analysen, die 

Zellzykluskontrollpunkt-Inhibitoren in Kombination mit THZ531 einsetzen, könnten klären, ob der 

durch THZ531 verursachte Zellzyklusarrest in PC-3- und LAPC4-Zellen aufgehoben oder 

umgangen werden kann und dadurch möglicherweise die Apoptose ausgelöst wird [271, 272]. 
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Ferner besteht die Möglichkeit, dass die unveränderte BRCA1-Proteinexpression in PC-3-Zellen 

nach der Inhibition der CycK-CDK12/CDK13-Komplexe (Abbildung 4-8 F) ein potenzieller Grund 

für die fehlende Reaktion auf die Kombinationsbehandlung sein könnte, da die 

HR-Reparaturmaschinerie dadurch wahrscheinlich weiterhin intakt war. Im Vergleich dazu 

zeigten DU-145-Zellen mit ähnlich unveränderter BRCA1-Proteinexpression (Abbildung 4-8 F), 

jedoch einen verstärkten Effekt der Apoptoseinduktion als Folge der Kombinationsbehandlung mit 

THZ531 und Olaparib (Abbildung 4-12). Dies könnte vermutlich auf die in DU-145-Zellen 

vorherrschenden Mutationen in den BRCA1/2- und anderen DDR-Genen zurückzuführen sein, die 

die HR-Reparatur zusätzlich beeinträchtigen und diese Zelllinie dadurch anfälliger für 

PARP-Inhibitoren machen könnten [266, 267].  

Generell war die THZ531-bedingte Reduktion der BRCA1-Expression auf Proteinebene bei den 

androgensensitiven Zellen im Vergleich zu den androgenunabhängigen DU-145- und PC-3-Zellen 

deutlich stärker ausgeprägt (Abbildung 4-8 F). Feiersinger et al. konnten in diesem Kontext ein 

mutiertes BRCA2-Gen in LNCaP-Zellen identifizieren, was dieser Zelllinie möglicherweise eine 

erhöhte Sensitivität gegenüber PARP-Inhibitoren verleihen könnte [266]. Das Zusammenspiel 

einer BRCA2-Mutation mit der THZ531-vermittelten Reduktion der BRCA1-Expression könnte 

daher den beobachteten synergistischen Effekt in LNCaP-Zellen nach der Kombinations-

behandlung erklären. In ähnlicher Weise könnte dies auch auf ihr Derivat, die Zelllinie C4-2B, 

zutreffen, die ebenfalls eine erhöhte Apoptoserate nach der kombinierten Behandlung aufwies 

(Abbildung 4-12). Allerdings sind weitere Untersuchungen notwendig, die die Konsequenzen der 

Kombinationsbehandlung auch auf molekularer Ebene untersuchen und die Zellen hinsichtlich der 

veränderten Reparaturmaschinerie und DNA-Schäden analysieren, um schließlich klären zu 

können, warum hier ein unterschiedliches Therapieansprechen beobachtet wurde. 
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5.3.2 Inhibition der CycK-CDK12/CDK13-Komplexe erhöht die Effektivität der 

ADT in PCa-Zellen und im -Gewebe 

5.3.2.1 Funktionelle Effekte der Kombinationsbehandlung in AR-positiven Zelllinien 

Die gleichzeitige Inhibition der CycK-CDK12/CDK13-Komplexe und des ARs bzw. der 

Androgensynthese verursachte in den androgensensitiven PCa-Zelllinien verstärkte zelluläre 

Auswirkungen. In der Zelllinie LNCaP löste die Kombinationsbehandlung mit THZ531 und 

Enzalutamid bzw. Abirateron die Apoptose aus, während sie in C4-2B- und LAPC4-Zellen zu einer 

unterschiedlich starken Zunahme der Apoptoserate führte (Abbildung 4-14, Abbildung 4-15). Diese 

Ergebnisse waren konsistent mit einer früheren Studie von Lei et al., die ebenfalls eine erhöhte 

Anzahl apoptotischer Zellen nach der kombinierten Behandlung mit THZ531 und Enzalutamid in 

PCa-Zellen feststellten [273]. Im Vergleich zur Kombinationsbehandlung zeigten die PCa-Zellen 

nach der Einzelbehandlung mit Enzalutamid oder Abirateron keine Apoptoseinduktion.  

Als mögliche Ursache der gesteigerten Apoptoserate bzw. der Apoptoseinduktion könnte die 

deutlich reduzierte DDR-Genexpression nach der Kombinationsbehandlung vermutet werden 

(Abbildung 4-16, Abbildung 4-17), die zudem mit einer erhöhten Anzahl an DNA-Schäden 

einherging (Abbildung 4-20 – Abbildung 4-23). Im Gegensatz dazu führten die Einzelbehandlungen 

mit Enzalutamid oder Abirateron nur zu marginalen Expressionsunterschieden der untersuchten 

DDR-Gene (Abbildung 4-16, Abbildung 4-17). Diese Ergebnisse stimmen daher nur teilweise mit der 

Studie von Li et al. überein, in der eine Enzalutamid-bedingte Verminderung von HR-assoziierten 

Genen, wie beispielsweise BRCA1, in LNCaP-Zellen identifiziert wurde [274]. Die geringfügigen 

Abweichungen in den Beobachtungen könnten wahrscheinlich auf die Verwendung verschiedener 

Inhibitorkonzentrationen oder Inkubationszeiten zurückzuführen sein.  

Darüber hinaus existieren bereits mehrere Studien, die eine Interaktion zwischen der 

AR-Signaltransduktion und der DNA-Reparatur bzw. der DDR aufzeigen. In diesem 

Zusammenhang kann der AR einerseits als Reaktion auf DNA-Schäden die Expression von 

DDR-Genen transkriptionell hochregulieren [238-240], andererseits zeigten weitere Studien, dass 

nicht nur der AR selbst die Transkription dieser Gene steuern kann, sondern dessen Aktivität auch 

von einigen DDR-Faktoren beeinflusst wird. Beispielsweise können Proteine wie PARP1, Ku70, 

Ku80 und BRCA1 direkt mit dem AR interagieren und so seine Transkriptionsaktivität verstärken 

[275-277]. Im Gegensatz dazu verhindert die Bindung von RAD9A an die LBD die AR-Aktivität [278]. 

Diese Erkenntnisse deuten darauf hin, dass sowohl die CycK-CDK12/CDK13-Komplexe als auch 

der AR eine wesentliche Rolle während der transkriptionellen Regulation der Expression der 

DDR-Gene im PCa spielen. Eine gleichzeitige Hemmung des AR-Signalwegs und der 

CycK-CDK12/CDK13-Komplexe könnte demnach die Transkription maßgeblich beeinflussen und 

zu einem starken Rückgang der DDR-Genexpression führen, was in eigenen Analysen ebenfalls 

beobachtet werden konnte (Abbildung 4-16, Abbildung 4-17).  
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Bei der Entwicklung neuer Behandlungsstrategien für das PCas ist die Interaktion zwischen dem 

AR-Signalweg und der Transkription von DDR-Genen besonders relevant, da sie die gezielte 

Anwendung von Kombinationstherapien zur Induktion der synthetischer Letalität ermöglicht 

[279]. Lei et al. konnten bereits zeigen, dass die gleichzeitige Behandlung mit THZ531 und 

AR-Antagonisten in androgensensitiven PCa-Zellen eine synthetische Letalität auslöst [273]. 

Daraus ergibt sich eine vielversprechende Perspektive für künftige Studien, die die zugrunde 

liegenden Mechanismen der Korrelation zwischen der AR-Signaltransduktion und der 

Transkription von DDR-Genen sowie die Rolle des CycK-CDK12/CDK13-Komplexes in diesem 

Kontext genauer untersuchen.  

5.3.2.2 Funktionelle Effekte der Kombinationsbehandlung in AR-negativen Zelllinien 

Grundsätzlich ist das Ansprechen auf eine Hormontherapie in PCa-Zellen eng mit dem 

Expressionsstatus des ARs verbunden. PCa-Zelllinien mit einer hohen Proteinexpression des 

Wildtyp-ARs reagieren in der Regel stärker auf die Behandlung mit Enzalutamid als Zelllinien mit 

niedrigen AR-Spiegeln oder AR-Spleißvarianten. In der Literatur wird jedoch auch ein gutes 

Therapieansprechen bei AR-negativen Zelllinien beobachtet [280]. Aufgrund dieser 

Beobachtungen wurden in der vorliegenden Arbeit neben den AR-positiven auch die AR-negativen 

PCa-Zelllinien DU-145 und PC-3 mit THZ531 und Enzalutamid bzw. Abirateron behandelt und die 

funktionellen Auswirkungen analysiert. Nach der Kombinationsbehandlung konnte in 

DU-145-Zellen eine erhöhte Zunahme der Apoptoserate festgestellt werden, was mit den 

Ergebnissen der androgensensitiven PCa-Zellen vergleichbar war. Im Gegensatz dazu wiesen 

PC-3-Zellen keine Anzeichen einer behandlungsinduzierten Apoptose auf (Abbildung 4-14, 

Abbildung 4-15). Parallel dazu führte die Kombinationsbehandlung sowohl in der Zelllinie DU-145 

als auch in PC-3-Zellen zu einer deutlich reduzierten DDR-Genexpression (Abbildung 4-18, 

Abbildung 4-19), was zudem mit einer stärkeren Ansammlung von DNA-Schäden assoziiert war 

(Abbildung 4-24 - Abbildung 4-26). 

