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1 Zusammenfassung

1 Zusammenfassung

Einfluss von Dihydrotestosteron auf die Expression des Proteinase
aktivierten Rezeptors-2 (PAR2) in stromalen und epithelialen Zelllinien der

Prostata
Autor: Robert Wiirdinger

Pathologische = Veranderungen der Prostata, wie die benigne
Prostatahyperplasie und das Prostatakarzinom, zahlen zu den haufigsten
Erkrankungen des alternden Mannes. Beiden Erkrankungen werden
hormonabhangige Wachstumseigenschaften zugeschrieben. Das wahrend der
Pubertat flir das Wachstum der Prostata zustandige Hormon st
Dihydrotestosteron. Es wird unter Mitwirken der 5a-Reduktase aus der Vorstufe
Testosteron gebildet. Die genannten proliferierenden Erkrankungen der
Prostata, entwickeln sich in einem Lebensabschnitt des Mannes, der durch
einen Abfall des Serumspiegels an Androgenen gekennzeichnet ist. Neben
endogenen und exogenen Einflissen, spielen endokrine Faktoren, wie Steroid-
und Peptidhormone, sowie lokal in den Zellen wirkende Faktoren, wie
beispielsweise Insulin-like growth factor (IGF) und Fibroblast growth factor
(FGF), eine wichtige Rolle bei der Proliferation der Prostata des alternden
Mannes. Die Pathogenese der benignen Prostatahyperplasie und des
Prostatakarzinoms werden heute als multifaktorielles Geschehen verstanden.
Aulerdem wurden in humanem Prostatagewebe Rezeptoren nachgewiesen,
die zu der Familie der G-Protein gekoppelten Rezeptoren gehdren. Ihnen
werden eine Mitbeteiligung bei Entzindungen, Zellwachstum, Metastasierung
und auch der Karzinogenese zugeschrieben. Diese Rezeptoren werden als
Proteinase-aktivierte Rezeptoren bezeichnet. Bisher konnten insgesamt vier
Subtypen (PAR1,-2,-3,-4) beschrieben werden.

Ziel dieser Arbeit war durch immunhistochemische Farbungen die topografische
Lokalisation des Proteinase aktivierten Rezeptors-2 (PAR2) in pathologisch
verandertem Gewebe der Prostata darzustellen. Weiterhin wurde in Zelllinien
des Prostatakarzinoms (PC3, DU145 und LNCaP) und der Benignen

1



1 Zusammenfassung

Prostatahyperplasie (hPCPs) mittels PCR untersucht, ob die Expression des
Rezeptors durch Dihydrotestosteron beeinflussbar ist.

In dieser Arbeit konnten deutliche Unterschiede in der Lokalisation von PARZ2 in
pathologisch veranderten Geweben der Prostata detektiert werden. Neben der
bekannten Expression von PAR2 in den untersuchten
Prostatakarzinomzelllinien konnte auch in der stromalen Prostatazelllinie
hPCPs das Vorkommen von PAR2 nachgewiesen werden. Aulderdem wurde fur
die stromale Zelllinie hPCPs eine durch Dihydrotestosteron beeinflusste
Expression von PAR2 gezeigt, wahrend der Rezeptor in den epithelialen
Zelllinien des Prostatakarzinoms von diesem Hormon unabhangig exprimiert
vorlag. Subphysiologische Konzentrationen von Dihydrotestosteron induzierten
eine Uberexpression von PAR2 in der stromalen Zelllinie. Die funktionelle
Aktivitat von PAR2 leitete eine Proliferation der stromalen hPCPs-Zellen ein.
Die Ergebnisse zeigten, dass das Expressionsverhalten und die Funktion von
PAR2 zusammengenommen einen wichtigen Hinweis auf die PAR2-vermittelte
Regulation mitogener Prozesse im in vitro-Modell der benignen

Prostatahyperplasie liefern.



1 Summary

Summary

The effect of dihydrotestosterone in the expression of proteinase
activated receptor-2 (PAR2) in stromal and epithelial cell lines of the

prostate
Author: Robert Wiirdinger

Pathological changes of the prostate like benign prostate hyperplasia and
prostate carcinoma are considered to be one of the most common diseases of
the aging male. These diseases are attributed to growth properties that are
considered to be hormone dependent. The hormone, responsible for the growth
of the prostate during puberty is called dihydrotestosterone. It is produced by
the effect of 5a-reductase oxydating testosterone. Proliferative changes of the
prostate like benign prostate hyperplasia and prostate cancer are detected at an
age at which a decrease in the serum androgen level can be observed.
Therefore other factors beside androgens could have a contributing role in the
pathological growth of the prostate. The pathogenesis of benign prostate
hyperplasia and prostate cancer is thought to be multifactorial. Endogenous and
exogenous factors have a pivotal role in the proliferation of the prostate.
Moreover, endocrinol factors such as steroid-and peptide hormones, and locally
acting factors as insulin-like growth factor (IGF) and fibroblast growth factor
(FGF), exhibit similar important roles. Cell lines linked to prostate carcinoma
expose receptors that belong to the family of G-protein coupled receptors
(GPCRs) and have a contributing role in inflammation, cell growth, metastasis
and carcinogenesis. These receptors are called proteinase activated receptors
(PAR). Until now four members (PAR1,-2,-3 and -4) have been described.

The aim of this study was to describe the topographical localization of
proteinase activated receptor-2 (PAR2) in pathologically affected tissues of the
prostate utilizing immunohistochemical staining. Furthermore an androgen
dependent (dihydrotestosterone) expression of PAR2 in cell lines of prostate
carcinoma (PC3, DU145, LNCaP) and benign prostate hyperplasia (hPCPs)

was examined via PCR.



1 Summary

In the current study, a major difference in the localization of PAR2 in various
pathological tissue of the prostate has been revealed. Beside the already
proven expression of PAR2 in epithelial prostate carcinoma cell lines (PC3,
DU145 and LNCaP), the existence of this receptor also was detected in the
human stromal prostate cell line hPCPs. Moreover, a dihydrotestosterone
dependent expression of the receptor was shown in stromal cell line hPCPs,
while on the other hand the expression seemed to be independent of this
hormone in epithelial cell lines. Subphysiological concentrations of
dihydrotestosterone caused higher expression of PAR2 in hPCPs-cells. The
functional activity of PAR2 induced a proliferation of these cells. The results
showed that PAR2 can be considered as an important factor playing a role in
PAR2-mediated regulation of mitogenic processes in benign prostate

hyperplasia.



2 Einleitung

2 Einleitung

2.1 Pathologische Veranderungen der Prostata

2.1.1 Anatomie und zonale Aufgliederung der Prostata

Die Prostata ist die grof3te akzessorische Geschlechtsdrise des Mannes. In ihr
wird ein saures Sekret (pH- Wert 6,4) produziert, das zusammen mit in den
Nebenhoden gespeicherten Spermatozoen und dem Sekret der Samenblase
(Vesicula seminalis), als mannliches Ejakulat ausgestolen wird. Das
Prostatasekret enthalt zahlreiche Enzyme, wie z.B. Phosphatase, aber auch
Cholesterin und Zink, die fur die Beweglichkeit der Spermatozoen von groler
Bedeutung sind (Aumdller and Riva 1992). Bei einer GroRe von ca. 2 cm
Durchmesser liegt das Organ subperitoneal unterhalb der Harnblase und
umschlief3t dort den Harnleiter. Es ist aus epithelialem und stromalem Gewebe
zusammengesetzt. Das epitheliale Gewebe besteht aus ca. 30 bis 50
tubuloalveolaren Drusen, die mit ihren Ausfihrungsgangen in den Colliculus
seminalis der Samenblase munden. Das stromale Gewebe der Prostata ist
hauptsachlich aus glatter Muskulatur und Bindegewebe mit retikularen,
elastischen und kollagenen Fasern aufgebaut. Die Drisenazini sind von einer
dinnen Bindegewebsschicht umgeben, die glatte Muskulatur enthalt. Die
Prostata ist von einer derben Bindegewebskapsel, die ebenfalls Muskulatur
enthalt, umgeben. Diese Kapsel bildet die auldere Organbegrenzung und wird
vor allem im apikalen Bereich und an der Kapselbasis von zahlreichen
Nervenfasern durchdrungen (Drenckhahn D. 1994).

Makroskopisch wird die Prostata in vier Zonen untergliedert: Eine ,zentrale
Zone“, eine ,Transitionszone®, eine ,periphere bzw. aullere Zone“ und eine
Lnichtglandularen Zone“ (McNeal 1965). Die zentrale Zone liegt dorsokranial, hat
eine konische Form und umgibt den Ductus ejaculatorius. Die dort befindlichen
Driusen sind sehr weitlumig und machen ein Viertel der gesamten Drisenmasse
aus. Die Transitionszone liegt mediolateral der Urethra und beinhaltet
englumige Drisen, umgeben von straffem Stromagewebe. Die periphere bzw.

aulBere Zone umgibt die zentrale Zone und beinhaltet lockeres Drisen- und
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2 Einleitung

Stromagewebe. In diesen Zonen spielen die Tumorinvasion und
Tumorinfiltration eine wichtige Rolle. AuRerdem sind sie von groler Relevanz in
der Unterscheidung von gutartigen und bdsartigen Veranderungen des
Prostatagewebes (McNeal 1969; McNeal 1978). Die zwei bekanntesten
pathologischen Veranderungen der Prostata nehmen von unterschiedlichen
Lokalisationen her ihren Ursprung. Benigne Prostatahyperplasien (BPH), die zu
den gutartigen Veranderungen gehodren, befinden sich vornehmlich in der
Transitionszone und Prostatakarzinome nehmen ihren Ursprung meistens in
der peripheren Zone. Ein sehr geringer Teil der Karzinome lasst sich auch in
der Transitionszone (Transitionskarzinome) oder in der zentralen Zone
lokalisieren (McNeal 1969; Greene et al. 1995).

Abbildung 1. Zonale Aufgliederung der Prostata. (McNeal 1965; Aumdiiller 1989).
PZ: Periphere Zone; TZ: Transitionszone; zentrale Zone von PZ umgeben; UP: ure-
thrales prostatisches Segment; BH: Blasenhals; FAS: fibromuskuldres aglanduldres

anteriores Stroma; S: praprostatischer Sphinkter; CS: Colliculus seminalis.
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2 Einleitung

2.1.2 Prakanzerosen
2.1.2.1 Prostatische Intraepitheliale Neoplasie (PIN )

Bostwick und Brawer fluhrten 1987 den Begriff der PIN ein. Die PIN beschreibt
hyperproliferative Abschnitte der Prostata, in denen anaplastische Zellkerne des
Drisenepithels zu finden sind. Diese Areale wurden in der peripheren Zone der
Prostata beobachtet (Bostwick and Brawer 1987). Eine Vorstufe der PIN kdnnte
die proliferative, inflammatorische Atrophie sein, die haufig bei rezidivierenden
Entzindungen der Prostata vorkommt (De Marzo et al. 1999). Anfanglich wurde
die PIN in drei Grade aufgeteilt (PIN I, Il, und Ill) (Bostwick and Brawer 1987). Die
Einteilung in zwei Grade erfolgte 1987 durch die American Cancer Society
Konsensus Konferenz in die Low-grade PIN (LG-PIN) und die High-grade PIN
(HG-PIN) (Drago J.R. 1987). Der Low-grade PIN wird kein Entartungsrisiko
zugesprochen. Sie gilt als harmloser Befund und wird von Pathologen kaum
noch verwandt, wohingegen die HG-PIN als obligate Prakanzerose angesehen
wird (Epstein et al. 1995). Unklar ist, ob das Prostatakarzinom aus einer HG-PIN
entsteht oder ob eine HG-PIN in einem Prostatakarzinom assoziiert vorliegt
(Paul R. 2001).

Histomorphologische Kriterien einer HG-PIN sind:

Veranderungen der Epithelarchitektur mit verschiedenen kribriformen,

glandularen, azinaren und tubularen Wachstumsmustern

Kernvergroflerungen

Prominente, meist exzentrisch gelegene Nukleolen

Intakte Basalzellschicht (Bostwick et al. 1993a)

2.1.2.2 Atypische Adenomatése Hyperplasie (AAH )

Atypisch glandulare Proliferationen der Prostata wurden sowohl in Karzinomen,
aber auch in benignen Hyperplasien der Prostata beobachtet. Die atypischen

Lasionen, die in der anterozentralen Zone (Transitionszone) der Prostata liegen

7



2 Einleitung

und dort glandulare Karzinome fingieren, werden AAH genannt. Kennzeichen
der AAH ist die Proliferation neu gebildeter kleiner Azini ohne Kernaplasie. Ein
Zusammenhang mit dem Prostatakarzinom konnte jedoch nicht so eindeutig
festgestellt werden wie bei der PIN (Bostwick et al. 1993b). Im Gegensatz zur PIN
findet sich die AAH hauptsachlich in der Transitionszone und der zentralen
Zone der Prostata. Aus diesem Grund wird die AAH als Prakanzerose fur die

selten vorkommenden Transitionskarzinome vermutet (Helpap and Riede 1995).

2.1.3 Das Prostatakarzinom

Das Prostatakarzinom ist mit ca. 3 % die zweithaufigste Todesursache des
Mannes durch Karzinome nach dem 50. Lebensjahr weltweit. Nach
Schatzungen des Robert-Koch-Instituts in  Berlin erkranken allein in
Deutschland jahrlich fast 49.000 Manner an einem Prostatakarzinom (RK/ 2006).
Die Haufigkeit klinisch diagnostizierter Prostatakarzinome ist wesentlich
niedriger, als die Inzidenz latenter Karzinome, die erst im Rahmen von
Autopsien bei Patienten festgestellt werden (RKI 2006). Einige Patienten
versterben innerhalb weniger Monate nach Karzinomdiagnose, weil eine sehr
schnelle Tumorprogression besteht, wahrend andere Patienten nur eine sehr
langsame unbemerkte  Tumorgenese aufweisen und letztlich an
tumorunabhangigen Ursachen versterben. Dieses Phanomen der Mortalitat und
Inzidenz der Prostatakarzinome zeigt die groRen Schwierigkeiten, Prognosen
uber diesen Tumor zu stellen. Die ungewisse Prognose des Krankheitsverlaufs
zeigt wie wichtig es ist die Pathogenese des Prostatakarzinoms intensiver zu
erforschen und neben altbewahrten Methoden der Prostatakarzinomdiagnostik
(PSA-Wert, Sonographie und Digitale Rektale Untersuchung) weitere
Parameter zu finden, die eine Aussage Uber den Status der Erkrankung
erlauben und eine geeignete individuelle Therapieform ermoglichen.

Das Prostatakarzinom nimmt seinen Ursprung im Drisengewebe. Die
prostatische intraepitheliale Neoplasie (PIN) wird als Carcinoma in situ der
Prostata betrachtet (Epstein et al. 1995). Wird in Folge einer hochgradigen
intraepithelialen Neoplasie (HG-PIN) die Basalmembran durchbrochen, spricht

8
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man von einem invasiven Karzinom, das sich meist multifokal manifestiert. Ein
Fortschreiten der Invasion fuhrt zum Befall der Prostatakapsel und
anschlieBend zur Infiltration der Samenblasen. Uber den lymphogenen Weg
konnen die Zellen des Primartumors streuen und zu Metastasen in
benachbarten Lymphknotenstationen fuhren. Eine Streuung der Tumorzellen
Uber die Blutbahn kann in entfernten Korperregionen Fernmetastasen
entstehen lassen. Haufig ist dabei der Knochen befallen (Bostwick and Brawer
1987).

2.1.4 Atiologie des Prostatakarzinoms

Die Ursachen fur die Entstehung von Prostatakarzinomen sind noch weithin
unverstanden. Diverse Studien beschaftigten sich in der Vergangenheit mit dem
Einfluss exogener und endogener Risikofaktoren auf die Entstehung von
Prostatakarzinomen. Dabei wurden Lebensgewohnheiten und
Ernahrungsverhalten (endogen) und Umwelteinflisse (exogen) bertcksichtigt.
Zu den etablierten Risikofaktoren des Prostatakarzinoms zahlen bis heute das
Alter des Mannes, die familiare Haufung und die ethnische Herkunft. Es besteht
eine Korrelation zwischen der Inzidenz des Prostatakarzinoms und dem
Lebensalter. Die Haufigkeit dieser Erkrankung steigt im Laufe des Lebens an,
wobei weniger als 1% der Karzinome bei Mannern unter 50 Jahren
diagnostiziert werden konnten (Bratt et al. 1998). Der Altersgipfel fur Malignome
liegt zwischen dem 65. und 70. Lebensjahr. Studien konnten zeigen, dass auf
eine Anzahl von 100.000 Mannern allein in Deutschland jahrlich 45 Manner im
Lebensalter zwischen 45 und 49 Jahren erkranken. In der Gruppe der 50-54
Jahrigen erkranken 170, und in der Gruppe der 70-75 Jahrigen 5130 Manner an
einem Prostatakarzinom (Dhom 1992).

Eine positive Familienanamnese tragt ebenfalls zu einem erhdhten Risiko fur
Prostatakrebs bei (Waterbor and Bueschen 1995). Schatzungen zufolge treten ca.
10-15% aller Prostatakarzinome familiar auf. Mindestens ein Verwandter ersten
Grades ist dann ebenfalls am Prostatakarzinom erkrankt. Das Risiko direkter
Verwandter mit positiver Familienanamnese ebenfalls an einem Karzinom zu

9
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erkranken, ist viermal hdher als bei Mannern ohne positiver Familienanamnese
(Waterbor and Bueschen 1995; Villers et al. 1997).

Fir die ethnische Herkunft fallt im internationalen Vergleich auf, dass die
Inzidenz bei Amerikanern und Kanadiern am hdchsten liegt, wohingegen
Asiaten deutlich weniger an Prostatakarzinomen erkranken. Im Vergleich zu
Japanern lag die Inzidenzrate bei Afroamerikanern etwa 30 mal héher. Ahnliche
Unterschiede weisen die Mortalitatsraten auf (Wingo et al. 1995). Obwohl die
weltweiten Unterschiede fur die Inzidenz und Mortalitdt noch weitgehend
unverstanden sind, werden verschiedene Faktoren dafur verantwortlich
gemacht.

Neben ethnologischen Faktoren spielen auch exogene Einflisse fur die
Karzinomentstehung eine bedeutende Rolle. Der vermutlich wichtigste exogene
Einfluss scheint die Ernahrung zu sein. Fettarme und ballaststoffreiche Nahrung
soll der Karzinomentstehung entgegenwirken kdnnen, wohingegen sich das
Karzinomrisiko bei der Aufnahme gesattigter tierischer Fetter drastisch erhoht.
Eine Erhdéhung des Serumandrogenspiegels bei ballaststoffarmer und
fettreicher Nahrung wird dabei als Ursache angesehen (Key 1995). Nicht nur
durch Nahrung erhohte Serumandrogenspiegel, sondern auch ethnische
Unterschiede in den Hormonkonzentrationen sind von groRRer Wichtigkeit.
Wu und Mitarbeiter fanden 1995 in einer Fall-Kohorten-Studie eine Ursache in
der unterschiedlichen Aktivitat der 5-alpha-Reduktase der ethnischen
Bevolkerungsgruppen. Es ist das Enzym, das Testosteron zu DHT
(Dihydrotestosteron) umwandelt. Das Verhaltnis von DHT zu Testosteron war
bei Afroamerikanern am hdchsten und bei Asiaten am niedrigsten (Wu et al.
1995). Den Einfluss von Androgenen auf das Wachstum von
Prostatakarzinomen beobachteten Huggins und Hodges schon in den 40er
Jahren und setzten dies in der Therapie des Malignoms um (s.u.) (Huggins and
Hodges 2002).

10
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2.1.5 Benigne Prostatahyperplasie (BPH)

Histopathologische Veranderungen des stromalen Prostatagewebes und damit
die gutartige Vergrdlierung im Sinne einer benignen Prostatahyperplasie (BPH)
zahlen neben dem Prostatakarzinom zu den haufigsten Erkrankungen des
alternden Mannes. Zwischen dem 70.und 80. Lebensjahr lasst sich bei ca. 90%
der Manner eine gutartige VergrolRerung der Prostata diagnostizieren (Berry et
al. 1984). Eines der Hauptsymptome ist die sogenannte ,untere
Harntraktsymptomatik“ (LUTS; lower urinary tract symptom) (Madersbacher et al.
1998). Ab dem 30. Lebensjahr etwa bilden sich im Bereich der Transitionszone
neue Drisenkomplexe, die den Hauptteil der BPH darstellen und zu
Miktionsbeschwerden flhren kénnen (McNeal 1978). Histologisch zeigen sich
benigne Knoten, die nicht mehr als 2% der Gesamtmasse des Organs
umfassen. Diese Knoten kdnnen sowohl aus Stromagewebe (fibroblastische,
mesenchymale Hyperplasie), als auch aus Drusengewebe (glandulére
Hyperplasie) aufgebaut sein. Meist liegt eine Hyperplasie beider
Gewebekompartimente vor (Oelke 2007). Es wurde spekuliert, ob es sich bei
dieser gutartigen Erkrankung um eine echte Hyperplasie mit Zunahme der
Zellzahl, oder um eine Verminderung der Apoptose handelt (Bartsch et al. 1979).
Shapiro und Mitarbeiter konnten beispielsweise feststellen, dass sich das
Verhaltnis stromaler Zellen zu epithelialen Zellen im hyperplastischen Gewebe
kaum verandert und somit nicht nur auf stromaler Ebene eine Fehlregulation

des Wachstums ursachlich war (Shapiro et al. 1997).

2.1.6 Atiologie der benignen Prostatahyperplasie (BPH)

Die Atiologie der benignen Prostatahyperplasie &hnelt sehr der des
Prostatakarzinoms. Neben endogenen und exogenen Faktoren spielen auch
hier ethnologische und genetische Faktoren eine wichtige Rolle (Ekman 1989).
Da bis heute noch Uneinigkeit Uber die Entstehung von benignen
Prostatahyperplasien herrscht, werden diese Erkrankungen, und auch die
Entstehung der Prostatakarzinome, als multifaktorielle Ereignisse beschrieben

(Marcelli and Cunningham 1999).
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Es wurde bereits eine grole Anzahl von Hypothesen etabliert, die die
Entstehung gutartiger VergroRerungen der Prostata hinterfragen. Einige dieser

Theorien sollen hier aufgeflihrt, jedoch nicht weiter erlautert werden:

1. Dihydrotestosteron-Hypothese (Krieg et al. 1993)
2. Ostrogen-Hypothese (Huggins 1967)
3. Embryonales Wiedererwachen (,embryonic reawakening®) (McNeal 1978)

4. Hypothese der Fehlregulation von Wachstumsfaktoren (Tenniswood 1986)

All diese Hypothesen sind Ansatze fur das Verstandnis der Pathophysiologie
der BPH und liefern ebenso Ansatze fur die Therapie dieser Erkrankung. Die
Pathogenese der BPH wird sehr eng mit Veranderungen des
Androgenhaushaltes des alternden Mannes in Zusammenhang gebracht. Aus
diesem Grund beschaftigte sich diese Arbeit ausschliellich mit der am meisten
etablierten Hypothese, der DHT-Hypothese, und versucht Ansatze fir die

Therapie auf molekularbiologischer Ebene zu finden.

