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Einleitung

l. Einleitung

1. Morphologie und Histologie der humanen Prostata

Die Prostata gehdért zu den  Androgen-abhangigen, akzessorischen
Geschlechtsdriisen des Mannes. Sie liegt als fiboromuskuldres und drisiges Organ
kaudal der Harnblase, wird nach ventral Uber Ligamenta puboprostatica an der
Symphysis pubis befestigt, nach dorsal durch die zweilagige Denonvilliersche Faszie
vom Rektum getrennt und nach kaudal durch das Diaphragma urogenitale
unterstitzt. Die normale Prostata des Erwachsenen wiegt ca. 20 Gramm und enthalt
die beiden schrag von hinten eintretenden Ductus ejaculatorii, die in die Pars
prostatica der in der Langsachse der Prostata verlaufenden Harnrohre munden.
Nach McNeal lassen sich 4 unterschiedliche Zonen identifizieren: das anteriore
fibromuskulare Stroma, das wenige Drisenzellen besitzt, die periphere Zone, aus der
sich bevorzugt das Prostatakarzinom entwickelt, die zentrale Zone, und das so
genannte praprostatische Gewebe mit der Ubergangszone, das die periurethralen
(Schleimhaut-) Drisen, aus dem die Harnréhrendivertikel hervorgehen, enthalt und
das Ausgangspunkt der benignen Prostatahyperplasie ist (Aumueller, 1989).

Die Prostata wird von einer dinnen fibrésen Kapsel umgeben, unter der zirkular
angeordnete glatte Muskelfasern mit kollagenem Bindegewebe die Harnrohre
umschlieRen (Sphincter vesicae internus). Die Ausfuhrungsgange der Prostata-
Drisen vereinigen sich, eingebettet in das prostatische Stroma, zu ca. 25
Hauptausfihrungsgangen, die in die gesamte Zirkumferenz der prostatischen
Harnrohre einminden. In 98 % der Falle geht das Prostatakarzinom vom
Drisenepithel aus.

Als Testosteron-regulierte exokrine Drise produziert die Prostata ein schwach saures
Sekret (pH 6,4), das bei der Ejakulation mit der Samenflussigkeit vermischt wird und
unter anderem der Regulation der Spermienmotilitat dient (Aumueller & Seitz, 1990;
Denmeade & Isaacs, 1997), und das sehr reich an Enzymen, wie Proteasen zur

Verflissigung des Ejakulates oder auch der sauren Phosphatase ist.
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Abb. 1. a.) Schematische Darstellung der Gliederung der Prostata in die
verschiedenen Zonen

Abb. 1. b.) mikroskopische Ansicht der Prostata als tubuloalveoldre Driise,
Hématoxylin-Eosin-Féarbung, 300 x VergréBerung

(beide aus Schiebler, T. H., Histologie, 4. Aufl.)

Man erkennt, dass im Bindegewebe der Prostata zwischen den Tubuli viele glatte
Muskelzellen vorkommen. Alle Zonen der Prostata enthalten Drusen, das Epithel der
prostatischen Drlsen ist uneinheitlich, ein- und mehrschichtig, teils hochprismatisch,
teils platt oder kubisch. Um die Drisen liegt das prostatische Stroma, das aus
Bindegewebe, elastischen Fasern und glatten Muskelzellen besteht, und in das
Nervenendigungen eingebettet sind, die Neuropeptide sezernieren und somit das
Wachstum und die Differenzierung der Prostata steuern (Nagakawa et al., 1998).
Neuropeptide sind interzellulare Botenstoffe, die lokal und systemisch
Immunprozesse, Entzindungsreaktionen, Zellwachstum und Reifung regulieren. Man
weil3, dass Substanzen wie IL-1, IL-6, Bombesin, Calcitonin, Substanz P einen
Einfluss auf das normale Wachstum, aber auch auf das Karzinomwachstum der
Prostata haben. Sie entstammen entweder den freien Nervendigungen oder den
neuroendokrinen Zellen, die sich im Epithel der Prostata befinden (Gkonos et al.,
1995).

Im prostatischen Drusenepithel liegen verschiedene Zelltypen vor, die aufgrund der
exprimierten Marker und des Zytokeratingerlistes von Xue et al., (1998) eingeteilt

wurden. Die Zellen des Basalzellkompartiments sind fur Proliferation verantwortlich
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und gelten als so genannte pluripotente Stammzellen, aus denen sich so genannte
intermediare Zellen entwickeln, die sich im Verlauf sowohl zu endokrinen als auch
exokrinen Zellen entwickeln sollen. Durch Reifungsprozesse differenzieren sie sich
weiterhin entweder zu den Androgen-abhangigen exokrinen Luminalzellen, die fur die
Sekretion verantwortlich sind, oder zu den ebenfalls im epithelialen Kompartiment
gefundenen neuroendokrinen Zellpopulationen (Renneberg et al., 2001). Aumueller
et al. (2000) beschrieben eine duale Stammzellhypothese, bei der sich die NE-
Zellpopulation aus undifferenzierten und differenzierten Zellen der Neurallleiste
entwickeln sollen und dal} Zellen, denen der Androgenrezeptor fehlt, bereits in der
Fetalzeit angelegt werden und zeitlebens in ihrer Anzahl konstant bleiben.

Diese NE-Zellen produzieren Neuropeptide, die uber parakrine Mechanismen
ebenfalls die Proliferation der umgebenden Zellen und deren Differenzierung
kontrollieren und in der Lage sind, die Kontraktilitat des Prostatastromas zu
beeinflussen (Ventura et al., 2000a; Ventura et al., 2000b; Buljubasich et al., 1999).
Sie spielen sowohl bei der Entstehung von Karzinomen und der BPH eine
bedeutende Rolle (Nagakawa et al., 1998), und auch die Prognose dieser beiden
Erkrankungen scheint entscheidend von Anzahl und Differenzierung der NE-Zellen
abzuhangen. Neuroendokrine Zellen werden vor allem mit der Entstehung von
Androgen-unabhangigen Karzinomen, bzw. dem Ubergang eines primar Androgen-
abhangigen Prostatakarzinoms in einen Androgen-unabhangigen Tumor in
Verbindung gebracht (Bonkhoff et al., 1995).

Man hat seit einiger Zeit die Moglichkeit, mit Hilfe von in vitro-Modellen verschiedene
epitheliale sowie stromale Prostata-Zelllinien zu kultivieren, und somit die Entstehung
der BPH und des PC sowie die damit einhergehenden zellularen und subzellularen
Veranderungen naher zu untersuchen.

Zunachst konnten sekretorisch differenzierte Prostata-Karzinomzellen in Kultur
genommen werden. In immunhistologischen Untersuchungen konnten bisher
folgende Marker nachgewiesen werden: Prostataspezifisches Antigen (PSA), saure
Phosphatase (PAP) und ein spezifisches Zytokeratingerust.

Eine der ersten etablierten Prostata-Zelllinien ist die Androgen-unabhangige
Prostata-Karzinomzelllinie DU-145 (Stone et al.,, 1978). Diese epithelialen Zellen
entstammen dem Gewebe einer Hirnmetastase eines Prostatakarzinoms bei einem
69 Jahre alten Mann. Kaighn et al., (1979) beschrieben die Isolierung und

Charakterisierung der ebenfalls Androgen-unabhangigen Zelllinie PC-3 aus einer
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Knochenmetastase eines 62-jahrigen Prostatakarzinom-Patienten. 1980 konnte die
bislang einzige humane Androgen-abhangige Prostatakarzinom-Zelllinie LNCaP von
(Horoszewicz et al.,, 1980) etabliert werden. Sie stammt aus einer
Lymphknotenmetastase eines an einem Prostatakarzinom erkrankten Patienten.

In letzter Zeit gelang es, neben den eben beschriebenen epithelialen Zelllinien, auch
stromale Zellen der Prostata zu isolieren und in Kultur zu nehmen. Derartige stromale
Prostatazellen (hPCP ,humane Primary Culture of the Prostate stromal
compartment®) wurden u. a. von Janssen et al. (2000) und Planz et al. (1999) isoliert
aufgereinigt und charakterisiert. Diese Zellen exprimieren stroma-spezifische Marker
auf ihrer Zelloberflache weisen keine epithelialen Marker (s. 0.) auf. Die Proliferation
dieser Zellen lasst sich durch Inkubation mit ,basic fibroblast growth factor (bFGF)*
steigern, durch eine Stimulation mit DHT, Ostradiol und Flutamid kann keine
Proliferationssteigerung erreicht werden (Janssen et al., 2000). Sie exprimieren unter
anderem Rezeptoren fur Androgene und fir den Wachstumsfaktor ,keratinocyte
growth factor® (KGF).

2. Pathologische Veranderungen der humanen Prostata

2.1. Die benigne Prostatahyperplasie

Die Atiologie der benignen Prostatahyperplasie ist bis heute nicht eindeutig geklart.
Im Bereich der so genannten Ubergangszone kommt es ab dem 30. Lebensjahr zur
Formation neuer Drusenkomplexe zwischen den Sphinkter-Muskelfasern, die im
Laufe der Zeit weiter auswachsen und zur Hauptmasse der BPH beitragen. Im Alter
zwischen 70 und 80 Jahren lasst sich bei 90 % der Manner eine VergroRerung der
Prostata feststellen. Verschiedene Hypothesen versuchen das erneute
postembryonale Wachstum der zunachst ruhenden paraurethral angelegten
Drisenknospen zu erklaren. Entgegen friherer Annahmen konnten Shapiro et al.,
(1997) dokumentieren, dass sich das Verhaltnis stromaler zu epithelialen Zellen im
hyperplastischen Gewebe kaum andert, so dass man annehmen kann, dass bei BPH

nicht nur eine stromale Fehlregulation zugrunde liegt. Die stromalen Anteile bestehen
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hauptsachlich aus Fibroblasten und glatten Muskelzellen. In den letzten Jahren
wurden zahlreiche von den stromalen Zellen produzierte Wachstumsfaktoren
beschrieben, die Uber parakrine oder autokrine Mechanismen Einfluss auf die
Proliferation dieser Zellen nehmen.

Als weitere atiologische Einflisse werden hormonelle Faktoren diskutiert. Ein
hormonelles Ungleichgewicht zwischen Androgenen und Ostrogenen (erhdhter
Ostrogen/Testosteron Quotient) wurde schon vor einiger Zeit von verschiedenen
Autoren diskutiert (Aumueller, 1992). Mit zunehmendem Alter steigen die
Ostradiolspiegel, was sich vor allem auf die Zellen der periurethralen Region
auswirkt, da diese Ostrogenrezeptoren besitzen. AuRerdem weilR man, dass erhéhte
Ostrogenspiegel Uber eine Aktivierung der stromalen glatten Muskelzellen zu einer
erhohten Bildung von Bindegewebsfasern fuhren (Zhao et al., 1992). Hierin liegt die
Begrundung fur die antiostrogene Therapie.

Der proliferative Effekt des 5-alpha-Dihydrotestosteron, das intraprostatisch
synthetisiert wird, ist bekannt und bildet die Grundlage der antiandrogenen Therapie.
Androgenentzug fuhrt Gber Aktivierung des programmierten Zelltodes (Apoptose) zu
einem Untergang des sekretorischen Epithels der Prostata.

Androgen-ablative Therapie kann durch verschiedene Therapeutika erreicht, wie zum
Beispiel Flutamid, ein reines Antiandrogen, steroidale Antiandrogene, wie
Cypronacetat, LH-RH Analoga oder 5-a-Reduktasehemmer.

Durch die medikamentdse Therapie ist eine Reduktion des Prostatavolumens um ca.
25-30 % zu erreichen, was nur bei ca. der Halfte aller Patienten zu einer deutlichen
Verbesserung der Symptomatik fuhrt.

Insgesamt sind die Ergebnisse der konservativen Therapie der BPH unbefriedigend,
und sie dient daher primar der Symptomlinderung. Bis heute gibt es keinen
erfolgsversprechenden Ansatz, die BPH-Entwicklung zu verhindern oder eine bereits

symptomatische Prostatahyperplasie rickgangig zu machen.

Eine weitere Theorie der Entstehung der BPH begrindet sich auf dem
Vorhandensein der bereits erwahnten neuroendokrinen Zellen (Bonkhoff and
Remberger, 1998). Diese Theorie geht von der Beobachtung aus, dass nach einer
durch Androgenentzug induzierten Involution der Prostata sich durch erneute
Androgengabe immer wieder das gleiche Driusenvolumen entwickelt. Man konnte

nachweisen, dass sich eine bestimmte Population Hormon-unabhangiger
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neuroendokriner Stammzellen in der Prostata befindet, die durch Sekretion
verschiedener Neuropeptide benachbarte Zellen parakrin zur Proliferation anregen
soll. Die Anzahl dieser Androgen-unabhangigen Zellen ist in bei BPH im Vergleich
zur normalen Prostata erhoht (Cockett et al., 1993) und ist fur die Entstehung der
BPH von entscheidender Bedeutung (Yu et al., 2001).

Eine erhdhte Konzentration von Neuropeptiden, zum Beispiel durch fehlende
Inaktivierung, ist ebenfalls als ein Faktor flr die Entstehung der BPH schon frih in die
Diskussion gekommen, besonders deshalb, weil man nachweisen konnte, dass sich
bei der BPH regelmalig histologisch Entziindungszeichen nachweisen lassen (Nickel
et al., 1999), wie sie sich durch die Einwirkung von Neuropeptiden entwickeln.

Die Neutrale Endopeptidase, auf die im folgenden weiter eingegangen werden soll,
hat neben ihrer Fahigkeit zur Inaktivierung von Neuropeptiden, eine weitere wichtige
Rolle, da sie an der Regulation von Entzindungsvorgangen beteiligt ist (Di Maria et
al., 1998).

2. 2. Das Prostatakarzinom

Das Prostatakarzinom ist der haufigste urologische Tumor des alteren Mannes, und
in den westlichen Industrienationen ist es der dritt-haufigste Tumor des Mannes
Uberhaupt. Trotz intensiver Forschungen herrscht ber die Atiologie weiterhin noch
Uneinigkeit (Boring et al., 1993). Es entsteht in 98 % aus dem Drusenepithel der
Prostata. Abgesehen von Adenokarzinomen treten in seltenen Fallen
Ubergangszellkarzinome, neuroendokrine Tumore, Rhabdomyosarkome oder
Leiomyosarkome auf, auf die im Weiteren nicht naher eingegangen wird. In
Deutschland betrifft das Prostatakarzinom ca. 20500 Neuerkrankungen pro Jahr und
fuhrt zu ca. 11000 Todesfallen (Weingaertner et al., 1994).

Als gesichert gilt, dass die Prostata fur ihr Wachstum Androgene bendtigt. Die
Behandlung der Wahl des nicht operativ kurablen Karzinoms erfolgt als
antiandrogene Therapie und geht zurlick auf die Beobachtungen von Charles
Huggins, dass die Prostata ein hormonabhangiges Organ darstellt, und der dafur
1941 den Nobelpreis erhielt. Durch die Blockade des Androgensignals wird in
Prostatazellen der ,Programmierte Zelltod” (Apoptose) induziert (Ruijter et al., 1999).