In diesem Zusammenhang könnten potenzielle Off-Target-Effekte von Enzalutamid oder 

Abirateron eine mögliche Ursache für die ausgeprägte antitumorigene Wirkung der Kombinations-

behandlung in DU-145-Zellen darstellen. Diese Annahme wird von einer früheren Studie gestützt, 

die gezeigt hat, dass AR-negative Zelllinien wie z. B. DU-145 ebenfalls auf die Behandlung mit 

Enzalutamid ansprechen. Dabei konnten Smith et al. in DU-145-Zellen eine erhöhte Aktivität der 

Androgen- und Östrogensignalwege nachweisen, was mit einer vermehrten Expression des 

Glukokortikoid-Rezeptors (GR) einherging [280]. Der GR übernimmt oder imitiert dabei die 

Aktivität des ARs und kann somit die Expression von AR-Zielgenen wie KLK3 (PSA) und TMPRSS2 

steuern [281, 282]. Es ist daher denkbar, dass Enzalutamid nicht nur zielgerichtet den AR inhibiert, 

sondern auch Off-Target die Aktivität des GRs unterdrückt, da die DBD bzw. die LBD des GRs eine 

Sequenzidentität von 83 % bzw. 98 % gegenüber der DBD und LBD des AR aufweisen [283]. 
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Die Beeinträchtigung der GR-Aktivität durch die ADT könnte daher in AR-negativen Zelllinien 

ähnliche Auswirkungen wie eine AR-Inhibition in AR-positiven Zelllinien hervorrufen. Darüber 

hinaus stellten weitere Studien fest, dass eine transkriptionelle Wechselwirkung zwischen dem GR 

und BRCA1 im Mamma- oder Ovarialkarzinom besteht [284, 285]. In Mammakarzinomzellen kann 

der GR beispielsweise in Abwesenheit seines Liganden die BRCA1-Expression positiv regulieren 

[285]. Diese Erkenntnis könnte möglicherweise auch die verstärkte Abnahme der 

DDR-Genexpression nach der Kombinationsbehandlung in den AR-negativen PCa-Zellen erklären. 

Weitere Untersuchungen sind daher erforderlich, um festzustellen, ob die Interaktion zwischen 

dem GR und BRCA1 auch im PCa eine Rolle spielen könnte. 

 

Obwohl die Zelllinie PC-3 nach der Kombinationsbehandlung eine deutlich reduzierte 

DDR-Genexpression sowie eine erhöhte Anzahl an DNA-Schäden aufwies, führte dies in diesen 

Zellen nicht zur Induktion der Apoptose (Abbildung 4-14, Abbildung 4-15). Demnach scheinen die 

oben beschriebenen Off-Target-Effekte der ADT zwar ebenfalls auf diese Zelllinie zuzutreffen, 

allerdings wird die Auslösung der Apoptose möglicherweise durch andere Mechanismen 

verhindert oder blockiert. Es ist daher möglich, dass die AR-negative Zelllinie PC-3 über alternative 

Überlebensmechanismen verfügt, die die Apoptose verhindern und stattdessen einen Zellzyklus-

arrest verursachen, der nach der Einzelbehandlung mit THZ531 in dieser Zelllinie beobachtet 

wurde (Abbildung 4-5). Weitere Untersuchungen sind notwendig, um einerseits die zugrunde 

liegenden Mechanismen der zellulären Effekte zu identifizieren und andererseits die Therapie-

resistenz in diesen Zellen zu überwinden. Darüber hinaus verdeutlichen diese Beobachtungen, 

dass die Wirksamkeit neuer Therapien an einem breiten Spektrum verschiedener PCa-Zelllinien 

analysiert werden sollte, um ein umfassenderes Bild des heterogenen Charakters des PCas zu 

erfassen.  

5.3.2.3 Funktionelle Effekte der Kombinationsbehandlung an frischem humanem 

PCa-Gewebe 

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden die Auswirkungen der kombinierten Behandlung mit 

THZ531 und den Antiandrogenen nicht nur in vitro, sondern darüber hinaus auch an einem ex vivo-

Gewebekulturmodell untersucht. Die Verwendung dieses Modells bietet gegenüber den 

traditionellen Zellkulturmethoden einige Vorteile, die für die Analyse neuer therapeutischer 

Behandlungsstrategien von entscheidender Bedeutung sind. Die direkte Behandlung von 

Gewebeschnitten aus frischem humanen PCa-Gewebe ermöglicht eine individuellere 

Untersuchung des Therapieansprechens unter Berücksichtigung des ursprünglichen Tumor-

stromas, der dreidimensionalen Gewebearchitektur und der komplexen Zell-Zell-Interaktion der 

Tumormikroumgebung. Dadurch ist eine präzisere Darstellung der zellulären Heterogenität und 
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Komplexität des PCas und damit auch eine bessere Vergleichbarkeit der ex vivo-Effekte mit der 

in vivo-Situation möglich [241, 242]. 

Die gleichzeitige Inhibition der CycK-CDK12/CDK13-Komplexe und der AR-Signaltransduktion 

der Gewebeschnitte des PCa-Gewebekollektivs führte sowohl zur Reduktion der Anzahl 

proliferierender Zellen (Abbildung 4-34) als auch zur Induktion der Apoptose (Abbildung 4-31). 

Diese Ergebnisse bestätigten die antitumorigene Wirkung der Kombinationsbehandlung, die in den 

vorangegangenen in vitro-Experimenten dieser Arbeit beobachtet wurde. Darüber hinaus konnte 

bei der individuellen Betrachtung der Proliferations- (Abbildung 4-32, Abbildung 4-33) und 

Apoptose-Daten (Abbildung 4-29, Abbildung 4-30) der einzelnen Tumorproben nach der 

kombinierten Behandlung mit THZ531 und Enzalutamid oder Abirateron ein breites Spektrum an 

Therapieantworten festgestellt werden, die von einer erhöhten Sensitivität gegenüber der 

Behandlung bis hin zur Therapieresistenz reichten. Anzumerken ist hierbei, dass keine Korrelation 

zwischen den klinischen und pathologischen Daten der PCa-Patienten, wie z. B. der 

TNM-Klassifikation und dem ISUP/WHO-Grading (Tabelle 4-1), sowie dem Ansprechen auf die 

Behandlung festgestellt werden konnte. Eine Erweiterung des Gewebekollektives könnte 

wahrscheinlich zusätzliche Erkenntnisse über mögliche Zusammenhänge zwischen diesen Daten 

und der Reaktion auf die Therapie liefern.  

Die beobachtete Varianz des Therapieansprechens der einzelnen Tumorproben ist daher 

vermutlich auf die komplexe inter- und intratumorale Heterogenität des PCas zurückzuführen 

[64]. In diesem Kontext könnten CDK12-Mutationen, die mit einer Häufigkeit von ca. 7 % im PCa 

auftreten, eine potenzielle Erklärung für ein schlechteres Ansprechen auf die THZ531-Behandlung 

sein [286]. Je nachdem an welcher Stelle die Mutation im Gen lokalisiert ist oder welche Art von 

Mutation vorliegt, wie z. B. ein verkürztes Genprodukt, Leseraster- oder Missense-Mutationen, 

Rearrangements oder Deletionen, könnte das entsprechende Cystein-Molekül (Cys-1039) 

entweder verändert oder nicht mehr zugänglich sein [287, 288]. Dies könnte zur Folge haben, dass 

eine kovalente Bindung von THZ531 und damit eine Unterdrückung der Kinaseaktivität nicht mehr 

möglich ist.  

Des Weiteren besteht die Möglichkeit, dass das Therapieansprechen durch epigenetische oder 

mutationsbedingte Alterationen des AR-Signalwegs oder des AR selbst negativ beeinflusst wird. In 

diesem Zusammenhang ist in der Literatur beschrieben, dass das Vorhandensein der 

AR-Spleißvarianten, insbesondere der Variante 7 (AR-V7), mit einer Resistenz gegen Enzalutamid 

und Abirateron assoziiert ist [45, 289]. Allerdings ist es eher unwahrscheinlich, dass diese Spleiß-

variante im untersuchten PCa-Gewebe nachzuweisen ist, da die PCa-Patienten des Kollektivs vor 

der radikalen Prostatektomie keine neoadjuvante Therapie erhalten hatten. Diese Spleißvarianten 

des ARs bilden sich typischerweise erst im Verlauf einer Hormontherapie durch das alternative 

Spleißen des ARs. Dieser adaptive Mechanismus als Reaktion auf die Hemmung des AR-Signalwegs 



DISKUSSION 
 

135 

trägt maßgeblich zur Entwicklung einer Kastrationsresistenz bei und wird erst bei 

fortgeschrittenen PCa-Varianten beobachtet [290].  