2.1.7 Androgenabhangigkeit prostatischer Veranderungen

Hinsichtlich ihres Wachstumsverhaltens zahlt die Prostata zu dem
Geschlechtsorgan mit der hochsten Androgenabhangigkeit. Neben der
anatomischen Einteilung gibt es eine weitere Einteilung, die das Organ in
Anlehnung ihrer androgenen Stimulierbarkeit in eine steroidhormonabhangige
periurethrale Innenzone (Ostrogene) und AuRenzone (Testosteron) aufteilt.
Androgene sind fur die Entwicklung, Funktion und das Wachstum der Prostata
elementar (Aumdiller 1989). Eine Verminderung des Steroidhormonspiegels
durch Kastration fuhrt zu einer Atrophie des Organs, eine anschlieRende
Erhdhung der Steroidserumkonzentration durch Substitution kann eine
normalisierte Funktion des Organs einleiten (Huggins and Hodges 2002). Ein
intakter Androgenhaushalt ist ein Hauptfaktor fir die Entwicklung einer
gesunden Prostata. Prostatische Veranderungen, wie die benigne
Prostatahyperplasie und auch das Prostatakarzinom, entwickeln sich in einem
12
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Lebensalter, das durch eine Senkung des Serumandrogenspiegels
gekennzeichnet ist (Rumpold H. 2002). Es wird angenommen, dass neben
Androgenen weitere Faktoren wie Wachstumsfaktoren, Zell-Zell-Interaktionen
und auch Rezeptoren an der Pathogenese der Prostata beteiligt sein kdnnen
(Vermeulen 1991; Hermann and Berger 1999; Marcelli and Cunningham 1999).

Die Androgenabhangigkeit des Prostatakarzinoms wurde 1941 zuerst von
Huggins und Hodges erkannt, indem nach beidseitiger Hodenentfernung bei
betroffenen Patienten ein Rickgang des Tumorwachstums festgestellt werden
konnte. Seit dem gilt die Ausschaltung der endokrinen Hodenfunktion als
Goldstandard flir die palliative Behandlung des fortgeschrittenen
metastasierenden Prostatakarzinoms (Huggins and Hodges 2002). Bei fehlender
testikularer Funktion ist keine Karzinogenese zu beobachten. Ross und auch
Altwein unterstitzen unabhangig voneinander ebenfalls diese These, indem sie
feststellten, dass Manner, bei denen vor Eintritt in die Pubertdt die Hoden
entfernt wurden, kein Prostatakarzinom entstehen konnte (Ross et al. 1983;
Altwein et al. 1997). Spatere Untersuchungen ergaben, dass Prostatakarzinome
in eine androgenabhangige und eine androgenunabhangige Form

unterschieden werden konnten (Cabrespine et al. 2004).

Auch fir die Entstehung einer BPH wurden hormonelle Ungleichgewichte,
allerdings zwischen Ostrogenen und Androgenen, diskutiert. Denn vor allem im
Alter kommt es zu einem erhéhten Ostrogenspiegel, aufgrund der Verschiebung
der Ratio von Androgenen/Ostrogenen, der auf die Zellen der periurethralen
Zone wirken kann. Dort kommen vermehrt Ostrogenrezeptoren vor (Ekman
2000). Auch wenn nur wenige Ostrogenrezeptoren in der Prostata exprimiert
werden, scheinen diese in dem Organ fiur das Stammzellwachstum von
Bedeutung zu sein. Weiterhin bewirkt ein erhoéhter Ostrogenspiegel eine
Aktivierung der stromalen Muskelzellen, die wiederum zu einer Proliferation der
Bindegewebsfasern fihren kénnen (Zhao et al. 1992). Steroidhormone fungieren
neben Proteinhormonen und Glykoproteinhormonen als endokrine Faktoren, die
fur das Wachstum der Prostata verantwortlich gemacht werden. Neben Ihnen
sind auch lokal autokrin und parakrin wirkende Faktoren, wie fibroblast growth

factor (FGF), inslin-like growth factor (IGF), epidermal growth factor (EGF) und
13
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indirekt luminal wirkende Faktoren, wie Zink, Kallikreine und auch
Prostaglandine am Wachstum und der Differenzierung der Prostata beteiligt
(Hermann et al. 2000). Es wurden in den letzten Jahrzehnten diverse Hypothesen
zur Pathogenese der BPH und auch des PCa postuliert, die auf die
Veranderung der sexualsteroidhormonalen Verfligbarkeit basieren. Sehr
interessant ist die Testosteron/DHT-Hypothese, die besagt, dass Testosteron
und damit sein intrazellularer Metabolit Dihydrotestosteron (DHT) flir die
Entwicklung und das Wachstum der Prostata wahrend der Pubertat
verantwortlich gemacht wird (Marcelli and Cunningham 1999). Testosteron
diffundiert als freies Hormon in die Zellen und wird dort durch die 5-o-
Reduktase irreversibel in DHT umgewandelt. Das DHT wirkt aufgrund seiner
hdheren Affinitat zum Androgenrezeptor etwa 5-10 mal starker als Testosteron.
Allein die Konzentration von DHT ist etwa um das 5-fache hoher als die des
Testosterons in dem Organ (Bartsch et al. 2000). Als aktiver Metabolit vermag
DHT intrazellular an den Androgenrezeptor zu binden und nach Translokation in
den Zellkern die Transkription verschiedener Gene, wie beispielsweise PSA,
EGF und Myc, zu induzieren (Grossmann et al. 2001). Antidstrogene und auch
antiandrogene Therapieformen zeigten, dass die androgenabhangige Form des
Karzinoms und auch die benigne Prostatahyperplasie  durch
Steroidhormonentzug behandelbar seien. Die Methode fuhrt zu einer
Aktivierung des programmierten Zelltods und damit zu einem Untergang des
sekretorischen Epithels des Organs (Breul and Paul 1998). Die Therapie durch
Androgenentzug kann bei Karzinomen dazu flhren, dass ein Gefalle zugunsten
hormonunabhangig wachsender Zellen entsteht, wodurch ein
androgensensitiver Tumor letztlich in einen androgeninsensitiven Tumor
ubergehen konnte. Dieser Vorgang kann allerdings auch spontan auftreten und
ist noch weitgehend unverstanden (Taplin and Balk 2004). Therapeutisch werden
je nach Schweregrad beider Krankheitsbilder sowohl Medikamente als auch
chirurgische Interventionen eingesetzt. Die Chemotherapie wird bei einem
Prostatakarzinom kaum angewendet. Vereinzelt konnten mit dieser Therapie
Erfolge verzeichnet werden (Gilligan and Kantoff 2002). Fur die

androgenunabhangige Form lasst sich ausschliellich die Entfernung der
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Prostata als Therapiealternative in Erwagung ziehen.

Bis heute wurden noch keine Konzepte entwickelt, die die BPH-Entstehung
verhindern oder eine bereits vorhandene BPH rickgangig machen kénnen. Fir
die konservative Therapie der BPH kommt das Medikament Finasterid® zum
Einsatz und wird bei Symptomen der BPH von der WHO empfohlen. Es ist ein
Inhibitor der 5a-Reduktase (TYPII), die in der Prostata vorkommt, und die
Umwandlung von Testosteron zu DHT verhindert, was einem weiteren

Wachstum der Prostata entgegenwirken kann (Bartsch et al. 2000).

2.2 Proteinase aktivierte Rezeptoren (PAR)

2.2.1 Allgemeines

Proteinase aktivierte Rezeptoren (PAR) gehoéren zur Familie der Sieben-
Transmembranhelikalen G-Protein gekoppelten Rezeptoren (GPCR). Bis heute
wurden insgesamt vier Proteinase aktivierte Rezeptoren beschrieben. Die
Nomenklatur erfolgte in der Reihenfolge ihrer Entdeckung. So wurde der im
Jahre 1991 zuerst beschriebene Rezeptor als PAR1 bezeichnet (Rasmussen et
al. 1991; Vu et al. 1991). Drei weitere Mitglieder konnten in den folgenden Jahren
identifiziert werden (PAR2, -3, und -4) (Nystedt et al. 1994; Nystedt et al. 1995b;
Ishihara et al. 1997; Kahn et al. 1998; Xu et al. 1998).

Proteinase aktivierte Rezeptoren werden extrazellular an ihrem N-terminalen
Ende durch Serin-Proteinasen gespalten, um anschlieBend durch
Selbstaktivierung intrazellular G-Protein  gekoppelte  Signaltransduktion
vermitteln zu konnen. Diese enzymatische Aktivierung durch Proteolyse der
Rezeptoren ist fur alle PAR identisch und fir die Familie der GPCR ein vdllig
neuer Aktivierungsmechanismus. Durch die proteolytische Spaltung entsteht ein
neuer N-Terminus (tethered ligand), der die Rezeptoren selbst zu aktivieren
vermag (Macfarlane et al. 2001). Der ,neue Ligand® interagiert intramolekular mit
dem 2. extrazellularen Loop des hiesigen Rezeptors und vermittelt

anschlie3end die fur die Rezeptoren spezifische Signaltransduktion (Al-Ani et al.
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1999). Alternativ zur Aktivierung Uber proteolytische Spaltung kénnen auch

spezifische Agonisten eine Signaltransduktion ins Zellinnere vermitteln (Abb.2).

/ ‘><’ N Agonist NH-R

\I

S

* deaktiviert aktiviert

|

Signaltransduktion

Abbildung 2. Mechanismen der PAR-Aktivierung. Modifziert: (Macfarlane et al.
2001). Proteinasen spalten den Rezeptor extrazelluldar am N-Terminus, so dass ein
Jtetherd ligand”“ entsteht, der den Rezeptor aktivieren kann. Ebenso kénnen exogen
zugefligte synthetische Agonisten eine Aktivierung und damit eine Signaltransduktion

nach intrazellular vermitteln.

Proteinase aktivierte Rezeptoren werden als ,Einmalrezeptoren“ bezeichnet.
Dies bedeutet, dass sie nach ihrer Aktivierung nicht noch einmal aktiviert
werden koénnen, sondern im Anschluss intrazellular lysosomal abgebaut
werden. Die Rezeptoren spielen eine wichtige Rolle in Alarmsituationen des

Kdrpers, wie z. B. Trauma und Entzindungen (Coughlin and Camerer 2003).
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Genetische Modelle ausgewahlter Agonisten und Antagonisten von Proteinasen
haben gezeigt, dass sie und ihre Rezeptoren eine wichtige Rolle bei der
Gerinnung, Entzindung und Schmerz spielen. Aus diesem Grund werden
synthetische Agonisten und Antagonisten Proteinase aktivierter Rezeptoren als
ndtzliche therapeutische Agentien bei der Behandlung von Erkrankungen
vermutet (Cottrell et al. 2002). Die proteolytische Spaltung der Proteinase
aktivierten Rezeptoren wird durch eine eng umschriebene Gruppe von
Enzymen vermittelt, die Serin in ihrem aktiven Zentrum enthalten. Diese Serin-
Proteinasen spielen eine wichtige Rolle in verschiedenen biologischen
Vorgangen, insbesondere der Blutgerinnung und Wundheilung. Die Moglichkeit
dieser Enzyme durch Proteolyse als Rezeptoraktivatoren von Proteinase
aktivierten Rezeptoren zu fungieren, beschreibt eine neue Funktion fir die
Familie der Serin-Proteinasen (Ossovskaya and Bunnett 2004).

PAR1, PAR3 und PAR4 werden auch als ,Thrombinrezeptoren® bezeichnet.
PAR2 reagiert als einziger Rezeptor primar auf trypsinahnliche Serin-
Proteinasen inklusive Trypsin und Mastzellen-Tryptase (Steinhoff et al. 1999). Die
proteolytische Spaltung des Rezeptors bewirkt nicht immer eine Aktivierung. In
Abhangigkeit der Enzymverfugbarkeit, die als Liganden fungieren, kdnnen die
Rezeptoren sowohl aktiviert, als auch inaktiviert werden. Beispielsweise spaltet
der Koagulationsfaktor Thrombin PAR1 auf Thrombozyten. Dieser kann
anschlieRend die Plattchenaggregation und Hamostase induzieren. Das
Cathepsin G des neutrophilen Granulozyten hingegen spaltet PAR1 an einer
anderen Stelle als Thrombin und generiert dadurch einen fir Thrombin
unsensiblen PAR1, von dem angenommen wird die Blutgerinnung einleiten zu
konnen (Ossovskaya and Bunnett 2004). Eine gro3e Anzahl von Proteinasen,
einschlieflich der Gerinnungskaskade, Entzindungszellen und
Verdauungstrakt kénnen Proteinase aktivierte Rezeptoren spalten und

aktivieren. Die beteiligten Enzyme und Proteinasen sind in Tabelle 1 aufgefihrt.
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Tabelle 1. Aktivierende Proteinasen, hemmenden Proteinasen, aktivierende
Peptide und Lokalisation von PAR. Modifiziert: (Ossovskaya and Bunnett 2004)

PAR-1 PAR- 2 PAR-3 PAR-4
Thrombin, FXa, Trypsin, Tryptase,
aktivierdende yP vp Thrombin,
APC, FVlla, FXa, MT-
Trypsin,
Proteinasen Granzyme A, SP1, Proteinase 3, Thrombin
Cathepsin G,
Gingipain-R, Akrosin, o
Gingipain-R
Trypsin Gingipain-R,
Cathepsin G,
inaktivierende | p|asmin. Elastase, Elastase,
) . Cathepsin G
Proteinasen Proteinase-3, Cathepsin G
Trypsin
aktivierende SFLLRN GYPGQV
SLIGKV None
Peptide TFLLRN AYPGKF
Blutplattchen, Epithel, . .
) Blutplattchen Blutplattchen
Endothel, Epithel, Endothel, )
(murin), (human),
Fibroblasten, Fibroblasten,
Lokalisation Endothel, Endothel,
Myozyten, Myozyten,
Myozyten, Myozyten,
Neuronen, Neuronen,
Astrozyten Astrozyten
Astrozyten Astrozyten
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2.2.2 Die Familie der Proteinase aktivierten Rezeptoren (PAR1-4)

Bis heute wurden vier Untertypen der Proteinase aktivierten Rezeptoren
beschrieben. Drei von ihnen sind Thrombinrezeptoren (PAR1, PAR3, PAR4),
der vierte Rezeptor (PAR2) lasst sich von anderen Serin-Proteinasen als
Thrombin, in diesem Fall Trypsin, aktivieren. Friher als ,Thrombinrezeptor®
bekannt, wurde PAR1 als erster und am besten erforschte Rezeptor der PAR-
Familie aus RNA von thrombinsensiblen Zellen des Menschen, des Hamsters
und aus den Oozyten des Xenopus isoliert (Rasmussen et al. 1991, Vu et al.
1991). Sein Aktivierungsmechanismus entspricht in den Grundzigen dem der
anderen drei Subtypen dieser Rezeptorfamilie. Proteinase aktivierte Rezeptoren
werden nicht nur durch ausgewahlte Proteinasen, sondern auch durch Peptide
mit entsprechender Aminosauresequenz aktiviert. Einzig fur PAR3 konnten
noch keine aktivierenden Peptide entdeckt werden (Tab.1). Im Gegensatz zu
PAR1 wurde PAR2 intuitiv geklont und erst anschlielRend festgestellt, dass
dieser durch Trypsin aktiviert werden konnte (Nystedt et al. 1994; Nystedt et al.
1995a; Nystedt et al. 1995b). PAR3 wurde in Genablationsstudien als zweiter
Thrombinrezeptor identifiziert (Ishihara et al. 1997). Mause, denen PAR1 in
Thrombozyten fehlte, reagierten dennoch auf Thrombin (Connolly et al. 1996).
Daher wird PARS als sehr wichtiger Regulator der Thrombin-Antwort sowohl bei
Menschen als auch bei Nagetieren angesehen (Ishihara et al. 1997). Liegt eine
erhohte Expression von humanem PARS3 vor, ahnelt die Antwort auf Thrombin
dem urspringlichen Mechanismus von PAR1 allein. Aktuelle Untersuchungen
weisen darauf hin, dass PAR3 in murinen Thrombozyten bei niedrigen
Thrombinkonzentrationen ausschlieB3lich zur Erleichterung der Spaltung von
PAR4 dient und nicht direkt G-Proteine aktivieren kann (Nakanishi-Matsui et al.
2000). PAR4 kommt sowohl in humanen, als auch in murinen Thrombozyten vor
und dient vermutlich dazu, in PAR3-KnockOut-Mausen kontinuierlichen auf
Thrombin reagieren zu kdnnen (Kahn et al. 1998; Xu et al. 1998).

Neben den erwahnten Gemeinsamkeiten der Proteinse aktivierten Rezeptoren
zeigen die einzelnen Rezeptoren auch spezifische Besonderheiten. Wie bereits

erwahnt, werden drei der Rezeptoren durch Thrombin aktiviert. Zwei von ihnen,
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PAR1 und PARS3, weisen in Expressionsstudien eine ahnliche Dosis-Antwort-
Kurve flir Thrombin auf. Der dritte Thrombinrezeptor, PAR4, erfordert eine 10
bis 100-fach héhere Konzentration an Thrombin um aktiviert werden zu kdnnen.
Offenbar fehlt es diesem Rezeptor an der ,hirudin-like-sequence®, welche mit
der Anionenbindungsstelle des Thrombin interagieren kann und so eine
Spaltung des Rezeptors erleichtert (Kahn et al. 1998; Xu et al. 1998; Nakanishi-
Matsui et al. 2000).

Die Entdeckung der Proteinase aktivierten Rezeptoren impliziert eine neue
Schlusselrolle fir Gewebe- und sytemisch wirkende Serin-Proteinasen. Diese
sind somit nicht nur in der Lage Proteine zu spalten, sondern fungieren auch als
potentielle Aktivatoren einer Unterfamilie von G-Protein gekoppelten
Rezeptoren (PAR), die extrazellulare Stimuli in intrazellulare Signaltransduktion

verwandeln kdnnen (Macfarlane et al. 2001; Hollenberg and Compton 2002).

2.2.3 Der Proteinase aktivierte Rezeptor-2 (PAR2)

Der zweite Untertyp der Proteinase aktivierten Rezeptoren wird PAR2 genannt.
Dieser Rezeptor lasst sich durch Trypsin, Tryptase und viele weitere
trypsinahnliche Serin-Proteinasen aktivieren. Er wurde urspringlich als
»1rypsinrezeptor” beschrieben und unterscheidet sich damit eindeutig von den
anderen Mitgliedern seiner Familie (Nystedt et al. 1994; Nystedt et al. 1995b).
PAR2 konnte in unterschiedlichen Organen und Zellen der Entzindung und
Immunantwort nachgewiesen werden (Nystedt et al. 1995a; Bohm et al. 1996;
Mirza et al. 1996; Steinhoff et al. 1999). In vitro Untersuchungen wiesen die
Anwesenheit des Rezeptors auch in Modellen des Prostatakarzinoms und
benigner Prostatahyperplasie nach (Wilson et al. 2004; Myatt and Hill 2005; Wilson
et al. 2005).
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2.2.4 Die Signaltransduktion des Proteinase aktivierten Rezeptors-2
(PAR2)

Die Aktivierung von PAR2 vermittelt sowohl verschiedene Zellantworten, wie
Proliferation und Differenzierung, als auch die Produktion und Ausschittung
zellspezifischer Proteine (IL6, GM-CSF) und Wachstumsfaktoren (Hollenberg
2005). Die Signaltransduktionwege von PAR2 entsprechen den fir die GPCR
typischen. Sie sind an die Gg/11-Familie der G-Proteine gekoppelt, die eine
Aktivierung der Phospholipase C (PLC) induzieren kénnen. Im Weiteren
vermittelt die Aktivierung Second messenger, wie Inositol-1,4,5-Triphosphat
(IP3) und Diacylglycerol (DAG), die fiir eine Mobilisation von Ca?* und eine
Aktivierung der Proteinkinase C (PKC) verantwortlich gemacht werden (Bohm et
al. 1996; Molino et al. 1997).

Gaiz13 Ga, Gai GBy
RhoGEFs Phospholipase Cf3 Adenylat- Pl-3-kinase,
. 3
Rho IP;, cyclase GRKs,
DAG K*-channels,

Phospholipase Cf

!

Ca?*, PKC, MAP-kinase (ERK1,2)

l

cell shape, adhesion, secretion, growth and motility

Abbildung 3. Signaltransduktion von PAR2. Modifiziert: (Steinhoff et al. 2005)
Die Aktivierung von PAR?2 ftihrt zur G-Protein gekoppelten Signaltransduktion der Gag-
Familie mit weiterer Aktivierung der Phospholipase C, IP; und DAG. Dies fiihrt zu einer
Erhéhung der intrazelluldren Kalziumkonzentration und Aktivierung von Kinasen, die

fur die Differenzierung von Zellen verantwortlich sind.
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2 Einleitung

Der Aktivierungsmechanismus setzt verschiedene Kinasenaktivitaten in Gang,
die wiederum eine sehr wichtige Rolle bei der Regulierung entzindlicher
Geschehen spielen (Kanke et al. 2001; Kanke et al. 2005, De Campo and Henry
2006). Den Proteinase aktivierten Rezeptoren wird auch eine wichtige
Beteiligung fur die Motilitat und Metastasierung von Tumorzellen
zugeschrieben. Vor allem PAR1 ist in Bezug auf die Tumorgenese genauer
untersucht worden. Da PAR2 sehr oft in Assoziation mit PAR1 in
unterschiedlichen Geweben vorkommt, wird auch diesem Rezeptor eine
Schlusselfunktion in der Tumorgenese beigemessen (Shi et al. 2004; Rattenholl et
al. 2007). Hier erfolgt beispielsweise eine Aktivierung Uber Tumor-abhangige
Serin-Proteinasen und Metallomatrixproteine (MMPs) (Wilson et al. 2004; Wilson
et al. 2005). Allerdings sind die Moglichkeiten der Aktivierung Proteinase
aktivierter Rezeptoren und die daraus resultierenden Funktionen in den
unterschiedlichen Organen und Zellen sehr komplex aufgebaut. Potentielle
Aktivatoren reichen von den urspringlichen Proteinasen wie Thrombin und
Trypsin, bis hin zu Gerinnungsfaktoren und Enzymen, die von pathogenen
Keimen sezerniert werden (Lourbakos et al. 2001). Wie unterschiedliche
Proteinasen wirken, kann schlussendlich noch nicht gesagt werden, jedoch
wurde nachgewiesen, dass nicht immer eine Aktivierung des Rezeptors erfolgt,
sondern dass viele Proteinasen auch direkte und indirekte Inhibitionen
hervorrufen  kdnnen  (Ramachandran and  Hollenberg  2008). Neben
pathophysiologischen Vorgangen sind PAR auch an physiologischen
Prozessen beteiligt (Coelho et al. 2003).
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2.3 Fragestellung

Die Atiologie von Prostataveranderungen ist bis heute weitgehend
unverstanden. Vor allem ist unklar, welche Faktoren die Entstehung von
Prostatakarzinomen und benignen Prostatahyperplasien induzieren und diese
Erkrankungen unterhalten kénnen. Diese proliferierenden Erkrankungen der
Prostata werden mit Ungleichgewichten des Hormonhaushaltes im Alter in
Zusammenhang gebracht. Dies begrindet die konservative Therapie beider
Erkrankungen mit Medikamenten, die Androgenrezeptoren direkt und indirekt
beeinflussen und somit einer Proliferation entgegenwirken kdnnen. Neue
therapeutische Angriffspunkte, die ebenfalls direkt oder indirekt abhangig vom
Hormonhaushalt und an der Proliferation des Organs beteiligt sind, kdnnen der
SchlUssel fur eine neue medikamentdse Therapieform sein und die Behandlung
von Prostataerkrankungen revolutionieren. Ein denkbarer Angriffspunkt ist ein
Untertyp der Proteinase aktivierten Rezeptoren (PAR2). PAR2 wird, ahnlich wie
PAR1, eine proliferationsmodulierende Wirkung in Protatakarzinomzelllinien
zugeschrieben (Liu et al. 2003; Cottrell et al. 2004). Im Weiteren ist in dem
Rezeptor eine Rolle als Initiator proinflammtorischer und inflammatorischer
Prozesse und eine funktionelle Beteiligung in der Motilitdt und Metastasierung
von Tumorzellen nachgewiesen worden (Coelho et al. 2003; Shi et al. 2004). Der
Schwerpunkt dieser Arbeit liegt in dem Versuch, eine durch DHT beeinflusste
Expression dieses Rezeptors in in vitro-Modellen des Prostatakarzinoms (PCa)
und der benignen Prostatahyperplasie (BPH) zu detektieren. Des Weiteren
sollen weiterflhrende Untersuchungen zeigen, ob eine funktionelle Aktivitat von

PAR2 in den untersuchten Zelllinien nachgewiesen werden kann.
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2 Fragestellung

Konkret wurden in dieser Dissertation folgenden Fragen bearbeitet:

1. Gibt es Unterschiede in der Expression und Lokalisation des
Proteinase aktivierten Rezeptors-2 (PAR2) in normalen und

pathologisch veranderten Geweben der Prostata?