Verwendet werden Antiandrogene wie Flutamid oder Cypronacetat, das durch

6
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kompetitive Hemmung am Testosteronrezeptor in Konkurrenz zu Dihydrotestosteron
tritt.

Die testikulare Androgenausschuttung wird durch den Hypophysenvorderlappen uber
das Luteinisierende Hormon (LH) gesteuert, was selbst durch ein Releasing Hormon
(RH) des Hypothalamus gesteuert wird. Durch Gabe von LH-RH Analoga kommt es
zu einem Sistieren der Testosteron- Produktion.

Heute geht man davon aus, dass ca. 80 % der Prostatakarzinome hormonsensitiv
sind. Trotzdem erleidet die Mehrzahl der Patienten binnen 2 Jahren ein erneutes
Tumorwachstum. Therapierefraktion und Tumorprogression der Erkrankung werden
in direkten Zusammenhang mit der Proliferation der oben bereits beschriebenen
Androgen-unabhangigen neuroendokrinen Zellpopulation in Verbindung gebracht
(Papandreou et al., 1998). Diese Androgen-unabhangigen Zellen exprimieren auf
ihrer Zelloberflache Rezeptoren fur bestimmte Neuropeptide, wie Neurotensin
(Moody et al., 1998), Bombesin und Endothelin 1. Durch erhohte Konzentrationen
dieser Botenstoffe werden die Zellen stimuliert, ihrerseits Wachstumsfaktoren zu
produzieren. Solche erhéhten Konzentrationen von Neuropeptiden im Serum wurden
bei Patienten mit erneutem Tumorwachstum gefunden (Cussenot et al., 1996). Diese
fuhren zu einer vermehrten Differenzierung in neuroendokrine Zellen (Aprikian et al.,
1994) und gehen mit einer schlechteren Prognose einher (Bollito et al., 2001). Auch
die Metastasierung steht im Zusammenhang mit der vermehrten Differenzierung in
NE-Zellen (Bostwick et al., 2002).

Eine vermehrte Entstehung von NE-Zellen wurde unter antiandrogener Therapie
gefunden (Ismail et al., 2002), da es unter Androgenentzug Uber verminderte Aktivitat
der NEP zu einer vermehrten Stimulation der Zellen durch Neuropeptide kommt und
die Zellen somit Androgen-unabhangig werden (Sumitomo et al., 2000a).

Zusatzlich scheinen bei der Entstehung und der Progresssion des Prostatakarzinoms
Entzindungen, Entzindungsmediatoren und Neuropeptide eine wichtige Rolle zu
spielen (Liu et al., 2002).

In der Prostata befinden sich verschiedene Enzyme, die Interaktionen von
Neuropeptiden mit ihrem Rezeptor an der Zelloberflache negativ beeinflussen
kénnen. Es handelt sich hierbei um bestimmte Ektoenzyme, die die Neuropeptide
durch Spaltung ihrer Peptidbindungen inaktivieren kdnnen. Eine dieser Peptidasen ist
die Neutrale Endopeptidase, auf die im Folgenden noch naher eingegangen werden

soll.
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3. Die Neutrale Endopeptidase

Die Neutrale Endopeptidase (NEP, E.C. 3.4.24.11; Neprolysin, CD 10, CALLA) ist ein
90-110 kDa schweres, zinkabhangiges, integrales Membranenzym, das
verschiedene biologisch aktive Peptide, wie Neurotensin (Moody et al., 1998),
Bombesin (Shipp et al., 1991), Substanz P (Sturiale et al., 1999), Endothelin-1,
Atrionatiuretischen Faktor  (ANF)
(Seymour et al.,, 1991), Bradykinin

(Kokkonen et al.,, 1999), Vasoactive
Intestinal Peptide (VIP) und ACTH
inaktiviert, durch Losung der
Peptidbindungen am Amino-terminalen
Ende. Es wurde erstmals 1974 von
Kerr  und Kenny aus einer
Kaninchenniere extrahiert und
aufgereinigt. Eine exakte
Strukturanalyse der NEP (Abb. 2)
wurde von Oefner et al. (2004)

veroffentlicht. Dargestellt sind die

Proteinkette, das zentrale Zinkion, und

die chemischen Gruppen, die die Abb. 2. Strukturanalyse der NEP (Oefner et
al., 2004). Proteinkette(e), das zentrale
Zinkion und die chemischen Gruppen N-
Mittlerweile konnte NEP bereits in Acetyl-D-Glucosamin und N-(3-Phenyl-2-
Sulfanylpropanyl) Phenylalanylalanin (o)

Substrate binden konnen.

vielen verschiedenen Geweben, wie
zum Beispiel in der Niere (Vlahovic
und Stefanovic, 1998), der Bronchialschleimhaut (Cohen et al., 1996), den
Fibroblasten der Haut (Kletsas et al., 2000) und dem GefalRendothel (Graf et al.,
1995) nachgewiesen werden und wird hier bereits mit der Tumorentstehung (Gohring
et al., 1998) und Entzundungsvorgangen in Verbindung gebracht (Graf et al., 1995).
Verlust der NEP hat zur Folge, dass durch mangelnde Inaktivierung von
Neuropeptiden die zellulare HomoOostase verandert wird und somit die

Tumorentwicklung beeinflusst werden kann.
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Reguliert wird die NEP-Aktivitat durch durch verschiedene Mediatoren, wie zum
Beispiel Glukokortikoide, Proteinkinase C (Graf et al., 1998) und Ostrogene (Pinto et
al., 1999). Gehemmt werden kann die Aktivitat der NEP durch Phosphoramidon
(Oefner et al., 2000).

Auch in der Prostata konnte sowohl im epithelialen als auch im stromalen
Kompartiment der Prostata NEP-RNA sowie enzymatische NEP-Aktivitat
nachgewiesen werden (Renneberg et al., 2001). Sie ist hier entscheidend an der
Aufrechterhaltung eines Gleichgewichtes zwischen Abbau und Aktivitat der von den
NE-Zellen parakrin sezernierten, proliferationssteigernden Neuropeptiden beteiligt
(Papandreou et al., 1998). Man fand aullerdem einerseits einen Tumor-
supprimierenden Effekt auf die Androgen-unabhangigen Karzinomzellen heraus (Dai
et al.,, 2001), andererseits konnte man jedoch auch feststellen, dass die NEP
entscheidend am Ubergang der hormonell regulierten, Androgen-abhéngigen Zellen
in Androgen-unabhangige Zellen beteiligt ist (Papandreou et al., 1998).

Die NEP-Aktivitat wird in der Prostata zum Teil Uber Androgene reguliert. Bei
Androgen-ablativer Therapie sinkt die NEP-Expression, dadurch steigen die
Konzentrationen mitogener Neuropeptide, und das Tumorwachstum beginnt erneut
(Usmani et al.,, 2000). Es wurde bereits nachgewiesen, dass Androgen-abhangige
schlecht differenzierte Zellen wie DU-145 und PC-3 geringe Konzentrationen von
NEP (Protein und mRNA) enthalten, wahrend die gut differenzierten LNCaP-Zellen
hohere Konzentrationen (ca. 90-mal hohere Konzentrationen) von NEP aufweisen
(Usmani et al., 2002). Man geht aufgrund dieser Beobachtungen davon aus, dass der
Differenzierungsgrad der Prostata-Karzinomzellen eng mit der NEP-Konzentration
zusammenhangt (Krongrad et al., 1997). In den stromalen hPCP-Zellen, die ebenfalls
Androgenrezeptoren exprimieren, wurden bisher keine Angaben zur NEP-
Konzentration gemacht, wahrend man jedoch mittels Polymerasekettenreaktionen
NEP—-RNA nachweisen kann (Gomes et al., 2003). In Abwesenheit von Androgenen,
zum Beispiel unter Androgen-ablativer Therapie reagieren die LNCaP-Zellen mit
einer vermehrten Sekretion von Neurotensin und stimulieren somit das
Grollenwachstum des Tumors (Sehgal et al., 1994). Die verminderte NEP-
Expression in Androgen-unabhangigen Zellen, verleitet zu der Annahme, dass
Neuropeptide ungehindert die Wachstumsstimulation der Androgene ersetzen
konnen (Papandreou et al., 1998). Papandreou et al. (1998) fanden ebenso heraus,

dass Patienten mit Androgen-unabhangigen Karzinomen bei in vivo-Messungen eine



Einleitung

weitgehend verminderte NEP-Expression aufweisen. Zusatzlich hat sich gezeigt,
dass eine Zugabe von NEP (z. B. rekombinanter NEP) zu den Zellen in einer
Reduktion des Groflenwachstums der Zellen resultiert. Man kann daher annehmen,
dass NEP-Reduktion z.B. durch Androgen-ablative Therapie das Entstehen eines

Androgen-unabhangigen PC unterstutzt.

Androgenunabhanginge
BC._Zallen Androgenentzug
Verminderte

NEP-Aktivitat

l

Yerminderter Abbal
wion Meuropeptiden

l

Froliferationssteigerung der PC-Zellen

Abb. 3. Modell der Entstehung des Androgen-unabhéngigen PC nach Papandreou
(1998) Eine verminderte Aktivitdt der NEP, fiihrt zu einem verminderten Abbau der
Neuropeptide, die ungehindert die Prostatazellen stimulieren kbnnen. Durch
Androgenentzug nimmt der Anteil der Androgen-unabhéngigen Zellen zu, was zu
mehr Zellen mit vermiderter NEP-Aktivitat und somit zu einem Circulus vitiosus fiihrt.

Das Modell veranschaulicht die oben beschriebenen Zusammenhange. Eine
verminderte Aktivitat der NEP, zum Beispiel durch Androgenentzug oder in
Androgen-unabhangigen Zellen fuhrt zu einem verminderten Abbau der
Neuropeptide, die dann ungehindert die Prostatazellen stimulieren kdnnen. Da durch
Androgenentzug der Anteil der Androgen-unabhangigen Zellen im PC jedoch im
Verhaltnis zunimmt, werden vor allem diese Zellen, die wiederum eine verminderte
Aktivitat der NEP aufweisen, angeregt zu proliferieren, was insgesamt zu einem

Circulus vitiosus fuhrt.
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Einleitung

Neuropeptide, die sowohl durch direkte Wirkung auf die Zielzellen Uber
Rezeptorbindung und Signaltransduktion als auch durch ihre Wirkungen auf die
Immunzellen Einfluss nehmen, spielen aul’erdem eine sehr wichtige Rolle bei
Entzindungsprozessen (Erdos et al., 1989). Sowohl fur das Prostatakarzinom als
auch fur die Entstehung der BPH sind Entzindungsreaktionen histologisch
nachgewiesen worden. Als Erklarung nimmt man an, dass Neuropeptide, die
normalerweise in ausreichendem Male von der Neutralen Endopeptidase abgebaut
werden, einerseits die Funktionen von Mastzellen und einwandernden Immunzellen
modulieren (Gibbs et al., 2001; Scholzen et al., 2001) und andererseits die durch
Sekretion bestimmter Faktoren aktivierten und in bestimmte Gewebe migrierten
Immunzellen, die Genexpression und Proliferation benachbarter Zielzellen

beeinflussen kdnnen.

Meuroendokrine Zellen/

/ afferente Mervenendigungen \

direkt freigesetzte Neuropeptide durch
Yerminderung der

MNeuropeptide \ ‘4, MNER-Aktivitat

Cytokine

Immunzellen

Crytokine

Froliferation
Frostatazelllinien

Abb. 4. Zusammenhang zwischen neuroendokrinen Zellen, Neuropeptiden und NEP
und ihre Wirkungen auf die Zielzellen. Freigesetzte Neuropeptide bzw. durch
verminderte NEP-Aktivitat erhbhte Konzentrationen an Neuropeptide flihren ebenso
wie, von den durch Neuropeptiden stimulierten Immunzellen freigesetzte Cytokine zu
einer vermehrten Proliferation der Prostatazellen.
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Das Modell soll die Regulation von Proliferation und Genexpression durch
Neuropeptide, Cytokine und NEP veranschaulichen. Von primar afferenten Neuronen
oder neuroendokrinen Zellen freigesetzte Neuropeptide kdnnen die Proliferation und
Genexpression benachbarter Zellen, die enzymatische NEP-Aktivitat und die
Sekretion von Cytokinen beeinflussen. Diese Faktoren wiederum regulieren die
Proliferation und Genexpression durch eine direkte Wirkung auf die Zielzelle.
Cytokine koénnen auch indirekt durch Beeinflussung der NEP-Aktivitat die
Zellproliferation und Genexpression steuern. Chronische Entzindungsprozesse, wie
sie z.B. bei der BPH aber auch beim PC postuliert wurden, zeigen also sowohl eine
indirekte Uber eine Verminderung der Expression und Aktivitdt der NEP sowie eine
direkte Wirkung auf die Proliferation der Prostata-Zellen und stehen daher auch im
Verdacht, an der Entstehung und Progression einer BPH bzw. PC ursachlich beteiligt

ZU sein.
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Il. Zielsetzung der Arbeit

Trotz intensiver Forschung sind die zellularen Differenzierungsprozesse und
insbesondere die parakrinen Mechanismen, die zur Entstehung pathologischer
Prozesse innerhalb der humanen Prostata beitragen, noch weitgehend ungeklart.
Neuropeptide und immunregulatorische Mediatoren spielen neueren Studien zufolge
eine wichtige Rolle bei der Entstehung und Progression pathologischer Prozesse
innerhalb der humanen Prostata.

Ziel war es, die Proteinexpression der Neutralen Endopeptidase sowie das
proliferative Verhalten der bisher noch wenig untersuchten stromalen Zelllinien der
hPCP-Zellen, sowie der PrSC-Zellen vergleichend in Bezug auf die epitheliale
Prostata-Karzinomzelllinien LNCaP-Zellen zu untersuchen. Dazu konnte in unserem
Labor ein von Papandreou et al. (1998) beschriebener enzymatischer Assay etabliert
werden, der den spezifischen Substratumsatz der NEP durch Absorptionsanderung
sichtbar und messbar werden lief3.

Mit Hilfe dieses colorimetrischen NEP-Aktivitdtsassays sollte die basale Aktivitat der
NEP ohne Stimulation in Prostatakarzinomzelllinien im Vergleich zu den BPH-
Zelllinien ermittelt werden. Gleichzeitig wurde die Proteinexpression der NEP, eines
95 kD schweren Proteins, in den verschiedenen Zelllinien untersucht.

Weiterhin sollte mit Hilfe Immunfluoreszenzmarkierung mittels spezifischer Antikdrper
die Lokalisation der Neutralen Endopeptidase in den einzelnen untersuchten
Zelllinien verglichen werden. Elektronenmikroskopische Untersuchungen dienten zu
Beginn der Untersuchungen dem Nachweis, dass sich in den untersuchten

Fraktionen auch Membranen, somit auch NEP befanden.