 

Neben Aberrationen der Inhibitor-Targets könnten auch andere Mutationen, die häufig in 

Verbindung mit einem PCa auftreten, für das heterogene Therapieansprechen verantwortlich sein. 

Beispielsweise wird in etwa 50 % der PCa-Fälle die TPMRSS2:ERG-Fusion identifiziert, die mit 

einer anomalen Aktivierung des PI3K-Signalwegs oder einem PTEN-Verlust einhergeht [26, 291, 

292]. Darüber hinaus ist bekannt, dass PTEN und TMPRSS2:ERG ebenfalls an der Reparatur von 

DNA-Schäden bzw. der DDR beteiligt sind, was den antitumorigenen Effekten der ADT bzw. von 

THZ531 entgegenwirken könnte [260, 293]. Weiterhin besteht die Möglichkeit, dass genetische 

Veränderungen in anderen DDR-assoziierten Proteinen wie beispielsweise p53, ATM oder auch 

BRCA1/2 ebenfalls das Therapieansprechen beeinträchtigen [26, 292]. Die genannten Faktoren 

stellen nur einen kleinen Teil der möglichen Ursachen dar, die die Heterogenität des PCa-Gewebes 

bzw. die variierende Reaktion auf die Behandlung erklären könnten. Möglicherweise spielen auch 

bislang unbekannte Faktoren, Signalwege oder andere adaptive Mechanismen eine Rolle, die für 

eine schlechtere Therapieantwort ursächlich sind und daher weitere Studien erfordern. In diesem 

Zusammenhang könnten ergänzenden Methoden zur Gewebekultur, wie z. B. Next Generation 

Sequencing, Einblicke in die vorherrschenden Mutationen des PCa-Gewebes liefern, um somit 

Rückschlüsse auf die zugrunde liegenden Mechanismen zu ermöglichen.  
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5.4 Präklinische Evaluierung des CycK-CDK12-Komplexes als Biomarker 

5.4.1 Prognostische Relevanz der CycK- und CDK12-Expression im humanen 

PCa-Gewebe 

Die biologische Heterogenität und der variable klinische Verlauf des PCas, dessen Spektrum von 

einer indolenten Erkrankung bis hin zu aggressiven Formen mit teils tödlichem Verlauf reicht, 

erfordern eine genaue Stratifizierung der Patienten in Risikogruppen, damit eine geeignete, 

individuelle Therapie angewendet werden kann. Daher ist die Identifizierung und Evaluierung 

neuer prognostischer und prädiktiver Biomarker besonders entscheidend, um eine personalisierte 

und präzisere Behandlung der PCa-Patienten zu gewährleisten, Unter- bzw. Überbehandlungen 

zu vermeiden und das Risiko unerwünschter Nebenwirkungen zu minimieren. Eine individuelle 

Behandlung, die sich an spezifischen Biomarkern orientiert, kann zudem zu höheren 

Ansprechraten, längeren Überlebenszeiten und einer besseren Lebensqualität der Patienten 

führen [294]. Neben dem klassischen diagnostischen und prognostischen Serum-Biomarker PSA 

wurden in den letzten Jahren neue gewebebasierte Biomarker identifiziert, die Informationen über 

das Risiko einer hochgradigen Erkrankung, die Metastasierungsrate und das Überleben liefern 

sollen [63, 295]. Allerdings fehlen derzeit klinische Daten, die sowohl die Wirksamkeit dieser 

Biomarker validieren als auch den optimalen Nutzen bestimmen [294]. Die Identifizierung neuer 

prognostischer und prädiktiver Biomarker, die den Krankheitsverlauf und das Therapieansprechen 

vorhersagen, stellt daher weiterhin ein zentrales Forschungsziel zur Entwicklung individueller 

Behandlungsstrategien für PCa-Patienten mit metastasierten oder kastrationsresistenten 

Varianten dar.  

Zur Evaluierung von CycK und CDK12 als prognostische Biomarker im PCa wurde in dieser Arbeit 

ein TMA verwendet, der Primärtumorproben sowie Proben von high-grade PINs oder 

Metastasengewebe von 300 PCa-Patienten umfasst, die keine neoadjuvante Therapie erhalten 

haben. Durch die Nutzung eines TMAs ist es möglich, mehrere potenzielle Biomarker gleichzeitig 

und präzise in einem großen und divergenten Patientenkollektiv zu analysieren, was zu einer 

höheren Zuverlässigkeit und Aussagekraft der Ergebnisse führt [296]. In der vorliegenden Arbeit 

wurde der TMA immunhistochemisch mit einem Anti-CycK- und einem Anti-CDK12-Antikörper 

gefärbt. Letzterer wurde zuvor auf seine Spezifität und Sensitivität getestet (Abbildung 4-35, 

Abbildung 4-36). Der Anti-CycK-Antikörper wurde bereits von Schecher et al. etabliert [131]. Für 

jeden der insgesamt 1200 Tumorgewebecores, high-grade PINs und Metastasen wurde ein 

H-Score ermittelt, der sowohl die Färbeintensität als auch die Anzahl der immunreaktiven 

CycK- bzw. CDK12-Zellen berücksichtigt und somit die Proteinexpression repräsentiert. 

Mittels Korrelationsanalysen wurde anschließend auf der Basis des H-Scores der jeweiligen 

Tumorcores untersucht, ob ein möglicher Zusammenhang zwischen der CycK- bzw. CDK12-

Expression und den verschiedenen klinisch-pathologischen Merkmalen besteht. Innerhalb des 
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Kollektivs wurde sowohl bei der CycK- als auch bei der CDK12-Expression ein breites Spektrum 

an inter- und intratumoraler Heterogenität beobachtet, was die heterogene Natur des Karzinoms 

widerspiegelt (Abbildung 4-37, Abbildung 4-38). Außerdem konnte festgestellt werden, dass hohe 

CycK-Expressionswerte signifikant mit einem aggressiveren Tumorphänotyp assoziiert sind 

(Abbildung 4-39). Die Dichotomisierung der CycK-Expression in schwach und stark ergab ebenfalls 

eine statistische Korrelation zwischen einer hohen CycK-Expression und hochgradigen Tumoren 

sowie Tumoren mit Lymphknotenmetastasen (pN1-Stadium) und perineuraler Invasion (Pn1) 

(Tabelle 4-3). Somit konnte gezeigt werden, dass CycK sich als potenzieller prognostischer 

Biomarker beim PCa eignet. 

Studien, die die Expression von CycK in anderen Tumorentitäten untersuchten, beobachteten 

ähnliche prognostische Zusammenhänge. Beispielsweise konnten Lei et al. nachweisen, dass CycK 

in Tumorproben von Mammakarzinompatientinnen überexprimiert wird und dass eine höhere 

CycK-Expression vor allem in späteren Stadien der Tumorentstehung auftritt [129]. Eine erhöhte 

Expression von CycK wurde ebenfalls im Lungenkarzinomgewebe im Vergleich zum 

korrespondierenden Normalgewebe festgestellt, die zudem mit einem fortgeschrittenen 

Tumorstadium und einer schlechteren Prognose korreliert [130]. Über das Potenzial von CycK als 

möglicher Biomarker im PCa ist in der Literatur jedoch wenig bekannt. Eine dieser Arbeit 

vorangegangene Studie legt jedoch nahe, dass CycK ein möglicher prädiktiver Biomarker für das 

klinische Ergebnis und das Therapieansprechen bei Patienten mit einem PCa sein könnte. In dieser 

Studie konnten Schecher et al. zudem zeigen, dass eine erhöhte CycK-Expression im 

Tumorgewebe mit einem verringerten biochemisch-rezidivfreien Überleben assoziiert ist [131]. 

Dementsprechend könnte das in der vorliegenden Arbeit untersuchte Kollektiv in zukünftigen 

Studien durch die Einbeziehung der PSA-Spiegel und weiterer Follow-up-Daten der Patienten 

entscheidende Erkenntnisse liefern, um neben der prognostischen auch die prädiktive Rolle von 

CycK umfassender zu charakterisieren. 

 

Die erhöhten CycK-Expressionswerte im Primärtumorgewebe mit höherem Gleason-Score, bei 

Tumoren, die eine extraprostatische Expansion aufweisen (pT3/4), in Tumoren mit regionalen 

Lymphknotenmetastasen (pN1) oder bei Tumoren mit perineuraler Infiltration (Pn1) deuten darauf 

hin, dass CycK eine entscheidende Rolle bei Tumorwachstum, Proliferation und Metastasierung 

spielen könnte (Abbildung 4-39). Diese Annahme wird durch frühere Studien gestützt, die gezeigt 

haben, dass CycK für das Wachstum von PCa-Zellen erforderlich [131] und gleichermaßen 

unerlässlich für die Zellproliferation in anderen Tumorentitäten ist [127, 130].  