2. Lasst sich die Expression von PAR2 in den untersuchten in vitro-
Modellen des Prostatakarzinoms (PC3, LNCaP, DU145) und der
benignen Prostatahyperplasie (hPCPs) durch Dihydrotestosteron

beeinflussen?

3. Induziert die Stimulation mit dem physiologischen PAR2-Agonisten

Trypsin eine Kalziummobilisation in den untersuchten Zelllinien?

4. Lasst sich durch Stimulation mit dem synthetischen PAR2-
Agonisten S9192 (NH-SLIGKV) eine physiologische Aktivitat des

Rezeptors nachweisen?

5. Wie wirkt sich die funktionelle Aktivitat von PAR2 auf die

Mitogenese der untersuchten Zelllinien aus?
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3 Material und Methodik

3 Material und Methodik

3.1 Material

3.1.1 Allgemeine Gerate

Brutschranke
Cleanworkbench
Fluoreszenzmikroskop
Scanner

UV- Transilluminator
Thermoblock
Tischzentrifuge

PCR- Block PTC-100

PCR- Block PTC-200

QPCR- Block

Gel Kammer

Invertoskop

Monochromator- System

HeraCell 150, Heraeus, Hanau

Herasafe, Heraeus, Hanau

Nikon Eclipse E600, Nikon GmbH, Dusseldorf
DX 4400 EPSON; Japan

UVP Inc. Polaroid; Californien, USA
KTMR-133, HLC-Biotech, Bovenden
Biofuge primo, HERAUS; Hanau
Programmable Thermal Controller;

MJ, Research Inc.; Waltham, MA, USA
Pettier Thermal Cycler ; MJ, Research Inc;
Waltham, MA, USA

STRATAGENE Mx3000P®; Texas, USA
PHARMACIA Gel Elektrophoresis Apparate;
Erlangen

Diaphot 300, Nikon; Dusseldorf

Deltascan, PTI (Photon Technology

Instruments); Wedel
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3.1.2 PC-Programme

Auswertung der Agarosegele GelScan 3D Free Edition V2.5,1997
Marburg
QPCR MxPro™ QPCR Software;

Frederick, MD,USA
Kalziummessungen Felix™, PTI; Wedel, Deutschland
Fotobearbeitung CorelDRAW®X4 Corel Corp. 2008; USA

Corel PHOTO-PAINT® X4 Corel Corp.

2008; USA
Textverarbeitung Microsoft Word 2007; Microsoft, USA
Tabellenkalkulation Microsoft Excel 2007; Microsoft, USA

CoreIDRAW®X4, Corel Corp. 2008; USA
Literaturverwaltung EndNote X1, Thomson Corp.; USA

Statistik SPSS Statistics 16.0, SPSS Inc.; USA

3.1.3 Chemikalien und Reagenzien

Alle Materialien und Reagenzien, die von den Standard-Materialien abweichen,
sind nachfolgend von folgenden Firmen gesondert aufgeflhrt: BOEHRINGER,
Mannheim; SIGMA, Deisenhofen; MERCK, Darmstadt; MOLECULAR
PROBES, Leiden; INVITROGEN, Karlsruhe und Roth; PROMEGA, Heidelberg;
BIOLINE, USA. Die verwendeten Materialien und Puffer sind wie folgt darge-

stellt:

FKS, Charcoal, DMEM, DMSO, DNAse |- Puffer, EDTA, FKS, Fura-2 AM,
HEPES, HHBSS, ImmoMix™, Loading Buffer, M-MLV- Buffer, M-MLV- RT,
MOPS, Natriumazid, Oligogs Primer, Pluronic® F-127, RPMI, RNasin®,
RNaseOut®, RNX- Buffer, SYBRGreen™, TRIS, TRIzol®, Trypsin.
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3.1.4 Puffer und Lésungen

PBS: 10x Stammldsung

TBE: 5x Losung

Charcoal- getripptes FKS

Charcoal-Gemisch

PCR Laufpuffer

27

80 g NaCl (58,44 g/mol)

2 g KCI (74,55 g/mol)

14,4 g Na;HPO4 (137,99 g/mol)
24 g KH2PO4 (136,09 g/mol)
auf 1L auffullen, pH 7,4

54 ¢ Tris

2759 Borsaure

20 ml0,5MEDTApH 8.0
auf 1Liter H,O

100 ml 10% FKS mit

100 ml Charcoal-Gemisch versetzen,
schutteln, bei 56°C 30 Min.
inkububieren bis sich Charcoal

absetzt und Uberstand entnehmen.

100 ml enthalten:

100 mM Tris-HCL

1 mM EDTA

25 g Charcoal (Sigma C3345)
0,25 g Dextran T500 (Pharmacia
Biotech.)

200 ml 5x TBE auf 1 Liter H,O
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BSA 10 % : 50 ml
5 g
0,005 g

HHBSS- Puffer: 8,006 g
403 g
0,101 g
0,10 g
0,060 g
0,114 g
4,766 g

PBS /Tween
BSA
Natriumazid (NaNs3)

NaCl0
KCI
MgSO4
MgCl,
KH2PO4
Na;HPO4
HEPES

auf 11 Aqua dest.

3.1.5 Verwendete Antikorper

Der Primarantikorper fur die Fluoreszenzfarbungen an Paraffinschnitten wurde

von der Firma SERAMUN Diagnostica GmbH, Heidesee entwickelt.

Primédrantikorper:

Anti-PAR2 Hyperimmunserum, polyklonaler Antikérper eines Kaninchens mit

der Bezeichnung K61.

Der Sekundarantikdrper wurde von der Firma Acris Antibodies, Hiddenhausen

bezogen.

Sekundérantikorper:

Anti-Kaninchen, mit Carbozyanine (Cy3) gekoppelter IgG-Antikorper, Ziege.
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3.1.6 Versuchsmaterial

3.1.6.1 Proben fiir Fluoreszenzfarbungen

Die fir die Fluoreszenzfarbung gefertigten Dunnschnitte der Prostata wurden
mit einem Schlittenmikrotom (Fa. Leica SM2000 R, Wetzlar) am Institut fur
Anatomie und Zellbiologie der Universitat Marburg angefertigt.

Die Proben der erkrankten Prostata wurden vom Institut fur Pathologie der

Universitatsklinik Marburg zur Verfugung gestellt.

3.1.6.2 Zelllinien

Die androgenunabhangige Zelllinie PC3 (ATCC, USA) entstammt einer
Knochenmetastase eines 62-jahrigen Prostatakarzinompatienten und wurde
1979 erstmals von Kaighn und Mitarbeitern isoliert und beschrieben (Kaighn et
al. 1978).

Die epitheliale Prostatakarzinomzelllinie DU145 (ATCC, USA) war die erste
etablierte Prostatazelllinie humanen Ursprungs. Sie verfugt ebenfalls Uber ein
androgenunabhangiges = Wachstumsverhalten und entstammt  einer

Hirnmetastase eines 69 Jahre alten Patienten (Stone et al. 1978).

Die ebenso humane Zelllinie LNCaP (Lymph Node Carcinoma of the Prostate)

(ATCC, USA) wurde 1980 erstmals von der Arbeitsgruppe Horoszewicz isoliert

und beschrieben. Sie wurde als eine hormonsensitive Prostatazelllinie bezeichnet

und entstammt einem Lymphknoten eines Prostatakarzinompatienten (Horoszewicz

et al. 1980).

Die hPCPs-Zellen (human Primary Culture of the Prostate stromal
compartment) wurden aus einem Prostata- Adenom (BPH) isoliert und 1989
erstmals von der Arbeitsgruppe Aumdiller am Institut fur Anatomie und

Zellbiologie der Philipps-Universitat Marburg beschrieben (Janssen et al. 2000).
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3.1.6.3 Primer

Die Primer fur die PCR-Methoden wurden von der Firma MWG, Holle und

Huttner AG, bezogen. In folgenden Tabellen sind die jeweiligen Spezifitaten der

Primer zu entnehmen:

1.) Fur die semi-quantitative PCR wurde folgendes ,Housekeeping Gen*

verwendet (300 bp-Amplifikate):

3-HGAPDH 5 - CGG CCA TCA CGC CAC AGT TT - 3’

Gesamtmenge Konzentration (1 ml Lésungsvolumen) 58 pmol/pl Lange 20 — mer
11,9 OD Lésungsvolumen fiir 100 pmol/pl 580 ul GC- Anteil 60 %

350 ug Molmasse 6038 g/mol Mafstab  0.05 umol
58,0 nmol T 61,4 °C Reinigung HPSF
5-HGAPDH 5 - CGT CTT CAC CAC CAT GGA GA - 3’

Gesamtmenge Konzentration (1 ml Lésungsvolumen) 54 pmol/pl Lange 20 — mer
11,5 0D Lésungsvolumen fiir 100 pmol/pl 540 ul GC- Anteil 55 %

327 pg Molmasse 6062 g/mol MafRstab  0.05 ymol
54,0 nmol T 59,4 °C Reinigung HPSF
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2.) Fur die QPCR wurde folgendes ,Housekeeping Gen“ eingesetzt:

3-HGAPDH 5 - GCC CAA TAC GAC CAA ATC C - 3

Gesamtmenge Konzentration (1 ml Lésungsvolumen) 37 pmol/pl Lange 19 — mer
7,7 optische Dichte Lésungsvolumen fiir 100 pmol/ul 367 ul GC- Anteil 52,6 %
210 ug Molmasse 5711 g/mol MaRstab  0.01 pmol
36,7 nmol T 56,7 °C Reinigung HPSF
5-HGAPDH 5 - AGC CAC ATC GCT CAG ACA -3

Gesamtmenge Konzentration (1 ml Lésungsvolumen) 27 pmol/pl Lange 18 — mer
5,4 optische Dichte Lésungsvolumen fiir 100 pmol/ul 272 ul GC- Anteil 55,6 %
148 ug Molmasse 5438 g/mol MaRstab  0.01 pmol
27,2 nmol T 56,0 °C Reinigung HPSF

3.) Fur die semi-quantitative PCR wurden folgende PAR2-Primer verwendet
(525bp-Amplifikate):

PAR2-525-for 5°.CCC TTT GTA TGT CGT GAA GC - 3°

Gesamtmenge Konzentration (1 ml Lésungsvolumen) 30 pmol/pl Lange 20 — mer
6,3 optische Dichte Lésungsvolumen fiir 100 pmol/ul 305 ul GC- Anteil 50 %

186 g Molmasse 6099 g/mol MaRstab 0.01 ymol
30,5 nmol T 57,3°C Reinigung HPSF

PAR2-525-rev 5 -TTC CTG GAG TGT TTC TTT GAG G - 3°

Gesamtmenge Konzentration (1 ml Lésungsvolumen) 38 pmol/pl Lange 22 — mer
8,6 optische Dichte Lésungsvolumen fiir 100 pmol/ul 379 ul GC- Anteil 45,5 %
257 ug Molmasse 6778 g/mol MaRstab  0.01 pmol
37,9 nmol T 58,4 °C Reinigung HPSF
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4.) Fur die QPCR wurden folgende PAR2-Primer verwendet:

realPAR2- for 5 -TTG GTA AGG TTG ATG GCA CA - 3°

Gesamtmenge Konzentration (1 ml Lésungsvolumen) 41 pmol/ul Lange 20 — mer
9,5 optische Dichte Lésungsvolumen fiir 100 pmol/pl 415 pl GC- Anteil 45 %
258 ug Molmasse 6212 g/mol MaRstab  0.01 umol
41,5 nmol T 55,3 °C Reinigung HPSF
realPAR2- rev 5 - CGG AAA AGA AAG ACC CAC AG - 3°

Gesamtmenge Konzentration (1 ml Lésungsvolumen) 14 pmol/ul Lange 19 — mer
3,6 optische Dichte Lésungsvolumen fiir 100 pmol/pl 144 pl GC- Anteil 50 %

89 ug Molmasse 6162 g/mol Mafstab  0.01 umol
14,4 nmol T 57,3°C Reinigung HPSF

3.1.6.4 PAR2-Agonist S9192

Das PAR2-aktivierende Peptid wurde von der Firma Sigma-Aldrich, St. Louis;
USA, bezogen.

S9192, Ser-Leu-lle-Gly-Lys-Val-amide (SLIGKV-NH,), ist ein PAR2-aktivierendes
Peptid, welches die ,tethered ligand“-Sequenz von humanem PAR2 nach der
proteolytischen Spaltung nachahmt, spezifisch bindet und den Rezeptor dadurch
aktiviert (Hollenberg and Compton 2002). Neben der Proliferation von Zellen bewirkt
der synthetische Agonist auch einen intrazellularen Anstieg der

Kalziumkonzentration (Bohm et al. 1996; Bono et al. 1997).
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3.2 Methodik
3.2.1 Ubersicht

Zur Erarbeitung der Fragestellung dienten die in Tabelle 2 aufgefihrten
Methoden:

Tabelle 2. Ubersicht der in dieser Arbeit angewandten Methoden zur Erarbeitung der

Fragestellung.

Ziel angewandte Methodik

Nachweis von PARZ2 in normalen und .
Fluoreszenzfarbungen an

Paraffinschnitten mit PAR2-Antikorper

pathologisch veranderten Geweben der

Prostata

Einfluss von DHT auf die

Expression von PAR2 in Semi-quantitative PCR und QPCR
den untersuchten Zelllinien

Kalziummobilisation durch PAR2-
Agonisten (Trypsin/S9192) in den

untersuchten Zelllinien

Kalziummessungen mit dem

Fluoreszenzfarbstoff Fura-2

Untersuchung des Wachstumsverhaltens
durch funktionell aktiven PAR2 in den

untersuchten Zelllinien

Proliferationsassay mit PAR2-Agonist

durch [°*H]-Thymidin-Inkorporation
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3.2.2 Fluoreszenzfarbungen an Paraffinschnitten

FiUr die Fluoreszenzfarbungen wurden Praparate der Prostata verwendet, die
von der Histopathologie der Universitatsklinik Marburg zur Verfugung gestellt
wurden. Die Herstellung der Dinnschnitte erfolgte mit einem Schlittenmikrotom
(Fa. Leica SM2000 R, Wetzlar) im Institut fir Anatomie und Zellbiologie der
Universitdt Marburg. Die Dicke der Schnitte betrug je nach
Praparatbeschaffenheit zwischen 4-8 um. Fir den Nachweis von PAR2 wurden
je 3 unabhangige Praparate pathologisch veranderten Gewebes der Prostata
untersucht. Die Ergebnisse zeigen typische Beispiele der Verteilungsmuster

von PAR2 in den untersuchten Geweben.

3.2.2.1 Durchfiihrung

Zur Herstellung der Dunnschnitte wurden die bendtigten Objekttrager
beschichtet, um einen Verbund zwischen Trager und Dinnschnitt zu erreichen.
Dabei wurden die Objekttrager zunachst mit Aceton fur 5-10 Min. entfettet.
Anschlielend wurden diese in ein APES/Aceton-Gemisch (2%ig) fur ebenfalls
5-10 Min. eingelegt, mit A. dest. abgespullt und Uber Nacht bei 70°C im
Warmeschrank getrocknet.

Die Dunnschnitte wurden auf die Objekttrager gebracht und Uber Nacht
getrocknet. Anschlieliend wurden sie von lhrem Einbettmedium (Paraffin)
befreit. Dabei wurde das Paraffin 2x 5 Min. durch Xylol und je 3 Min. durch eine
absteigende Alkoholreihe (Isopropyl 95%; 80%; 70%) entfernt, danach mit A.
dest. gespult und 3x 5 Min. in einer Klvette mit PBS gewaschen. Als nachstes
wurden unspezifische Bindungsstellen blockiert. Dies erfolgte durch Betraufeln
der Dunnschnitte mit einer 10% BSA in PBS-Lésung mit 0,01g NaNsj;
(Natriumazid), die flir ca. 10-30 Min. bei Raumtemperatur auf dem Schnitt
verblieb. Die Inkubation erfolgte in einer ,feuchten Kammer®, damit die Schnitte
nicht austrockneten. Anschlielend wurde die Loésung von dem Praparat
abgespult. Danach konnte der Erstantikdrper K61 auf die Praparate gegeben

werden. Hierbei wurden folgenden Konzentrationen verwendet (1:100; 1:500
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und 1:1000). Die Inkubation erfolgte fur ca. 1h bei Raumtemperatur in einer
ofeuchten Kammer®. Alternativ konnte auch fur 24-48 h bei 4°C inkubiert
werden. Erneut wurden die Praparate abgespult und darauf fur 3x 5 Min. bei
Raumtemperatur in einer mit PBS/Tween-Ldsung geflllten Klvette gewaschen.
Der Cy3-konjugierte Zweitantikdrper wurde dann fur 1h bei Raumtemperatur in
einer abgedunkelten ,feuchten Kammer‘ in einem Verhaltnis von 1:200
(100ul/Praparat) auf die Praparate gegeben. Anschlielend wurden die Proben
erneut fur 3x 5 Min. gewaschen und dann erfolgte die Kernfarbung mit DAPI in
der Verdinnung 1:100. Die Praparate wurden erneut mit A. dest. gespult und
fur 3x 5 Min. in einer Klvette mit PBS gewaschen. Anschliefend konnten die
Praparate mit Propylgalat eingedeckt und abgedunkelt im Kuhlschrank
aufbewahrt werden. Die Immunreaktionen des PAR2-Antikdrpers wurden mit
einem Fluoreszenzmikroskop (Nikon Eclipse E600, Dusseldorf) betrachtet und

mit einer Kamera (Nikon D1) digital aufgezeichnet.

3.2.3 Zellkultur fiir PCR-Verfahren
3.2.3.1 Anzucht der Prostatazellen

Die Zelllinien PC3 und DU145 wurden in 75 cm® Kulturflaschen in DMEM high
glucose (4,5 g/l) mit 10% FKS (fetales Kalberserum) und 10 ml/l P/S/A- Sodium
(Penicillin, Streptomycin und Amphotericin B) im Brutschrank bei 37°C in einer
mit Wasserdampf gesattigten Atmosphare, die 5% CO- enthielt, kultiviert. Die
Zelllinien wuchsen adharent auf dem Boden der Kultivierungsflaschen. Alle zwei
bis drei Tage wurde das Kulturmedium gewechselt. Wenn die
Kultivierungsflaschen voll bewachsen waren, wurde 3x mit PBS ohne Ca?/Mg?®*
gespult, um tote Zellen und Stoffwechselprodukte zu entfernen und
anschlie3end 3x mit 3%Trypsin/EDTA nachbehandelt. Nach dem letzten Spllen
durften die Zellen nur noch benetzt sein. Danach wurden die Flaschen fur
maximal 3 Min. auf eine 37°C Heizplatte gestellt. AnschlieBend konnten die
Zellen durch Klopfen vom Boden der Kultivierungsflaschen gelést und unter

dem Mikroskop auf die Anzahl kontrolliert werden. Mit FKS-haltigem
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Kulturmedium wurde nach der Kontrolle die Trypsinaktivitat gestoppt und die
Zellsuspensionen mit frischem Medium in neue Kulturflaschen verteilt. Nach
Kultivierung konnten die Zellen im Verhaltnis 1:4 gesplittet werden.

Im Unterschied zu den Zelllinien PC3 und DU145 wurde die Zelllinie LNCaP nur
einmal mit PBS ohne Ca®* und Mg?* und auch nur einmal mit Trypsin/EDTA
gespult. AnschlieBend konnten die Zellen maximal fur 1 Min. auf die 37°C
Heizplatte gestellt werden.

Die stromale Zelllinie hPCPs wurden in RPMI 1640 mit 10% FKS und P/S/A
kultiviert, anschlieRend im Verhaltnis 1:2 gesplittet. Daraufhin erfolgte ein
dreimaliges Spiilen mit PBS ohne Ca®*/Mg?* und ein zweimaliges Spilen mit
Typsin/EDTA. Die Kultivierungsflaschen wurden ebenfalls fur 1 Min. auf die

37°C Heizplatte gestellt.

3.2.3.2 Stimulation der Prostatazellen

In dieser Arbeit wurden die zu untersuchenden Zelllinien PC3, DU145, LNCaP
und hPCPs jeweils in 6 unterschiedlich stimulierte Proben aufgeteilt. Die
Stimulation der Zellen erfolgte zu gleichen Anfangsbedingungen.

Es erfolgte fir jeweils 3 Proben ein 24-stliindiger Vorlauf in Kulturmedium mit
10% gestripptem FKS (chFKS) und 10% normalem FKS. Das gestrippte
Medium wurde durch Inkubation mit Aktivkohle (Charcoal) aus fetalem
Kalberserum gewonnen. Damit konnten in diesem Medium
Steroidhormonkonzentrationen unter der Nachweisgrenze erreicht werden. Ein
Einsatz mit chFKS entspricht somit einem Steroidentzug. Wie in Abbildung 4
dargestellt, wurden nach dem Vorlauf jeweils zwei Proben zusatzlich weitere
24h in den verschiedenen Kulturmedien mit Dihydrotestosteron (DHT) in
aufsteigender Konzentration stimuliert (DHT(-log[M])= 7 und 11), wahrend
jeweils eine Probe weitere 24h in einem Gemisch aus Ethanol (1:1000 von 7%o)
in Kulturmedium mit chFKS bzw. Ethanol (1:1000 von 7%o ) in Kulturmedium mit
Normalserum (FKS) stimuliert wurde (entspricht: DHT (-log[M])= 0).

Es sollte untersucht werden inwieweit eine Inkubation mit FKS oder chFKS und
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unterschiedlichen DHT-Konzentrationen einen Einfluss auf die Expression von

PAR2 in den untersuchten Zelllinien nimmt.

Aufnahme der Zellen in 10 % FKS-

haltiges Kulturmedium

!

far 24 h

Erneuerung und Splittung der

Kuturmedien

FKS

far 24 h

chFKS

Stimulation der Zellen mit
Dihydrotestosteron in

unterschiedlichen Konzentrationen

144

Stimulation in Kulturme-
dium mit 10 % FKS und

DHT-Konzentration:
DHT (—log[M]) =0

DHT (=log[M]) = 7
DHT (=log[M]) = 11

far 24 h

144

Stimulation in Kulturme-
dium mit 10 % chFKS

und DHT-Konzentration:
DHT (—log[M]) =0

DHT (=log[M]) = 7
DHT (=log[M]) = 11

Abbildung 4. Schematische Darstellung der Anzucht und Stimulation der

untersuchten Zelllinien fiir die PCR-Verfahren.
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3.2.4 Total-RNA-Praparation aus Prostatazellen mit Aufreinigung der

Praparation von genomischer DNA
3.2.4.1 RNA-Préparation

Die Total-RNA-Praparation aus den Zellen erfolgte durch die TRIzol™-Methode

modifiziert nach Chomczynski und Sacchi (Chomczynski and Sacchi 1987).