Im Anschluss sollte mittels des colorimetrischen Aktivitatsassays in Verbindung mit
Proliferationsmessungen untersucht werden, ob Neuropeptide und Cytokine die
Aktivitat der NEP und die Proliferationsrate von humanen Prostatazelllinien
beeinflussen kdnnen. Als Modulatoren wurden Interleukine, wie IL-13, Cytokine wie
Bombesin und Substanz P, Flutamid, ein Antiandrogen, das Androgen

Dihydrotestosteron und B-Ostradiol verwendet.
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Zielsetzung

Desweiteren wurde die Wirkung von Pro-Calcitonin auf die Enzymaktivitat und die
Zellproliferation  untersucht.  Hierfir  wurden  konditionierte  Medien der
Schilddriusenzelllinie CRL-1803 verwendet.

Die Untersuchung der Veranderung der Zellproliferation sowie der NEP-Aktivitat nach
Inkubation mit den verschiedenen Modulatoren scheinen bei der Progression des
Prostatakarzinoms und der Entstehung der benignen Prostatahyperplasie von

entscheidender Bedeutung zu sein.

Neuropeptide
Irterleuking
EntzOndungsr edistoren
parakrin sez. Homnone

N

N EP-Aktivitat Proliferation MEP-Aktvitat Proliferation

Epitheliale PC-Zellen — stromale BRH-Zellen

Abb. 1. Zielsetzung der Arbeit. Es soll die Proliferation und die Anderung der NEP-
Aktivitdt nach Inkubation der epithelialen sowie der stromalen Zellinie mit
verschiedenen Modulatoren untersucht werden, um Rickschliisse auf Progression
des PC und der BPH ziehen zu kénnen.

Die verschiedenen Zelllinien sollen vergleichend beurteilt werden, um Ruckschliusse
aus den Zelllinien auf die damit verbundenen Krankheitsbilder des Prostatakarzinoms
und benignen Prostatahyperplasie ziehen zu kdnnen.

Das in vitro-Verhalten der Zelllinien nach Stimulation kann wichtige Hinweise auf die
ursachlichen Aspekte der krankhaften Veranderungen der Prostata geben und so

eventuell neue therapeutisch verwendbare Ansatze liefern.
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IIl. Material und Methoden

1. Materialien

Steriles Wasser: wurde mit Hilfe einer MilliQ-Reinstwasseranlage der Fa. Millipore

(Eschborn) mit einer vorgeschalteten lonenaustauscherbombe (Ministil P21) der

Firma Christ (Osterode/Harz) hergestellt.

1.1. Zellkultur

Inkubator: Steri-Cult 200 Incubator Modell 3862 SIN 27 293-808, Firma Scientific

Zellkulturmedien:

RPMI 1640 (Sigma-Aldrich, Deisenhofen): mit 10 % FKS (fetales Kélberserum;
Linaris, Bettingen), und 0,25 % (v/v) Natriumbikarbonat, 4mM L-Glutamin, 100
U/ml Penicillin, 100 pg/ml Streptomycin und 2,5 pg/ml Amphotericin B (alle:
Seromed, Berlin).

Gestripptes RPMI (Sigma-Aldrich, Deisenhofen) RPMI nach Entfernung der

Steroide durch Dextran-Holzkohle-Behandlung

SCBM (,prostate stromal cells basal medium®, Clonetics, USA)
PrECBM (,prostate epithelial cells basal medium®, Clonetics, USA)
PBS (Biochrom) Natriumphosphat—Puffer, pH 7,4;

Trypsin/EDTA (0,025 % (w/v), (Sigma-Aldrich, Deisenhofen)

Zellkulturflaschen:

Cellstar Standard Cap: (Greiner Bio-One, Nirnberg), 250 ml, 75 cm? fir die
Kultur stromaler Zellen
Cellstar Filter Cap: (Greiner Bio-One, Nirnberg), 250 ml, 75 cm? fir die Kultur

epithelialer Zellen

Zellkulturplatten:

Mikrotest Tissue Culture Plate: (Falcon, Becton Dickinson Labware, USA), 96-
Well-Platte (96-Loch-Platte), steril, mit Deckel.
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e Multiwell Tissue Culture Plate (Falcon, Becton Dickinson Labware, USA), 12-
Well-Platte (12-Loch-Platte), steril, Flachboden, mit Deckel

Pipetten und Réhrchen (15 ml, 50 ml) (Greiner Bio-One, Nurnberg)

Zentrifuge (Heraeus, Hanau)

Substanzen fur Stimulationsversuche

e angesetzt in gestripptem RPMI mit 10 % FKS
5-alpha-Dihydrotestosteron (Sigma-Aldrich, NUrnberg)
Dexamethason (wasserldslich) (Sigma-Aldrich, Narnberg)
Flutamid (Sigma-Aldrich, Nurnberg)

R-Ostradiol (Sigma-Aldrich, Niirnberg)

e angesetzt in RPMI 1640 mit 10 % FKS
Interleukin-1R (Repro Tech Inc., Rocky Hill, New Jersey)
Substanz P (Sigma-Aldrich, Nurnberg)

Bombesin (Sigma-Aldrich, Nirnberg)

Zellfraktionierung

Lysispuffer 1 ml 0,5M NaOH
2 ml 1M Tris (pH 7,5)
4 ml 20 % SDS ad 40 ml A. dest.

Lysispuffer mit Chaps + 0,5 % Chaps

Cell Scraper (Sarstedt, Nurnbrecht), PP-Rohrchen, 15 ml, steril (Cellstar, Greiner Bio-
One, Nurnberg)
Eppendorfcups, 0,5 ml, 1,5 ml, 2,0 ml
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1.2. Proteinbestimmungen

Amidoblack-Assay

Fixierldsung: 10 % Formalin, 9 % Essigsaure, 0,1M Na—Acetat
Farbelosung: 10 % Eisessig, 8,2 g/l Na—Acetat, 1 g Amidoschwarz (NBB)
Waschloésung: 7 Tropfen HCL 1M auf 500 ml A. dest.

Elutionslosung: 50 mM NaOH

ELISA-Reader (Dynatech MR 500) Messfilter 620 nm, Referenzfilter 490 nm

BioRad Prinzip

Reagenz: 100 mg Coomassie-Blau G 250, 50 ml Ethanol, 85 %H3PO. auf
1000 ml A. dest
Standard: 0,1M NaOH geléstes Ovalbumin (Serva, Heidelberg).

Photometer Ultrospec Ill (Pharmacia)

1.3. NEP-Aktivitatsmessung

Tris-HCL Puffer: 100mM, pH 7,5 (beides Sigma-Aldrich, Deisenhofen)
Aminopeptidase M (Boehringer, Mannheim) (E.C. 3.4.11.2)

Substrat: Suc-Ala-Ala-Phe-pNA (Bachem), 20mM in DMSO (Sigma-Aldrich,
Deisenhofen)

Trichloressigsaure (Sigma-Aldrich, Deisenhofen) 50 % (w/v)

ELISA-Reader (Dynatech MR 500) Mess- und ReferenZfilter bei 405 nm
Aufgereinigte NEP (Dr. G. E. Dale, F. Hoffmann-LaRoche, Basel)
Phophoramidon: N-(a-Rhamnopyranosyloxyhydroxyphophiniyl)-Leu-Trp gelost
in Eisessig (beides Sigma-Aldrich, Deisenhofen)

1.4. Elektronenmikroskopie

2,5 % Glutaralaldehyd (Sigma-Aldrich, Deisenhofen)

0,1 M Na-Cacodylatpuffer (pH 7,3)

Ethanol 50 %, 70 %, 80 %, 90 %, 96 %, Isopropanol 100 %
17
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Uranylacetat-Lsg., alkalischer Bleicitrat-Lsg
Ultramikrotom Firma Reichert

Elektronenmikroskop Firma Zeiss

1.5. Immunfluoreszenz

e 100 % Methanol
e 0,01 % Triton X-100 in PBS
e DAPI (4°,6'-Diamidin-2"-Phenylidol-Dihydrochlorid)

Antikdrper

Primarantikorper:
e Anti-CD 10, monoklonal, 1:100 (Jackson)
e Anti-Saure-Phosphatase 1, polyklonal, 1:200 (Jackson)
e Anti-R-Aktin, monoklonal, 1:600 (Jackson)

Sekundarantikérper:
e Anti-mouse CY2-konjugiert 1:100 (Jackson)
e Anti-rabbit CY2-konjugiert, 1:100 (Jackson)
e Rabbit-anti-mouse, Biotin-konjugiert, IgG 1:200 (Jackson)
e Mouse-anti-rabbit, Biotin-konjugiert, IgG 1:200 (Jackson)
e Streptavidin CY3-konjugiert, 1:100 (Jackson)

Mikroskop: Leica DM RD-Mikroskop

Filme: FUJI chrome Sensia 400

1.6. Western-Blot-Analyse

e Mini-Protean Il SystemTM (BioRad, Munchen) fur die Herstellung der Gele,
und die Elektrophorese

e Acrylamid (AA) LOsung 28,2 %

e N,N'Bisacrylamid (Bis) 0,8 %
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Ammoniumpersulfat (APS) 10 % (w/v)
Tetramethylendiamin (Temed) 10 % (w/v)
Natriumdodecylsulfat (SDS)-Losung 10 % (w/v) (Sigma-Aldrich, Nurnberg)

Detection Reagenz: Super Signal Ultra Chemiluminiscent Substrate (Pierce)

Nitrocellulosemembranen (Schleicher&Schuell): PorengrofRe 0,45 um

Rontgenfilme: ECL-Hyperfilm (Amersham-Life Science)

Filmentwickler und Fixierung (Firma Adefo Chemie)

Antikorper (AK):

Primar-AK: CD 10 (H-321, Santa Cruz), polyklonal, anti-rabbit, 1:800 in
Absattigungspuffer.
Sekundar-AK: (goat anti-rabbit IgG, Pierce), Peroxidase-konjugiert, 1:8000 in
Absattigungspuffer.

Aufarbeitung der Proben

Probenpuffer 4 ml A. dest.

1 ml Tris/HCL 0,5M, pH 6,8

0,8 ml Glycerin

1,6 ml SDS

640 mg Dithioerytriol (DTE)
Bromphenolblau 0,05 % ad 200 pl A. dest.

RIPA-Puffer: 50mM Tris-HCL pH 7,5, 150mM NacCl, 0,5 % Na-Desoxycholate,
0,1 % SDS

Proteasen-Inhibitoren (complete Mini-Tabletten, Hoffman-LaRoche) V2 Tablette
auf 10 ml RIPA-Puffer
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Herstellung der Gele

Trenngel 10 % 1,8 ml Acrylamid-Lsg.

2,0 ml A. dest.

1,25 ml Tris/HCL 1,5M, pH 8,8
100 pl SDS

25 ul APS

2,5 ul Temed

Sammelgel 4 % 0,65 ml Acrylamid-Lsg

3 ml A. dest

1,25 ml Tris/HCL 0,5M, pH 6,8
50 ul SDS

25 ul APS

5 ul Temed

Elektrophoresepuffer (EPP) 3 g Tris

14 g Glycin

1 g SDS

ad 1000 ml A. dest.

e Referenz-Marker-Proteingemisch (SDS-Page “molecular weight standards®,
high, Bio-Rad, Minchen)

Blotting:
Kathodenpuffer 2,62 g Amino-n-Capronsaure
1,51 g Tris
100 ml Methanol
500 ml A. dest
Anodenpuffer 1,82 g Tris
100 ml Methanol
500 ml A. dest.
Konzentrierter Anodenpuffer 18,2 g Tris
100 ml Methanol
500 ml A. dest.
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e Ponceau S-Farbelosung: Ponceau S (Serva, Heidelberg) 2g, auf 1000 ml 3
%(w/v) Trichloressigsaure

e Horizontale Blotkammer (Firma Keutz)

Analyse:
Absattigungspuffer (AP): 1,21 g Tris
9 g NaCl
50 g Magermilchpulver (Topfer,
Dietmannsried)
1000 ml A. dest.
Waschpuffer (WP): 6,06 g Tris
14,6 g NaCl
1,1 g EDTA

0,5 g Tween 20
1000 ml A. dest

Coomassie-Blau-Farbung:

e Coomassie-Farbelosung: Coomassie-Blau G 250 (Serva, Heidelberg) 1,125g,
Methanol 227 ml, A. dest 227 ml, Eisessig 46 ml
e Entfarbelosung: Methanol 50 ml, Eisessig 75 ml auf 1000 ml A. dest
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2. Verwendete Zelllinien

Stromale Zelllinien:

hPCP (,human primary culture of the prostate stromal compartment®) aus eigenem
Labor
PrSC (,prostatic stromal cells“) (Bio Whittacker, Walkersville, USA)

Epitheliale Zelllinien:

LNCaP-Zellen (FGC), (“Lymph node carcinoma of the prostate”) (ATCC, American
Type Culture Collection, Maryland, USA)

PreC (,prostatic epithelial cells“) (Bio Whittacker, Walkersville, USA)

Medullare Schilddrisenkarzinomzelllinie:

CRL-1803 (,calcitonin receptor like*) (ATCC, American Type Culture Collection,
Maryland, USA)

3. Methoden

3. 1. Zellkulturmethoden

Kultivierung und Weiterbehandlung der Zelllinien

Auftauen und Aussaat der Zellen

Die Zellen wurden aus flussigem Stickstoff enthommen und fur 5 Minuten bei 37°C
im Wasserbad aufgetaut. Hier nach wurden die Zellen in 10 ml Medium
aufgenommen, 10 min bei 48 x g zentrifugiert, und nach Abnahme des Mediums
wurde das Pellet in 2-5 ml RPMI mit 10 % FKS (bzw. dem der Zelllinie zugehorigen
Medium) aufgenommen. Die Mediumzusammensetzung des RPMI 1640-Mediums
wurde von Moore et al. (1967) am Roswell Park Memorial Institute erstmal
veroffentlicht und basiert auf einem Bikarbonat-Puffersystem, unter Zugabe von
verschiedenen Aminosauren und Vitaminen. Dann konnten die Zellen in den

jeweiligen Flaschen bzw. Platten ausgesat werden.
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Kultivierung der Zellen

Die Kultivierung der Zellen erfolgte in einem Brutschrank bei 37°C mit 5 % CO2. und
100 % Luftfeuchtigkeit. Alle 2-3 Tage wurde ein Mediumwechsel durchgefihrt. Das
Wachstum der Zellen wurde taglich mit Hilfe eines Lichtmikroskops kontrolliert und je

nach Wachstum wurden die Zellen regelmafig gesplittet.