Darüber hinaus könnte die Korrelation der CycK-Expression mit einem aggressiveren 

Tumorphänotyp auch auf die kürzlich identifizierte Funktion von CycK als Modulator des 

Wnt/β-Catenin-Signalwegs zurückzuführen sein. Dieser wird auch als kanonischer 

Wnt-Signalweg bezeichnet, der nach der Aktivierung die Kerntranslokation von β-Catenin 
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induziert. Dadurch wird die Expression von Genen gefördert, die an der Zellproliferation, dem 

Überleben, der Differenzierung und der Migration beteiligt sind [297]. Durch die Interaktion von 

CycK mit β-Catenin, das als transkriptioneller Aktivator der Wnt-Zielgene fungiert, wird die 

Expression von Cyclin D1 hochreguliert, was die Tumorentstehung beim Lungenkarzinom 

begünstigt [130, 298]. Analog dazu wurde in der Literatur eine erhöhte Cyclin D1-Expression [299] 

sowie eine vermehrte Akkumulation von nukleärem β-Catenin im Tumorgewebe von 

PCa-Patienten mit einem hochgradigen Gleason-Score (≥7) nachgewiesen [298]. Zudem deuten 

weitere Studien darauf hin, dass der Wnt/β-Catenin-Signalweg in fortgeschrittenen PCa-Stadien 

aktiv ist und dessen Aktivierung Auswirkungen auf die Proliferation und Differenzierung der 

Tumorzellen hat sowie den epithelial-mesenchymalen Übergang ermöglicht [298, 300]. Demnach 

könnte eine erhöhte CycK-Expression vermutlich die Wnt/β-Catenin-Signaltransduktion 

verstärken, was zur Förderung der Tumorentwicklung und -progression beitragen könnte.  

 

Im Gegensatz zur CycK-Expression konnte in der vorliegenden Arbeit keine Korrelation zwischen 

der CDK12-Expression und den klinisch-pathologischen Merkmalen im PCa-Kollektiv beobachtet 

werden. Eine Ausnahme bildeten jedoch Pn1-positive Tumore, die mit einer geringeren 

CDK12-Expression assoziiert waren (Abbildung 4-40, Tabelle 4-3). In der Literatur sind dazu 

gegensätzliche Assoziationen zwischen der CDK12-Expression und dem Krankheitsstadium sowie 

dem -verlauf in verschiedenen Entitäten beschrieben. Einerseits konnte festgestellt werden, dass 

eine hohe CDK12-Expression in Magenkarzinomgewebe oder im Tumorgewebe von Chordom-

Patienten mit einem malignen Phänotyp sowie einem schlechteren Therapieansprechen und 

einem kürzeren Gesamt- und progressionsfreien Überleben einhergeht [132, 301]. Andererseits 

zeigten Liu et al., dass eine niedrige CDK12-Expression im Tumorgewebe mit einem 

fortgeschrittenen Stadium und einer schlechten Prognose beim Magenkarzinom assoziiert ist 

[302]. Ferner korrelierte eine hohe CDK12-Expression mit einer HER2-Positivität im 

Mammakarzinom, während das Fehlen der CDK12-Proteinexpression mit einem triple-negativen 

Phänotyp (TNBC) und einer verminderten Expression von DDR-Proteinen einhergeht [138]. Diese 

Ergebnisse deuten darauf hin, dass die immunhistochemische Analyse der CDK12-Expression in 

einigen Tumorentitäten vermutlich als prognostischer Marker zur Bewertung des 

Krankheitsverlaufs verwendet werden könnte. Allerdings wurde in der vorliegenden Arbeit keine 

Korrelation zwischen der CDK12-Expression und ihrer prognostischen Relevanz als Biomarker 

beim PCa festgestellt (Abbildung 4-40).  

Ein möglicher Grund dafür könnte sein, dass Mutationen im CDK12-Gen die funktionelle 

Kinaseaktivität beeinträchtigen, sodass die Analyse der CDK12-Expressionslevel keine präzisen 

Aussagen über die tatsächliche Proteinaktivität zulässt. In diesem Zusammenhang wurden 

genomische CDK12-Aberrationen in etwa 30 verschiedenen Tumorentitäten beobachtet, die in 

diesen sequenzierten Fällen mit einer Inzidenz von bis zu 15 % vorkommen [107, 135, 303]. Beim 
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PCa treten CDK12-Mutationen mit einer Häufigkeit von etwa 7 % auf und sind mit höheren 

Gleason-Scores, einem schlechteren Gesamt- und progressionsfreien Überleben sowie einem 

schnellen Fortschreiten zum CRPC assoziiert [286]. Diese Daten unterstützen die Annahme, dass 

der Mutationsstatus von CDK12 ein mögliches Biomarker-Potenzial besitzt. Beim PCa umfasst die 

Mehrzahl an CDK12-Mutationen Trunkations-, Raster- und Missense-Mutationen sowie 

Rearrangements und Deletionen [286, 287]. Diverse Studien in Prostata-, Ovarial-, Mamma- und 

Lungenkarzinomen haben gezeigt, dass die verschiedenen Mutationsarten zu verschiedenen 

funktionellen, teils auch pathogenen Auswirkungen führen [107, 135, 303]. Beispielsweise 

verursachen Punktmutationen innerhalb der Kinase-Domäne von CDK12 (Abbildung 1-5) oder eine 

Verschiebung des Leserasters einen Funktionsverlust der Kinase, der mit genomischer Instabilität 

und einer defekten HR-Reparatur einhergeht. Im Gegensatz dazu führt eine Genamplifikation von 

CDK12 zur Überexpression des Proteins, wodurch das Überleben von malignen Zellen durch die 

Steigerung der Expression der DDR-Gene gefördert wird [107, 135, 303]. Basierend auf diesen 

Erkenntnissen könnte die kombinierte Analyse der CDK12-Expression und des -Mutationsstatus 

einen vielversprechenden Ansatz darstellen, um als prognostischer Biomarker Aussagen über den 

Krankheitsverlauf bei PCa-Patienten zu treffen.  

 

In den letzten Jahren ist zudem die prädiktive Rolle des CDK12-Mutationsstatus im mCRPC in den 

Fokus der Forschung gerückt, insbesondere hinsichtlich des Ansprechens auf eine Immuntherapie. 

In diesem Kontext wurde ein neuer molekularer Subtyp des mCRPCs identifiziert, der eine 

biallelische Inaktivierung von CDK12 aufweist. Diese Inaktivierung führt zu einem speziellen 

Phänotyp genomischer Instabilität, der durch zahlreiche fokale Tandemduplikationen 

gekennzeichnet ist, die fusionsinduzierte Neoantigene erzeugen [141, 256, 287, 304]. Dieser 

Phänotyp wurde auch bei Ovarialkarzinomen beobachtet, bei denen ein biallelischer Verlust des 

CDK12-Gens vorliegt [139]. Erstaunlicherweise konnte bei diesen CDK12-inaktivierten Tumoren 

keine reduzierte Expression der HR-Gene, einschließlich BRCA1/2, festgestellt werden [134, 139, 

141]. Des Weiteren korreliert ein biallelischer CDK12-Verlust bei mCRPC-Patienten mit einem 

schlechteren Ansprechen auf Chemotherapie und PARP-Inhibitoren. Auffallend war jedoch, dass 

einige mCRPC-Patienten eine erhöhte Sensitivität gegenüber der Immuntherapie zeigten [140, 141, 

256]. In einer laufenden klinischen Studie wird derzeit der biallelische Verlust von CDK12 als 

prädiktiver Biomarker für die Immuntherapie untersucht (NCT03570619). 

Zusammengefasst deuten die vorliegenden Daten auf unterschiedliche prognostische Rollen von 

CycK und CDK12 im PCa hin. Während die CycK-Expression als prognostischer Biomarker im PCa 

verwendet werden kann, sind für die Nutzung von CDK12 als Biomarker im PCa weitere Analysen 

erforderlich. Durch eine Sequenzierung des PCa-Gewebes können zusätzliche Erkenntnisse über 

vorliegende genomische CDK12-Alterationen gewonnen werden. Diese Sequenzierungsergebnisse 

könnten demnach zeigen, ob und wie der Mutationsstatus von CDK12 mit den klinischen Daten 
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dieser Patienten korreliert. Weiterhin ist es denkbar, dass CDK13 ebenfalls eine prognostische 

Rolle im PCa übernehmen könnte, da jüngste Studien eine Hochregulation von CDK13 im humanen 

PCa-Gewebe nachweisen konnten [305]. Zukünftige immunhistochemische Untersuchungen des 

TMA-Kollektivs sollten daher auch die Analyse von CDK13 berücksichtigen. 