Fir die totale RNA Praparation wurden jeweils 6 Cups pro Zelllinie vorbereitet
und ihrer Stimulation entsprechend gekennzeichnet. Fur die ersten Schritte
wurden 1,5ml Cups zur Aufnahme der geldsten Zellsuspension bendtigt. Um die
Zellen aus den Brutflaschen zu lockern, wurden jeweils 400pl TRIzol® Reagenz
in die Flaschen gegeben. Der gesamte Boden der Kultivierungsflasche wurde
benetzt. Anschlielend konnten mit einem Zellschaber die Zellen herausgelost
und mit Hilfe einer Pipette in die vorbereiteten Cups gegeben werden. Mit einer
1ml Insulinspritze und der dazugehérigen Kanille wurde nun eine so genannte
~opritzenpassage“ durchgeflhrt, um sicherzustellen, dass sich Zellverbande
vollstandig aufloésten. Dabei wurde die Zellsuspension in den Cups solange
durch die Insulinspritze geflihrt, bis eine Zellsuspension entstand, die sehr leicht
durch die Insulinspritze zu fihren war. Anschlie}end wurde diese Suspension 5
Min. bei Raumtemperatur inkubiert. Nach dieser Inkubationszeit wurde unter
dem Abzug in jedes Cup 120ul Chloroform gegeben, die Proben durchgemischt
und erneut 10 Min. bei Raumtemperatur inkubiert. Das Chloroform sorgte fur
eine Trennung der Suspension in Fett- und Proteinbestandteile. Dabei
entstanden im Cup 3 Phasen. Das Chloroform war der schwerste Bestandteil
der Lésung und fiel als klare Phase bis zum Boden des Cups durch. In der
mittleren Phase wurden Lipide ausgefallt. Diese Schicht erschien milchig und
trib. Die relevante Schicht war die obere klare Phase, denn hier befanden sich
die Proteine, die fur die Praparation der RNA verwendet werden konnten. Nach
der Inkubationszeit wurden die Proben bei 4°C und 12000 x g fir 15 Min.uten
zentrifugiert. Nach der Zentrifugation wurde die obere Phase in eine neue 6-
Cup-Reihe pipettiert, immer unter Beachtung der vorher festgelegten
Probennomenklatur. Es wurden dann die pl-Mengen bestimmt, aus denen
anschlieBend der Reaktionsansatz fur den DNase-Verdau errechnet werden
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konnte. Mit Hilfe des DNase-Verdau wurde genomische DNA aus dem
Reaktionsansatz entfernt und somit aufgereinigt. Fur eine komplette

Aufreinigung der RNA bedurfte es oft mehrerer DNase-Verdau-MalRnahmen.

3.2.4.2 DNase-Verdau

Um eine Aufreinigung der extrahierten RNA von genomischer DNA zu
erreichen, diente ein DNase-Verdau:

Die Rechnung fur den DNase-Verdau berlcksichtigte einen Reaktionsansatz
von 250ul. Fur einen Reaktionsansatz von 250ul wurden 25ul 10xDNase-Puffer,
1ul RNAsin® (Promega, Heidelberg) und 3ul DNase-I (RNase-frei, Boehringer,
Mannheim) bendétigt. Mit Hilfe des Dreisatzes konnten dann die jeweiligen ul-
Mengen der Reagenzien auf die pl-Menge der zu verdauten RNA bestimmt
werden. Das Verhaltnis der einzelnen Reagenzien zueinander war wichtig.
Wurden die pl-Mengen der Reagenzien (10xDP, RNAsin® DNasel) errechnet,
konnten diese zu den jeweiligen Cups dazugegeben werden und dann 30 Min.
bei 37°C im Heizblock inkubiert werden. Der Inhalt der Cups wurde nun zu
jeweils 50% auf neue Cups verteilt und mit der gleichen Menge Chloroform
extrahiert. Wieder wurden die Cups bei 4°C und 12000 x g 15 Min. zentrifugiert.
Danach konnte erneut der Uberstand in neue Cups (berfiihrt und noch einmal
mit derselben Menge Chloroform extrahiert werden. AnschlieRend wurde wie

zuvor angegeben zentrifugiert.
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3.2.4.3 Féllung der RNA

Fir die Fallung der RNA wurde die obere wassrige Phase abgenommen, in
neue Cups Uberfuhrt und zu 50% des Volumens mit Isopropanol versetzt,
geschuttelt und 10 Min. bei Raumtemperatur inkubiert. Dann wurden die Proben
30 Min. bei 4°C und 12000 x g zentrifugiert. Der dadurch entstandene wassrige
Uberstand konnte vorsichtig dekantiert und abpipettiert werden. Schon jetzt war
in den meisten Fallen bereits ein RNA-Pellet sichtbar. Dieses Pellet wurde mit
70% Ethanol versetzt, geschuttelt und erneut 15 Min. bei 12000 x g
zentrifugiert. Das Ethanol wurde nach der Zentrifugation vorsichtig abgegossen
und das Pellet an der Luft getrocknet. Nachdem das Pellet komplett getrocknet
war, konnte es in 50ul RNAsin®/H,O aufgenommen werden (bei groReren
Mengen RNA konnte auch in 100ul Lésung aufgenommen werden). Dabei
musste darauf geachtet werden, dass sich das Pellet vollstandig aufléste. Die
RNAsin®/H,0-Lésung war im Vorfeld vorzubereiten (5ul RNAsin® / 500ul H,0 in
1,5ml Cup). Es bestand nun die Mdglichkeit die Proben bei -20°C auf Eis zu

lagern.

3.2.5 Herstellung der cDNA ; Reverse Transkription

Bei der reversen Transkription (RT) dient das Enzym Reverse transcriptase
dazu, aus mRNA einzelstrangige cDNA herzustellen, um im Anschluss in einer
PCR spezifische Sequenzen eines Materials zu amplifizieren. Dadurch ist es
mdglich, Genexpression auf Transkriptionsebene nachzuweisen. Mit Hilfe des
AMOC- Verfahrens (arithmetic multiplication of cDNA) ist es moglich nach der
reversen Transkription eine deutlich héhere Ausbeute von cDNA zu erlangen
(Mangan 1993).

Zur Herstellung der cDNA wurden pro Probe jeweils 4ug RNA umgeschrieben.
Anhand der zuvor berechneten Mengen an RNA konnten nun die fir die
Umschreibung bendtigten Cups vorbereitet werden. Jeder Cup enthielt 20pl
Reaktionsansatz. Der Reaktionsansatz enthielt 2yl Oligo-dTqs-Primer

(Promega, Heidelberg) und 4ug RNA (ul-Menge variierte wegen unterschiedlich
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berechneten RNA-Mengen) und wurde mit H,O auf 20yl Reaktionsansatz
aufgeflllt. AnschlieRend wurden die Proben fir 10 Min. bei 70°C inkubiert und
danach auf Eis gelegt. Nun konnten 20ul des ebenfalls vorbereiteten
Supermixes, der fur die Umschreibung in cDNA notwendig war, in die jeweiligen

Cups gegeben werden. Diese 20l setzten sich wie folgt zusammen:

1. 8ul M-MLV 5x Puffer;
2. 1yl RNAsin®
3. 2yl Nukleotide;

4. 885  H0

5. 1(0,5)ul M-MLV Reverse Transkriptase (Promega, Heidelberg); (wird

erst wahrend der Umschreibung zu den Cups gegeben; siehe unten).

Im Thermocycler erfolgte die Umschreibung der Proben dann Uber das AMOC-

Verfahren. Das Programm gestaltet sich wie folgt:

1. 10 Min. bei 70°C inkubieren

2. 3 Min. bei 95°C inkubieren

3. 3 Min. auf Eis legen

4. jeweils 1yl M-MLV RT zu den Cups geben (siehe oben)
5. 30 Min. bei 37°C inkubieren

6. 10 Min. bei 70°C inkubieren

Die so umgeschriebene cDNA konnte nun fur die Versuche der PCR eingesetzt

werden.
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3.2.6 Polymerasekettenreaktion nach reverser Transkription (RT- PCR)

Seit ihrer Entdeckung ist die Polymerasekettenreaktion (PCR) zu einer der
wichtigsten Techniken der modernen Molekularmedizin geworden (Mullis and
Faloona 1987). Sie ist eine in vitro Technik zur gezielten Vermehrung eines
DNA-Genomfragmentes, das zwischen zwei Regionen mit bekannter
Nukleotidsequenz liegt. Diese Technik ermoglicht die Amplifikation von

geringsten Mengen an Nukleinsauren von den unterschiedlichsten Materialien.

Jede PCR folgt dem folgenden Prinzip: Man bendétigt zunachst ein Template
(DNA oder cDNA). Durch eine sehr hohe Temperatur erfolgt die Denaturierung
der doppelstrangigen DNA (dsDNA) des zu untersuchenden Materials, damit
sich anschlielend am 5 und 3’ Ende des zu amplifizierdenden Bereichs die
spezifischen Primer (Oligonukleotide) anlagern kénnen. Dieser Vorgang, das so
genannte ,Annealing“, ist nétig, damit sich die nun einzelstrangige DNA mit
Hilfe einer DNA-abhangigen DNA-Polymerase (Tag-Polymerase) in
Anwesenheit von freien Desoxynukleotid-Triphosphaten wiederherstellen kann
(,Elongation®). Ein PCR-Verlauf besteht also immer aus diesen oben genannten
drei Schritten. Die Denaturierung erfolgt meist fir 2-4 Min. bei einer Temperatur
von ca. 94°C. Abhangig vom untersuchenden Material (Template) wird die
Temperatur auf die jeweilige Annealingtemperatur gesenkt, um eine
Hybridisierung der Oligonukleotidprimer an die einzelstrangige DNA zu
ermdglichen. Anschliel3end folgt eine Temperaturerhéhung auf 72°C, dies ist
das Temperaturoptimum fur die hitzestabile Tag-Polymerase fiur den Prozess
der Elongation. Das Enzym stammt aus dem thermophilen Bakterium
»Thermophilus aquaticus® und kann kurzfristig bis auf eine Temperatur von
96°C erhitzt werden ohne einen Aktivitdtsverlust zu erleiden. Die
Komplementierung der DNA lauft an beiden Strangen der vorherigen dsDNA,
so dass bereits nach einem Zyklus die Anzahl der dsDNA verdoppelt wird. Am

Ende jeder PCR erfolgt eine finale Elongation fur 7-10 Min.
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3.2.6.1 Durchfiihrung der semi-quantitativen RT-PCR

Um eine Aussage Uber eine androgenabhangige Expression des Proteinase
aktivierten Rezeptors-2 in den unterschiedlich mit Dihydrotestosteron (DHT)
stimulierten Zelllinien treffen zu kdénnen, war es nétig eine Quantifizierung der
stimulierten Proben mit Hilfe eines ,Housekeeping Gen* (HKG) durchzufuhren.
Diese Methode liefert  eine Normalisierung der  untersuchten
Expressionsergebnisse. Man kann fur die Quantifizierung der PCR zwischen
kompetitiven und relativen RT-PCRs wahlen. Fur die kompetitive RT-PCR
bendtigt man ein kunstliches Transkript, welches sich von der Lange des zu
suchenden Fragmentes auf dem Template unterscheidet. In dieser Arbeit
wurden fur die Quantifizierung relative RT-PCRs mit dem ,Housekeeping Gen*
(HKG) HGAPDH durchgefuhrt.

Fir die Quantifizierung wurden 25ul Reaktionsansatze pipettiert. Jeder

Reaktionsansatz enthielt folgende Anteile:

1. NH4- Puffer 10x Konz. 2,5 ul
2. MgCl, 50 mM 1,0 ul
3. Nukleotide 10mM 0,5 ul
4. HGAPDH- Primer 3’ 0,5 ul
5. HGAPDH- Primer 5° 0,5 ul
6. Tag- Polymerase 0,125 ul
7. cDNA 0,5 ul

8. mit H,O auf 25l aufflllen
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Die Durchfuhrung der PCR mit den HKG-Primern erfolgte in dem ThermoCycler
(PTC 100/200) unter folgenden Bedingungen:

1. 4 Min. 96°C initiale Denaturierung
2. 30 sec 94°C Denaturierung

3. 30 sec 59°C Annealing

4. 45 sec 72°C Elongation

5. 28 x ad 2.

6. 5 Min. 72°C finale Elongation

7. 10- « Min. 10°C Finish

Nachdem die PCR in dem ThermoCycler abgeschlossen war, wurde jede Probe
mit 6ul Loading Buffer versehen und anschlieBend die Taschen des
Agarosegels beladen. Das Gel befand sich in einer Gelkammer, die die
Amplifikationsprodukte elektrophoretisch auftrennte. Die Quantifizierung der
HKG-Gele wurde nach fotographischer Digitalisierung mit Hilfe des
Computerprogramms GelScan 3D V2.5 durch Messung der optischen Dichte
der durch Ethidiumbromid fluoreszierenden Banden durchgefihrt und
ausgewertet. Eine Angleichung der gemessenen Intensitaten wurde dann durch
Optimierung der ul-Menge an cDNA korrigiert. Dabei wurde darauf geachtet,
dass die Intensitdten der Banden untereinander auf dem 1,5% Agarosegel
mdglichst keine Unterschiede aufwiesen, um anschlieRend die PCR mit dem
PAR2-Primer durchfuhren zu konnen. Fur diese Versuche wurden die
korrigierten Mengen an cDNA Ubernommen. Nach der relativen Quantifizierung
erfolgten die PCRs fir die Detektion einer androgenabhangigen Expression des
Proteinase aktivierten Rezeptors-2 (PAR2) in Prostatakarzinomzelllinien PC3,
LNCaP, DU145 und hPCPs-Zellen einer benignen Prostatahyperplasie auf
1,5% Agarosegel.
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Auch die Reaktionsansatze mit den PAR2-Primern wurden in 25ul Ansatzen

hergestellt. Jeder Reaktionsansatz enthielt folgende Anteile:

1.

2.

7.

8

RNX- Puffer

MgCl, 50 mM

. Nukleotide 10mM

. PAR2- Primer 3’

. PAR2- Primer &’

. Platinum Taq — Polymerase
cDNA

. mit H2O auf 25 ul auffillen

2,5
1,0 pl
0,5 ul
0,5 ul

0,5

0,125 pl

unterschiedliche yl-Mengen

Die Proben wurden nach der Pipettierung direkt in den ThermoCycler gegeben.

Die Durchfihrung der PCR mit den PAR-Primern erfolgte im ThermoCycler

u

1

2

nter folgenden Bedingungen:
. 4 Min.

. 30 sec

. 30 sec

. 45 sec

. 28x ad 2.

. 5 Min.

. 10- e Min.

96°C

94°C

62°C

72°C

72°C

10°C
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initiale Denaturierung
Denaturierung
Annealing

Elongation

finale Elongation
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3.2.7 Real Time-PCR (QPCR)

Die Echtzeit-PCR (QPCR) liefert gegenuber der semi-quantitativen RT-PCR die
Mdglichkeit  einer  simultanen  Quantifizierung. Mit  Hilfe  eines
Fluoreszenzfarbstoffs wie SYBRGreen™ (Bioline, Luckenwalde) der in
doppelstrangige DNA interkaliert, wird die Messung der Amplifikate in Echtzeit
ermdglicht. Der Komplex aus DNA und dem Farbstoff absorbiert blaues Licht
der Wellenlange 494 nm und emittiert grines Licht der Wellenlange 521 nm
(Arya et al. 2005). Der Fluoreszenzanstieg wird mit Hilfe des QPCR-Blocks
wahrend und am Ende eines jeden PCR-Zyklus gemessen. Mit Hilfe der
dazugehdrigen Software wird der fur die Auswertung der PCR wichtige
Schwellenwert, der sogenannte Ci Wert, ermittelt. Dieser Wert ist der
zyklenabhangige Zeitpunkt, bei dem sich das Fluoreszenzsignal gerade noch
vom Hintergrund abhebt. Er ist umgekehrt proportional zur vorhandenen
Nukleinsauremenge (Pfaffl 2004). Der Vorteil der Real Time-PCR liegt auf der
Hand, wenn man bedenkt, dass eine Auswertung Uber Agarosegele wegfallt,
die Daten fur die Auswertung sofort verfigbar sind und das
Kontaminationsrisiko der Proben durch weniger Pipettierschritte verringert wird.
Ein weiterer Vorteil dieser Methode ist die Mdglichkeit, die amplifizierte DNA
wahrend der exponentiellen Phase zu quantifizieren. Der Reaktionsansatz flr
die PCR ist der normalen PCR sehr ahnlich, auller dass der Farbstoff
SYBRGreen™-Fluoreszin zugesetzt wird. In dieser Arbeit wurde fur die
Reaktionen der PCR Kit der Firma BIOLINE verwendet.

Folgender 20 ul Reaktionsansatz wurde pro Probe pipettiert:
1. 10 pl ImmoMix™ (BIOLINE)

2. 0,4 yl SYBRGreen™

3. 1 pl Primermix (je 5 pmol/pl) (PAR2 und HGAPDH)

4. 7,6 ylHO

5. 1 ulcDNA

Es wurden insgesamt 38 Zyklen zur Amplifikation von PAR2 angesetzt.
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3.2.7.1 Durchfiihrung der QPCR

Um Pipettierungenauigkeiten zu umgehen, wurde jeder Reaktionsansatz in
Triplets fur den Versuch mit PAR2-Primern und parallel dazu mit HKG-Primern
pipettiert. FUr die Auswertung wurden die Ergebnisse gemittelt, verrechnet und
anschlie3end miteinander verglichen (s.u.).

Nach jedem Versuch wurden durch den QPCR-Block Mx3000P eine
Schmelzkurve und eine Amplifikationskurve generiert. Diese Kurven kdnnen
optisch einer Kontrolle der einzelnen Proben und Reaktionsansatze dienen. Aus
der Schmelzkurve kann man eine Aussage uber die Homogenitat der
amplifizierten Produkte ersehen und zeigen, ob wirklich nur das gewlnschte
Produkt amplifiziert wurde oder ob Unreinheiten vorhanden waren. Eine
homogene Schmelzkurve kann eine Reaktionseffizienz von 100% &ul3ern. Das
Gerat erhoht kontinuierlich die Temperatur von 50°C auf 100°C und
dokumentiert die Fluoreszenzemission, die sich bei steigender Temperatur
durch das Aufschmelzen der Amplifikate verringert. So entsteht ein
Maximalwert, der sich graphisch durch das Auftragen der Fluoreszenzemission
gegen die Temperatur darstellen Iasst. Wenn weitere Maxima zu erkennen sind,
weisen diese auf Amplifikate unerwlnschter Produkte hin. Im Idealfall
uberlagern sich nur die Kurven, fur die auch das gleiche Primerpaar eingesetzt

wurde. In Abbildung 5 ist exemplarisch eine Schmelzkurve dargestellt.
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Dissociation Curve
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Abbildung 5. Verlauf einer Schmelzkurve am Beispiel von HGAPDH. Alle Kurven
zeigen nur ein deutliches Maximum. Die Maxima der einzelnen Kurven liberlagern sich,

so dass gewéhrleistet ist, dass nur das gewiinschte Produkt amplifiziert wurde.

Des Weiteren generiert das System eine Amplifikationskurve. Diese Kurve
dokumentiert den Anstieg der Fluoreszenzemission des an die kontinuierlich
neu amplifizierten DNA-Fragmente bindenden SYBRGreen™ und damit auch
den charakteristischen Verlauf einer PCR-Reaktion. Klassischerweise liegt
zunachst ein linearer Anstieg vor, in dem die PCR-Reaktion unter optimalen
Bedingungen ablaufen kann. Nach einigen Zyklen erreicht die Kurve einen
Sattigungsbereich. Diese Plateauphase entsteht durch Limitation der PCR-
Komponenten (Pfaffi 2001). Wie man anhand der Kurvenverlaufe erkennen
kann, lassen sich in dieser Phase keine Unterschiede in den Proben erkennen.

Fir eine PCR, die auf Agarosegelen ausgewertet wirde, kdnnte man keine
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Aussagen uber das Amplifikat treffen, da die Amplifikate aller Proben identisch
waren. Die Quantifizierung bei einer QPCR wird durch die mitgelieferte
Software automatisch innerhalb des linearen Bereichs der Fluoreszenzkurve

vorgenommen.
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Abbildung 6. Verlauf einer Amplifikationskurve am Beispiel von HGAPDH.
Typischer Verlauf einer PCR-Reaktion. Der zunéchst lineare Anstieg der Amplifikate
geht ab einer bestimmten Zyklenzahl in eine Plateauphase (iber. Hier sind keine

Aussagen lber unterschiedlich stimulierte Amplifikate mehr méglich.

Ahnlich wie bei der semi-quantitativen PCR auf Agarosegelen miissen die
Ausgangsmengen an Gesamt-DNA der einzelnen Proben gegen HGAPDH
abgeglichen werden, um eine Normalisierung der Expressionsergebnisse zu
erreichen und eine Fehlinterpretation in der Analyse zu verhindern. Fir diese

relative Quantifizierung wurde fir jede PAR2-PCR-Probe eine identisch
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stimuliete HGAPDH-PCR-Probe mitgeflhrt. Auch diese wurde jeweils 3 Mal
pipettiert. Wenn anschliel3end die Differenz von Ci-Gen und Ci-HGAPDH fur
jede Probe berechnet wurde, konnten die Proben untereinander verglichen
werden. Dies ergab den ACi-Wert aus dem sich anschlielend die absolute
Expression zum Referenzgen (fold expression) des gesuchten Produkts

ergeben hatte. Die fold expression liel® sich mit folgender Formel berechnen:

RATIO(Zielgen/Referenzgen)= 2 " (€, Gen - C Referenz)= 5 - (AC )= fo]d expression

Zum Vergleich stimulierter und unstimulierter Werte war es nétig die AC-Werte
von den Proben der einzelnen Stimulationen mit den AC-Werten der Kontrolle
(unstimulierte Zelle) zu verrechnen, indem die Werte voneinander subtrahiert

wurden (Livak and Schmittgen 2001).

RATIO(Zielgen/Referenzgen)= 2 - (ACGen - AC Referenz) - 5-(AAC )= roat, Expression

Diese Differenz lieferte den Unterschied an Zyklen zur Erreichung des
Schwellenwertes, der wiederum Auskunft Uber die relative PAR2-Expression

nach Stimulation mit DHT in unterschiedlichen Konzentrationen ergab.
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3.2.8 Fluoreszenzphotometrische Kalziummessungen mit Fura-2

Mit Hilfe dieser Methode koénnen Zellaktivitdten gemessen werden. Durch
Stimulation mit dem physiologischen PAR2-Agonisten  Trypsin in
unterschiedlichen  Konzentrationen (3nM; 33nM; 33mM) wurde der
[Ca®*]-Anstieg in den untersuchten Zellinien gemessen. Neben der
Verwendung des physiologischen Agonisten wurden auch Messungen mit dem
spezifischen PAR2-Agonisten S9192 (NH-SLIGKYV) durchgeflhrt.