Splitten der Zellen

Es wurde das Medium entfernt, die Zellen mit PBS gewaschen, um weitere
Mediumreste zu entfernen, und durch Zugabe von 40 ul Trypsin/EDTA (0,025 %
(w/v), Trypsin/imM, EDTA)-Losung /cm? abtrypsiniert. Die Zellen, deren Zell-Zell-
bzw. Zell-Substratverbindung durch die Zugabe von Trypsin, einer Protease
gespalten werden, und sich somit abrunden, wurden 3 min bei 37°C in der Losung
inkubiert, und durch Abklopfen vom Untergrund gel6st. Die Inaktivierung von Trypsin
erfolgte durch Zugabe 10 ml RPMI + 10 % FKS. Die abgeldsten Zellen wurden mit
einer Pipette aufgezogen und so in ein Zentrifugenrdhrchen Uberflhrt und bei 48 x g,
RT, 10 min abzentrifugiert. Das Medium wurde vorsichtig abgenommen, und das
Pellet je nach GrofRRe in 2- 5 ml frischem Medium aufgenommen und resuspendiert.
Die Zellzahlbestimmung (Zellzahl/pl) erfolgte durch Auszahlung in der Neubauer

Zahlkammer, bevor die Zellen in neue Kulturflaschen oder Platten ausgesat wurden.

Einfrieren der Zellen

Die Zellen wurden abtrypsiniert (s. 0.) und bei 48 x g 10 min abzentrifugiert. Der
Uberstand wurde dekantiert und das Pellet in 900 pl RPMI 1640 Medium
resuspendiert. Danach wurden die Zellen in Kryorohrchen uberfuhrt und bei 4°C 1-2
Stunden gekuhlt. Es erfolgte die Zugabe von 900 pl Einfriermedium (20 % DMSO
(v/v) in Standardmedium, 4°C) und das Herunterkihlen auf -80°C in einer
Styroporbox. Nach 1-2 Tagen wurden die Zellen in flissigen Stickstoff Gberflhrt und
bei -196°C gelagert.
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Stimulation der Zellen

Ansetzen der Substanzen

e in gestripptem RPMI mit 10 % FKS

DHT (5-alpha-Dihydrotestosteron) 108 M,10°M
Flutamid 10°M,10°M
R-Ostradiol 10°M,10°M
Dexamethason (wasserldslich) 108 M,10°M

e in RPMI 1640 mit 10 % FKS

Interleukin-113 0,5 ng/ml, 2,5 ng/ml
Bombesin 10°M,10°M
Substanz P 10°M,10°M

Inkubation der Zellen mit verschiedenen Modulatoren

Bei der Stimulation der Zellen wurde die Substanz in verschiedenen Verdinnungen
im entsprechenden Medium auf die Zellen entweder in Flaschen oder in 96-Well-
Platten gewachsenen Zellen gegeben und die Zellen Uber 3 Tage damit im
Brutschrank bei 37°C inkubiert. Pro Flasche wurden 10 ml des verdinnten Stimulans
verwendet, pro Well wurden 100 pl des Mediums mit verdinntem Stimulans
zugefugt. Das Zellwachstum wurde regelmalig mit Hilfe des Lichtmikroskops

kontrolliert.

Herstellung konditionierter Medien und Stimulation

Konditionierte Medien wurden hergestellt um einen Hinweis zu haben, ob die Zellen
wahrend ihrer Proliferation intakte Wachstumsfaktoren ins Medium abgeben. Fur den
Versuch wurden stromale Zelllinien (hPCP und PrSC) und eine epitheliale Zelllinie
(LNCaP-Zellen) ausgewahlt, sowie Schilddrisenzellen des medullaren Schilddrisen
Karzinoms (CRL-1803). Die verschiedenen Zelllinien wurden uber vier Tage in FKS-
Medium wachsen gelassen. Das Medium wurde danach vorsichtig abgesaugt, die
Konzentrationen von Pro-Calcitonin im Labor von Herrn Dr. Stief gemessen.
Anschlieend wurde das abgesaugte Medium als Stimulans verwendet, indem die
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Zellen ebenfalls 3 Tage inkubiert wurden, um den Einfluss von Pro-Calcitonin auf die

Zelllinien heraus zu finden.

Zellfraktionierung

Protokoll von Papandreou et al., (1998)

Die in einer 75cm? Flasche iber 3 Tage in ihrem Medium gewachsenen Zellen
wurden 1 x mit PBS gewaschen und anschlieRend wurden 4 ml gekuhlter Lysispuffer
(50mM Tris/150mM NaCl) zugegeben. Alle Reaktionsschritte wurden auf Eis
durchgefuhrt. Die Zellen wurden mit dem Scraper vom Boden geldst und in ein
Falcon-Réhrchen Uberflihrt und mit dem Ultraturrax bei 1500 rpm und 50 Strokes
homogenisiert. Das Homogenat wurde bei 100000g (33000rpm) flr 45 min bei 4°C
ultrazentrifugiert. (Mit einem TI1 1 70 Rotor, wobei die entsprechenden Rohrchen bis
auf 2 Nachkommastellen ausgewogen werden mussen). Das Pellet wurde
anschliefend in etwa 1 ml Lysispuffer mit 0,5 % CHAPS resuspendiert, und konnte

so fur weitere Untersuchungen verwendet werden.
Verwendung der Zellfraktionen:
o fUr NEP-Aktivitdtsassay: Aufnahme des Pellets in 250 ul Lysispuffer mit Chaps

o flUr die Elektronenmikroskopie: Aufnahme des Pellets in 350 pl Lysispuffer

e flr Western-Blot Aufnahme des Pellets in 250 pl Lysispuffer

3. 2. Proteinbestimmungen

Amidoblack-Proliferationsassay (Schulz et al., 1994)

An den intakten Zellen in 96—Well-Mikrotiterplatten gewachsenen Zellen

Zunachst wurde das Medium abgegossen und in jedes Well werden je 100 pl

Fixierlosung gegeben. Dieser Ansatz wurde 15 Minuten bei RT inkubiert.

AnschlielRend wurde die Fixierlésung jeweils durch 100 ul Farbelésung ersetzt, und
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die Platte fur weitere 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Abgiel3en der
Farbelésung wurden die Wells mit zunachst 100 pl, danach nochmals mit 200 pl
Waschlésung gespult. Nach Entfernung der Waschlésung wurden die Platten Uber
Nacht bei RT getrocknet. Nach Zugabe der Elutionslosung wurden die Platten fur 1
Stunde geschuttelt, um den proteingebundenen Farbstoff zu lésen und eine
homogene Elution zu erreichen. Anschliel3end erfolgte die Messung der Absorption
im ELISA-Reader bei 620 nm Messwellenlange und 490 nm Referenzwellenlange.

Farbung bzw. Absorption korrelieren direkt mit der Zellzahl.

An den in 75 ml Flaschen gewachsenen Zellen

Hier erfolgte ebenfalls zunachst die vorsichtige Entfernung des Mediums,
anschliel3end wurden in jede der Flaschen 5 ml Fixierlosung gegeben und 15 min bei
RT inkubiert. Nach Absaugen der Fixierldsung erfolgte die Inkubation flr 30 min in 5
ml Amidoblack Farbeldésung. Nun erfolgte die 2-malige Zugabe von H:0 als
Waschlosung, zunachst 5 ml, danach 10 ml. Wie bereits beschrieben, wurden die
Flaschen uber Nacht trocknen gelassen, und am nachsten Tag die Elutionslosung
hinzugegeben und die Flasche flr ca. 1 Stunde geschuttelt. Die Messung erfolgte
ebenfalls im ELISA-Reader bei 620 nm Mess- und 490 nm Referenzwellenlange.
Dafur wurden aus den Flaschen jeweils 200 ul der geschuttelten Losung genommen
und in eine 96-Well-Platte gegeben. Pro Flasche wurden jeweils in 3 Wells pipettiert

und aus den Messungen jeweils der Mittelwert errechnet.

BIO RAD-Assay (Bradford 1976)

Das Prinzip des Assays berunt auf der photometrisch messbaren

Absorptionsanderung von Coomassie-Blau G 250 durch Bindung von Proteinen.

Fur Proteinbestimmung in Probenaufarbeitungen fiir die Western-Blot-Analyse (s. u.)

Es wurde 1 ml Reagenz und 20 pl Probenlosung (s. u. Probenaufarbeitung fur die

Western-Blot-Analyse) gemischt und in ein Eppendorf-Cup gegeben. Nach 20 min
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wurden die Extinktionen bei 595 nm jeweils in Doppelbestimmungen gegen den
Leerwert gemessen. Als Leerwert diente ein Ansatz mit 20 uyl A. dest. Als Standard
wurde in 0,1M NaOH gel6stes Ovalbumin verwendet. Gemessen wurden die Ansatze
mit Hilfe des Photometer Ultrospec Ill. Den Messwerten lieRen sich anhand der
Standardkurve, unter Berucksichtigung der Verdunnung, die entsprechenden

Proteinkonzentrationen zuordnen.

Fur Proteinbestimmung in Zellfraktionen fur NEP-Aktivitats-Assay (s. u.)

Die Proben wurden hierbei vorverdiunnt: 1:100, 1:200. AnschlieBend wurden 20 pl
Probe + 1 ml Bioradreagenz 15 min bei RT inkubiert und die Absorption bei 595 nm
gemessen (Leerwert: Lysispuffer mit 0,5 % CHAPS) und die Proteinkonzentration
anhand der Eichkurve ermittelt.

3. 3. NEP-Assay (Papandreou et al., 1998)

Vorarbeiten und Standardisierung des Assays

Das Prinzip des colorimetrischen Assays nach Papandreou et al. (1998) beruht auf
der enzymatischen Umsetzung des Substrates (Suc-Ala-Ala-Phe-pNA) durch die
Neutrale Endopeptidase, wobei durch Spaltung des Anilingeristes und die
nachfolgende Zugabe der Aminopeptidase eine Farbung bzw. Absorptionsanderung
der LOsung entsteht.

Gemessen wurde die Aktivitat des Enzyms sowohl auf den intakten Zellen, die den
membrangebundenen Anteil der NEP-Aktivitat darstellt, als auch in verchiedenen
Zellfraktionen, um Ruckschlisse auf im Zytoplasma vorhandene Aktivitat ziehen zu
kénnen. Parallel wurden Amidoblack-Assays zur Zellzahlbestimmung durchgefihrt
und zu der gemessenen Aktivitat der Neutralen Endopeptidase ins Verhaltnis
gesetzt, um einen Einfluss der Zellzahl auf die Aktivitat auszuschliel3en.

Mit Hilfe von aufgereinigter NEP konnte durch Verdlinnungsschritte eine
Standardkurve ermittelt werden und Positivkotrollen bei jedem Versuch mitgefihrt

werden.
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Um nachweisen zu kdnnen, dass in der beschriebenen Versuchsanordnung die NEP
das Substrat umsetzt, wurde durch Zugabe von Phosphoramidon, welches die
Aktivitat der Neutralen Endopeptidase spezifisch hemmt, eine deutliche Reduktion

erreicht.

Messung der NEP-Aktivitat

Auf intakten Zellen

In einer 96-Well-Mikrotiterplatte wurden die Zellen Uber drei Tage in ihren Medien
wachsen gelassen. Am Versuchstag wurde das Medium abgegossen und die Zellen
mit PBS gewaschen. Anschlieend wurde folgender Ansatz in jedes Well gegeben:

200 pl Tris-HCL Puffer
20 pl 20mM Substrat
10 pl Aminopeptidase

und die Platte fur 10 min bei 37°C inkubiert.

Positivkontrollen wurden durch Zugabe von 10 pl aufgereingter NEP, in 20 ul Tris—
HCL Puffer, Negativkontrollen durch Zugabe von 30 ul Puffer angefertigt.

Nach der Inkubation wurde die Reaktion durch die Zugabe von 60 pl einer 50 %-iger
TCA abgestoppt, und die Platte 10 min geschuttelt.

AnschlieBend konnte die Absortionsanderung im ELISA-Reader (Mess- und
Referenzwellelange: 405 nm) gemessen werden.

Um eine Referenz zu haben wurden gleichzeitig Proteinbestimmungen mittels des

Amidoblack-Assays (s. 0.) durchgeflhrt.

In den Zellfraktionen

Die Zellfraktionen wurden wie in 3.1. beschrieben hergestellt.

Nun wurde folgender Ansatz in einem Eppendorfgefall vorgelegt:
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200 pl Tris-HCL Puffer
20 pl 20mM Substrat
10 pl Aminopeptidase M

Hierzu wurden nun 30 ul des in CHAPS-Puffer resuspendierten Pellets, bzw. 30 ul
des Uberstandes hinzugefiigt, und der Ansatz fiir 10 min bei 37°C inkubiert.

Nach Zentrifugation fir 5 Minuten bei 250 rpm, wurden 200 pl des entstandenen
Uberstandes in eine 96-Well-Platte Uberfiihrt und die Absorptionsédnderung im
ELISA-Reader wie oben beschrieben gemessen. Hier wurden ebenfalls
Proteinbestimmungen durchgeflhrt, wobei die Proben vorverdinnt wurden (Leerwert:
Lysispuffer mit 0,5 % CHAPS): 1:100, 1:200; anschliel3end wurden 20 pl Probe + 1
ml Bioradreagenz 15 min bei RT inkubiert und die Absorption bei 595 nm gemessen
und die Proteinkonzentration aus der Eichkurve ermittelt (s. o).

Erstellung einer NEP-Standardkurve

e Aufgereinigte NEP (Dr. G. E. Dale, F. Hoffmann-LaRoche, Basel)

Fir die Standardkurve wurde aufgereinigte NEP in folgenden Verdinnungen
verwendet: 10000 ng/ml, 5000 ng/ml, 2500 ng/ml, 1250 ng/ml, 625 ng/ml, 312 ng/ml,
156 ng/ml, 78 ng/ml, 39 ng/ml, 19,5 ng/ml, und 9,8 ng/ml. Der gesamte Ansatz wurde
in einer 96-Well-Platte durchgefuhrt, wobei jeweils der bereits oben beschriebene
Ansatz vorgelegt wurde. AnschlieRend wurden jeweils 30 pl der verdinnten NEP

hinzugefligt. Die Auswertung erfolgte im ELISA-Reader wie unter 4.2. beschrieben.

Hemmung der NEP-Aktivitat mit Phosphoramidon

e Phophoramidon: N-(a-Rhamnopyranosyloxyhydroxyphophiniyl)-Leu-Trp gel6st in

Eisessig

Um nachweisen zu konnen, dass in Versuchsanordnung die Neutrale Endopeptidase

das Substrat umsetzt, wurden weitere Verdunnungsreihen wie beschrieben
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hergestellt, in diesen wurde die NEP spezifisch durch Zugabe von 30 ul
Phosphoramidon gehemmt. Phosphoramidon wurde in 10 mM Konzentration in
Eisessig gelost verwendet. Um Interaktionen auszuschlieen, wurde deshalb

ebenfalls eine Standardkurve unter Zugabe von 30 ul Eisessig erstellt.

3. 4. Elektronenmikroskopie

Nachdem die Zellen 3 Tage in Standardmedium kultiviert worden waren, wurden die
Zellen fraktioniert (s. 0.), um die in den Fraktionen vorhandenen Strukturen beurteilen
zu konnen. Nach der Fraktionierung wurden die Pellets jeweils in 350 pl Lysispuffer
aufgenommen.