5.4.2 Relevanz der CycK- und CDK12-Expression für die Karzinogenese und 

Metastasierung 

Zur Analyse der Rolle von CycK und CDK12 bei der Tumorentstehung und Metastasierung des PCas 

wurden die Gewebeproben einer kleinen Kohorte PCa-Patienten mit high-grade PINs (n = 21) oder 

Metastasen (n = 34) des TMAs hinsichtlich ihrer CycK- und CDK12-Expression untersucht und mit 

dem korrespondierenden Primärtumorgewebe verglichen. Im Rahmen dieser Analyse wurde eine 

statistisch signifikante erhöhte CycK-Expression im Metastasengewebe und in high-grade PINs im 

Vergleich zum korrespondierenden Primärtumorgewebe festgestellt (Abbildung 4-41 A). Die 

CDK12-Expression war im metastasierten Gewebe, verglichen mit dem Primärtumorgewebe, 

ebenfalls signifikant erhöht. In den high-grade PINs konnte zwar die Tendenz einer ähnlich 

erhöhten CDK12-Expression beobachtet werden, jedoch erreichte diese keine statistische 

Signifikanz (Abbildung 4-41 B). Diese Ergebnisse lassen daher vermuten, dass eine hohe Expression 

des CycK-CDK12-Komplexes in den Vorläuferläsionen entweder eine potenziell onkogene Aktivität 

besitzt, die zur Progression von einem high-grade PIN zu einem PCa beiträgt und somit ein frühes 

Ereignis während der Tumorentstehung darstellt, oder aber eine tumorsuppressive Rolle 

einnimmt, die die Entwicklung eines PCas verhindern könnte [107, 306].  

Die tumorsuppressive Eigenschaft des CycK-CDK12-Komplexes basiert auf seiner zentralen 

Funktion bei der Aufrechterhaltung der genomischen Integrität. In high-grade PINs, die lediglich 

eine Vorläuferläsion des invasiven PCas darstellen, könnte dieser Komplex möglicherweise eine 

entscheidende Rolle spielen, da das generelle Erkrankungsrisiko nach einer high-grade PIN 

Diagnose im Vergleich zu einer gutartigen Biopsie nicht wesentlich höher ist [307]. Daher lässt die 

beobachtete hohe CycK-Expression in den high-grade PINs im Vergleich zum Primärtumorgewebe 

sowie die tendenziell erhöhte Expression von CDK12 (Abbildung 4-41) vermuten, dass der 

CycK-CDK12-Komplex möglicherweise eine wichtige protektive Wirkung ausüben könnte. Eine 

verstärkte Aktivität des Komplexes könnte die genomische Integrität schützen, indem er als 

transkriptioneller Regulator die DDR- und DNA-Reparaturmaschinerie durch eine gesteigerte 

Expression der entsprechenden Gene fördert. Auf diese Weise könnten potenzielle DNA-Schäden 

oder Mutationen verhindert werden, die andernfalls die Tumorentstehung begünstigen würden 

[107, 303, 306]. 

Im Umkehrschluss könnte die Rolle des CycK-CDK12-Komplexes bei der Genomstabilität jedoch 

auch zur Entwicklung eines PCas beitragen, da dieser mit mehreren onkogenen Signalwegen und 

Prozessen in Verbindung gebracht wird [107, 145]. Onkogene Transkriptionsfaktoren wie MYC, ERG 
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und der AR sind im PCa häufig mutiert und können unter anderem eine gesteigerte Zellzyklus-

progression induzieren und somit die Entstehung eines Karzinoms vorantreiben [27, 30, 31, 308]. 

Diese schnell proliferierenden Zellen, die Mutationen in den genannten Onkogenen aufweisen, 

unterliegen einer sogenannten Transkriptionssucht. Daher sind diese Zellen besonders auf eine 

gesteigerte Aktivität des CycK-CDK12-Komplexes angewiesen, der die Expression von DDR- und 

DNA-Reparaturgenen hochreguliert, um hohe Transkriptionsraten sowie eine beschleunigte und 

reibungslose Replikation sicherzustellen. Dadurch könnten diese Zellen einen Überlebensvorteil 

erlangen, der wiederum das Tumorwachstum fördern könnte [143, 144, 147].  

Es besteht zudem die Möglichkeit, dass eine erhöhte CycK-Expression bereits zu diesem frühen 

Zeitpunkt die Aktivität des Wnt/β-Catenin-Signalwegs steigert, was ebenfalls die Tumor-

entwicklung beschleunigen könnte. Diese Annahme wird durch die beobachtete Überexpression 

von β-Catenin in PINs unterstützt [298]. Darüber hinaus könnte eine vermehrte Aktivität des 

CycK-CDK12-Komplexes möglicherweise auch die Bildung tumorspezifischer Neoantigene 

verhindern, die durch genomische Mutationen entstehen können. Dies könnte die Entwicklung 

eines Karzinoms ebenfalls begünstigen, da diese Zellen wahrscheinlich weniger effektiv von 

Immunzellen erkannt werden und dadurch einer Eliminierung durch das Immunsystem entgehen 

könnten [309].  

 

Die hohe Expression von CycK und CDK12 im Metastasengewebe (Abbildung 4-41) deutet darauf 

hin, dass der CycK-CDk12-komplex möglicherweise eine wesentliche Rolle im Metastasierungs-

prozess spielt. Bei der Metastasierung ist insbesondere die EMT der neoplastischen Zellen von 

entscheidender Bedeutung für den Erwerb invasiver Eigenschaften, die die Ausbreitung dieser 

Zellen aus dem Primärtumor ermöglichen. Die Bildung von Tochterneoplasien abseits der 

Primärläsion ist ein komplexer, mehrstufiger Prozess, bei dem neoplastische Zellen einer Selektion 

unterliegen. Folglich können nur wenige dieser zirkulierenden neoplastischen Zellen in entfernten 

Geweben extravasieren, überleben und Metastasen bilden. Zusätzlich spielt die Mikroumgebung, 

die aus verschiedenen Zelltypen und Komponenten der extrazellulären Matrix (Stroma) besteht, 

eine zentrale Rolle bei der Förderung der Proliferation, der Invasion und der Ansiedlung maligner 

Zellen [310]. Daher ist es denkbar, dass der CycK-CDK12-Komplex durch eine verstärkte 

Aktivierung von Signalwegen wie z. B. dem Wnt/β-Catenin-Signalweg, der unter anderem die 

Differenzierung und die EMT maligner Zellen fördert, den Metastasierungsprozess unterstützen 

könnte [298, 300].  

Weiterhin könnte der CycK-CDK12-Komplex eine wesentliche Rolle bei der Regulation der 

Expression von Onkogenen spielen, die ebenfalls die Metastasierung vorantreiben. In diesem 

Zusammenhang wurde die Überexpression des Onkogens c-MYC, das sowohl in frühen als auch in 

metastasierten Stadien des PCas auftritt und für die transkriptionelle Aktivierung 

metastasierungsrelevanter Zielgene verantwortlich ist, als CDK12-abhängig identifiziert. CDK12 
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wird dabei für die Prozessierung des 3’-Endes des MYC-Transkriptes benötigt [30, 244]. Zudem 

vermittelt der CycK-CDK12-Komplex zusammen mit MYC die mTORC1-abhängige Translation von 

mRNAs, die verschiedene onkogene Faktoren codieren [121]. Die erhöhte CycK-Aktivität könnte in 

Verbindung mit CDK13 ebenfalls zu einer verstärkten MYC-Proteinsynthese führen, da diese von 

einer CycK-CDK13-regulierten Translation abhängig ist und somit die Zellproliferation 

beeinflussen kann [122]. Dies lässt vermuten, dass die CycK-CDK12/CDK13-Komplexe zusammen 

mit MYC agieren und durch die Verstärkung des MYC-Transkriptionsprogrammes zur Invasion 

und Bildung von Metastasen beitragen könnten [30, 107, 143].  

Darüber hinaus zeigen weitere Studien, die die Rolle von CDK12 bei der Metastasierung untersucht 

haben, dass eine verstärkte CDK12-Expression die Migration und Metastasierung von papillären 

Schilddrüsenkarzinomzellen durch die Aktivierung des c-MYC/β-Catenin-Signalwegs stimuliert 

[311]. Ferner stellten Tien et al. fest, dass CDK12 das alternative Spleißen des letzten Exons (ALE) 

von Genen mit langen Transkripten und vielen Exons regulieren kann [116]. Ein Beispiel hierfür ist 

das DNAJB6-Gen, das zwei unterschiedliche lange Proteinformen codiert, wobei die kürzere 

Isoform als ein zytosolisches Chaperon der Hitzeschockprotein-40-Familie beschrieben ist. Die 

Suppression von CDK12 fördert das ALE-Spleißen von DNAJB6, wodurch eine längere Isoform 

entsteht, die ein nukleäres Lokalisierungssignal enthält. Die daraus resultierende Lokalisation von 

DNAJB6 im Nukleus reduziert die Kanzerogenität und das Migrationspotenzial von Ösophagus- 

und Mammakarzinomzellen. Eine Überexpression von CDK12 verringert daher die Expression der 

langen DNAJB6-Isoform, was die Migrationsfähigkeit und Invasivität einer Mammakarzinom-

zelllinie erhöht. Diese Ergebnisse deutet darauf hin, dass eine aberrante CDK12-Expression 

tumorigene Prozesse wie z. B. die Zellinvasion verstärken könnte [116]. 