3.2.8.1 Eigenschaften des Farbstoffes

Fura-2 ist ein kalziumsensitiver Fluoreszenzfarbstoff, der durch seine
komplexbildenden Eigenschaften mit Kationen Bindungen eingehen kann. Dies
ermoglicht eine Quantifizierung von intrazellularen Kalziumionen sowie indirekt
eine Darstellung von Kalziumstromen in Zellen denen stimulierende
Substanzen zugefihrt werden. Je nach Bindung in seinem komplexbildenden
Bereich verschiebt sich das UV-Absorptionsspektrum des Farbstoffs hin zu
kirzeren Wellenlangen. Er zeichnet sich durch eine hohe Selektivitat fur freie
Kalziumionen aus. Das Absorptionsmaximum fur kalziumfreies Fura-2 liegt bei
einer Anregungswelle von 362 nm. Die Intensitat der Fluoreszenzemission bei
kalziumgebundenem Fura-2 hingegen ist am gréfdten, wenn es mit Licht der
Wellenlange 340 nm angeregt wird. Diese Werte werden photometrisch im
Intensitatsbereich von 510 nm gemessen. Da sich die Intensitaten der
Fluoreszenzemission bei Anregung des Farbstoffs mit Licht der Wellenlange
362 nm und bei Anderungen der Kalziumkonzentrationen zwischen 0 und 1mM
kaum unterscheiden, wird die Intensitatsmessung bei einer Welle der Lange
380 nm durchgefiihrt. Durch die Bindung von Ca®* an den Farbstoff Fura-2 zeigt
sich in diesem Bereich eine deutlichere Anderung in der Fluoreszenzintensitat.
Bei etwa 360 nm liegt der sog. ,Isosbestische Punkt‘, an dem die Fluoreszenz
des Farbstoffs unabhangig von der Kalziumkonzentration ist (Grynkiewicz et al.
1985). Mit entsprechender Hardware (Photometersystem der Firma PTI; Wedel,
Deutschland) und Software (Felix™ der Firma PTI; Wedel, Deutschland) kann
die Veranderung der intrazellularen Kalziumkonzentration gemessen und

graphisch dargestellt werden.
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3.2.8.2 Prinzip der Zwei-Wellenldangenmessung

Im Normalzustand reichert eine Zelle vor allem freies Fura-2 passiv im Zytosol
an, wenn sie mit dem Stoff beladen wird, da die Kalziumkonzentration in diesem
Zustand extrazellular hoher ist als intrazelluldr. In diesem Fall ist die Intensitat
der Fluoreszenzemission im Bereich 510 nm bei einer Anregung mit Licht der
Wellenlange 380 nm hdher als bei 340 nm. Kommt es durch eine Anregung der
Zelle zum Kalziumeinstrom, dann erhoht sich der Anteil des gebundenen
Farbstoffs und somit auch die Intensitat der Fluoreszenzemission, die durch
Licht der Wellenlange 340 nm erzeugt wurde. Graphisch dargestellt, steigt die
Kurve an, wahrend die Kurve fallt, die durch Anregung mit Licht der
Wellenlange 380 nm erzeugt wurde, in dem der Anteil des kalziumfreien
Farbstoffs und damit auch die Intensitat der Fluoreszenzemission absinkt.

Mit Hilfe eines Verhaltniswertes, der so genannten ,Ratio“, die sich aus dem
Quotienten der beiden gemessenen Intensitdten berechnen Ilasst, kdnnen
Fehler, die beispielsweise durch unterschiedliche Farbstoffkonzentrationen und

Objektdicken entstehen, herausgekiirzt werden. Der [Ca?'];

-Anstieg kann dann
in einem Intensitats-Zeit Diagramm graphisch dargestellt werden und ein
Anstieg der Ratio entspricht dem Anstieg der intrazellularen

Kalziumkonzentration.

3.2.8.3 Versuchsaufbau und Messtechniken

Die Kalziummessungen fanden an einem Invertoskop (Diaphot 300, Nikon,
Dusseldorf, Deutschland) und einem Kuivettensystem (PTIl, Wedel,
Deutschland)  fur  photometrische Untersuchungen statt. Dieses
Photometriesystem der Firma PTI (Wedel, Deutschland) besteht aus einem
Monochromator-System (Deltascan, PTI), das aus dem Licht einer 100 W-
Xenon-Lampe monochromatisches Licht erzeugt. Das Licht trifft in dem
Monochromator-System auf eine rotierende Scheibe, die den Lichtstrahl
abwechselnd durch eine Offnung auf zwei verschiedene Monochromatoren

projiziert. Das fur die Fura-2 Messungen bendtigte Licht mit den Wellenlangen
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340 und 380 nm, wird durch ein Glasfaserkabel zum Mikroskop weitergeleitet,
dort durch die in der MeRkammer befindlichen Probe gesendet, und
anschliellend von einem Photomultiplier (Mikroskop-Photometer D-104, PTI)
aufgenommen, gemessen und verstarkt. Um nur die gesuchte Emission des
Farbstoffs zu messen, wird das emittierte Lichtspektrum vor der Messung im
Photomultiplier durch einen Dichroicfilter gesendet und so auf den
Wellenlangenbereich um 510 nm reduziert. Das ankommende Licht gibt dann
eine Aussage uUber die Fluoreszenzemissionsintensitaten und kann in ein
digitales Signal umgewandelt werden, welches anschlieRend, mit einer speziell
fir fluoreszenzphotometrische Messungen entwickelten Software (Felix™, PTI),
ausgewertet wird. Die Fluoreszenzanderungen und auch der Verhaltniswert

(Ratio) zwischen diesen werden in einer Kurve graphisch dargestellit.

3.2.8.4 Kalibrierung des Gerétes

Weil die Ratio ein relativer Wert ist und durch die Stimulation der Zellen
wahrend der Versuche das Ausmal’ der Fluoreszenzanderungen gestort
werden koénnte, ist im Vorfeld eine Kalibrierung der Versuchseinrichtung
notwendig. Diese wird nach Grynkiewicz mit Hilfe von Eichpufferldsungen, die
exakt definierte Kalziumkonzentrationen enthalten, durchgeflhrt (Grynkiewicz et
al. 1985). Mit Hilfe der ermittelten Dissoziationskonstanten zwischen Kalzium
und dem Kkalziumgebundenen Fura-2 (Ky), sowie der Verhaltniswerte der
Fluoreszenzintensitaten in kalziumfreiem (Rmin) und kalziumgesattigtem (Rmax)

Eichpraparat, kann die intrazellulare Kalziumkonzentration berechnet werden:
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[Ca*]=Kg X (R- Rmin / Rmax— R ) X (St2/ Sp2 )

Kg: Dissoziationskonstante der Reaktion zwischen Kalzium und kalzium-

gebundenem Fura-2

R: gemessener Verhaltniswert der Fluoreszenzemissionsintensitaten bei

Anregung mit Licht der Wellenlange 340 und 380 nm (Ratio)

Rmin: durch Eichung ermittelter Verhaltniswert der Fluoreszenzintensitaten

bei Anregung mit 340 und 380 nm im kalziumfreien Eichpraparat

Rmax: durch Eichung ermittelter Verhaltniswert der Fluorszensintensitaten

bei Anregung mit 340 und 380 nm im kalziumgesattigten Eichpraparat

St durch Eichung ermittelte Fluoreszenzintensitat bei Anregung mit

380 nm im kalziumfreiem Eichpraparat

Spa: durch Eichung ermittelte Fluoreszenzintensitat bei Anregung mit

340 nm im kalziumgesattigten Eichpraparat

3.2.9 Vorbereitung und Durchfiihrung Fluoreszenzphotometrischer

Messungen mit Fura-2
3.2.9.1 Kultivierung der Prostatazellen fiir Kiivetten- und Einzelzellmessungen

Die untersuchten Zellen wurden ahnlich wie unter Punkt 3.2.3.1 kultiviert. Nach
konfluenter Bewachsung der Kultivierungsflaschen wurde eine Subkultivierung
vorgenommen. Dafir wurden die Zellen unter Verdlinnung in neue
Kultivierungsflaschen gegeben. Hierbei wurde das verwendete Kulturmedium
abgenommen und 2x mit PBS gewaschen. Im Unterschied zu Punkt 3.2.3.1
wurde kein Trypsin und kein EDTA zu den Zellen gegeben um eine Ablosung
dieser von der Unterlage zu erreichen. Die Zellen wurden mit einem Zellschaber
abgeldst und anschlieldend als Losung in ein Falcon-Rdhrchen tberflhrt und 10
Min. bei 500 x g zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das
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entstandene Pellet in Kultivierungsmedium resuspendiert. Die neue Ldsung
wurde mit einer Pipette durchmischt und die Zellen fir die

Fluoreszenzmessungen auf runde Deckglaschen in 6-Well-Platten ausgesat.

3.2.9.2 Beladung der Prostatazellen

Die Anwendung von Fura-2 erfolgte gemaly den Empfehlungen des Herstellers
Molecular Probes (Leiden, Niederlande). Das Fura wurde in das Zytosol der
Zellen eingebracht, um die intrazellulare Kalziumkonzentration messen zu
konnen. Hierfir war eine Inkubation in einer Fura-2 AM haltigen Pufferldsung
notwendig, um eine Beladung der zu messenden Zellen zu erreichen. Fur die
Beladung wurde das Fura-2 AM (nicht kalziumsensible Acetoxymethyl (AM)-
Esterform des Farbstoffs) verwendet. Der Farbstoff permeiert passiv durch die
Zellmembran. Die Ester werden intrazellular durch unspezifische Esterasen
gespalten, so dass man einen kalziumsensiblen, polaren Farbstoff erhalt, der in
der Zelle verbleibt und sich im Zytosol anreichert.

Aus einer 5mmol/l Stammlésung (Fura-2 AM in Dimethylsulfoxid (DMSOQO))
wurde eine S5umol/l Lésung in HHBSS-Puffer (PH 7,45) angesetzt. Um eine
bessere Verteilung des Farbstoff im wassrigen Puffer zu erhalten, wurde der
Inkubationslésung 3ul/ml 10% Pluronic® F-127 hinzugesetzt. So wird die
Diffusion des in Wasser schlecht I6slichen lipophilen Farbstoffes in die Zellen
erleichtert (Yates et al. 1992). AnschlieRend wurden die Zellen fur 30-45 Min. bei
32°C im Brutschrank inkubiert, danach die Fura-2 AM-LOsung abpipettiert und
3x mit frischem HHBSS-Puffer gewaschen, um extrazellular zurickgebliebenes
Fura-2 AM zu entfernen. Im Anschlul® erfolgte eine 30 minttige Inkubation in
HHBSS-Puffer, um eine vollstandige Spaltung des Farbstoffes durch

intrazellulare Esterasen zu garantieren.

Im Anschlul® wurden dem Puffer folgende Substanzen zugeflugt:

CacCl; 0,185 mg/I
Glukose 1,090 mg/I
NaHCO; 0,252 mg/I

55



3 Material und Methodik

3.2.9.3 Fluoreszenzphotometrische Messungen an Prostatazellen

Kuvettenmessungen mit Trypsin:

Fir die Kavettenmessungen mit Trypsin wurden die zu untersuchenden Zellen
(100.000 Zellen/ml) von den bewachsenen Deckglaschen abgeschabt und in
eine  mit HHBSS-Pufferlosung  geflillte  Klvette  gegeben. Die
Fluoreszenzmessungen wurden wie nachfolgend erlautert ausgefthrt. Unter
fortlaufender Messung wurden Stimulationsversuche in den
Endkonzentrationen 3nM, 33nM und 33mM Trypsin durchgefuhrt. Die
graphischen Darstellungen der Ergebnisse zeigen Summationskurven von je 3

Klvettenmessungen.

Einzelzellmessungen mit S9192:

Fir die Einzelzellmessungen wurde ein mit den zu untersuchenden Zellen
bewachsenes Deckglaschen in einer Messkammer plaziert und mit 500pl
Pufferlosung beschichtet. AnschlieRend wurde an einem Invertoskop mit 40-
fachem Immersionsobjektiv und 10-fachem Okular (Nikon, Diaphot 300) eine
Zelle fokussiert (analog die Kuvette) und mit Hilfe des Monochromator-Systems
(Deltascan, PTI, Wedel, Deutschland) bei 340 und 380 nm Wellenlange
angeregt. Unter Verwendung des Photomultipliers wurde die Intensitat des
emittierten Lichts bei 510 nm verstarkt und computerunterstitzt als Ratio
aufgezeichnet.

Fir die Stimulationsversuche mit dem synthetischen PAR2-Agonisten S9192
wurden erneut Deckglaschen in der Messkammer plaziert und mit 500ul Puffer
uberschichtet. Nach Fokussierung einer Zelle wurden unter fortlaufender
Messung S9192 in einer Endkonzentration von 100uM hinzugeflgt. Die Aktivitat
von S9192 wurde nach Erreichen des Fluoreszenzmaximums durch Perifusion
mit HHBSS-Puffer beendet.

Bei beiden Messverfahren diente als Positivkontrolle vor jedem
Stimulationsversuch eine Messung mit 4-Bromo-Calciumionophor A23187
(Sigma). Dazu wurden 120ul A23187 (50umol/l HHBSS) unter fortlaufender
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Messung zum Puffer hinzugegeben. Als Negativkontrolle wurden Messungen
unter Zugabe von HHBSS-Puffer durchgeflhrt.

3.2.10 Proliferationsassay durch [*H]-Thymidin-Inkorporation

Ein Proliferationsassay dient dazu die Veranderung der
Teilungsgeschwindigkeit von Zellen, die durch exogen zugefuhrte Substanzen
beeinflusst werden, darzustellen. Mit Hilfe dieser Methode kann gezeigt werden
ob der Proteinase aktivierte Rezeptor-2 durch die aktivierende Wirkung des
synthetischen PAR2-Agonisten S9192 einen mitogenen Effekt in den
untersuchten Zelllinien bewirkt. Ein mitogener Effekt lasst sich durch [’H]-

Thymidin-Inkorporation ermitteln.

3.2.10.1 Durchflihrung des Proliferationsassays

Die Prostatazellen wurden zu 1500 Zellen/Well in 96-Well-Mikrotiterplatten
(Falcon, Heidelberg) in RPMI 1640 Medium mit 10% FKS und P/S/A ausgesat
und Uber Nacht bei 37°C inkubiert. Am folgenden Tag wurden die Zellen mit
serumfreien Kulturmedium gewaschen wund anschliefend in ebenfalls
serumfreien  Kulturmedium mit dem  PAR2-Agonisten S9192 in
unterschiedlichen Konzentrationen far zwei Tage inkubiert
(S9192 (-log[M])= 11 bis (-log[M])= 5). Die Synthese der DNA wurde durch
Inkorporation von [*H]-Thymidin an durch Trichloressigsdure ausgefallenes
Material gemessen. Die Zellen wurden in den letzten 10h der Zellkultur mit
1uCi/Well (5 Ci/mmol) gepulst. Nach der Inkubationszeit wurden die Zellen 2x
mit PBS gewaschen, fur 5 Min. bei 37°C trypsiniert und anschlieend
abgeerntet. In 5% TCA (Trichloressigsaure) wurde dann fur 15 Min. bei 4°C die
DNA ausgefallt. Die ausgefallte DNA wurde 2x mit 95% Ethanol gewaschen, in
1ml NaOH aufgelést und in einem FlUssigszintillationszahler analysiert.
Die Auswertung der Ergebnisse stellt die prozentuale [*H]-Thymidin-

Inkorporation gegentber unstimulierten Zellen (nur PBS, ohne S9192) dar.
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3.2.11 Statistik

Zur statistischen Analyse der Signifikanz des Unterschiedes von stimulierten
und unstimulierten Stichproben diente die parametrische Errechnung in Form
eines t-Tests fur gepaarte Stichproben. Bei diesem Test werden die Mittelwerte
zweier unterschiedlicher Variablen verglichen, die unmittelbar miteinander in
Beziehung stehen. Es wird gepruft, ob die Erwartungswerte zweier
Grundgesamtheiten ungleich, kleiner oder groRer sind.

Die Nullhypothese besagt, dass keine signifikanten Unterschiede zwischen
stimulierten und unstimulierten Proben zu errechnen sind. Mit Hilfe dieses
statistischen t-Tests kann begutachtet werden, ob die Nullhypothese verworfen
werden kann und damit Unterschiede in den stimulierten Zellen zu erwarten
sind. Kann die Nullhypothese nicht verworfen werden unterscheiden sich die
Mittelwerte nicht voneinander und es ergibt sich ein t-Wert von Null. Das
Signifikanzniveau (p-Wert) wurde p<0,05 gewahlt. Dies bedeutet, dass die
Nullhypothese bis zu einer Irrtumswahrscheinlichkeit von 5% zurtickgewiesen
wird. In diesem Bereich wird von signifikanten Unterschieden in den
untersuchten Stichproben gesprochen. Die statistische Analyse wurde mit dem
Statistikprogramm SPSS Statistics 16.0 durchgefuhrt.
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4 Ergebnisse

4.1 Fluoreszenzfarbungen an Paraffinschnitten

4.1.1 Immunreaktion des PAR2-Antikorpers im murinen

Dinndarmpraparat (Positivkontrolle)

Die Anfertigung des polyklonalen PAR2-Antikrpers wurde bei der Firma
SERAMUN Diagnostika, Heidesee, in Auftrag gegeben. Um die Spezifitat des
Antikérpers (K61) aus dem Kaninchen zu kontrollieren, wurde dieser in
Geweben verwendet, wo die PAR2-Expression bereits nachgewiesen werden
konnte. Als positive Gewebekontrolle dienten in dieser Arbeit
Paraffindinnschnitte des murinen Dunndarms. Die Koppelung mit Cy3
(Carbozyanin-3) an IgG-Antikdrper des Kaninchens lassen PAR2 in den
Praparaten rot reagieren. Die Zellkerne wurden mit DAPI (4', 6-Diamidino-2-

phenylindol) blau gefarbt.
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Abbildung 7. Immunreaktion des PAR2-Antikérpers in Paraffindiinnschnitten

eines murinen Diinndarms (Positivkontrolle).

Bild A. Immunreaktion des PAR2-Antikbrpers K61 (rot) am Léngsschnitt einer murinen
Diinndarmzotte. Die Immunreaktion zeigt einen kontinuierlichen PARZ2-Saum im
apikalen Bereich der Enterozyten. Die Zellkerne wurden mit DAPI dargestellt (blau).
Bild B. Fluoreszenz des PARZ2-Antikérpers im Querschnitt einer murinen
Diinndarmzotte. Bild C und D. Untersuchte Diinnschnitte im Durchlicht (DIC-

Differential Interference Contrast); (VergréRerung: 200x).
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50um

Abbildung 8. Immunreaktion des PAR2-Antikérpers im Paraffindiinnschnitt eines
murinen Diinndarms (Positivkontrolle).

VergroBerter Ausschnitt aus dem Diinnschnitt einer murinen Dinndarmzotte.
Immunreaktion des PARZ2-Antikérpers (K61) im apikalen Bereich der Enterozyten
(rot/Pfeil). Die Zellkerne sind basal gelegen und lassen sich deutlich mit DAPI
(blau/Pfeil) anfarben (VergréRerung: 400x).

Die Abbildungen 7 und 8 zeigen den Proteinase aktivierten Rezeptor-2 (PAR2)
in den Enterozyten einer murinen Dunndarmzotte. Die Zellkernfarbungen
erfolgten in diesen und den nachfolgenden Abbildungen mit dem
Fluoreszenzfarbstoff DAPI. Die Topographie von PAR2 liel3 sich in diesen
Praparaten deutlich bestimmen und war im apikalen Bereich der Enterozyten zu
sehen. Die Immunreaktion des Antikorpers erschien kontinuierlich und eine
Verteilung des Rezeptors war eindeutig zu erkennen. Die Spezifitat des PAR2-

Antikodrpers konnte erfolgreich in der Positivkontrolle getestet werden, so dass
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weitere Farbungen an Prostatapraparaten erfolgten, die Aufschluss Uber

topografische Unterschiede in der Lokalisation von PAR2 geben sollten.

4.1.2 Immunreaktion des PAR2-Antikorpers in humanem Prostatagewebe

4.1.2.1 PARZ2 in humanem Prostatagewebe

30um
P

Abbildung 9. Immunreaktion des PAR2-Antikérpers im Paraffindiinnschnitt einer
normalen humanen Prostata.

Nachweis und Lokalisation von PARZ2 (rot) in normalem humanem Prostatagewebe. Zu
erkennen st eine homogene PARZ2-Immunreaktion im apikalen Bereich der

Prostataepithelzellen; Zellkerne (blau); (Vergré3erung:600x).
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Abbildung 9 zeigt ein Beispiel des typischen Verteilungsmusters von PAR2 in
normalen humanen Prostatageweben als Vergleichsprobe flr pathologisch
veranderte Praparate der Prostata. In den Praparaten lie® sich eine eindeutige
Verteilung von PAR2 erkennen. Topographisch gesehen befand sich PAR2 auf
der apikalen Seite der Prostataepithelzellen. Im stromalen Gewebe fand keine
Immunreaktion des PAR2-Antikorpers statt. Die Zellen des Gewebestromas
konnte man deutlich erkennen. Sie waren gekennzeichnet durch ihre langlichen

Zellkerne.

4.1.2.2 PARZ2 in pathologisch verdndertem Prostatagewebe

Fir die Immunreaktion des PAR2-Antikdrpers in pathologisch verandertem
Prostatagewebe wurden Praparate von dem Institut flr Pathologie der
Universitat Marburg zur Verfigung gestellt. Es handelte sich hierbei um jeweils
3 Praparate einer atypischen adenomatésen Hyperplasie (AAH), eines
fortgeschrittenen Prostatakarzinoms (PCa) und einer  benignen
Prostatahyperplasie (BPH). Nachfolgend werden typische Beispiele im
Verteilungsmuster von PAR2 in den Prostataerkrankungen gezeigt. Welche
Unterschiede in der Lokalisation von PAR2 gegenuber normalem

Prostatagewebe zu erkennen sind, zeigen folgende Abbildungen.
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40um

Abbildung 10. Immunreaktion des PAR2-Antikérpers im Paraffindiinnschnitt
einer atypischen adenomatésen Hyperplasie der Prostata (AAH).

Der PAR2-Antikérper reagiert unregelmdfBig und nicht ubiquitdr in den
Prostataepithelzellen dieser Erkrankung. Die Immunreaktion erscheint nicht
kontinuierlich und ist nicht eindeutig apikal ausgerichtet. Eine Vielzahl von
Driisenlumina zeigen keine Immunreaktion des Antikérpers (Pfeil); Zellkerne (blau);

(Vergré3erung:400x).
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Abbildung 11. Immunreaktion des PAR2-Antikérpers im Paraffindiinnschnitt

eines Prostatakarzinoms (PCa).

Bild A. Fluoreszenzfarbung mit PAR2-Antikérper (rot) im Prédparat eines humanen
Prostatakarzinoms. Die PARZ2-Lokalisation ist unregelméBlig in den Epithelzellen.
Sowohl Iluminale als auch basale Verteilung des Rezeptors sind auf diesem
Diinnschnitt zu erkennen (Pfeile); Zellkerne (blau). Bild B. Préaparat in chromatischem
Durchlicht (DIC); (VergréBerung: 200x).