Die Fixierung der Zellfraktionen erfolgte nach Transfer auf Deckglaschen fur 4 h bei
4°C mit 2,5 % Glutaraldehyd in 0,1M Na-Cacodylatpuffer (pH 7,3). AnschlieRend
wurden die Fixierungen erneut mit Na-Cacodylatpuffer gewaschen und die
Osmierung in 1 % OsO:s fur 60 min bei RT durchgefuhrt.

Danach erfolgt eine stufenweise Entwasserung der Objekte durch eine aufsteigende
Alkoholreihe: Athanol 50 %, 70 %, 80 %, 90 %, 96 % sowie Isopropanol 100 %. Die
Praparate verblieben ca. 2-4 Stunden in den einzelnen Alkoholen. Nun wurden die
Fixierungen mit Epon penetriert, wobei die Deckglaschen kopfuber auf Epon geftllte
Gelatinekapseln gelegt wurden. Die Polymerisation erfolgte 48 Stunden bei 60°C.
Nach Entfernung der Deckglaschen in flissigem Stickstoff, wurden auf dem Reichert
Ultramikrotom mit dem Diamantmesser 50-70 nm dicke Schnitte angefertigt. Die
Schnitte wurden mit alkoholischer Uranylacetat-Lsg. und alkalischer Bleicitrat-Lsg.
gefarbt. Die Untersuchung erfolgte dann mit dem EM 10 Elektronenmikroskop der

Firma Zeiss.
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3. 5. Immunfluoreszenzuntersuchungen

Antikorper

Primarantikorper

Anti-CD 10, monoklonal 1: 100
Anti-Saure-Phosphatase-1, polyklonal 1: 200
Anti-R-Aktin, monoklonal 1: 600

Sekundarantikérper

Anti-mouse, CY2-konjugiert 1:100
Anti-rabbit, CY2-konjugiert 1:100
Rabbit-anti-mouse, Biotin-konjugiert, IgG 1:200
Mouse-anti-rabbit, Biotin-konjugiert, 1IgG 1:200
Streptavidin, CY3-konjugiert 1:100

Die stromalen Prostata-Zelllinien hPCP und PrSC wurden in einer 12-Well-Platte fur
3 Tage in RPMI kultiviert. Nun wurde zunachst das Medium abgenommen und die
Zellen mit PBS gewaschen. Danach wurde das gekuhlte Methanol zur Fixierung der
Zellen in die Wells gegeben und 2-3 Minuten einwirken lassen. Nach Abnahme des
Methanols wurde erneut 2 x mit PBS gewaschen, bevor die Zellen dann fir 10
Minuten in 0,01 % Triton X =100 in PBS belassen wurden. Nach weiterem Waschen
mit PBS wurden die Zellen 10 Minuten in PBS mit 2 % BSA &aquilibriert. Alle Schritte
verliefen bisher bei Raumtemperatur. Nun wurden die Fixierungen auf gesauberte
Objekttrager Uberfuhrt und Uber Nacht bei 4°C mit dem in PBS und 2 % BSA
verdunnten (Verdunnungen s. o.) Erstantikorper inkubiert. Dabei wurde bei beiden
Zelllinien jeweils auf ein Drittel Anti-CD10, auf ein Drittel Anti-Saure-Phosphatase-1,
und auf ein Drittel Anti-R-Aktin gegeben. Es wurde darauf geachtet, dass ab jetzt alle
Vorgange in einer feuchten Kammer stattfanden, um ein Austrocknen der Zellen zu
vermeiden. Nach Abschutten des AKs wurden die Fixierungen 2 x mit PBS
gewaschen, und 1 x mit PBS mit 2 % BSA. Da zwei verschiedene Techniken der
Darstellung gewahlt wurden, weshalb jeweils die Halfte der Fixierungen einer Zelllinie

mit einem bestimmten Antikorper inkubiert wurde (s. u.)
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Immunfluoreszenz

Hierbei wurde der CY2-konjugierte Sekundarantikérper entsprechend verdinnt mit
PBS und 2 % BSA zugegeben, und bei RT 20 min im Dunkeln inkubiert.

Streptavidin-Biotin-Bindung

Hierbei wurde auf die fixierten Zellen zunachst mit einem biotinylierten Sekundar-AK,
entsprechend verdunnt in PBS mit 2 % BSA, aufgetragen und 30 min inkubiert. Nach
einem erneuten Waschschritt, 3 x mit PBS, wurde mit dem mit Streptavidin CY3-
konjugierten AK fir 30 min inkubiert.

Nachdem die zugegebenen Antikorper (sowohl CY2-konjugiert als auch CY3-
konjugiert) abgegossen worden waren, erfolgte nach erneutem zweimaligem
Waschen mit PBS die Kernfarbung mit DAPI fur 15 min. Nun wurde noch 1 x mit PBS
und 3 x A. dest. gewaschen, und die Praparate mit A. dest. eingedeckt. Die
Auswertung erfolgte dann mit Hilfe eines Leica DM RD-Mikroskops, mit den
VergrofRerungen x 40, x 63, x 100. Fur die Aufnahmen wurde ein FUJI Chrome

Sensia 400 Film verwendet.

3. 6. Western-Blot-Analyse

Das Prinzip der als Western-Blot-Analyse beschriebenen Methode beruht auf der
Trennung der Proteine nach ihrem Molekulargewicht in einer Gelelektrophorese und

der anschlielienden immunhistochemischen Identifikation auf einer Tragermembran.

Antikorper (AK)

e Primar AK: CD 10 (H-321), Santa Cruz, polyklonal, anti-rabbit, 1:800 in AP.
e Sekundar AK: goat anti-rabbit 1gG, Pierce, Peroxidase-konjugiert, 1:8000 in
AP.
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Aufarbeitung der Proben

Die Aufarbeitung erfolgte zur Isolierung der Membranproteine. Es wurden folgende
Zelllinien verwendet: hPCP-Zellen und LNCaP-Zellen.

Nachdem die Zellen in 75cm? Zellkulturflaschen Uber 3 Tage gewachsen waren,
wurden sie 3 x mit eiskaltem PBS gewaschen, um Mediumreste zu entfernen.
Zugabe von 1 ml RIPA-Puffer mit Proteasen-Inhibitoren und Inkubation der Zellen fir
1 Stunde bei 4°C auf dem Taumler. Der Uberstand wurde nun in ein Eppendorf-Cup
Uberfiihrt und 15 min bei 4°C mit 10000g zentrifugiert. Der Uberstand, der nun die
Membranproteine enthalt, wurde in ein weiteres Eppendorf-Cup gegeben.
Gleichzeitig wurde die Proteinkonzentration der Proben mit Hilfe der Methode nach
Bradford (s. 0.) bestimmt. Es wurden jeweils 15 ug Protein eingesetzt, 1:1 verdinnt
mit Probenpuffer und mindestens 5 min bei 95°C denaturiert.

Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-Page)

Trenngel wurde in die Gelkammer gegossen und mit Wasser uUberschichtet. Nach
Auspolymerisieren des Gels, ca. 45 min, wurde das Wasser abgeschuttet, die
Kammer mit 1 ml Sammelgel aufgefullt und der Probenkamm eingesetzt. Nach
Auspolymerisieren des Sammelgels wurde der Probenkamm entfernt und die Gele in
die Elektrophoresekammer eingebaut.

Nun wuden die 15 ug Protein enthaltenden Proben in die Probentaschen eingebracht
und vorsichtig mit EPP Uberschichtet und die Pufferkammer ebenfalls mit EPP gefullt.
Die Laufzeit betrug 60 min bei 200V.

Zur Molekulargewichtsbestimmung diente ein gefarbtes Referenz-Marker-
Proteingemisch (SDS-Page “molecular weight standards®, high, BioRad) in einer
Spur. Als Positivkontrolle wurde 0,05 pg aufgereingte NEP (Dr. G. E. Dale, F.

Hoffmann-LaRoche, Basel) aufgetragen.

Blotting

Nach der Elektrophorese wurden die Gele enthommen, in Kathodenpuffer Gberfuhrt

und die horizontale Blotkammer aufgebaut:
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Anode(+)
4 Lagen Filterpapier in konzentrierten Anodenpuffer getrankt
4 Lagen Filterpapier in Anodenpuffer getrankt
Nitrocellulosemembran in Anodenpuffer getrankt
Gel in Kathodenpuffer getrankt
4 Lagen Filterpapier in Kathodenpuffer getrankt
Kathode (-)
Der Transfer erfolgte bei 60 mA pro Gel fur 1,5 h bei RT. AnschlieRend wurde die
Membran zur Kontrolle der Proteinlibertragung und zur Markierung der Eichmarker in
Ponceau-S-Farbelosung fur 1-2 min gefarbt. Nach Spllen mit A. dest wurde das

Proteinmuster sichtbar.

Western-Blot-Analyse

Hierfir wurde die Membran vorsichtig in Absattigungspuffer tberflihrt und dort 3 x 10
min auf dem Taumler belassen, um spezifische Wechselwirkungen der Antikorper mit
den Membranen abzuschwachen. AnschlieRend wurde der gegen die NEP gerichtete
polyklonale Primarantikdrper in einer Verdiinnung von 1:800 in Absattigungspuffer
auf die Membran aufgetragen. Die Inkubation erfolgte in einer feuchten Kammer bei
4°C uber Nacht. Danach werden die Membranen 3 x 10 min mit WP gewaschen. Als
nachstes erfolgte die Inkubation mit dem, gegen den Fc-Teil des PrimarAKs
gerichteten und Peroxidase gekoppelten, Sekundarantikdrper in einer Verdinnung
von 1:8000 in AP fur 1 Stunde. Danach erneutes Waschen 3 x 10 min mit WP. Die
Detektion erfolgte mit dem ECL-System der Fa. Pierce. Dabei wurde die Membran fur
5 min mit den im Verhaltnis 1:1 gemischten Losungen inkubiert, danach in
Frischhaltefolie eingeschweil3t und dem Rontgenfilm exponiert. Anschlieliend wurde

der Réntgenfilm unter Sicht entwickelt und fixiert.

Coomassie-Blau-Farbung

Nach dem Blotting wurden die Gele bei 50°C im Schuttelwasserbad etwa 60 min mit

Coomassie-Farbelosung inkubiert.
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Das Entfarben erfolgte unter mehrmaligem Wechsel der Entfarbelésung ebenfalls im
Schuttelwasserbad bei 50°C fur ca. 120 Minuten. Anschlielend wurden die Gele
zwischen zwei Lagen in A. dest. getrankter Einmachfolie gelegt, in einen Rahmen

eingespannt und getrocknet.

3. 7. Statistische Auswertung

Amidoblack-Assay und  NEP-Aktivitdtsbestimmungen  wurden bei jeder
Versuchsdurchflihrung in Doppelbestimmung durchgefihrt und jeweils ein Mittelwert
errechnet. Insgesamt wurden die Proteinbestimmungen und Aktivitatsmessungen
jeweils 3mal voneinander unabhangig durchgefihrt. Zur Auswertung wurde SPSS for
Windows, und p-Werte mittels des T-Tests fur unverbundene Stichproben errechnet.
NEP-Verdunnungsreihen und Phosphoramidon Hemmtests wurden 3-mal
unabhangig voneinander durchgefuhrt, gezeigt wird stellvertretend ein
reprasentatives Ergebnis.

Western Blots wurden ebenfalls 3-mal voneinander unabhangig durchgefihrt, wobei

reprasentativ nur ein Ergebnis gezeigt wird.
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IV. Ergebnisse

1. NEP-Aktivitat in Zellfraktionen

Aus der Literatur wurde ein Assay nach Papandreou et al. (1998) in unserem Labor
etabliert, mithlfe dessen Arbeitsgruppe um Papanadreou die Aktivitat der Neutralen
Endopeptidase (NEP) bereits in Fraktionen verschiedener Zelllinien untersucht hatte.
Grundlage des Assays ist die enzymatische Umsetzung eines Substrates, der Suc-
Ala-Ala-Phe-pNA, durch die NEP. Da das Substrat an einen Nitroanilin-Ring
gebunden ist, der bei Spaltung eine Farbveranderung erbringt, wird diese Reaktion
sichtbar und als Absorptionsanderung im ELISA-Reader bei 402 nm
Messwellenlange messbar. Als weitere fur den Versuch notwendige Substanzen
dient die Aminopeptidase und 50 %-ige Trichloressigsaure, die nach 20 min
Reaktionszeit die Reaktion abstoppt.

Es waren eine Reihe Vorversuche notig, um die fur unser Labor geeigneten Medien
und Konzentrationen herauszufinden.

Wie bei Papandreou et al. (1998) beschrieben, wurden zunachst Zellfraktionen
verwendet, die man wie oben beschrieben herstellte. Die Zelllinien hPCP-Zelllinie
und LNCaP-Zelllinie wurden Uber 3 Tage mit regelmaligen Medienwechseln in
Zellkulturflaschen in 10 %-igen FKS (teilweise gestripptes FKS), bzw. SCBM
angezichtet, anschlielRend die Zellen mittels Trypsin vom Untergrund gel6st, in 20 ml
FKS aufgenommen und 10 min bei 500 U/min zentrifugiert. Man erhielt daraus das
Membranpellet, das erneut in 10 ml FKS aufgenommen wurde und die Ubersténde
mit Zytosol, als die 2 zu untersuchenden Fraktionen. Mittels Elektronenmikroskopie
wurde nachgewiesen, dass sich in der einen Fraktion jeweils die Membranen
befanden, in der anderen jeweils Uberstande aus Zytoplasma.

Reprasentativ werden hier Bilder der Fraktionen der LNCaP-Zellen gezeigt. Links

sind die Membranen dargestellt, rechts die Uberstande.
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b.)

Abb.1. Elektronenmikroskopische Darstellung der Fraktionen der LNCaP-Zellen

a.) Membranfraktion, zeigt einen Zellkern mit anhdngendem rauhen
Endoplasmatischem Retikulum; b.) Zytosolfraktion, enthélt wenige Membranen und
vor allem vesikulére Strukturen

In den elektronenmikroskopischen Aufnahmen erkennt man in der linken
Membranfraktion verschiedene Membrananteile der Zellmembranen, des Zellkerns,
und Membranen von endoplasmatischem Retikulum und Golgi-Apparat, das heif3t die
differentielle Aufreinigung dieser Fraktion war noch unvollstdndig. Rechts in den
Uberstanden sind nur wenige Membranen zu erkennen, vor allem aber vesikulares
Material.

Da die NEP ein integrales Membranenzym darstellt, wurde untersucht, wie hoch die
Aktivitat der NEP in den Membranfraktionen ist, gleichzeitig auch die Aktivitat in den
Uberstandfraktionen bestimmt um beide Ergebnisse vergleichend beurteilen zu
konnen, wurden abschlieBend ebenfalls Proteinbestimmungen der verschiedenen
Fraktionen durchgefuhrt. Dieser wurde mit Hilfe des Amidoblack-Assays, wie oben
beschrieben, bestimmit.