 

Ein weiterer kritischer Aspekt bei der Metastasierung ist die Fähigkeit von zirkulierenden malignen 

Zellen, sich an das neue Mikromilieu anzupassen und zu proliferieren. Choi et al. konnten in diesem 

Zusammenhang nachweisen, dass eine verstärkte CDK12-Expression die Selbsterneuerung von 

Tumorstammzellen (CSCs) im Mammakarzinom induziert und in vivo die Fähigkeit zur Tumor-

initiierung erhöht [133]. Die Expansion dieser CSCs wurde durch eine CDK12-vermittelte Zunahme 

einer CD44+/CD24-/ESA+-Zellpopulation charakterisiert. CD44, CD24 und ESA sind typische 

Marker, die zur Identifizierung von CSCs verwendet werden. Weiterhin vermuteten die Autoren, 

dass die Aktivierung der Wnt/β-Catenin-Signalkaskade durch CDK12 die Expansion der CSCs 

begünstigt [133]. Konsistent mit dieser Beobachtung zeigten Peng et al., dass eine hohe Expression 

von CDK12 die Mobilität, die EMT sowie die Bildung von Lungenmetastasen von Mammakarzinom-

zellen in vivo fördert. Dabei wurde festgestellt, dass eine erhöhte CDK12-Expression auch die 

Expression von CD44 induziert. Zudem wird angenommen, dass die CDK12-vermittelte Aktivierung 

des c-Myc/β-Catenin-Signalwegs für die Erhaltung der Stammzellfunktion im Mammakarzinom 

verantwortlich sein könnte [312]. Im primären PCa-Gewebe sowie in Lymphknotenmetastasen 
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konnten Ni et al. die Expression einer CD44-Variante ebenfalls nachweisen. Diese Variante fungiert 

als wichtiger Marker für CSCs im PCa und ist mit der Proliferation, Adhäsion, Invasion, 

Metastasierung, EMT-Induktion sowie der Aktivierung der PI3K/AKT/mTOR- und 

Wnt-Signalwege assoziiert [313]. Diese Erkenntnisse könnten darauf hindeuten, dass die 

beobachtete erhöhte CDK12-Expression im Metastasengewebe (Abbildung 4-41) möglicherweise 

die CD44-Expression beeinflusst und dadurch die Expansion von PCa-CSCs anregen kann, was zur 

Tumorbildung beitragen könnte.  

Zur Aufklärung der funktionellen Rolle des CycK-CDK12-Komplexes in high-grade PINs und 

Metastasen des PCas sind weitere Untersuchungen erforderlich, die das Biomarkerpotenzial von 

CycK und CDK12 im PCa weiter hervorheben könnten. Ein besonderer Fokus sollte hierbei auf der 

Beteiligung des Komplexes am Wnt/β-Catenin-Signalweg liegen. Außerdem erscheint eine 

Analyse der CDK13-Expression in high-grade PINs und Metastasen des PCas als sinnvoll, um 

weitere Erkenntnisse über eine mögliche Funktion des CycK-CDK13-Komplexes bei der 

Tumorentstehung oder Metastasierung zu erlangen. 
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5.5 Klinische Relevanz der CycK-CDK12/CDK13-Inhibition  

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass die CycK-CDK12/CDK13-Komplexe eine 

zentrale Rolle bei der Aufrechterhaltung der genomischen Stabilität im PCa spielen (Abschnitt 4.2). 

Diese Eigenschaft der Komplexe ist hauptsächlich auf ihre Funktion als Regulatoren der 

Transkription essenzieller Gene zurückzuführen, die an zellulären Prozessen wie der DDR und 

DNA-Reparatur beteiligt sind, was mit früheren Studien in anderen Tumorentitäten übereinstimmt 

[97, 99, 137]. Aberrante Veränderungen dieser Komplexe, insbesondere von CycK und CDK12, 

werden in der Literatur bereits mit verschiedenen Tumorentitäten, einschließlich des PCas, 

assoziiert [141, 303, 304, 306]. PCa-Patienten mit CDK12-Mutationen weisen meist einen 

aggressiveren Phänotyp auf, der mit einem schlechten Therapieansprechen einhergeht und durch 

genomische Instabilität gekennzeichnet ist [141, 256]. Ferner zeigte die kürzlich veröffentlichte 

Studie von Lei et al., dass CDK12 eine essenzielle Rolle beim Überleben von PCa-Zellen spielt und 

eine CDK12-Inhibition die AR-Signaltransduktion negativ beeinflusst [273]. Basierend auf diesen 

Erkenntnissen werden die CycK-CDK12/CDK13-Komplexe als relevante therapeutische 

Zielstrukturen angesehen, die derzeit im Fokus der Forschung an neuen, zielgerichteten 

Behandlungsstrategien für maligne Erkrankungen stehen. Besonders vielversprechend ist in 

diesem Zusammenhang die Entwicklung des selektiven CDK12/CDK13-Inhibitors THZ531, dessen 

therapeutisches Potenzial neue Ansätze zur Behandlung des PCas ermöglichen könnte [113].  

 

Die Anwendung der CycK-CDK12/CDK13-Inhibition als Monotherapie könnte daher eine neue, 

effektive Strategie darstellen, um gezielt die genomische Instabilität in Tumorzellen zu verstärken. 

Dies wird insbesondere durch die Beobachtung unterstützt, dass die funktionelle Unterdrückung 

der CycK-CDK12/CDK13-Komplexe durch THZ531 in eigenen in vitro-Experimenten sowie in 

Tumorxenografts zu deutlichen anti-proliferativen und pro-apoptotischen Effekten führte 

(Abbildung 4-3 - Abbildung 4-5, Abbildung 4-6, Abbildung 4-7). Diese Auswirkungen sind auf eine 

defekte DNA-Reparaturmaschinerie und die daraus resultierenden DNA-Schäden zurückzuführen 

(Abbildung 4-8 - Abbildung 4-10) [75]. In diesem Zusammenhang könnte die Ermittlung der 

CycK-Expression im PCa-Gewebe als prognostischer Biomarker fungieren, um PCa-Patienten für 

eine entsprechende Behandlung zu stratifizieren. Da eine hohe CycK-Expression im PCa-Gewebe 

mit einem klinisch aggressiveren PCa-Phänotyp korreliert (Abbildung 4-39) [75, 131], könnten 

PCa-Patienten mit erhöhten CycK-Expressionsleveln sehr wahrscheinlich von einer THZ531-

Behandlung profitieren, sofern keine inaktivierende CDK12-Mutation vorliegt. Durch die 

zielgerichtete CycK-CDK12/CDK13-Inhibition könnte das Tumorwachstum möglicherweise 

effektiv eingedämmt und die Progression zu einem PCa im fortgeschritteneren Stadium verhindert 

werden. Angesichts der erhöhten Expression von CycK, mit potenziell onkogenen Eigenschaften, 

in high-grade Pins im Vergleich zum korrespondierenden Primärtumorgewebe (Abbildung 4-41) 

könnte eine frühzeitige Behandlung mit THZ531 die Entwicklung eines PCas gezielt beeinflussen.  
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Ferner könnte eine kombinierte CycK-CDK12/CDK13-Inhibition mit anderen DNA-schädigenden 

Therapieformen oder Antiandrogenen, die die AR-abhängige Regulation der DDR bzw. der 

DNA-Reparatur verringern, synergistische und synthetisch letale Effekte hervorrufen [238-240]. 

Diese Effekte könnten folglich zu einer effektiveren Therapie beitragen und positive 

Behandlungserfolge erzielen [154]. Eine solche therapeutische Strategie könnte beispielsweise bei 

PCa-Patienten mit einer verstärkten CycK-CDK12/CDK13-Aktivität oder erhöhter Expression von 

CycK genutzt werden, um ihr Ansprechen auf eine Strahlen- und Hormontherapie zu erhöhen. 

Sowohl strahleninduzierte als auch durch die Antiandrogen-Behandlung verursachte 

DNA-Schäden könnten möglicherweise aufgrund der THZ531-bedingten Beeinträchtigung der 

DNA-Reparaturmaschinerie nicht mehr repariert werden und letztendlich zur Apoptose führen 

[238]. Die Beobachtung, dass PCa-Patienten mit einer niedrigen CycK-Expression besser auf eine 

Strahlen- und Hormontherapie ansprechen, was mit einem verbesserten biochemisch-

rezidivfreien Überleben einhergeht, spricht für eine solche Kombinationstherapie [131]. Zusätzlich 

wurde in eigenen Untersuchungen die synergistische Wirkung von THZ531 in Kombination mit 

Antiandrogenen beobachtet. Die Kombinationsbehandlung verursachte dabei nicht nur in 

androgensensitiven PCa-Zellen, sondern auch in vitalem humanem PCa-Gewebe deutliche 

antitumorigene Effekte (Abbildung 4-14 - Abbildung 4-26, Abbildung 4-28 - Abbildung 4-34). 