In Abbildung 10 und 11 sind maligne Veranderungen der Prostata dargestellt.
Die AAH kann als potentielle Prakanzerose neben der HG-PIN gewertet
werden. Im Vergleich zu den Praparaten des PCa zeigte sich in den
Dunnschnitten der AAH deutliche Unterschiede in der Anordnung und Grole
der Zellkerne. Am Beispiel der AAH wirkten die Zellkerne hyperplastisch und

rund, was fur eine erhohte Mitoserate sprechen konnte. In den Praparaten des
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PCa waren eine unregelmafige Verteilung und Entrundung der Zellkerne zu
erkennen. Dies ist ein Indiz fur die Auflosung eines Zellverbandes mit
unkontrolliertem Zellwachstum und Durchbruch der Basalmembran.

Flr beide Erkrankungen gilt in Bezug auf PAR2 eine nicht eindeutige
Lokalisation an der apikalen Seite des Epithels, wie man es bei der

Vergleichsprobe der normalen Prostata erkennen konnte (Abbildung 9).

Abbildung 12. Immunreaktion des PAR2-Antikérpers im Paraffindiinnschnitt

einer benignen Prostatahyperplasie (BPH).

Ausschnitt aus einer benignen Prostatahyperplasie (BPH). Sowohl epitheliale Anteile,
als auch stromale Anteile der Prostata wurden angeschnitten. Im Epithel dieses
Préparates findet sich keine Immunreaktion. Die Lokalistation von PARZ2 erscheint im
stromalen Gewebe des Organs (rot). Deutlich zu erkennen sind die durch DAPI (blau)
angeféarbten Zellkerne des Epithels (rund) und des fibromuskuldren Gewebes (lénglich)
(Pfeile); (Vergré3erung: 600x).
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Neben den malignen Erkrankungen wurden in dieser Arbeit auch benigne
Erkrankungen der Prostata (BPH) immunhistochemisch untersucht. Im
Gegensatz zu den malignen Veranderungen, zeigten sich in den Praparaten der
BPH gravierende Unterschiede in der Topographie von PAR2. Wahrend sich
der Rezeptor in malignen und normalen Geweben der Prostata hauptsachlich in
den Epithelzellen darstellen lie3, befand sich in der benignen Veranderung der
Prostata kein PAR2. Wie man der Abbildung 12 entnehmen kann, schien es zu
einer vermehrten Expression von PAR2 im stromalen Gewebe der Prostata zu
kommen.

Ob die Expression von PAR2 ebenso wie die Atiologie der untersuchten
Erkrankungen eine androgenabhangige Komponente besitzt, sollen die
folgenden Untersuchungen in den in vitro-Modellen des Prostatakarzinoms und

der benignen Prostatahyperplasie zeigen.

Tabelle 3. Immunreaktion des PAR2-Antikérpers in den untersuchten Geweben
der Prostata.
Uberblick iiber das topographische Vorkommen von PAR2 in den untersuchten

Geweben der Prostata (n=3) (++ = stark vertreten; + = vertreten; - = nicht vertreten).

Prostata

epithelial
apikal

epithelial

basolateral

epithelial
diffus

stromal
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4.2 Semi-quantitative RT-PCR
4.2.1 Quantifizierung mit HGAPDH

Wie unter Punkt 3.2.6.1. beschrieben, wurden bei diesen Versuchen die
Dichten der durch Ethidiumbromid fluoreszierenden Amplifikate gemessen und
miteinander verglichen. Die Messungen erfolgten mit dem Computerprogramm
GelScan 3D V2.5.

4.2.1.1 Quantifizierung am Beispiel von PC3

100 bp
300 bp 300 bp
GAPDH
500 bp
SM Marker
chFKS + + = - + =
FKS - - + + - +
DHT(-log [M]) 1 7 11 7 0 0

Abbildung 13. Quantifizierung der epihelialen Zelllinie PC3 (GréB8e 300bp).
Fluoreszenzabgleich mit dem ,Housekeeping Gen®“ HGAPDH der unterschiedlich
stimulierten Proben fiir die Zelllinie PC3 auf 1,5% Agarosegel. Die Gelbanden mussten
gleiche Fluoreszenzwerte aufweisen, um RT-PCR mit PAR2-Primern durchzufiihren.
chFKS = Kulturmedium mit 10 % Charcoal-gestripptem fetalem Kélberserum;

FKS = Kulturmedium mit 10% fetalem Kélberserum;

DHT(-log [M]) = Dihydrotestosteronkonzentration der stimulierten Proben;

SM = Supermix

Marker = 100 bp Marker
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Die Abbildung 13 zeigt ein 1,5% Agarosegel bei der ein Abgleich mit dem HKG
HGAPDH am Beispiel von PC3 durchgefuhrt wurde. Der Abgleich erfolgte durch
Anpassung der pl-Mengen der fur die PCR bendtigten cDNA der unterschiedlich
stimulierten Proben der Zelllinie. Die Bandendichten wurden mit dem
Computerprogramm GelScan 3D V2.5 quantifiziert. Die HKG-Primer
amplifizierten HGAPDH-Fragmente der GroRe 300bp. Um in den
nachfolgenden Versuchen eine Aussage uber eine androgenabhangige
Expression von PAR2 treffen zu kénnen, war es notwendig durch eine
Quantifizierung aller einzelnen Proben eine identische Bandendichte auf dem
1,5% Agarosegel zu erreichen. Erst wenn alle Banden identische
Fluoreszenzwerte aufwiesen, wurden RT-PCR mit den PAR2-Primern
durchgefuhrt.
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4.2.2 Semi-quantitative RT-PCR mit PAR2-Primern

4.2.2.1 Expression von PAR2 unter DHT-Einfluss in der Zelllinie PC3

300 bp
500 bp 525 bp
PAR2
Marker
chFKS + -+ - - + -
FKS = = + + = +
DHT(-log [M]) i 7 11 7 0 0

Abbildung 14. Semi-quantitative RT-PCR mit PAR2-Primern in der Zelllinie PC3.
Expression des Proteinase aktivierten Rezeptors-2 unter DHT-Einfluss auf 1,5%
Agarosegel in der Zelllinie PC3; FKS stimulierte Proben: deutliche
Fluoreszenzzunahmen; chFKS stimulierte Proben: Fluoreszenzreduktion und damit
eine geringere Expression von PARZ2 bei steigender DHT-Konzentration.

chFKS = Kulturmedium mit 10 % Charcoal-gestripptem fetalem Kélberserum;

FKS = Kulturmedium mit 10% fetalem Kélberserum;

DHT(-log [M]) = Dihydrotestosteron-Konzentration der stimulierten Proben;

SM = Supermix

Marker = 100 bp Marker

Die Abbildung 14 zeigt die Expression des Proteinase aktivierten Rezeptors-2 in

der Zelllinie PC3 nach 24 stindiger Stimulation in DHT-haltigen Kulturmedien.

Die Expression des Rezeptors wird sowohl in gestripptem Kulturmedium

(chFKS) als auch in normalem Kulturmedium (FKS) mit unterschiedlichen DHT-

Konzentrationen gezeigt. Die gemessene Intensitat der fluoreszierenden
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Banden nahm gesamthaft ab je hoher die Konzentration von DHT
(10""M = +2,23 %; 10'M = - 25,57 %) in der Zellkultur gewahlt wurde. Dies
sprach fur eine geringere Expression von PAR2 in der untersuchten Zelllinie
nach Stimulation mit DHT in aufsteigender Konzentration in gestripptem
Kulturmedium (chFKS). Eine androgenabhangige Expression von PAR2 war in
dieser  Zelllinie unter  Verwendung des gestrippten Mediums
(steroidhormonfreies Medium) zu erkennen. Eine Aussage uber eine
androgenabhangige Expression von PAR2 in FKS-haltigem Kulturmedium
konnte ebenfalls getroffen werden, da deutliche Unterschiede in der Dichte der
stimulierten Probenbanden gegenuber der unstimulierten Probenbande
gemessen werden konnten. Die Expression von PAR2 lag bei beiden
untersuchten DHT-Konzentrationen mehr als doppelt so hoch exprimiert vor als
bei der Kontrollprobe (10""M = +127,18 %; 10"M = +139,08 %).

Tabelle 4. Prozentuale Expressionsdnderungen von PAR2 in der Zelllinie PC3.
Die Fluoreszenzunterschiede wurden mittels GelScan 3D gemessen und die optischen
Dichten der fluoreszierenden Probenbanden mit der Kontrollprobe verglichen. Der
Prozentsatz ergibt sich als relativer Fluoreszenzunterschied gegeniiber der

unstimulierten Kontrollprobe (Kontrolle = 100%).

Fluoreszenzunterschied

in %

DHT (-log[M]) = 11 +127,18 11

DHT (-log[M]) = 07 - 25,57 +139,08 11
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4.2.2.2 Expression von PAR2 unter DHT-Einfluss in der Zelllinie LNCaP

LNCaP
300 bp
500 bp
525 bp
PAR2
SM Marker
chFKS + s - B 3 =
FKS g -+t - +
DHT(-log [M]) 11 7 11 7 0 0

Abbildung 15. Semi-quantitative RT-PCR mit PAR2-Primern in der Zelllinie
LNCaP.

Expression des Proteinase aktivierten Rezeptors-2 unter DHT-Einfluss in der Zelllinie
LNCaP; chFKS stimulierte Proben: deutliche Fluoreszenzzunahmen;
FKS stimulierte Proben: Fluoreszenzreduktion und damit eine geringere Expression
von PAR?2 bei steigender DHT-Konzentration.

chFKS = Kulturmedium mit 10 % Charcoal-gestripptem fetalem Kélberserum;

FKS = Kulturmedium mit 10% fetalem Kélberserum;

DHT(-log [M]) = Dihydrotestosteron-Konzentration der stimulierten Proben;

SM = Supermix

Marker = 100 bp Marker

Die Expression von PAR2 verhielt sich in der epithelialen Zelllinie LNCaP
ebenfalls androgenabhangig. Anders als in PC3-Zellen war die Expression in
Bezug zu den gewahlten Kulturmedien entgegengesetzt. Die Abbildung 15
zeigt, dass die Expression von PAR2 in chFKS-haltigem Kulturmedium im

Vergleich zur unstimulierten Kontrollprobe deutlich erhdht vorlag. Es lagen
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keine Unterschiede in der Expression der DHT-stimulierten Proben vor
(10""M = +25,11 %; 10"M = +39,09 %). Umgekehrt verhielten sich die DHT-
stimulierten Proben in FKS-haltigem Kulturmedium. Hier konnte man
beobachten, dass die Dichte der Probenbande abnahm und damit die
Expression des Rezeptors bei steigender DHT-Konzentration sank
(10""M = +24,88 %; 10"M = +7,91 %).

Tabelle 5. Prozentuale Expressionsdanderungen von PAR2 in der Zelllinie LNCaP.
Die Fluoreszenzunterschiede wurden mittels GelScan 3D gemessen und die optischen
Dichten der fluoreszierenden Probenbanden mit der Kontrollprobe verglichen. Der
Prozentsatz ergibt sich als relativer Fluoreszenzunterschied gegeniiber der

unstimulierten Kontrollprobe (Kontrolle = 100%).

Fluoreszenzunterschied

in %

DHT (-log[M]) = 11 +2511 1

DHT (-log[M]) = 07 + 39,08 1 -7,91 |
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4.2.2.3 Expression von PAR2 unter DHT-Einfluss in der Zelllinie DU145

100 bp
300 bp
500 bp R 525 bp
m——— PAR2
SM Marker
chFKS + + - - + -
FKS - -+ F - +
DHT(-log [M]) 11 7 11 7 0 0

Abbildung 16. Semi-quantitative RT-PCR mit PAR2-Primern in der Zelllinie
DU145. Expression des Proteinase aktivierten Rezeptors-2 unter DHT-Einfluss in der
Zelllinie DU145; chFKS stimulierte Proben: zunédchst deutliche Fluoreszenzzunahme,
bei steigender DHT-Konzentration nahm die Dichte der Gelbanden und damit die
Expression des PAR2 wieder ab;, FKS stimulierte Proben: Expression von PAR2
verhielt sich genau entgegengesetzt.

chFKS = Kulturmedium mit 10 % Charcoal-gestripptem fetalem Kélberserum;

FKS = Kulturmedium mit 10% fetalem Kélberserum;

DHT(-log [M]) = Dihydrotestosteron-Konzentration der stimulierten Proben;

SM = Supermix

Marker = 100 bp Marker

Die Expression von PAR2 verhielt sich in dem in vitro Modell der Zelllinie
DU145 ebenfalls androgenabhangig. Zunachst erhdhte sich die gemessene
Intensitat der Probenbanden in chFKS-haltigem Kulturmedium um mehr als das
Doppelte (10""M = +159,38 %). Bei zunehmender DHT-Konzentration fiel die
Intensitat in Richtung Referenzwert ab (10'M = +31,63 %). In FKS-haltigem
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Kulturmedium verhielten sich die Proben in der Tendenz genau
entgegengesetzt (10"'"M = -7,96 %; 107M = +9,54 %).

Tabelle 6. Prozentuale Expressionsdnderungen von PAR2 in der Zelllinie DU145.
Die Fluoreszenzunterschiede wurden mittels GelScan 3D gemessen und die optischen
Dichten der fluoreszierenden Probenbanden mit der Kontrollprobe verglichen. Der
Prozentsatz ergibt sich als relativer Fluoreszenzunterschied gegeniiber der

unstimulierten Kontrollprobe (Kontrolle = 100%).

Fluoreszenzunterschied

in %

DHT (-log[M]) = 11 +159,38 1

DHT (-log[M]) = 07 +31,63 1 +9,54 1
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4.2.2.4 Expression von PAR2 unter DHT-Einfluss in der Zelllinie hPCPs

hPCPs
300 bp
525 bp 500 bp
PAR2
Marker SM
chFKS -+ -+ - - + -
FKS - - + -+ -
DHT(-log [M]) 1" 7 11 7 0 0

Abbildung 17. Semi-quantitative RT-PCR mit PAR2-Primern in der Zelllinie
hPCPs.

Expression des Proteinase aktivierten Rezeptors-2 unter DHT-Einfluss in der Zelllinie
hPCPs; chFKS stimulierte Proben und FKS stimulierte Proben: Reduktion der
gemessenen Intensitat und damit geringere Expression von PARZ2 bei steigender DHT-
Konzentration.

chFKS = Kulturmedium mit 10 % Charcoal-gestrippte fetalem Kélberserum;

FKS = Kulturmedium mit 10% fetalem Kélberserum;

DHT(-log [M]) = Dihydrotestosteron-Konzentration der stimulierten Proben;

SM = Supermix

Marker = 100 bp Marker

Abbildung 17 zeigt die Ergebnisse, die unter gleichen Bedingungen
durchgefuhrt wurden wie fur die Zelllinien PC3, LNCaP und DU145. Hier zeigte
sich sowohl in FKS-haltigem als auch in chFKS-haltigem Kulturmedium, dass
die Expression von PAR2 bei steigender Konzentration von DHT (10™"'"M; 10°
M) abnahm.
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Anders als in den Karzinomzelllinien reduzierte sich die Expression von PAR2
in stromalen hPCPs-Zellen in beiden untersuchten Kulturmedien.

Die gemessene Intensitat und damit die Expression von PAR2 in FKS-haltigem
Kulturmedium nahm bei steigender DHT-Konzentration erkennbar ab
(10""M = -1,53 %; 10'M = -75,13 %). In chFKS-haltigem Medium war die
reduzierte Expression noch deutlicher zu verzeichnen (10"'M = +12,76 %;
10'M = -98,05 %). Grund fiir dieses Expressionsverhalten kann der
unterschiedliche Steroidgehalt der verwendeten Kulturmedien sein. Um ein
durch das Kulturmedium verfalschtes Ergebnis zu verhindern, wurde fur die
Versuche der QPCR das Hauptaugenmerk auf stimulierte Proben in
gestripptem Kulturmedium (chFKS) gerichtet. Unterschiedliche Expressionen
von PAR2 sind dann eindeutig auf die variierenden DHT-Konzentrationen

zuruckzufihren.

Tabelle 7. Prozentuale Expressionsédnderungen von PAR2 in der Zelllinie hPCPs.
Die Fluoreszenzunterschiede wurden mittels GelScan 3D gemessen und die optischen
Dichten der fluoreszierenden Probenbanden mit der Kontrollprobe verglichen. Der
Prozentsatz ergibt sich als relativer Fluoreszenzunterschied gegeniiber der

unstimulierten Kontrollprobe (Kontrolle = 100%)

Fluoreszenzunterschied

in %

DHT (-log[M]) = 11 +12,76 1

DHT (-log[M]) = 07 -98,05] 75,13 |

77



4 Ergebnisse

4.3 Real Time-PCR (QPCR)

Die QPCR wurde unter ahnlichen Bedingungen wie die semi-quantitative RT-
PCR durchgefihrt. Um quantitative Ergebnisse fur dieses in vitro-
Versuchsmodell zu erhalten, wurden weitere Untersuchungen mit Zellproben
vorgenommen, die ausschlieBlich in chFKS-haltigem Kulturmedium stimuliert
wurden. Diese Versuchsanordung kann den Fokus auf hormonfreie
Anfangsbedingungen richten und Ergebnisse liefern, die eindeutig auf eine
DHT-Stimulation zurtuckzufuhren sind. Weiterhin wurden die Zellen mit einer
weiteren DHT-Konzentration (DHT(-log[M]=9)) stimuliert, um eine genauere

Beschreibung des Stimulationseffektes fur die PAR2-Expression zu erreichen.

Mit Hilfe der QPCR lassen sich aufgrund der in Echtzeit gemessenen
Fluoreszenzen der cDNA, quantitativ und qualitativ hochwertige Ergebnisse flr
eine androgenabhangige Expression von PAR2 in den zu untersuchenden
Zelllinien bestimmen. Die dargestellten Ergebnisse zeigen keine absoluten
Werte, sondern die relative Expression in Bezug zu dem unstimulierten
Kontrollwert um einen besseren Uberblick in der graphischen Darstellung zu
erhalten.

Die Daten der QPCR wurden durch die Geratesoftware des QPCR-Blocks
Mx3000P der Firma Stratagen berechnet und dokumentiert. Fur jede stimulierte
Probe wurde ein Triplet pipettiert und mit den Mittelwerten der ermittelten
Ci-Werte weitere Berechnungen durchgefuhrt. Dafir wurden diese Werte
anschlieBend in das Computerprogramm Excel, Microsoft importiert und
konnten dort, wie unter 3.2.7.1 beschrieben, ausgewertet und in Relation

gesetzt werden.
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4.3.1 QPCR mit PAR2-Primern

4.3.1.1 Expression von PARZ2 unter DHT-Einfluss in der Zelllinie PC3

14— PC3

1,2 4

0,8 +

06+

relative Expression

0,2 4

chFKS chFKS chFKS chFKS
DHT (-log[M]) DHT (-log[M]) DHT (-log[M]) DHT (-log[M])
0 11 9 4

Abbildung 18. QPCR mit PAR2-Primern in der Zelllinie PC3.

Relative Expression der stimulierten Proben in Bezug zu ihrem unstimulierten
Kontrollwert. Die Expression von PAR2 zeigt bei zunehmender DHT-Konzentration
keine signifikanten Unterschiede (n=6 Préparationen); (p=0,05).

chFKS = Kulturmedium mit 10 % Charcoal-gestripptem fetalem Kélberserum;

DHT(-log [M]) = Dihydrotestosteron-Konzentration der stimulierten Proben;

In  Abbildungen 18 sind die zusammengefassten Ergebnisse von
unterschiedlichen RNA-Praparationen der epithelialen Zelllinie PC3 (n=6)
dargestellt. Die Abbildung prasentiert die relative Expression der unterschiedlich
stimulierten Proben zu ihrem unstimulierten Referenzwert. Dem Kontrollwert
wurde aus Vergleichsgrinden der Wert 1 zugeordnet. Die Berechnungen

ergaben, dass keine Aussage Uber ein  androgenabhangiges
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Expressionsverhalten von PAR2 in der Zelllinie PC3 getroffen werden konnte.
Die Unterschiede der stimulierten Proben gegenliber dem Referenzwert waren
nicht signifikant (p=0,05), so dass die Expression von PAR2 in dieser Zelllinie

nicht androgenabhangig war.

Tabelle 8. Relative Expression von PAR2 in PC3-Zellen.

Die Ergebnisse wurden relativ gegenliber dem unstimulierten Referenzwert ermittelt
und sind nachfolgend mit ihren Standardfehlern (mean= t s.e.) aufgelistet (n=6). Es
kann keine Aussage (liber eine androgenabhédngige Expression von PARZ2 in der
epithelialen Zelllinie PC3 getroffen werden. Die Unterschiede stimulierter Proben und

dem Referenzwert waren nicht signifikant (p=0,05).

DHT (-log[M])

rel. Expression 1,01 £ 0,16 1.07 £ 0,21 1,00 £ 0,08

Relation Signifikanz

unstimuliert — DHT 11

unstimuliert —- DHT 9

unstimuliert - DHT 7

DHT 11 - DHT 9

DHT 11 - DHT 7

DHT 9 - DHT 7
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4.3.1.2 Expression von PARZ2 unter DHT-Einfluss in der Zelllinie LNCaP

1,4 - LNCaP

1,214

0,8+

0,6 +

relative Expression

0,2+

chFKS chFKS chFKS chFKS
DHT (-log[M]) DHT (-log[M]) DHT (-log[M]) DHT (-log[M])
0 11 9 4

Abbildung 19. QPCR mit PAR2-Primern in der Zelllinie LNCaP.

Relative Expression der stimulierten Proben in Bezug zu ihrem unstimulierten
Kontrollwert. Die Expression von PAR2 zeigt bei zunehmender DHT-Konzentration in
gestripptem Medium keine signifikanten Unterschiede (n=6 Préparationen); (p=0,05).
chFKS = Kulturmedium mit 10 % Charcoal-gestripptem fetalem Kélberserum;

DHT(-log [M]) = Dihydrotestosteron-Konzentration der stimulierten Proben;

In der epithelialen Prostatakarzinomzelllinie LNCaP liel3 sich ebenfalls keine
androgenabhangige Expression von PAR2 nachweisen. Eine steigende
Expression bei zunehmender DHT-Konzentration lie® sich erahnen, jedoch

lagen hier keine signifikanten Unterschiede vor (p=0,05); (Tab.9).
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Tabelle 9. Zusammenfassung der relativen Expression von PAR2 in LNCaP-
Zellen. Die Ergebnisse wurden relativ gegenliber dem unstimulierten Referenzwert
ermittelt und sind nachfolgend mit ihren Standardfehlern (mean= t s.e.) aufgelistet
(n=6). Es kann keine Aussage (iber eine androgenabhéngige Expression von PARZ2 in
der epithelialen Zelllinie LNCaP getroffen werden. Die Unterschiede stimulierter Proben

zum Referenzwert waren nicht signifikant (p=0,05).

DHT (-log[M])

rel. Expression 0,87 £0,18 0,94 + 0,09 0,96 + 0,33

Relation Signifikanz

unstimuliert — DHT 11

unstimuliert —- DHT 9

unstimuliert - DHT 7

DHT 11 - DHT 9

DHT 11 - DHT 7

DHT 9 - DHT 7
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4.3.1.3 Expression von PARZ2 unter DHT-Einfluss in der Zelllinie DU145

14 - DU 145
(= 1,2 +
O
% 1+ ==
o
Q— 018"
<
W o6l
o
= 044
Y
O o2l

0

chFKS chFKS chFKS chFKS
DHT (<log[M])  DHT (slog[M])  DHT (-log[M])  DHT (-log[M])
0 11 9 7

Abbildung 20. QPCR mit PAR2-Primern in der Zelllinie DU145.