Reprasentativ werden hier die Befunde fir die NEP-Aktivitat in Bezug auf den
gemessenen Proteingehalt der Zelllinien hPCP und LNCaP aus diesen ersten

Versuchen dargestellt.
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Abb. 2. NEP-Aktivitdt in den einzelnen Zellfraktionen, links der hPCP-Zelllinie und
rechts der LNCaP-Zelllinie im Verhéltnis zum Proteingehalt. Gezeigt werden
Ergebnisse aus jeweils 3 unabhéngig voneinander durchgefiihrten Messungen und
die jeweiligen Standardabweichungen.

Es zeigte sich das in den Membranfraktionen eine deutlich héhere Aktivitat zu
verzeichnen war; Die Aktivitdt der sich im Zytosol befindenden NEP in beiden
Uberstanden war nahezu gleich ausgepragt, wahrend hingegen die Aktivitat der NEP
in der Membranfraktion der epithelialen LNCaP-Zellen fast drei mal so hoch war wie
in der Membranfraktion der stromalen hPCP-Zellen.

Als weitere Untersuchung wurde der beschriebene NEP-Assay in dieser Weise
modifiziert, dass der Versuchsansatz nun nicht mehr nur fir die Messung der
Aktivitat in den Fraktionen verwendet wurde, sondern die Substanzen des Ansatzes
direkt auf die intakten Zellen gegeben wurde. Hierfir wurden die Zellen in 96-Well-
Platten ebenfalls fur 3 Tage unter regelmaligen Medienwechseln in ihren speziellen
Medien (s. o.) kultiviert. AnschlieRend wurden die Medienreste abgesaugt und das
Substrat zusammen mit Tris-HCL-Puffer und Aminopeptidase hinzugefugt. Die
Inkubation erfolgte ebenfalls fur 20 min bei 37°C, bevor die Reaktion durch die
Zugabe von 50 %-iger TCA abgestoppt wurde. Anschliel3end erfolgte wie auch bei
der Messung der Aktivitat in den Zellfraktionen die Messung der
Absorptionsanderung mit Hilfe des ELISA-Readers bei 405 nm Mess- und

Referenzwellenlange.
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Abb. 3. NEP-Aktivitat der einzelnen Zelllinien. Gezeigt wird die NEP-Aktivitét, die mit
Hilfe des oben beschriebenen enzymatischen Assays flir die epitheliale und die
beiden stromalen Zelllinien in Bezug auf die bestimmte Zellzahl gemessen wurde.
Standardabweichungen  resultieren aus drei voneinander  unabhédngigen
Versuchsanordnungen.

Untersucht wurde die epitheliale Zelllinie der LNCaP und zwei stromale Zelllinien
(hPCP und PrSC). Durch Voruntersuchungen in unserem Labor war eine geringere
NEP-Aktivitat bei der hPCP-Zelllinie bekannt gewesen, wahrend jedoch uber die
NEP-Aktivitat keine Voruntersuchungen vorlagen. Um Aussagen Uber das Verhaltnis
der NEP-Aktivitat der einzelnen Zelllinien machen zu kénnen, wurde die NEP-
Aktivitat der LNCaP-Zellen auf 100 % gesetzt. Verglichen mit den Prostata-
Karzinomzellen LNCaP zeigte sich bei den stromalen Prostata-Zelllinien der hPCP-
Zellen und PrSC-Zellen eine deutlich geringere Aktivitat der NEP, die bei 75 % (+ 2.5
%) fur die hPCP-Zellen und bei 60 % (+ 24.0 %) fur die PrSC-Zellen lag.

2. Western-Blot-Analyse der Proteinexpression der NEP

Western-Blotting Experimente wurden durchgeflhrt, um die Konzentration und
Molekulgréfde der Neutralen Endopeptidase vergleichend abschatzen zu kénnen, die
in den Plasmamembranen der Prostata-Karzinomzellen und den Membranen der
BPH-Zellen lokalisiert ist. Es wurde die oben bereits erwahnte Fraktion der

Plasmamembranen verwendet.
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NEP LNCaP hPCP PrscC
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Abb. 4. zeigt die Western-Blot-Analyse des NEP Proteingehaltes innerhalb der
verschiedenen Zelllinien. Dargestellt sind oben der Blot nach Entwicklung des
Réntgenfilmes und unten die Coomassie-Blau-Férbung.

Als Referenz wurde aufgereinigte NEP ohne die intracytoplasmatische Domane
verwendet, die wir aus dem Labor von Dr. G. Dale erhielten. Das Molekulargewicht
der NEP (ohne intracytoplasmatische Domane) betragt ca. 95 kDa. Unter
Verwendung von polyklonalen Antikdrpern zeigten sich Signale fur das NEP-Protein
in den Fraktionen von gereinigtem Plasma der Zelllinien LNCaP, hPCP, und PrSC.
Aufgrund der fehlenden intrazellularen Domane erschien das Signal der
Positivkontrolle von aufgereinigter NEP ein wenig niedriger als das der
membrangebundenen NEP, das ungefahr bei 100 kDa lag.

Die subjektive Beurteilung der Bandenstarke zeigte folgendes Ergebnis:

LNCaP hPCP PrSC

Bandenstarke +++ TR i
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Es zeigte sich also, dass die untersuchte Proteinexpression korrelierende Ergebnisse
zur NEP-Aktivitat aufweist. Die Proteinexpression der LNCaP-Zellen war am
starksten, wahrend die stromalen Zelllinien eine deutlich geringere Expression der

NEP aufwiesen.

3. Immunfluoreszenzmikroskopie der Zelllinien

Immunfluoreszenzfarbungen wurden mit dem Ziel durchgefuhrt, die in unserem Labor
erst neu etablierte Zelllinie der PrSC-Zellen genauer zu untersuchen.

Da es sich hierbei um eine stromale Zelllinie handelt, die im Hinblick auf unsere
Studien zum humanen Prostatakarzinom und der benignen Prostatahyperplasie neue
Aspekte erbringen sollte, wurde sie vergleichend zu der in unserem Labor bekannten
Zelllinie der hPCP-Zellen mittels Immunfluoreszenzfarbungen untersucht. Um die
Zellstrukturen besser darzustellen, wurden die aufgearbeiteten Zelllinien zunachst mit
einem monoklonalen Primarantikorper gegen [-Aktin inkubiert, 1:600 verdinnt,
einem Marker der spezifisch die Aktinfilamente anfarbt und so zur Unterscheidung
zwischen Fibroblasten und glatten Muskelzellen verwendet wird. Shapiro et al.,
(1992) konnten ziegen, dass Antikdrper gegen a-smooth muscle actin besonders zur
Identifizierung glatter Muskelzellen in der humanen Prostata geeignet sind und
Vorteile gegenuber den haufig verwendeten Desmin-Antikorpern aufweisen. Sie
wiesen nach, dass sich im Gewebe der BPH Uberwiegend glatte Muskelzellen

befinden.
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Immunfluoreszenznachweis R-Aktin in PrSC

AK gegen B-Aktin , 1.600 verdiinnt , AK gegen B-Aktin, 1.600 verdiinnt,
cy 3, 40x Vergré3erung cy2, 63x VergréBerung

Immunfluoreszenznachweis 3-Aktin in hPCP

AK gegen B-Aktin, 1.600 verdiinnt , AK gegen B-Aktin, 1.600 verdiinnt,
cy 3, 40x Vergrél3erung cy 2, 40x VergréBerung

Abb. 5. Immunfluoreszenznachweis von [-Aktin in der PrSC-Zelllinie (oben) und in
der hPCP-Zelllinie (unten)

Es zeigte sich, dass in beiden Zelllinien die glatten Muskelzellen als grolde
polygonale Zellen vorliegen. Beide Zelllinien zeigten gleichfalls stark angefarbte
radiar ausstrahlende Aktinflamente in ihrem Cytoplasma. Besonders in der
Umgebung der Zellkerne konnte eine deutliche Anreicherung des fluoreszierenden
Farbstoffes nachgewiesen werden.

Wie bereits Shapiro et al. (1992) beschrieben hatten, zeigte sich auch in unseren
Untersuchungen, dass das Prostatastroma hauptsachlich aus glatten Muskelzellen
und Fibroblasten besteht.

Weiterhin sollte untersucht werden, ob die PrSC-Zellen das integrale Membranenzym
der Neutralen Endopeptidase enthalten. Verwendet wurde hierfur ein monoklonaler
Primarantikdrper gegen NEP (Anti-CD 10), 1: 100 verdunnt.
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Immunfluoreszenznachweis der NEP auf PrSC

AK gegen NEP, 1:100 verdinnt, cy 2, AK gegen NEP, 1:100 verdinnt, cy 2,
100x Vergro3erung 100x Vergro3erung

Immunfloureszenznachweis der NEP auf hPCP

AK gegen NEP, 1:100 verdiinnt, cy 3, AK gegen NEP, 1:100 verdiinnt, cy 3,
40x Vergré3erung 100x Vergré3erung

Abb. 6. Immunfluoreszenznachweis der NEP in der PrSC-Zelllinie (oben) und in der
hPCP-Zelllinie (unten)

Es zeigte sich ein weitgehend einheitliches Verteilungsmuster der Immunreaktivitat
der NEP in beiden Zelllinien. Beide reagierten nur schwach positiv. Gelegentlich lie
sich eine Uberwiegend perinukleare positive granulare Anreicherung der NEP

erkennen.

Die bisher dargestellten Befunde belegen das Vorkommen der Neutralen
Endopeptidase in hoher Konzentration in der LNCaP-Zelllinie und in deutlich

niedriger Konzentration in den beiden stromalen Zelllinien.

Um nun Aufschluss Uber die funktionelle Bedeutung der Neutralen Endopeptidase zu

erhalten, wurden in vitro-Inkubationsversuche mit verschiedenen Stimulantien und
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Inhibitoren der NEP-Aktivitat durchgeflihrt. Dazu wurde eine Standardkurve der NEP-
Aktivitat zunachst mittels aufgereinigter NEP anschlieRend auch in den

verschiedenen Zelllinien erstellt.

4. NEP-Standardkurve

Hierfur wurde in einer 96-Well-Platte der oben bereits beschriebene Ansatz gegeben
und anschlielRend mit Hilfe aufgereingter NEP (Dr. G. E. Dale, F. Hoffmann-LaRoche,
Basel) eine Verdunnungreihe in folgenden Verdunnungen angelegt: 10000 ng/ml,
5000 ng/ml, 2500 ng/ml, 1250 ng/ml, 625 ng/ml, 312 ng/ml, 156 ng/ml, 78 ng/ml, 39
ng/ml, 19,5 ng/ml, und 9,8 ng/ml. Diese Verdlnnungsreihe ist unten als Photografie
(Abb. 7.) dargestellt. Als Weiteres wurde die NEP-Aktivitat der einzelnen
Verdinnungen gemessen und in der unten gezeigten Kurve veranschaulicht. Um
nachzuweisen, dass das verwendete Substrat auch wirklich durch die Neutrale
Endopeptidase umgesetzt wird, untersuchten wir die spezifische Hemmung der
Neutralen Endopeptidase durch Phosphoramidon (Oefner et al., 2000).

Hierfur wurden weitere Verdinnungsreihen wie oben beschrieben hergestellt und in
jedes Well zusatzlich 30 pl Phosphoramidon in 10 mM Konzentration in Eisessig
gelést hinzugegeben. Um unspezifische Interaktionen auszuschlie®en, wurde
deshalb ebenfalls eine Standardkurve mit 30 pl Eisessig erstellt. Die Ergebnisse der

Aktivitatsmessungen im ELISA-Reader sind in Abb. 8. dargestellt.
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Abb. 7. NEP-Standardkurve, angelegt in einer 96-Well-Platte, in der die Reaktionen
stattfanden. Man erkennt die abnehmende Fé&rbung bei hbéher werdender
Verdiinnung. Diese wird anschlieend im ELISA-Reader als Absorptionsénderung
messbar.
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Abb. 8. zeigt die typische NEP Standardkurve (+), fiir die aufgereinigte NEP in einer
Verdlinnungsreihe verwendet wurde, und den Einfluss von 1uM Phosphoramidon (m)
nach Messung der Absorption im ELISA-Reader bei 405 nm. Man kann erkennen,
dass Eisessig (/) kaum einen Einfluss auf die Aktivitat der NEP zeigt.

Mit Hilfe dieser typischen NEP-Standardkurve liel} sich erkennen, dass mit
zunehmender Verdinnung eine Abnahme der NEP-Aktivitat auftritt, die ab einer
Konzentration von 125 ng/ml die NEP-Aktivitat kaum mehr messbar war. Da bei NEP
Konzentrationen zwischen 10000 ng/ml und 5000 ng/ml kaum eine Abnahme der
NEP-Aktivitat zu erkennen war, kann man erwagen, ob es bei diesen
Konzentrationen zu einer Sattigung des Enzyms kommt.

Unter spezifischer Hemmung mit Phosphoramidon sank die Aktivitat der NEP bei
10000 ng/ml um ca. 50 % und konnte ab einer Konzentration von 2500 ug/ml kaum

mehr nachgewiesen werden.

Auch die Aktivitat der membrangebundenen NEP der einzelnen Zelllinien war nach
Zugabe von Phosphoramidon ist deutlich vermindert. FUr diesen Versuch wurden die
epithelialen LNCaP- und stromalen hPCP-Zellen Uber 72 Stunden in 96-Well-Platten
gezuchtet, anschlieRend das Medium sorgfaltig abgenommen und der Ansatz fur den
NEP Assay, wie oben beschrieben, zugegeben und zusatzlich Phosphoramidon in
einer Verdunnungsreihe, in den Konzentrationen 10000 nM, 5000 nM, 2500 nM,
1.250 nM, 625 nM, 312 nM, 156 nM, 78 nM, 39 nM, 19,5 nM, und 9,8 nM
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hinzugefigt. Die Messungen der NEP-Aktivitat/Zellzahl werden in Abbildung 9
dargestellt.
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Abb. 9. Dargestellt wird die Hemmung der epithelialen LNCaP-Zelllinie (m) und der
stromalen hPCP-Zelllinien (m) mit Phosphoramidon, einem spezifischen Hemmstoff
der NEP. Vertikale Balken zeigen die Standardabweichung aus jeweils drei
voneinander unabhéngigen Versuchsreihen. Es zeigt sich eine dosisabhéngige
Hemmung der NEP-Aktivitat nach Inkubation der LNCaP-Zellen und hPCP-Zellen mit
ansteigenden Konzentrationen von Phosphoramidon.

Zu Beginn zeigte sich erneut die um ca. ein Drittel hohere Aktivitat der NEP in der
epithelialen Zelllinie. Bei niedrigen Konzentrationen kam es in beiden Zelllinien
jeweils nur zu einer geringen Hemmung der NEP Aktivitat, wahrend die Aktivitat ab
einer Konzentration von 625 nM Phosphoramidon deutlich absank. Dabei resultierte
aus einer Zugabe von 5000 nM Phosphoramidon eine nahezu 50 %-ige Inhibition der

NEP-Aktivitat der einzelnen Zelllinien.