Folglich heben diese Ergebnisse das antineoplastische Potenzial der kombinierten Therapie im PCa 

hervor und stimmen zudem mit den Daten von Lei et al. überein [273]. Darüber hinaus 

verdeutlichen weitere Studien an verschiedenen Tumorentitäten die klinische Relevanz der 

CycK-CDK12/CDK13-Inhibition in Kombination mit konventionellen Therapieformen: 

Synergistische Effekte zwischen THZ531 und DNA-schädigenden Substanzen wie Cisplatin oder 

ATR- und ATM-Inhibitoren konnten in Ewing-Sarkomzelllinien festgestellt werden [124]. 

Gleichermaßen erhöhte THZ531 die Sensitivität von Zellen des anaplastischen Schilddrüsen-

karzinoms gegenüber der konventionellen Chemotherapie mit Doxorubicin [314]. In ähnlicher 

Weise unterdrückte THZ531 die Expression von DDR-Genen, induzierte eine verstärkte DDR und 

wirkte synergistisch mit Sorafenib im hepatozellulären Karzinom [126].  

 

Mutationen in HR-Reparaturgenen wie BRCA1/2, ATM und CHEK2 werden bei Patienten mit einem 

mCRPC häufig nachgewiesen, was mit einem aggressiveren und wenig differenzierten Tumor-

phänotyp sowie einer schlechteren Überlebensrate assoziiert ist [27, 315]. In mCRPC sowie in 

Mamma- und Ovarialkarzinomen, die durch Alterationen von BRCA1/2 charakterisiert sind, 

induzieren PARP-Inhibitoren eine synthetische Letalität und haben sich daher als effektive 

Wirkstoffklasse etabliert [81, 189, 190]. Um den Anwendungsbereich von PARP-Inhibitoren auf 

Patienten auszudehnen, die nur wenige bis keine Defekte im HR-Reparatursignalweg aufweisen, 

werden in aktuellen klinischen Studien potenzielle Synergien zwischen PARP-Inhibitoren mit 

Enzalutamid (NCT03395197) [316], Abirateron (NCT01972217, NCT03732820) [317] oder anderen 



DISKUSSION 
 

146 

Therapieformen bei mCRPC-Patienten untersucht [318]. Besonders vielversprechend scheint 

dabei die kombinierte Therapie mit Antiandrogenen zu sein, da sie zu einer Verminderung der 

AR-regulierten Expression der HR-Gene und folglich zu einer defekten HR-Reparatur führt. [238-

240, 274]. Basierend auf dem Prinzip der gezielten Beeinträchtigung der DDR, insbesondere des 

HR-Reparatursignalwegs, könnte eine kombinierte Therapie aus CDK12/CDK13-Inhibitoren und 

PARP-Inhibitoren bei mCRPC-Patienten daher ein vielversprechender therapeutischer Ansatz 

sein. Durch die Inhibition der CycK-CDK12/CDK12-Komplexe könnte die CycK-CDK12-abhängige 

Expression der DDR-Gene, einschließlich BRCA1, reduziert werden und folglich synergistische 

Effekte auslösen. Diese Strategie wird durch die Erkenntnis gestützt, dass CDK12 in einem 

genomweiten Screening des high-grade serösen Ovarialkarzinoms (HGSOC) als entscheidender 

Faktor für die Sensitivität gegenüber PARP-Inhibitoren identifiziert wurde [136, 319]. Eigene 

Analysen haben zudem gezeigt, dass die Inhibition der CycK-CDK12/CDK13-Komplexe in 

PCa-Zellen die Anfälligkeit gegenüber dem PARP1-Inhibitor Olaparib erhöhte, was die Anwendung 

der kombinierten Therapie unterstreicht (Abbildung 4-12). Analog dazu konnte eine synthetische 

Letalität durch die kombinierte Anwendung von THZ531 mit PARP-Inhibitoren auch bei 

Ewing-Sarkom- und Myelomzelllinien beobachtet werden [124, 125]. Konsistent mit diesen 

Ergebnissen wurde in einer weiteren präklinischen Studie an HGSOC-Organoiden festgestellt, 

dass die kombinierte Behandlung mit THZ531 zu einer erhöhten Sensitivität von HGSOC-Zellen 

und -Organoiden gegenüber Olaparib führte [320]. 

Die CycK-CDK12/CDK13-Inhibition könnte außerdem eine alternative therapeutische Strategie 

darstellen, um Resistenzen gegenüber PARP-Inhibitoren zu überwinden. Die Entwicklung dieser 

Resistenzmechanismen erfolgt häufig aufgrund einer Reaktivierung der HR-Reparatur durch 

sekundäre BRCA1/2-Mutationen, was die Notwendigkeit einer Kombinationstherapie verdeutlicht 

[321]. In diesem Kontext konnte eine präklinische Studie zeigen, dass der pan-CDK-Inhibitor 

Dinaciclib, der primär CDK1, CDK2, CDK5 und CDK9 hemmt und zusätzlich eine starke 

inhibitorische Wirkung gegenüber CDK12 aufweist, die Resistenzentwicklung gegenüber PARP-

Inhibitoren in BRCA1-mutierten TNBC-Zellen und patientenabgeleiteten Xenotransplantaten 

aufheben kann, indem er die Restaktivität der HR-Reparatur unterdrückt [145, 322]. Diese Studie 

deutet darauf hin, dass die Inhibition der CycK-CDK12/CDK13-Komplexe eine potenziell 

effektivere und gezieltere Therapieoption zur Reduktion der BRCA1-Aktivität darstellt als die 

Monotherapie mit PARP-Inhibitoren. Derzeit wird in einer klinischen Phase-I-Studie die 

kombinierte Anwendung von Dinaciclib (SCH 727965) und dem PARP-Inhibitor Veliparib (ABT-888) 

zur Behandlung von Patienten mit fortgeschrittenen soliden Tumoren untersucht (NCT01434316). 
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Darüber hinaus wurde in jüngsten Studien ein aggressiver Subtyp des mCRPCs mit biallelischer 

Inaktivierung von CDK12 identifiziert, bei dem die betroffenen Patienten sowohl auf 

Standardtherapien als auch auf eine Behandlung mit PARP-Inhibitoren nur schlecht ansprechen. 

Diese Patienten könnten jedoch von einer Immuntherapie profitieren. Solche CDK12-inaktivierten 

Tumore sind durch fokale Tandemduplikationen gekennzeichnet, die eine hohe fusionsbedingte 

Neoantigenlast und eine verstärkte T-Zell-Infiltration verursachen, wodurch sie sensitiver auf 

Immuncheckpoint-Inhibitoren (ICIs) reagieren [141, 256]. ICIs sind humanisierte, monoklonale 

Antikörper, die z. B. auf hemmende Signalmoleküle der Immunantwort abzielen, welche auf der 

Oberfläche von Tumor- und Immunzellen lokalisiert sind. Durch die Blockade der Bindung 

zwischen Tumor- und Immunzellen heben ICIs die immunsuppressive Wirkung dieser Interaktion 

auf und induzieren die antitumorale Immunantwort [323]. Zu den bekanntesten Zielstrukturen 

gehören CTLA-4 (Ipilimuab), PD-1 (Nivolumab) oder PDL-1 (Atezolizumab). Diese wurden bereits 

erfolgreich zur Behandlung verschiedener maligner Erkrankungen (z. B. des Lungenkarzinoms) 

eingesetzt und haben zu einer erheblichen Verbesserung der Überlebenschancen sowie der 

Lebensqualität der Patienten beigetragen [323].  

 

Obwohl die Immuntherapie die Behandlungskonzepte vieler Tumorentitäten revolutioniert hat, 

zeigte diese bisher in mCRPC-Patienten nur eine begrenzte Wirksamkeit [387]. Selbst die 

kombinierte Behandlung von ICIs mit Standardtherapieformen des mCRPCs, wie beispielsweise 

Enzalutamid und Pembrolizumab (NCT03016312) oder Pembrolizumab und DTX (NCT03834506), 

lieferte in klinischen Studien größtenteils enttäuschende Ergebnisse [324]. Das schlechte 

Therapieansprechen ist vermutlich darauf zurückzuführen, dass das PCa allgemein als 

immunologisch „kalter“ Tumor gilt, der durch die weitestgehend fehlende T-Zell-Infiltration, eine 

geringe Neoantigenlast und eine stark immunsuppressive Mikroumgebung charakterisiert ist 

[325]. Angesichts dieser Studienlage ist die Entdeckung, dass mCRPC-Patienten mit biallelischer 

CDK12-Inaktivierung eine Sensitivität gegenüber ICIs zeigen, besonders relevant für die 

Anwendung und Effektivität der Immuntherapie im PCa. Im Rahmen klinischer Studien wird 

derzeit die Wirksamkeit einer Monotherapie mit verschiedenen ICIs wie Ipilimumab und 

Nivolumab (NCT03570619, NCT04717154), Pembrolizumab (NCT04104893) und Atezolizumab 

(NCT04751929) in Kohorten mit mCRPC-Patienten, die CDK12-Mutationen aufweisen, untersucht 

[326].  