Relative Expression der stimulierten Proben in Bezug zu ihrem unstimulierten
Kontrollwert. Die Expression von PAR2 zeigt bei zunehmender DHT-Konzentration in
gestripptem Medium keine signifikanten Unterschiede (n=6 Préaparationen); (p=0,05).
chFKS = Kulturmedium mit 10 % Charcoal-gestripptem fetalem Kélberserum;

DHT(-log [M]) = Dihydrotestosteron-Konzentration der stimulierten Proben;

Ebenso wie die Zelllinien PC3 und LNCaP zeigte auch die epitheliale
Prostatakarzinomzelllinie DU145 keine signifikanten Unterschiede in der
Expression des Proteinase aktivierten Rezeptors-2 durch DHT-Stimulation
(p=0,05); (Tab.10).
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Tabelle 10. Zusammenfassung der relativen Expression von PAR2 in DU145-
Zellen. Die Ergebnisse wurden relativ gegenliber dem unstimulierten Referenzwert
ermittelt. und nachfolgend mit ihren Standardfehlern (mean= t s.e.) aufgelistet (n=6).
Es kann keine Aussage liber eine androgenabhédngige Expression von PARZ2 in der
epithelialen Zelllinie LNCaP getroffen werden. Die Unterschiede stimulierter Proben

zum Referenzwert waren nicht signifikant (p=0,05).

DHT (-log[M])

rel. Expression 1,15+ 0,17 0,99 + 0,21 1,04 £ 0,21

Relation Signifikanz

unstimuliert — DHT 11

unstimuliert —- DHT 9

unstimuliert - DHT 7

DHT 11 - DHT 9

DHT 11 - DHT 7

DHT 9 - DHT 7
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4.3.1.4 Expression von PARZ2 unter DHT-Einfluss in der Zelllinie hPCPs

51 hPCPs

20+

181

1.4 1

124

0,8 +

relative Expression

06+

044

chFKS chFKS chFKS chFKS
DHT (-log[M]) DHT (-log[M]) DHT (-log[M]) DHT (-log[M])
0 11 9 i

Abbildung 21. QPCR mit PAR2-Primern in der Zelllinie hPCPs.

Relative Expression der stimulierten Proben in Bezug zu ihrem unstimulierten
Kontrollwert. Die Expression von PARZ2 zeigt unter DHT-Stimulation in gestripptem
Medium signifikante Unterschiede gegenliber dem Referenzwert. Auch bei steigender
Konzentration ist ein signifikanter Unterschied in der Expression des Rezeptors zu
erkennen (n=4 Préparationen);( # = p<0,05).

chFKS = Kulturmedium mit 10 % Charcoal-gestripptem fetalem Kélberserum;

DHT(-log [M]) = Dihydrotestosteron-Konzentration der stimulierten Proben;
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Im Gegensatz zu den epithelialen Zelllinien fand in den stimulierten Proben der
stromalen Zelllinie hPCPs eine Anderung der Expression von PAR2 unter DHT-
Einfluss statt. Durch die Stimulation der Zellen mit DHT der Konzentration
(-log[M]) = 11) nahm die Expression des Rezeptors um fast die doppelte Menge
zu (rel. Expression= 1,99; p= 0,023). Durch weitere Stimulation mit héheren
Konzentrationen von DHT (-log[M]= 09 und 07) nahm die Expression von PAR2
gegenuber dem vorherigen Wert (rel. Expression= 1,99) nahezu bis auf den
Referenzwert ab (rel. Expression=1,13; p= 0,047).

Die Ergebnisse der QPCR korrelierten tendenziell mit den semi-quantitativen
Ergebnissen zuvor, und zeigten eine Reduktion der PAR2-Expression durch
Erhdhung der DHT-Konzentration. Die Ergebnisse beider PCR-Verfahren
prasentierten deutlich die Tendenz einer androgenabhangigen PAR2-
Expression in hPCPs-Zellen. Im Unterschied zu den epithelialen Zelllinien PC3,
LNCaP und DU145 konnte quantitativ eine signifikante Verminderung der
PAR2-Expression bei steigender DHT-Konzentration in der stromalen Zelllinie

gezeigt werden (p<0,05).
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Tabelle 11. Zusammenfassung der relativen Expression von PAR2 in hPCPs-
Zellen. Die Ergebnisse wurden relativ gegeniiber dem unstimulierten Referenzwert
ermittelt und sind nachfolgend mit ihren Standardfehlern (mean= t s.e.) dargestellt
(n=4). Es konnte ein signifikanter Unterschied in der Expression von PARZ2 gegeniiber
dem Referenzwert (p=0,023) und den stimulierten Proben untereinander (p=0,047)
gezeigt werden. Eine Aussage liber eine androgenabhédngige Expression von PAR2 in

der stromalen Zelllinie hPCPs kann somit getroffen werden (p<0,05).

DHT (-log[M])

rel. Expression 1,99 + 0,22 1,67 + 0,41 1,13 +0,13

Relation Signifikanz

unstimuliert — DHT 11

unstimuliert — DHT 9

unstimuliert - DHT 7

DHT 11 - DHT 9

DHT 11 - DHT 7

DHT 9 - DHT 7
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4.4 Fluoreszenzphotometrische Messungen mit Fura-2

4.4.1 Kivettenmessungen mit dem physiologischen PAR2-Agonisten

Trypsin

Zusammengefasst zeigen die bis hier dargestellten Ergebnisse, dass die
Prostatakarzinomzelllinien PC3, LNCaP und DU145 und auch die stromale
Zelllinie hPCPs einer benignen Prostatahyperplasie den Proteinase aktivierten
Rezeptor-2 exprimieren. Die Expression von PAR2 in den epithelialen Zelllinien
konnte bereits beschrieben werden (Li and Sarkar 2002; Wilson et al. 2004),
allerdings ist die Anwesenheit von PAR2 in stromalen hPCPs-Zellen eine neue
Feststellung.

Um die Aktivitat des Rezeptors in den Zelllinien zu bestimmen, wurden
Fluoreszenzphotometrische Klvettenmessungen mit Fura-2 durchgefiuhrt. Die
Aktivierung von PAR2 fihrt mit Hilfe des physiologischen Agonisten Trypsin zu
einem [Ca®*]-Anstieg. Ein intrazelluldrer Kalziumanstieg resultiert aus der G-
Protein gekoppelten Signaltransduktion, die durch PAR2 vermittelt wird. Die
extrazellulare Proteolyse des Rezeptors induziert intrazellular durch G-Proteine
vermittelt die Aktivitat von Kinasen und Second messegern (PLC, IP3, DAG,)
die wiederum in der Lage sind Kalzium aus den zellularen Speichern zu
mobilisieren. Ein Anstieg der intrazellularen Kalziumkonzentration lasst somit
Ruckschlusse auf die Aktivitat des Rezeptors schliel3en.

In diesem Versuch wurde die Aktivitdt von PAR2 auf den Zelllinien sowohl mit
dem physiologischen Agonisten Trypsin, als auch mit dem synthetischen PAR2-
Agonisten S9192 (NH-SLIGKV) in unterschiedlichen Konzentrationen
durchgefuhrt. Der spezifische Agonist S9192 bewirkt ausschliel3lich eine PAR2-
Aktivierung und weist somit eine Aktivitat des Rezeptors nach. Die graphische
Darstellung der Klvettenmessungen zeigt in jeder Kurve jeweils die Summation

von drei Stimulationen (n=3).
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4.4.1.1 [Ca’]-Antwort nach Trypsinstimulation von epithelialen

Prostatakarzinomzellen PC3
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Abbildung 22. [Ca*']i- Anstieg durch Trypsin in PC3-Zellen.
[Ca®*]-Anstieg in PC3-Zellen durch Zugabe von Trypsin (Pfeil) in unterschiedlichen
Konzentrationen (3 nM; 33 nM; 33 mM). Je héher die Konzentration von Trypsin

gewdhlt wird, desto stérker ist die [Ca®*]-Antwort; (Summation von n=3 Stimulationen).

Abbildung 22 stellt die Kalziummobilisation in PC3-Zellen nach Zugabe des
physiologischen PAR2-Agonisten Trypsin in unterschiedlichen Konzentrationen
dar. Die Zellen reagierten bei Trypsinkonzentrationen von 33 nM und 33 mM mit
einem reversiblen [Ca?']-Anstieg. Die Ratio anderte sich bei Zugabe von
33 mM Trypsin von 1,35 auf 1,78. Eine Zugabe von 33 nM bewirkte einen
Anstieg der Ratio auf 1,67. Die Maxima der Ratio wurden nach ca. 30 Sek.
erreicht. Bei einer Konzentration von 3 nM Trypsin wurde kein [Ca®];
beobachtet.

-Anstieg
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4.4.1.2 [Ca']-Antwort nach Trypsinstimulation von epithelialen

Prostatakarzinomzellen LNCaP
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Abbildung 23. [Ca**]-Anstieg durch Trypsin in LNCaP-Zellen.

33 mM trypsin
33 nM trypsin

3 nM trypsin

[Ca®*]-Anstieg in LNCaP-Zellen durch Zugabe von Trypsin (Pfeil) in unterschiedlichen

Konzentrationen (3 nM; 33 nM; 33 mM). Je hbher die Konzentration an Trypsin gewéahlt

wird, desto stéarker ist die [Ca2+]-Antwor1; (Summation von n=3 Stimulationen).

Die Zellen der epithelialen Prostatakarzinomzelllinie LNCaP reagierten wie die

PC3-Zellen bei Konzentrationen von 33 nM und 33 mM mit einem

intrazelluldren Kalziumanstieg. Hier konnte man erkennen, dass die Anderung

der Ratio nach Trypsinzugabe (Ratio: 0,70 - 0,94) deutlich niedriger war und

somit auch die Kalziumantwort geringer ausfiel als in PC3-Zellen. Es fiel auf,

dass LNCaP-Zellen im Vergleich zu PC3-Zellen deutlich mehr Zeit bendtigten
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um Kalzium in die zellularen Speicher zu retransportieren. Es schien als wirde
die Stimulation mit Trypsin einen nicht transienten [CaZ+]i-Anstieg von Kalzium

bewirken.

4.4.1.3 [Ca']-Antwort nach Trypsinstimulation von epithelialen

Prostatakarzinomzellen DU145
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Abbildung 24. [Ca**]-Anstieg durch Trypsin in DU145-Zellen.

[Ca®']- Anstieg in DU145-Zellen durch Zugabe von Trypsin (Pfeil) in unterschiedlichen
Konzentrationen (3 nM; 33 nM; 33 mM). Hier reagieren die Zellen erst im mM-Bereich
mit einer Trypsinantwort. Durch Trypsinkonzentrationen im nM-Bereich findet keine

Kalziummobilisation statt; (Summation von n=3 Stimulationen).

In DU145-Zellen liellen sich bei einer Trypsinkonzentration von 33 mM
deutliche Anderungen der Ratio erreichen (Ratio +0,4). Anders als bei PC3- und

LNCaP-Zellen erfolgte nur eine Kalziummobilistaion bei einer Konzentration von
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33 mM. DU145-Zellen waren erst im mM-Bereich sensibel flir Trypsin. Dies
deutete darauf hin, dass PAR2 auf PC3- und LNCaP-Zellen eine schwachere
Antwort durch Trypsin liefern als auf DU145-Zellen. Ebenso koénnte eine
geringere Expression von PAR2 ein denkbarer Grund daflr sein, dass diese
Zellen nur bei héheren Trypsinkonzentrationen mit der Mobilisation von Kalzium

reagieren konnten.

4.4.1.4 [Ca']-Antwort nach Trypsinstimulation von stromalen BPH-Zellen
(hPCPs)
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Abbildung 25. [Ca**]-Anstieg durch Trypsin in hPCPs-Zellen.
[Ca®*]-Anstieg in hPCPs-Zellen durch Zugabe von Trypsin (Pfeil) in unterschiedlichen
Konzentrationen (3 nM; 33 nM; 33 mM). Je hbher die Konzentration an Trypsin gewéahlt

wird, desto starker war die [Ca2+]-Antwor1; (Summation von n=3 Stimulationen).
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Durch Trypsinstimulation konnte die Kalziumkonzentration in epithelialen
Prostatakarzinomzellen erhdht werden. Die [Ca®*]-Antwort war in den meisten
Fallen starker, je hoher die Konzentration an Trypsin gewahlt wurde. Die
Sensibilitat fur Trypsin unterschied sich allerdings in den zuvor untersuchten
Zelllinien. Auch stromale Zellen der benignen Prostatahyperplasie (hPCPs)
reagierten nach Trypsinstimulation mit einer Anderung der Ratio und damit mit
einem intrazellularen Kalziumanstieg. Die hPCPs-Zellen lieferten eine noch
starkere [Ca®]-Antwort auf Trypsin, als es die Zellen der Prostatakarzinome
taten. Schon bei einer Konzentration von 3 nM Trypsin erzeugten die Zellen
einen intrazellularen Kalziumanstieg (Ratio +0,2). Sehr deutlich war eine
Anderung der Ratio bei Zugabe von 33 nM (Ratio +0,42) und 33 mM
(Ratio +1,05) Trypsin zu erkennen.
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4.4.2 Einzelzellmessung mit dem synthetischen PAR2-Agonisten $9192
(SLIGKV-NH_)

Die Stimulationen von Zellen mit dem physiologischen PAR2-AgonistenTrypsin
konnten zeigen, dass eine Aktivitat von PAR2 zu vermuten war. Die Versuche
zuvor konnten jedoch nicht nachweisen, dass der [Ca®']-Anstieg ausschlieRlich
durch PAR2 bewirkt wurde. Um den Effekt des [Ca®']-Anstiegs auf PAR2
einzugrenzen, wurden Einzelzellmessungen mit dem synthetischen PAR2-
Agonisten S9192 (Sigma) durchgefihrt. Die Messung der PAR2-Aktivitat an
einer Einzelzelle grenzt interzellulare Einflisse der Kalziummobilisation aus.
Eine daraus resultierende Mobilisation von Kalzium kann auf den Rezeptor
zuruckgefuhrt werden. Sowohl die Ergebnisse der Immunfluoreszenzfarbungen
an Paraffinschnitten, als auch die Ergebnisse der semi-quantitativen und
quantitativen PCR richteteten den Fokus weiterer Untersuchungen auf Zellen
der  benignen Prostatahyperplasie = (hPCPs), so dass  weitere
Kalziummessungen und Untersuchungen mit dem PAR2-Agonisten S9192

ausschlieflich fur diese Zelllinie vorgenommen wurden.
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4421 S9192-Antwort in hPCPs-Zellen
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Abbildung 26. Einzelzellmessung mit S9192 in hPCPs-Zellen.

Beispiel des [Ca®*']-Anstiegs durch Einzelzellstimulation mit S9192 (1.Pfeil). Nach
Zugabe des PAR2-Agonisten S9192 kommt es zu einem transienten Kalziumanstieg in
der hPCPs-Zelle. Der Kalziumeinstrom dauert hier ca. 20 Sekunden an bevor die
Zellen dann innerhalb weniger Sekunden erneut ihren Ruhezustand erreicht. Die
Wirkung des synthetischen Agonisten wurde nach Erreichen des Kalziummaximums
durch Perifusion mit HHBSS beendet (2.Pfeil).

Die Abbildung zeigt ein typisches Beispiel des Verlaufs der durch Fura-2
gemessenen Fluoreszenz nach Zugabe des spezifischen PAR2-Agonisten
(100uM S9192). Die Zugabe resultierte mit einer Verzdégerung von ca. 10
Sekunden in einer Anderung der Ratio (Ratio +0,57) fir ca. 40 Sekunden. Nach
Erreichen der maximal gemessenen Ratio, wurde durch Perifusion reiner

HHBSS-Losung die Zelle langsam in ihren Ruhezustand zurickgefihrt. Im
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Vergleich zu einer Zellstimulation mit Trypsin erfolgte die Kalziummobilisation

mit dem synthetischen PAR2-Agonisten wesentlich langsamer.

4.5 Proliferationsassay durch [°H]-Thymidin-Inkorporation
Durch die Kalziummobilisation mit dem spezifischen PAR2-Agonisten S9192
konnte die Aktivitat von PAR2 in hPCPs-Zellen nachgewiesen werden. Mit Hilfe
eines Proliferationsassays sollte gezeigt werden, ob die funkionelle Aktivitat von
PAR2 einen mitogenen Effekt auf die stromalen Zellen hat. Wie unter Punkt
3.2.10 beschrieben wurde dies mit Hilfe der [3H]-Thymidin-lnkorporation
untersucht.

220 -
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[’H]-Thymidin-Inkorporation / (% Kontrolle)
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11 10 9 8 7 6 5

S9192 (-log[M])

Abbildung 27. Proliferationsassay durch [*H]-Thymidin-Inkorporation in hPCPs-
Zellen. Prozentualer Anstieg der Zellproliferation durch  Stimulation  mit
unterschiedlichen Konzentrationen des PAR2-Agonisten im Vergleich zu unstimulierten
Zellen. Die Zellproliferation &ndert sich bei steigender Konzentration signifikant
(® =p< 0,05).
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Die hPCPs-Zellen wurden fur zwei Tage mit dem spezifischen PAR2-Agonisten
(NH-SLIGKYV) in unterschiedlichen Konzentrationen stimuliert. Anschlieend
wurde die Teilungsgeschwindigkeit der Zellen mit Hilfe der [°H]-Thymidin-
Inkorporation in den einzelnen Proben von insgesamt drei unabhangigen
Versuchen gemessen (n=3). Der prozentuale Anstieg wurde ermittelt, indem
diese Proben mit unstimulierten Proben verglichen wurden. Weiterhin wurden
die Standardfehler der einzelnen Proben errechnet (mean= + s.e.). Bei sehr
niedrigen Konzentrationen des Agonisten waren bereits Proliferationsanstiege
in den hPCPs-Zellen zu beobachten (2,3% * 2). Erst ab Konzentrationen von
(S9192(-log[M]=9)) konnten signifikante Unterschiede im Vergleich zu
unstimulierten Zellen nachgewiesen werden. Eine Erhéhung der Konzentration
um eine Zehnerpotenz lie3 zunachst einen linearen Anstieg vermuten
(S9192(-log[M]=8)). Bei weiterer Konzentrationserhbhung des PAR2-Agonisten
konnte gezeigt werden, dass die Zellen exponentiell proliferierten
(S9192(-log[M]=8 bis 6)). Wenn die Konzentration des PAR2-Agonisten hoch
gewahlt wurde (S9192(-log[M]=5)), konnte bereits nach zwei Tagen Stimulation
eine Proliferationssteigerung um 90,3 Prozent (p<0,01) beobachtet werden. In
diesem Versuch konnte gezeigt werden, dass die Aktivitat des Rezeptors eine
Auswirkung auf die mitogene Aktivitat von hPCPs-Zellen hat. Die
Proliferationsrate der Zellen ist mal3geblich von der Konzentration des

Rezeptoragonisten abhangig.
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Tabelle 12. Prozentualer Anstieg der Zellproliferation durch Stimulation mit dem
PAR2- Agonisten S9192 in hPCPs-Zellen.

Prozentualen Anstieg der Zellproliferation nach 2 Tagen Stimulation mit S9192 in
unterschiedlichen  Konzentrationen. Die Prozentwerte werden als relative
Proliferationsénderungen im Vergleich zu unstimulierten hPCPs-Zellen mit dem
zugehoérigen Standardfehler (mean= t s.e.) angegeben (n=3). Die Werte wurden durch
[PH]-Thymidin-Inkorporation — mittels  Fliissigszintillationszdhler =~ gemessen  und

anschlieBend ausgewertet; Signifikanz (p<0,05).

$9192 (-log[M]) 09 08 07 06 05

Prozent (% ) . 17 26 65 85 | 90.3

Standardfehler +5.3 43 4.2 7.2 +5.2

Signifikanz (p-Wert) 0,033 | 0,003 | 0,000 | 0,000 | 0,000
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5 Diskussion

Die Untersuchungen dieser Arbeit zeigen eine mdgliche Korrelation zwischen
Proteinase aktivierten Rezeptoren-2, Androgenen und prostatischen
Veranderungen. Das Krankheitsbild der benignen Prostatahyperplasie und des
Prostatakarzinoms sind Erkrankungen, die auch in einem Zusammenhang mit
Fehlregulationen des Steroidhaushalts auf verschiedenen Ebenen stehen.

Die Hypothese, dass eine Unterfamilie der Proteinase aktivierten Rezeptoren
(PAR2) ein durch Androgene beeinflusstes Expressionsmuster aufweisen
konnte, ist nach heutigem Wissensstand nicht unwahrscheinlich. Es ist bekannt,
dass Steroide, und somit auch der Testosteronmetabolit DHT, intrazellular an
Androgenrezeptoren binden, und nach Translokation in den Zellkern diverse
Gentranskriptionen induzieren koénnen. Die intrazellulare Aktivierung des
Androgenrezeptors-Typ Il fuhrt unter anderem zur Expression von
wachstumsinduzierenden Enzymen, wie beispielsweise MAP-Kinasen (Mitogen
activated Protein) und ERK (Extracellular signal regulated Kinase) (Bosland
2000). Physiologische Mengen an DHT sind fir das Wachstum und die
Entwicklung der Prostata erforderlich. Prostatakarzinomzellen reagieren bei
einer Anderung der DHT-Konzentration mit einem Riickgang der Proliferation.
Sowohl Konzentrationen, die den physiologischen Wert Ubersteigen, als auch
subphysiologische Konzentrationen wirken supressiv auf diese Zellen
(Sonnenschein et al. 1989; Prehn 1999). Es konnte gezeigt werden, dass eine
Anderungen der DHT-Konzentration zur Einleitung der Apoptose maligne
entarteter Zellen in androgenabhangig wachsenden Prostatakarzinomen fihren
kann. Als Grund hierfur wird die Sensibilisierung der Zellen fur die TGF-R
induzierte Einleitung der Apoptose angesehen (Bruckheimer and Kyprianou 2001).
TGF-R ist einer von wenigen Schllsselfaktoren fur die Einleitung des
programmierten Zelltodes und wird wie viele Wachstumsfaktoren unter dem
Einfluss von Androgenen exprimiert (Thompson et al. 1992). Allerdings
widersprechen diese Erkenntnisse zuvor erforschten Theorien der
Apoptoseeinleitung in Prostatazellen. Denn nur mittels

Hormonablationstherapien soll die Einleitung der Apoptose im sekretorischen
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Prostataepithel erreicht werden kdnnen (Kyprianou and Isaacs 1989). Dass auch
der Proteinase aktivierte Rezeptor-2 (PAR2) in verschiedenen in vitro-Modellen
prostatischer Erkrankungen einer androgenabhangigen Expression unterliegt,
war Teil der Untersuchungen dieser Arbeit. Aufgrund der vorliegenden
Ergebnisse konnte fir die stromale Prostatazelllinie hPCPs, jedoch nicht fur die
epithelialen Prostatakarzinomzelllinien (PC3, DU145 und LNCaP) eine durch
DHT beeinflusste Expression gezeigt werden. Neben dem Versuch eine
steroidhormonabhangige Expression von PAR2 zu beschreiben, wurde auch
ein Fokus auf die Lokalisation des Rezeptors in verschiedenen pathologisch
veranderten Prostatageweben gelegt. Die Auswahl der in dieser Arbeit
untersuchten Gewebe und die fluoreszenztechnischen Untersuchungen mit
dem PAR2-Sekundarantikorper (K61) beschreiben die Lokalisation von PAR2 in
normalen, benignen und malignen Geweben der Prostata. Die Ergebnisse
zeigten eindeutige topografische Unterschiede des Rezeptors in den
untersuchten Geweben. Der PAR2-Antikdrper reagierte sowohl im Epithel, als
auch im Stroma der Prostata. Je nach Pathologie der Prostata schien sich die
Lokalisation des Rezeptors zu andern. Den Ergebnissen zu Folge, kam eine
Immunreaktion des PAR2-Antikérpers gehauft in dem Kompartiment des
Organs vor, wo der Ursprung des pathologischen Prozesses zu vermuten ist.
Die Untersuchungen der akuten adenomatésen Hyperplasie (AAH) und auch
des Prostatakarzinoms (PCa) zeigten Immunreaktionen des PAR2-Antikdrpers
hauptsachlich im Epithel (Abb.10 und 11). Diese Beobachtungen kénnten sich
dadurch erklaren lassen, dass bei beiden Erkrankungen die Entartung genau
dieses epithelialen Kompartiments im Vordergrund steht. Es ist aber auch zu
bertcksichtigen, dass nicht nur die Entdifferenzierung des Epithels, sondern
auch die des Stromas bei diesen Erkrankungen eine wichtige Rolle spielt
(Tenniswood 1986). Eine interzellulare Kommunikation des Epithels und des
Stromas wdulrde die nicht immer strikte Anordnung von PAR2 im apikalen
Bereich des Epithels, wie es im gesunden Prostatagewebe beobachtet werden
konnte, erklaren (Abb.9). Eine basale Lokalisation und im Epithel diffus
vorkommender PAR2 konnte vermuten lassen, dass der Rezeptor als

Kommunikationselement zwischen Epithel und Stroma fungiert. Vermutlich
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initiieren die Transduktionswege des Rezeptors Kinaseaktivitaten, die nicht nur
zu einer Entartung des Epithels sondern auch des darunter befindlichen
Muskel- und Stromagewebes filhren knnen (Wilson and Singh 2008). Vielmehr
erschien die Anwesenheit von PAR2 in den Epithelzellen nach intrazellular
verlagert zu sein. Die Darstellung von PAR2 in den untersuchten Praparaten
lie® vermuten, dass ein pathologischer Prozess eine Umverteilung des
Rezeptors nach basolateral bewirkt oder dass der Rezeptor durch Endozytose
vermehrt lysosomal abgebaut wird und deswegen vermehrt im Zytoplasma der
Epithelzellen erscheint. Weiterhin konnte die Lokalisation daflir sprechen, dass
in erkranktem Gewebe PAR2 fur pathologische Prozesse, wie Entzindung und
Karzinogenese, bevorzugt in Richtung Stroma exprimiert wird, um als epithelial-
stromales Kommunikationselement fungieren zu kénnen.