5. In vitro-Inkubationsversuche

Die beiden Zelllinien, die epitheliale und die stromale hPCP-Zellen wurden hierfir mit
verschiedenen Substanzen behandelt. Um die Ergebnisse vergleichen zu kdénnen,
wurden die Versuche stets in gleicher Weise durchgefuhrt. Die Zelllinien wurden
jeweils fur 3 Tage unter regelmaligen Medienwechseln in 96-Well-Platten

angezuchtet. Die Medien enthielten die jeweils beschriebenen Konzentrationen an
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Modulatoren. Das Zellwachstum wurde taglich unter dem Lichtmikroskop kontrolliert.
Nach 72 Stunden wurde das Medium sorgfaltig abgegossen wund die
Versuchsanordnung durchgefuhrt. FUr jeden Versuch wurden jeweils zwei 96-Well-
Platten angelegt, wobei eine Platte der Aktivitatsmessung, wie oben beschrieben, die
andere Platte der Proliferationsbestimmung, mittels Amidoblack-Assay, diente. Die
Messung der Aktivitat bzw. der Zellzahl erfolgte im ELISA-Reader. Alle Versuche
wurden jeweils 3x in identischer Weise an aufeinander folgenden Tagen
durchgefuhrt. Die Darstellung der Aktivitat der Neutralen Endopeptidase erfolgte stets
in Bezug auf die Zellzahl, um die verschiedenen Ergebnisse vergleichend beurteilen
zu konnen.

Alle Modulatoren wurden in 2 verschiedenen Konzentrationen verwendet, um auch
Trendeffekte erkennen zu kdnnen. Sie wurden jeweils in Bezug zu einer Kontrolle
beurteilt, die ebenfalls Uber 3 Tage in Normalmedium jedoch ohne Zugabe von

Modulatoren gewachsene Zellen der jeweiligen Zelllinie enthielt.

Behandlung der Zellen mit Dihydrotestosteron

Als erstes wurde der Effekt des Androgens Testosteron auf die Zelllinien untersucht.
Fir die Versuche wurde Dihydrotestosteron in den Konzentrationen 10° M und 10
M in gestrippptem 10 % FKS Medium verwendet. Gestripptes Medium enthalt keine
weiteren Hormone und wurde verwendet, um additive Effekte durch im Serum

vorhandene Androgene auszuschliel3en.

Legende zu den folgenden Abbildungen (Abb. 10 bis Abb.18):

Die Ergebnisse der Aktivitdtsmessungen sind jeweils im linken Schaubild dargestellt,
wéhrend die Ergebnisse der Proliferationsstudien rechts dargestellt sind. Innerhalb
der Diagramme ist jeweils rechts die epitheliale Zelllinie dargestellt, links die stromale
Zelllinie. Blaue Balken zeigen jeweils das Ergebnis als Mittelwert aus drei
voneinander unabhéngigen Versuchen, Standardabweichungen sind als vertikale
Balken aufgetragen.
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Abb.10. Behandlung der Zellen mit Dihydrotestosteron. Gemessen wurden Aktivitét
und Proliferation der Zelllinien (gewachsen in gestripptem Medium), jeweils als
Kontrolle ohne Zugabe von DHT und nach Inkubation mit DHT in den
Konzentrationen 10 M und 10° M. (Legende s .0.)

Es zeigte sich, dass Dihydrotestosteron auf die NEP-Aktivitat und Proliferation der
LNCaP-Zellen einen gegenlaufigen Effekt ausubte. Mit Zunahme der Konzentration
an DHT sank die NEP-Aktivitat geringfugig, im Gegenzug dazu stieg jedoch die
Proliferation um ca. 40 %.

Auf die NEP-AKktivitat und auf die Proliferation der hPCP-Zellen hatte DHT keinen

nachweisbaren Effekt.

Behandlung der Zellen mit Flutamid

Nach der Stimulation mit Androgenen erfolgte die Untersuchung von Antiandrogen,
da diese auch bei der Therapie des Prostatakarzinoms zum Einsatz kommen.

Die Stimulation erfolgte ebenfalls in gestripptem Medium mit 10 % FKS. Das
Flutamid wurde in Alkohol geldst. Es wurden deshalb Kontrollen mit reinem Ethanol
ohne Flutamid mitgefuhrt. Es zeigte sich kein nachweisbarer Einfluss des Ethanols

auf das Wachstum der beiden Zelllinien.
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Abb. 11. Behandlung der Zellen mit Flutamid. Gemessen wurden Aktivitdt und
Proliferation der Zelllinien, jeweils als Kontrolle ohne Zugabe von Flutamid und nach
Inkubation mit Flutamid in den Konzentrationen 10 M und 10° M. (Legende s. 0.)

Ein signifikanter Einfluss des Antiandrogens Flutamid war bei keiner der Zelllinien

und weder auf die NEP-Aktivitat noch auf die Proliferation zu erkennen.

Behandlung der Zellen mit 17R-Ostradiol

Die Versuche wurden wie oben beschrieben durchgefiihrt. Die Zellen wurden fur
diese Versuchsanordnung ebenfalls in gestripptem Medium mit 10 % FKS
angeziuchtet, um Wechselwirkungen mit den im Serum vorhandenen Hormonen zu

minimieren. 17R-Ostradiol wurde in den Konzentrationen 10 M und 10° M

verwendet.
HEP-Aktivitat Proliferation
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Abb. 12. Behandlung der Zellen mit 178-Ostradiol (ES). Gemessen wurden Aktivitét
und Proliferation der Zelllinien (gewachsen in gestripptem Medium), jeweils als
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Kontrolle ohne Zugabe von 17-8 Ostradiol und nach Inkubation mit 173-Ostradiol in
den Konzentrationen 10 M und 10° M. (Legende s. 0.)
Ahnlich wie bei Stimulation mit Dihydrotestosteron zeigte sich bei den hPCP-Zellen

Zellen weder ein Einfuld auf die NEP-Aktivitat noch auf die Proliferation.
Auf die LNCaP-Zellen schien R-Ostradiol eine gering proliferationssteigernde
Wirkung zu haben, wahrend die NEP-Aktivitat geringflgig abnehmende Tendenz

zeigte.

Behandlung der Zellen mit Interleukin-113

Die Zellen wurden hier fur 3 Tage in 10 % FKS Normalmedium angezlchtet.
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Abb.13. Behandlung der Zellen mit Interleukin-1. Gemessen wurden Aktivitat und
Proliferation der Zelllinien (gewachsen in Normalmedium), jeweils als Kontrolle ohne
Zugabe von Interleukin-18 und nach Inkubation mit Interleukin-18 in den
Konzentrationen 0,5 ng/ml und 2,5 ng/ml. (Legende s. 0.)

Der Einfluss des Zytokin IL-13 zeigte auf die verschiedenen Zelllinien gegenlaufige
Effekte: einen deutlich antiproliferativen Effekt auf die epitheliale Zelllinie und einen
proliferativen Effekt auf die stromale Zelllinie. Nach Zugabe von 0,5 ng/ml IL-113
nahm die Proliferation der LNCaP-Zellen um ungefahr ein Drittel ab, die Proliferation
der hPCP-Zellen jedoch um ungefahr 18 % zu, und nach Zugabe von 2,5 ng/ml IL-1
sank die Proliferation der LNCaP-Zellen um ca. 40 %, wahrend die Proliferation der
hPCP-Zellen um ungefahr 20 % anstieg. Die Aktivitdt der NEP hingegen wurde bei

beiden Zelllinien durch die Zugabe von IL-13 nicht verandert.
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Behandlung der Zellen mit CRL-1803 konditioniertem Medium

Man geht davon aus, dass die einzelnen Zelllinien wahrend ihrer Wachstumsphase
Hormone in das Medium abgeben. Bei den Zellen des medullaren
Schilddrisenkarzinoms ist dies vor allem Pro-Calcitonin (Schifter and Johnsen,
1994).

Um die Wirkung von Calcitonin, einem Neuropeptid, auf die Zelllinien zu
untersuchen, wurden CRL-1803 Zellen fur 3 Tage in RPMI Medium mit 10 % Serum
inkubiert. AnschlieRend erfolgte die vorsichtige Abnahme des Mediums und die
Untersuchung des Calcitoningehaltes. Im Labor der Klinischen Chemie der
Universitatsklinik Marburg von Herrn Dr. Stief wurden in den mit CRL-1803

konditionierten Medien folgende Werte gemessen:

Proben Pro-Calcitonin Gehalt
RPMI Medium mit 10 % Serum
. 0,197 ng/ml

(Negativkontrolle)
LNCaP-Zellen in RPMI Medium mit 10 %

0,203 ng/ml
Serum
CRL-1803 Zellen in RPMI Medium mit 10 %

8,335ng/ml
Serum

Normwert fur den Pro-Calcitonin Gehalt im humanen Serum < 0,5 ng/ml

Es zeigte sich, dass die LNCaP-Zellen nur in sehr geringem Ausmal} Pro-Calcitonin
ins Serum abgaben, wahrend nach Inkubation mit CRL-1803, die Konzentration von
Pro-Calcitonin im Medium fast auf das 5-fache des Wertes der Negativkontrolle
anstieg.

Fir den Versuch wurden stromale Zellen (hPCP) und epitheliale Zellen (LNCaP) in
dem konditionierten Medium kultiviert und anschlielRend wie bereits beschrieben
jeweils NEP-Aktivitat und Proliferation gemessen. Um Tendenzen besser erkennen
zu koénnen, wurden die Zelllinien in dem konditionierten Medium in 2 verschiedenen
Verdunnungen (100 % konditioniertes Medium und 50 % konditioniertes Medium und
50 % frisches RPMI Medium mit 10 % FKS) inkubiert.
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Abb. 14. Behandlung der Zellen mit Pro-Calcitonin mit Hilfe von mit CRL-1803-Zellen
konditioniertem Medium. Gemessen wurden Aktivitat und Proliferation der Zelllinien
(gewachsen in Normalmedium), jeweils als Kontrolle in RPMI-Medium und nach
Inkubation mit konditionierten Medien zu 100 % und zu 50 % mit Normalmedium
verdiinnt. (Legende s. o.)

Die Zugabe von mit CRL-1803 Zellen konditioniertem Medium zeigte nur einen sehr
geringen Effekt auf die Proliferation der LNCaP-Zellen, wahrend die Zugabe von mit
CRL-1803 Zellen konditioniertem Medium die Zellproliferation der hPCP-Zellen
deutlich anregte. Die Zellproliferation stieg bei Zugabe von 50 % konditioniertem
Medium um 37 % nach Zugabe von 100 % konditioniertem Medium um 21 %. Auf die
NEP-Aktivitat der Zellen schien das konditionierte Medium jedoch keinen Einfluss zu

haben.

Behandlung der Zellen mit Bombesin

Bombesin, ein weiteres Neuropeptid, wurde weiterhin im Hinblick auf seine
Proliferations- und NEP-aktivitdtsmodulierenden Wirkungen untersucht.
Stimulationsversuche erfolgten Uber 3 Tage, die Zellen wurden in Normalmedium

kultiviert.
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Abb.15. Behandlung der Zellen mit Bombesin. Gemessen wurden Aktivitdt und
Proliferation der Zelllinien (gewachsen in Normalmedium), jeweils als Kontrolle ohne
Zugabe von Bombesin und nach Inkubation mit Bombesin in den Konzentrationen
10 Mund 10° M. (Legende s. 0.)

Die Zellproliferation der LNCaP-Zellen reduzierte sich nach 72 Stunden Inkubation
mit Bombesin (10® M) um 25 % und bei Zugabe von 10° M Bombesin um 23 %.
Dagegen verhielt sich die Aktivitat der NEP in den LNCaP-Zellen gegenlaufig. Nach
Stimulation mit einer Konzentration von 10® M kam es zu einer Aktivitatszunahme um
knapp ein Viertel, die unter Stimulation mit einer Konzentration von 10° M ebenfalls
geringflgig rucklaufig war. Die Zellproliferation und NEP-Aktivitat der hPCP-Zellen

anderte sich hingegen nicht.

Behandlung der Zellen mit Substanz P

Substanz P als Vertreter der Entzindungsmediatoren wurde ebenfalls untersucht.
Die Inkubation erfolgte in RPMI-Medium mit 10 % FKS und Substanz P wurde in den

Konzentrationen 10 M und 10° M eingesetzt.
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Abb. 16. Behandlung der Zellen mit Substanz P. Gemessen wurden Aktivitat und
Proliferation der Zelllinien (gewachsen in Normalmedium,) jeweils als Kontrolle ohne
Zugabe Modulatoren und nach Inkubation mit Substanz P in den Konzentrationen 10°
8 Mund 10° M. (Legende s. 0.)

Nach Inkubation mit Substanz P zeigte sich keine signifikante Aktivitats- oder

Proliferationsanderung der beiden untersuchten Zelllinien.

Behandlung der Zellen mit Dexamethason

Gezeigt wird hier die Stimulation Uber 3 Tage in gestripptem FKS. Gleichzeitig
wurden die Inkubationen zum Ausschluss von Wechselwirkungen in nicht-
gestripptem Normalmedium durchgefuhrt und es wurden vergleichbare Ergebnisse
erzielt. Insgesamt zeigte sich jedoch, dass die Aktivitat der NEP in gestripptem FKS
deutlich hoher war als in ungestripptem FKS. Dexamethason wurde in den

Konzentrationen 10° M und 10 M verwendet.
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Abb. 18. Behandlung der Zellen mit Dexamethason. Gemessen wurden Aktivitét und
Proliferation der Zelllinien (gewachsen in gestripptem Medium,) jeweils als Kontrolle
ohne Zugabe von Dexamethason und nach Inkubation mit Dexamethason in den
Konzentrationen 10 Mund 10° M. (Legende s. 0.)

Es zeigte sich bei hohen Dosen von Dexamethason ein hemmender Effekt auf die
Aktivitat der NEP der epithelialen Zelllinie mit einer Abnahme der Aktivitat um ca. 20
%. Gleichzeitig kam es zu keinem statistisch signifikanten Einfluss auf die

Proliferation. Auf die stromale hPCP-Zelllinie liel3 sich sich kein Einfluss nachweisen.
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V. Diskussion

1. Lokalisation, Expression und Aktivitat der NEP im Prostata-

Gewebe

In den letzten Jahren sind interessante Daten bezuglich der Bedeutung der NEP und
der Funktion als neuropeptidspaltendes Enzym bei der Progression des androgen-
unabhangigen Prostatakarzinoms (Dai et al., 2001; Papandreou et al., 1998;
Sumitomo et al., 2000) veroffentlicht worden, aber nur wenige Studien wurden bisher
zur NEP in stromalen Prostatazellen und ihrer Bedeutung und Beteiligung bei der
Pathogenese der BPH durchgefiuhrt (Renneberg et al., 2001; Muraki et al., 1996).