Weiterhin lässt die Identifizierung des CDK12-inaktivierten Subtyps vermuten, dass eine 

kombinierte Anwendung aus CycK-CDK12/CDK13-Inhibition und Immuntherapie im mCRPC 

vielversprechend sein könnte. Diese Behandlungsstrategie könnte demnach speziell für 

PCa-Patienten, die keine CDK12-Mutation aufweisen, profitabel sein, da sie gezielt die genomische 

Instabilität induziert, was die Expression von Neoantigenen stimulieren könnte. Dadurch könnte 

die antitumorale Immunantwort verstärkt und möglicherweise auch die Effektivität von ICIs 
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erhöht werden. In diesem Zusammenhang zeigten Larsen et al., dass CDK12 im nicht-kleinzelligen 

Lungenkarzinom die Expression von PD-L1-Transkriptvarianten reguliert [327]. Durch die 

Behandlung mit THZ531 wurde die IFN-γ-induzierte PD-L1-mRNA-Expression von 

membrangebundenem PD-L1 (mPD-L1) verringert, was das Verhältnis zwischen löslichem (sPD-L1) 

und mPD-L1 beeinflusste. Dieses Ergebnis deutet darauf hin, dass ein erhöhtes sPD-L1-

Expressionslevel, verursacht durch die THZ531-bedingte Abnahme von mPD-L1, für eine 

anti-PD-1/PD-L1-Therapie von Vorteil sein könnte, da bekannt ist, dass die T-Zell-Aktivierung 

weniger effektiv von sPD-L1 im Vergleich zu mPD-L1 unterdrückt wird [327]. Ergänzend dazu 

konnten Li et al. feststellen, dass die CDK12/CDK13-Inhibition durch SR-4835 die Wirksamkeit der 

Anti-PD-1-Checkpoint-Blockade verstärken und synergistisch die antitumorale Aktivität in einem 

TNBC-Mausmodell induzieren kann [328]. Weitere Studien sind jedoch notwendig, um das 

Potenzial der CycK-CDK12/CDK13-Komplexe als immuntherapeutische Zielstrukturen im PCa zu 

ermitteln. Dabei sollte außerdem berücksichtigt werden, dass die Inhibition der 

CycK-CDK12/CDK13-Komplexe mittels des dualen CDK12/CDK13-Inhibitors ZSQ836 nicht nur 

Auswirkungen auf die Tumorzellen hat, sondern auch die T-Zell-Infiltration im neoplastischen 

Gewebe beeinträchtigt, indem dieser die T-Zell-Proliferation und -Aktivierung negativ beeinflusst 

[269]. Zudem sollte beachtet werden, dass die ADT in Kombination mit einer Immuntherapie in der 

Literatur divergierende Effekte gezeigt hat. Während die Orchiektomie die Effektivität der 

Immuntherapie synergistisch verstärkt, können AR-Antagonisten die Immuntherapie 

unterdrücken [329]. Daher ist es entscheidend, die möglichen Wechselwirkungen zwischen der 

jeweiligen ADT und Immuntherapie sowie den optimalen Zeitpunkt und die Reihenfolge der 

Applikation der Kombinationstherapie zu analysieren. 

 

Generell sollte im Zusammenhang mit einer möglichen klinischen Anwendung der 

CycK-CDK12/CDK13-Inhibition im PCa berücksichtigt werden, dass auch gesundes Gewebe und 

Zellen von dieser Therapie beeinträchtigt werden könnten. Xiang et al. konnten beispielsweise im 

Gewebe von Testikeln gesunder Männer eine hohe CycK-Expression nachweisen [127], was darauf 

hindeutet, dass auch gesundes Prostatagewebe möglicherweise eine veränderte CycK-Expression 

aufweist und somit durch eine CycK-CDK12/CDK13-Inhibition beeinflusst werden könnte. Dies 

könnte einerseits unerwünschte Nebenwirkungen hervorrufen und andererseits zu einer 

Induktion der genomischen Instabilität führen, die infolge der CycK-CDK12/CDK13-Hemmung zur 

Tumorentwicklung in gesunden Zellen beitragen könnte [97, 99, 137]. Um diese Problematik zu 

umgehen, könnte eine direkte Applikation eines CDK12/CDK13-Inhibitors innerhalb des Tumors 

in Betracht gezogen werden. In diesem Kontext haben zahlreiche Studien gezeigt, dass das 

prostataspezifische Membranantigen (PSMA) aufgrund seiner physikochemischen Eigenschaften 

eine gezielte Applikation von Wirkstoffen ermöglicht [330-332]. PSMA wird spezifisch an der 

Oberfläche von Prostatazellen exprimiert und weist die höchsten Expressionslevel im CRPC und 
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mCRPC auf. Zudem unterliegt es einer Clathrin-vermittelten Endozytose und wird daher nach der 

Ligandenbindung internalisiert und in Lysosomen transportiert [330]. Diese Eigenschaften 

ermöglichen es beispielsweise, therapeutische Wirkstoffe über einen Linker mit einem 

PSMA-bindenden Molekül zu verknüpfen, die nach der Aufnahme in die Tumorzelle gezielt 

freigesetzt werden [331]. Darüber hinaus werden gegen PSMA gerichtete Tumor-Nanopartikel, die 

DTX enthalten, klinisch untersucht (NCT01812746). Diese Nanopartikel sind so konzipiert, dass sie 

über einen längeren Zeitraum im Gefäßsystem zirkulieren, sich im erkrankten Gewebe anreichern 

und den eingekapselten Wirkstoff dort kontrolliert abgeben [332]. Daher wäre es denkbar, anstelle 

von zytotoxischen Wirkstoffen ebenfalls CDK12/CDK13-Inhibitoren direkt in Tumorzellen 

freizusetzen, um möglicherweise die Effektivität dieser Therapie zu steigern und gleichzeitig 

systemische Nebenwirkungen zu minimieren. Zusätzlich könnte auch eine Dosisanpassung eines 

CDK12/CDK13-Inhibitors ausreichen, um unerwünschte Nebenwirkungen zu vermeiden. In 

diesem Kontext konnten sowohl die eigenen Daten (Abbildung 4-8) als auch frühere Studien eine 

konzentrationsabhängige Wirkung von THZ531 zeigen. Niedrigere Konzentrationen von THZ531 

(50-100 nM) waren hierbei ausreichend, um die Expression essenzieller DDR-Gene, einschließlich 

HR-Reparaturgene, zu verringern, ohne globale Transkriptionsdefekte zu verursachen [113, 114, 

124]. Weiterhin sollte berücksichtigt werden, dass sich Resistenzen gegen den CDK12/CDK13-

Inhibitor entwickeln könnten. Gao et al. konnten in diesem Zusammenhang feststellen, dass 

THZ531 als Substrat der ABC-Transporter-Familie fungiert. Eine Hochregulation dieser 

Transmembranproteine könnte demnach erworbene Resistenzmechanismen gegenüber THZ531 

begünstigen [333].  

 

Derzeit existieren keine Studien, die die inhibitorische Aktivität von THZ531 in vivo untersucht 

haben. Allerdings haben Jiang et al. erst kürzlich das THZ531-Analogon BSJ-01-175 entwickelt, 

welches erfolgreich das Tumorwachstum in einem Xenograft-Mausmodell des Ewing-Sarkoms 

unterdrückte. Somit stellt BSJ-01-175 den ersten selektiv kovalenten CDK12/CDK13-Inhibitor dar, 

der eine bestätigte in vivo-Wirksamkeit zeigte [193]. Durch die Möglichkeit der strukturellen 

Modifizierung und Optimierung von THZ531 wäre es daher denkbar, dass in zukünftigen Studien 

ein spezifischer Inhibitor zur funktionellen Hemmung der CycK-CDK12/CDK13-Komplexe, zur 

Therapie maligner Erkrankungen, konzipiert werden könnte. Ein CDK12/CDK13-Inhibitor wäre 

zudem nicht der erste CDK-Inhibitor, der eine Zulassung für die klinische Anwendung erhalten 

könnte. Die CDK4/CDK6-Inhibitoren Palbociclib, Ribociclib und Abemaciclib wurden in den 

letzten Jahren von der FDA zur Behandlung von Patientinnen mit metastasierten, hormon-

rezeptorpositiven Mammakarzinom in Kombination mit einer endokrinen Therapie zugelassen 

[93].  
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Basierend auf den in dieser Arbeit erhobenen Daten stellen die CycK-CDK12/CDK13-Komplexe 

vielversprechende therapeutische Zielstrukturen im PCa dar. Besonders als Kombinationstherapie 

zusammen mit einer ADT oder anderen PCa-Therapieformen könnten diese als eine zielgerichtete 

und effektive Behandlungsstrategie angewendet werden, um beispielsweise beim mCRPC eine 

vorherrschende Therapieresistenz zu überwinden und so die Effektivität der Therapie zu steigern. 

Zukünftige Studien zur Entwicklung von CDK12/CDK13-Inhibitoren für die klinische Anwendung 

stehen zwar vor einigen Herausforderungen, jedoch heben sowohl eigene als auch in der Literatur 

beschriebene Erkenntnisse das antineoplastische Potenzial einer CycK-CD12/CDK13-Inhibition 

hervor.  
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