Die Untersuchungen Uber die Lokalisation von PAR2 in den pathologisch
veranderten Geweben der Prostata konnen fur die Entstehung von malignen
und benignen Erkrankungen der Prostata von groRer Bedeutung sein. PAR2
scheint Auskunfte darlber liefern zu konnen in welchem Gewebekompartiment,
ob epithelial oder stromal, eine pathologische Veranderung stattfindet. Die
Erkenntnisse, dass PARZ2 in Prozessen der Tumorgenese und Metastasierung,
aber auch als Initiator entziindlicher Prozesse eine SchlUsselfunktion spielt,
konnten die Ergebnisse dieser immunhistochemischen Untersuchung in
Prostataerkrankungen verschiedener Atiologie unterstiitzen.

Nicht nur die Entdifferenzierung von Zellen, sondern auch die Aktivierung von
Schlusselaktivatoren fur entzindliche Prozesse sind fur PAR2 in der
Vergangenheit beschrieben worden (Coelho et al. 2003). Der Rezeptor vermittelt
wichtige zellulare Antworten Uber die Aktivierung verschiedener Kinasen, wie
beispielsweise der mitogen-activated protein kinase-Familie (MAPK), ERK, c-
Jun N-terminal kinase (JNK) und | kappa B kinase (IKK) (Kanke et al. 2001;
Kanke et al. 2005). Diese Feststellungen scheinen ein Ansatz dafir zu sein,
warum gerade in dem Gewebe der benignen Prostatahyperplasie die
Immunreaktion des PAR2-Antikodrpers ausschlieBlich im Stroma des Organs
beobachtet werden konnte. Eine benigne Hyperplasie, die auf der Entstehung

eines entzlindlichen Prozesses beruht, kdnnte die Lokalisation des Rezeptors
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erklaren.

Da alle untersuchten Erkrankungen auf multifaktoriellen Pathogenesen
beruhen, missen weitere Faktoren, wie Hormone, Enzyme, Proteinasen und
deren Rezeptoren, berlcksichtigt werden. Dennoch lassen die Beobachtungen
uber die Lokalisation von PAR2 in der Prostata auf eine Beteiligung des
Rezeptors in der Pathologie des Organs schlieen. Inwiefern der Rezeptor
beteiligt ist, konnte bereits flr diverse Zelllinien der Prostata gezeigt werden.
Black und Mitarbeiter wiesen eine erhdohte Expression von PAR1, PAR2, und
PAR4 in resezierten Geweben des Prostatakarzinoms gegenuber gesunden
Prostatae nach und vermuteten eine wichtige Rolle dieser Rezeptoren bei der
Entstehung von Prostatakarzinomen durch autokrine und parakrine
Mechanismen (Black et al. 2007). Auch Wilson und Mitarbeiter zeigten mittels
RT-PCR, dass sowohl PAR1 und PAR2 von Prostatakarzinomzelllinien
Uberexprimiert werden. Es wurden dahingehend sowohl die androgenabhangig
wachsenden Prostatakarzinomzelllinien LNCaP und DU145 wund die
androgenunabhangig wachsende Prostatakarzinomzelllinie PC3 untersucht
(Wilson et al. 2004). Auch PAR3 und PAR4 konnten in in vitro-Modellen der
Prostata nachgewiesen werden, allerdings bisher nur in der Zelllinie LNCaP
(Greenberg et al. 2003). Untersuchungen des Proteinase aktivierten Rezeptors-2
in isolierten humanen stromalen Prostatazellen benigner Prostatahyperplasien
(HPSCs) wiesen ebenfalls erhdhte Expressionen auf (Myatt and Hill 2005). In
dieser Arbeit konnte ein Zusammenhang zwischen Proteinasen (PAR2-Agonist)
und der PAR2-induzierten Proliferation von Prostatazellen (hPCPs) gezeigt
werden (s.u.). Damit liegt die Beteiligung des Rezeptors an der Entstehung
prostatischer Veranderungen sehr nahe.

Es ist bekannt, dass eine groRe Anzahl von Serin-Proteinasen, die von
epithelialen und stromalen Prostatazellen und auch von maligne entarteten
Zellen sezerniert werden, als potentielle PAR-Aktivatoren angesehen werden.
Mdglicherweise sind sie der Grund fur die Proliferation dieser Zellen. Neben
Trypsin wurden das prostataspezifische Antigen PSA (hK3) und auch humanes
glandularen Kallikrein (hK2) als potentielle Aktivatoren beschrieben (Takayama

et al. 2001). All diese Proteinasen werden unter der Kontrolle von Androgenen in
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die Seminalflissigkeit sezerniert und spielen eine Rolle bei der Verflissigung
des Ejakulats (Malm et al. 2000; Yousef and Diamandis 2001). Wilson und
Mitarbeiter konnten 2005 die Aktivierung von PAR2 durch eine
membranstandige Serin-Proteinase, TMPRSS2 (Transmembrane protease,
serin 2), entdecken (Wilson et al. 2005). TMPRSS2 ist eine Typ I
transmembranstandige Serinproteinase, die ihre Aufmerksamkeit durch eine
hohe Expression in der Prostata und erhdohte Expression in neoplastischen
Prostataepithel auf sich lenkte (Vaarala et al. 2001). Durch ihre Aktivierung wird
die Proteinase in die extrazellulare Matrix abgegeben und kann unter anderem
PAR2 aktivieren. Auch dieser Proteinase wurden androgenabhangige
Expressionsmuster zugeschrieben (Mostaghel et al. 2007).

Neben der Aktivierung von PAR, werden Proteinasen allein auch parakrine und
autokrine Eigenschaften zugesprochen, die ein entzindliches oder malignes
Geschehen forcieren kdnnen. Proteinasen werden aufgrund ihrer funktionellen
Spannbreite heute nicht mehr nur als Enzyme, sondern als ,hormone-like
messengers® bezeichnet (Ramachandran and Hollenberg 2008). Es wird vermutet,
dass die PAR-Familie neben direkten Mechanismen auch indirekt an der
Kanzerogenese und der Entdifferenzierung von Zellen beteiligt ist. Es konnte
nachgewiesen werden, dass die Expression von Metallomatrixproteinen
(MMPs) in Prostatazellen durch die Aktivierung von Proteinase aktivierten
Rezeptoren erhdht ist. Ein Beispiel ist das proteolytische Enzym MMP-2,
welches mit der malignen Progression von Prostatakarzinomen und deren
Metastasierung zu den Lymphknoten in Verbindung gebracht werden konnte
(Stearns and Stearns 1996a; Stearns and Stearns 1996b). In tierexperimentiellen
Untersuchungen wurden erhohte MMP-2 und MMP-9 Spiegel in
Prostatakarzinomen entdeckt, die die Fahigkeit besitzen, Metastasenbildung zu
begulnstigen (Lokeshwar 1999).

Prostatakarzinomzellen beispielsweise exprimieren vermehrt PAR1 gegenuber
normalem Prostatagewebe (Cooper et al. 2003). Die Proteinase MMP-1
wiederum ist in der Lage die Signaltransduktion dieses Rezeptors zu aktivieren.
Die Aktivierung fuhrt zu einer Forderung der Mitogenese. Neben der Aktivierung

von PAR1 wird dieser Proteinase aber auch die Beteiligung am Abbau der
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extrazellularen Matrix zugeschrieben (Boire et al. 2005). Damit ist sie in der Lage
Teilung, Motilitdt und Invasion von Zellen zu verstarken. Zusatzlich ist der
physiologische Agonist Thrombin in der Lage PAR1 zu aktivieren. Vor allem
Tumorzellen exprimieren vermehrt MMPs und bedingen dadurch eine steigende
Motilitat der affektierten Zellen. Auf diese Weise wird die Proliferation von Zellen
verstarkt. Dieses Beispiel zeigt, dass verschiedene Proteinasen in der Lage
sind mittels Proteinase aktivierter Rezeptoren die Interaktion zwischen Tumor
und normalem Gewebe zu modifizieren und somit Tumorwachstum mit spaterer
Invasion zu férdern (Wilson and Singh 2008). Weiterhin zeigt es Moglichkeiten
auf, die eine benigne und maligne Proliferation des Prostatagewebes durch
Proteinase aktivierte Rezeptoren verursachen kann und gibt einen Einblick in
das multifaktorielle Geschehen der in dieser Arbeit untersuchten Erkrankungen.
Anhnliche Prozesse und Interaktionen sind fir den Proteinase aktivierten
Rezeptor-2 vorstellbar.

Da die meisten benignen und malignen Veranderungen der Prostata mit
Stérungen des Androgenhaushalts in Verbindung gebracht werden, wurde in
dieser Arbeit eine durch DHT beeinflusste Expression von PAR2 in in vitro-
Modellen prostatischer Erkrankungen untersucht. Die Ergebnisse der RT-PCR
und QPCR zeigen, dass eine androgenabhangige Expression des Rezeptors in
der stromalen Zelllinie hPCPs vorlag (Abb.17 und 21). Die semi-quantitativen
Untersuchungen der in vitro-Modelle des Prostatakarzinoms lieRen zunachst
auch ein androgenabhangiges Expressionsmuster des Zielrezeptors vermuten.
Die quantitativen Ergebnisse mittels QPCR hingegen lieferten keine
signifikanten Unterschiede bezuglich einer durch DHT beeinflussten Expression
von PAR2 in den stimulierten Proben der Prostatakarzinomzelllinien (p=0,05).
Die semi-quantitativen RT-PCR wurden mit Zellen durchgefiihrt, die sowohl in
gestrippten (FKS) als auch ungestrippten (chFKS) Kulturmedien stimuliert
wurden. In chFKS-haltigen Kulturmedium stimulierte Zellen kdnnen eine sichere
Aussage uUber eine androgenabhangige Expression von PAR2 liefern, denn
bereits vorhandene Steroidhormone in FKS-haltigen Kulturmedium kdnnten ein
Ergebnis verfalschen. Zusatzlich kénnen Pipettierfehler und die Art der

Quantifizierung ein falsches Resultat verstarken. Der Vorteil der QPCR liegt auf
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der Hand, wenn man bedenkt, dass eine Auswertung Uber Agarosegele
wegfallt, die Daten fur die Auswertung sofort verfugbar sind und das
Kontaminationsrisiko der Proben durch weniger Pipettierschritte verringert wird.
Ein weiterer Vorteil dieser Methode ist die Mdglichkeit, die amplifizierte DNA
wahrend der exponentiellen Phase zu quantifizieren. Gerade in dieser Art der
Quantifizierung liegt die Schwierigkeit der semi-quantitativen PCR, denn zu
hoch gewahlte Zyklenzahlen wirden gegebenenfalls Ubersattigte Ergebnisse
liefern. In diesem Fall wirden Amplifikate der Plateauphase quantifiziert, die
dann einer falschen Interpretation unterliegen. Da weiterhin fur die QPCR
ausschlieBlich cDNA von Zellen verwendet wurden, die in chFKS-haltigem
Kulturmedium stimuliert wurden, wurde in dieser Arbeit der Fokus auf die
quantitativen QPCR-Ergebnisse gerichtet.

In der Literatur wurde den Zelllinien PC3 und DU145 androgenunabhangige
Wachstumsverhalten und der Zellinie LNCaP androgenabhangiges
Wachstumsverhalten zugeschrieben (Kaighn et al. 1978; Stone et al. 1978;
Horoszewicz et al. 1980). Die in vitro-Untersuchungen dieser Arbeit zeigten, dass
die Expression des Proteinase aktivierten Rezeptors-2 nicht abhangig vom
Androgen DHT war. Dennoch ist es mdglich, dass PAR2 unabhangig von der
Expressionsmenge seine Funktion in den untersuchten Zelllinien indirekt durch
Androgene beeinflussen kann. Die Anwesenheit des Rezeptors konnte in dieser
Arbeit deutlich gezeigt werden. Wie bereits erwahnt, werden eine Vielzahl von
Proteinasen androgenabhéngig sezerniert. Bei einer Anderung der
Androgenkonzentration stiinden so mehr oder weniger potentielle Aktivatoren
dieser Rezeptoren zur Verfigung, die eine Funktion beeinflussen kdonnten. Es
steht also die Vermutung nahe, dass die Funktion des Rezeptors hier nicht
direkt, jedoch indirekt vom Serumandrogenspiegel abhangig ist.

Im Gegensatz zu den epithelialen Prostatakarzinomzelllinien konnte eine durch
DHT beeinflusste Expression von PAR2 fir die stromale Zelllinie hPCPs
prasentiert werden. Sowohl die semi-quantitativen Ergebnisse der RT-PCR, als
auch die Ergebnisse der QPCR wiesen darauf hin, dass unter DHT-Einfluss
eine  Anderung der PAR2-Expression erreicht werden konnte.

Subphysiologische Konzentrationen von DHT (-log[M]=11) induzierten eine
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erhdohte Expression von PAR2 in den stromalen Zellen. Eine Erhdhung der
DHT-Konzentration resultierte in einer Abnahme der PAR2-Expression. Diese
androgenabhangige Expression konnte als ein Faktor angesehen werden, der
fur die Entstehung dieser Prostataerkrankung relevant erscheint. Die
altersbedingte Umstellung des Hormonhaushaltes eines Mannes wird als gut
untersuchte Hypothese fur die Entstehung der benignen Prostatahyperplasie
angesehen (Krieg et al. 1993). Eine Ubertragung dieses in vitro-Modells in ein in
vivo-Modell wirde theoretisch folgendes bedeuten:

Eine altersbedingte Reduktion des Serumspiegels an Testosteron kdnnte eine
reduzierte intrazellulare DHT-Konzentration hervorrufen. Dies wiederum
resultiert in einer erhdhten Expression von PAR2 in den stromalen
Prostatazellen. Damit wirden Bedingungen vorherrschen, die flr die Entartung
und Proliferation von Zellen verantwortlich gemacht werden kdénnten.

Eine erhdhte Expression des Rezeptors fuhrt jedoch nicht ausschlieRlich dazu
den Zellstoffwechsel der Zielzellen beeinflussen zu kdnnen. Es mussen ebenso
genugend Aktivatoren des Rezeptors vorliegen oder vom umliegenden Gewebe
sezerniert werden, um die Funktionen des Rezeptors aufrecht zu erhalten.
Umgekehrt flhrt nicht allein die Anwesenheit von potentiellen PAR2-Aktivatoren
dazu, dass beispielsweise eine Proliferation von stromalen oder epithelialen
Zellen stattfindet, wenn nicht genligend Rezeptoren verfligbar sind (Barry et al.
2006). Die gewlnschten Effekte fur die Zielzelle wirden ebenfalls ausbleiben.
Die fluoreszenzphotometrischen Kalziummessungen mit Fura-2 zeigten, dass
durch Trypsinstimulation in den untersuchten Zelllinien Kalzium mobilisiert
wurde. Es wurden Unterschiede im [Ca®']-Anstieg durch Trypsin festgestellt.
Ob wirklich die Sensibilitat fur Trypsin oder die Menge von PAR2 in den Zellen
verantwortlich fiir die unterschiedliche [Ca®']-Antwort war, wurde in dieser
Arbeit nicht weiter untersucht. Eine Aktivierung weiterer PAR ist ebenso
denkbar. Denn auch PAR1 und PAR4 kénnen durch Trypsin aktiviert werden
(Tab.1). Diese Vermutungen wurden sich, wie zuvor erwahnt, in der
Funktionalitat des Rezeptors widerspiegeln. Auf der einen Seite wurde in dieser
Arbeit eine Erhdhung der intrazellularen Kalziumkonzentration schon mit nM-

Trypsinmengen erreicht (hPCPs, PC3), auf der anderen Seite reagierten die
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Zellen erst bei mM-Trypsinkonzentrationen mit einer Anderung der
Kalziumkonzentration (LNCaP, DU145). Im Fall der epithelialen Prostatazellen
LNCaP schien es als wirde die Stimulation mit Trypsin zu einem nicht
transienten [Ca®']-Anstieg in den Zellen filhren (Abb.23). Diese Ergebnisse
konnten Ruckschlisse auf die Aktivitat von PAR2 in den Prostatazellen liefern.
Allerdings mufd die Anwendung von Fura-2 AM in dieser Methode auch kritisch
betrachtet werden. Der Farbstoff gelangt bei der Beladung der Zellen durch
Diffusion ins Zytosol und wird dort durch zelleigene Esterasen abgebaut. Eine
unvollstandige Hydrolyse des Fura-2 AM fuhrt dann flr die Messungen zur
Unterschatzung der eigentlichen Kalziumkonzentration. Um genau diesen
Fehler gering zu halten, wurden die Zellen nach der Beladung und nach
Auswaschen der Farbstofflosung fur 30-45 Min. in HHBSS-Puffer inkubiert, um
eine vollstandige Spaltung des Farbstoffs zu gewahrleisten. Zigiges und vor
allem sauberes Arbeiten in abgedunkelter Umgebung war Voraussetzung fir
die Anwendung des sauerstoff- und lichtempfindlichen Farbstoffs, um genaue
MelRwerte zu erhalten. Weiterhin ist zu berlcksichtigen, dass
Reaktionsprodukte der Hydrolyse zytotoxische Eigenschaften besitzen kénnen
(Golinik 1992). Da auch der Zelltod mit einer Erhdhung der Kalziumkonzentration
einhergehen kann, wirde dies eine falsche Interpretation der Ergebnisse
bewirken. Es ist dann meist ein nicht transienter Kalziumeinstrom zu
beobachten (Meldolesi and Pozzan 1987; Berridge 1993). Dies weist darauf hin,
dass auch die Resultate fur LNCaP-Zellen mit dem Zelltod in Verbindung
gebracht werden konnten (Abb.23). Um weitere Fehlerindikatoren bei der
Beladung der Zellen mit Fura-2 AM und damit der emittierten
Fluoreszenzintensitat zu vermeiden, wurden alle Zellen unter den gleichen
Bedingungen vorbereitet und beladen. Zusatzlich wurde mit Hilfe von
Eichpraparaten eine Kalibirierung der Messeinrichtung unter
Versuchsbedingungen durchgeflhrt, so dass auch Kalziummessungen an
Einzelzellen zu relativ genauen Ergebnissen flhrten (Grynkiewicz et al. 1985). Da
die Ergebnisse der zuvor durchgefluihrten Methoden den Fokus auf die Zelllinie
hPCPs richteten, wurden Einzelzellmessungen mit dem synthetischen PAR2-

Agonisten ausschlieBlich mit diesen Zellen durchgefiihrt. Die Ergebnisse
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zeigten eine deutliche Aktivitat von PAR2 in diesen Zellen. Mit dem PAR2-
Agonisten liel3 sich wesentlich langsamer Kalzium in den stromalen Zellen
mobilisieren als mit Trypsin. Dies zeigt, dass Trypsin nicht ausschlie3lich durch
PAR2 eine Kalziummobilisation in den Zellen hervorrief, sondern dass weitere
Faktoren die Mobilisation beeinflussten. Es ist zu bertcksichtigen, dass
aufgrund bekannter Koaktivierungen der Proteinase aktivierten Rezeptoren
auch jeder andere Untertyp dieser Rezeptorfamilie fir eine spezifische Funktion
von PAR2 verantwortlich gemacht werden kann (Kawabata et al. 1999). Diese
Koaktivierungen setzen nicht immer eine Steigerung der Aktivitat des
koaktivierten Rezeptors voraus, sondern kdnnen ebenso in einer Inhibition der
Funktion resultieren (Oikonomopoulou et al. 2006). Wollte man weiterfUhrende
Kalziummessungen in der Prostata intensiver untersuchen, so mussten neben
der Untersuchung des Zielrezeptors auch das Verhalten der anderen Mitglieder
dieser Rezeptorfamilie mit Hilfe von PAR-Inhibitoren bertcksichtigt werden.
Denn so multifaktoriell die Atiologie von Prostataerkrankungen ist, so ist auch
die Funktion der Proteinase aktivierten Rezeptoren in dem Organ zu betrachten

und zu beurteilen.

Diese Arbeit lieferte im in vitro-Modell der benignen Prostatahyperplasie
Ergebnisse = zum  weiteren  Verstandnis ihrer  Pathogenese. Die
immunhistologischen Untersuchungen an unterschiedlichen Prostatageweben
legten nahe, dass eine Umverteilung von PAR2 vom Epithel in das
Stromagewebe im Laufe der Entdifferenzierung stattfindet. Zusatzlich wurde in
hPCPs-Zellen eine negative Korrelation zwischen DHT-Konzentration und
relativer Expression des Rezeptors nachgewiesen. Die photometrischen
Untersuchungen wiesen auf einen funktionell aktiven PAR2 in den untersuchten
stromalen Zellen hin. Die funktionelle Aktivitat von PAR2 war mal3geblich an der
Proliferation dieser Zellen beteiligt, was mit Hilfe eines Proliferationsassays
nachgewiesen werden konnte. Dieser Proliferationseffekt und der Einfluss von
DHT auf die Expression von PAR2 sind zusammengenommen ein wichtiger
Hinweis auf die Regulation PAR2-vermittelter mitogener Prozesse im Verlauf

pathologischer Veranderungen der Prostata.
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