In unseren Untersuchungen wird naher auf die Lokalisation, Expression und
enzymatische Aktivitdt der NEP sowohl im stromalen als auch im epithelialen
Kompartiment der menschlichen Prostata eingegangen. Als stromale, humane
Zelllinie der BPH werden hPCP-Zellen (human primary culture of the prostate stromal
compartment) in ihrem Kultursystem verwendet (Janssen et al., 2000), sowie PrSC-
Zellen (,prostatic stromal cells“) der Firma Bio Whittacker, Walkersville, USA in ihrem
Kultursystem. Vergleichend wurde die epitheliale Androgen-abhangige Zelllinie
LNCaP der Firma American Type Culture Collection, Maryland, USA untersucht. Bei
beiden stromalen Zelllinien konnte mittels Immunfluoreszenzmikrokopie das
Vorhandensein der Neutralen Endopeptidase nachgewiesen werden. Das
Vorhandensein von NEP in den epithelialen Zelllinien und in der hPCP Zelllinie war
zuvor bereits beschrieben worden (Krongrad et al., 1997; Papandreou et al., 1998;
Renneberg et al., 2001).

Nachgewiesen wurde die NEP weiterhin, wie einleitend schon beschrieben in vielen
verschiedenen Geweben: Niere, Leber, Lunge (Sales et al., 1991), den Fibroblasten
der Haut (Kletsas et al., 2000; Lorkowski et al., 1987), den stromalen Osteoblasten
(Fried et al., 1996), in verschiedenen Abschnitten des weiblichen Genitaltraktes, wie
der Theka interna, den Gelbkdrperzellen, den epithelialen und stromalen Zellen des

Endometriums (Casey et al., 1993; Zappulla and DesGroseillers, 2001).
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Unsere Versuche zielten weiterhin auf die Quantifizierung der NEP-Aktivitat ab.
Verwendet wurde zur Messung der Aktivitat der NEP ein enzymatischer Assay nach
Papandreou et al., (1998), der fur diesen Zweck aus der Literatur in unserem Labor
etabliert wurde. Die Aktivitat der NEP der stromalen BPH-Zelllinie sollte mit der einer
epithelialen PC-Zelllinie verglichen werden; dies wurde in zwei verschiedenen
experimentellen Ansatzen durchgefuhrt. Zunachst wurde gemal der Assays nach
Papandreou et al. (1998) die Aktivitat der NEP in Zellfraktionen untersucht,
anschliefend wurde der Assay dahingehend modifiziert, dass die NEP-Aktivitat auf
den in Zellkulturplatten gewachsenen intakten Zellen gemessen werden konnte.

Da es sich bei der NEP um ein integrales Membranenzym handelt, konnten in den
Membranfraktionen deutlich hohere und bei beiden Zelllinien unterschiedliche Werte
gemessen werden, wahrend die Aktivitat der NEP bei beiden stromalen Zelllinien
annahrend gleich zu sein schien.

Verglichen mit den PC-Zellen (LNCaP) wiesen die BPH-Zellen (hPCP) eine um fast
25 % geringere Aktivitat der NEP im enzymatischen Assay auf.

Untersuchungen der Proteinexpression des Enzyms mittels Western-Blot-Analyse
ergaben vergleichbare Ergebnisse.

Papandreou et al. (1998) hatten mittels Western- und Northern-Blot-Analysen
herausgefunden, dass fir die Androgen-abhangigen LNCaP-Zelllinie hohe
Konzentrationen von NEP-mRNA und eine hohe Proteinexpression gemessen
werden konnten, wahrend die Androgen-unabhangigen Zelllinien DU-145 und PC-3
wesentlich geringere Konzentrationen gemessen werden konnten. Einige Jahre
frher hatten Krongrad et al (1997) bereits die Sekretion von elektronendichtem
Material, das mit einer Endopeptidase assoziiert war, bei LNCaP-Zellen nicht aber
bei der stark entdifferenzierten PPC-1 Prostata-Karzinomzelllinie festgestellt. Diese
Daten untermauern die Vermutung, dass hochmaligne Zelllinien geringere
Konzentrationen enzymatisch aktiver NEP auf ihrer Oberflache besitzen, als besser
differenzierte Zelllinien.

Aus der Literatur weil3 man, dass die NEP die Phosphorylierung der fokalen
Adhasions-Kinasen (FAK) inhibiert ebenso wie die Prostata-Karzinomzellmigration
(Sumitomo et al., 2000a; Sumitomo et al., 2000b). Daher scheint die NEP eine
direkte Rolle im Hinblick auf die Invasivitat und Metastasierung des PC zu spielen.
Als weiteren interessanten Fakt konnten Sumitomo et al. (2000b) beobachten, dass

NEP die Phorbolester-induzierte Apoptose begunstigt (Sumitomo et al., 2000b), was
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die hohere Metastasierungsrate der Androgen-unabhangigen PC-Zellen mit NEP-
Mangel erklaren konnte. Unter Verwendung eines Tetrazyklin-regulierten
Genexpressionssystem konnten Dai et al. (2001) zeigen, dass NEP-supprimierte
Mause, denen Tumorformationen orthotop direkt in die Prostata injiziert wurden,
kirzere Uberlebenszeiten zeigten als Tiere ohne NEP-Supprimierung, denen
ebenfalls Tumorformationen orthotop in die Prostata injiziert worden waren. Aus
diesen Ergebnissen leiteten Dai et al. (2001) einen Tumor-supprimierenden Effekt
der NEP ab.

Die Neuropeptid-spaltende NEP spielt, wie oben bereits erwahnt, ebenfalls eine sehr
wichtige Rolle beim Ubergang von hormonell abhangigem Prostatakarzinom zum
Androgen-unabhangigen PC und zeigt, wie auch Papandreou et al., (1998)
nachweisen konnten, einen Tumor-supprimierenden Effekt auf epithelialen Zelllinien.
Einen ursachlichen Zusammenhang sieht man darin, dass die NEP in der Prostata
die mitogen wirkende Neuropeptide spaltet und inaktiviert, die von den sensorischen
Nervenendigungen oder den neuroendokrinen Zellen freigesetzt werden (Aumueller
et al., 1999; Aumueller et al., 2001; Mariot et al., 2002). Eine verminderte NEP-
Akivitat fuhrt daher zu einem verminderten Abbau der mitogen wirkenden
Neuropeptide, die anschlieRend akkumulieren und so in der Lage sind ungehindert
die Zellproliferation zu stimulieren (Papandreou et al., 1998). Aufgrund dieser
Beobachtung nimmt man an, dass ein Langzeiteffekt einer herabregulierten NEP zu
einem Selektionsvorteil fur Zellen mit verminderter NEP-Aktivitat fuhrt, diese Zellen
sprechen daraufhin starker auf wachstumsverandernde Neuropeptide an, was

schlie3lich zu einem vermehrten proliferativen Potenzial dieser Zellen flhrt.

Um den Einfluss von regulierenden Substanzen auf die Aktivitat der NEP und die
Zellproliferation sowohl der epithelialen als auch der stromalen Zelllinien zu
verstehen, wurden in einzelnen Versuchsanordnungen jeweils die verschiedenen

Substanzen auf die Zelllinien gegeben und ihre Wirkungen genauer untersucht.
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2. Hormonelle Regulation der Proliferation und NEP-Aktivitat im

Prostata-Gewebe

Behandlung der Zellen mit Androgenen, Antiandrogenen und Ostrogenen

Androgene sind bekannt daflir wichtige Regulatoren der NEP in epithelialen Zellen
darzustellen, und es gilt als gesichert, dass Androgenentzug eine Herabregulierung
der NEP induziert, die wiederum zu dem Entstehen einer Neuropeptid-stimulierten
Zell-Population flhrt (Papandreou et al., 1998).

Die hPCP-Zellkulturen enthalten sowohl Fibroblasten als auch glatte Muskelzellen
und exprimieren Androgen- als auch Ostrogenrezptoren (Janssen et al., 2000). Zwei
Androgen-Bindungsregionen konnten von Shen et al., (2000) an der nicht
translatierten 3’-Region des menschlichen NEP-Gens nachgewiesen werden, und es
konnte ebenfalls gezeigt werden, dass die Transkription der NEP durch Androgene
reguliert wird. Bei Androgen-ablativer Therapie sinkt die NEP-Expression, dadurch
steigen die Konzentrationen mitogener Neuropeptide, und das Tumorwachstum
beginnt erneut (Usmani et al., 2000)

Trotzdem zeigten unsere Versuche, dass die NEP-Aktivitat weder durch die
Stimulation mit Androgenen, wie Dihydrotestosteron (DHT), und Antiandrogenen, wie
Flutamid noch durch Stimulation mit Ostrogenen, wie 17R-Ostradiol (ES), beeinflusst
werden konnte.

Zuvor war bereits von Janssen et al., (2000) beschrieben worden, dass bei den
hPCP-Zellen weder auf die Stimulation mit Dihydrotestosteron, Flutamid oder 1703-
Ostradiol eine Proliferationssteigerung nachgewiesen werden konnte, was sich auch
in unseren Versuchen zeigte. Auch Taketa et al., (1990) konnten bereits in ihren
Studien zeigen, dass DHT keine nachweisbaren Effekte auf die Proliferation der
stromalen Zellen, gewonnen aus einer Rattenprostata, hatten. Peehl and Sellers,
(1998) fanden keinen mitogenen Effekt von Androgenen auf stromale Zellen.

Eine mogliche Erklarung fur dieses Phanomen der BPH-Zellen kdnnte eine Mutation
im Androgenrezeptor sein, die verhindert, dass der Rezeptor das Androgen bindet
bzw. die Rezeptorbindung an die DNA verhindert. Alternativ sind Mutationen
denkbar, die in der 3’-Androgen-Bindungsregion lokalisiert sind und verhindern, dass

diese Domanen den aktivierten Rezeptor binden.
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Ergebnisse, die von Planz et al., (1998) erzielt wurden, zeigten, dass Androgene in
den humanen stromalen Prostata-Zellen die Zellproliferation stimulieren. Allerdings
zeigte die Charakterisierung der stromalen Zellen, die fur die Untersuchungen
verwendet wurden, dass sich in den Kulturen ca. < 9.5 % epitheliale Zellen befanden.
Daher ist ein Androgen-induzierter mitogener parakriner Effekt, den die
zuruckgebliebenen epithelialen Zellen auf die stromalen Zellen austiben nicht sicher

auszuschliel3en.

Behandlung der Zellen mit Interleukin-113

Ergebnisse von Scholzen et al. (2004) zeigen, dass die NEP eine wichtige Rolle bei
Entzindungsprozessen, wie zum Beispiel der Entstehung und Heilung
verschiedenster Hauterkrankungen in vivo spielt und auch bei der Entstehung und
Progression der BPH bzw. des PC Entzindungsreaktionen eine wichtige Rolle
spielen. Interleukine wie das IL-13, das von Makrophagen sezerniert wird, spielen als
Entzindungsmediatoren eine wichtige Rolle. Lemaire et al. (1991) beschrieben, dass
die Sekretion des IL-1R3 von Makrophagen durch von den sensorischen
Nervenendigungen oder den neuroendokrinen Zellen direkt freigesetzte
Neuropeptide ausgeldst werden kann. Aufgrund dieser Uberlegungen wurden auch
die Wirkungen des Zytokins IL-1[3 auf die Aktivitat der NEP und die Zellproliferation
untersucht.

Inkubation der LNCaP Prostata-Karzinomzellen Uber 72 Stunden mit IL-1} zeigte
keinen Einfluss auf die Aktivitat der NEP, obwohl man bereits herausfinden konnte,
dass unter Stimulation eine Abnahme der Expression mRNA der NEP stattfindet
(Albrecht et al., 2003). Dieses Phanomen ist vielleicht dadurch zu erklaren, dass bis
zu einem gewissen Punkt die enzymatischen Aktivitat der NEP trotz Abnahme der
Expression durch eine Aktivitditszunahme der NEP durch IL-18 bzw. verwandte
Zytokine auf einem konstanten Level gehalten werden kann.

Neben dem Einfluss auf die NEP-Expression konnten Kawada et al. (1999) zeigen,
dass IL-13 einen starken antiproliferativen Effekt auf die LNCaP-Zellen zeigt, der
auch in unseren Studien nachgewiesen werden konnte.

Einige Autoren postulierten weiterhin, dass Androgen-unabhangige Zellen in
Tumorgewebe durch Suppression der Proliferation der Androgen-abhangigen Zellen

einen Wachstumsvorteil erhalten, der durch einen wachstumshemmenden Effekt des
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Zytokins IL-1 hervorgerufen wird (Hoosein, 1998). Sowohl IL-1 alpha als auch beta
zeigen einen wachstumsinhibierenden Effekt auf die Androgen-abhangigen LNCaP-
Zellen, was auch in unseren Ergebnissen deutlich wird; sie zeigen aber keinen Effekt
auf die Proliferation der Androgen-unabhangigen Zelllinien DU-145 oder PC-3
(Hoosein, 1998).

Interessanterweise veranderte sich das morphologische Zellbild der LNCaP-Zellen
nach Inkubation mit IL-1R. Die Zellen zeigten in lichtmikroskopischen
Untersuchungen zunehmend neuronale Erscheinungsbilder, charakterisiert durch ein
multipolares Erscheinungsbild mit dendritischen Auslaufern. Ahnliche Ergebnisse
wurden auch schon von anderen Autoren erzielt, die die Zelllinien mit cAMP (Bang et
al., 1994; Zelivianski et al., 2001), IL-6 (Qiu et al., 1998; Spiotto and Chung, 2000a;
Spiotto and Chung, 2000b), und IL-1 (Chiao et al., 1999) oder in mit Hormonen bzw.
Steroiden versetzten Medien (Burchardt et al., 1999; Zelivianski et al., 2001).
(Albrecht et al., 2003) inkubiert hatten.

Insgesamt betrachtet kann man davon ausgehen, dass IL-13 die neuroendokrinen
Entdifferenzierungsvorgange  in  Prostata-Karzinomzellen  unterstutzt, was
normalerweise mit einer erhohten Aggressivitdt und vermehrten Invasivitat der
Prostatatumore einhergeht (Bollito et al., 2001; Hansson and Abrahamsson, 2001).
Die Beobachtungen, dass IL-1i die Transdifferenzierung der LNCaP-Zellen induziert
und mit einer Inhibition des proliferativen Potenzials einhergeht, sind nicht sehr
erstaunlich, da die Verminderung der Zellproliferation und die Induktion zur
Differenzierung gangige Veranderungen sind, die bereits in verschiedenen Zelltypen
nachgewiesen werden konnten (Chiao et al., 1999; Costa et al., 2001; He and Jiang,
1999; Ryhanen et al., 1998).

Anders als die LNCaP-Zellen zeigen stromale hPCP-Zellen nach Inkubation mit IL-113
Veranderungen des freien endoplasmatischen Retikulums und des Golgi-Apparates
(Albrecht et al., 2003), was Hinweis gibt auf eine vermehrte Protein-Biosynthese, die
in einer erhohten Zellproliferation resultiert. In unseren Proliferationsstudien zeigte
sich bei Stimulation mit IL-18 in den Konzentrationen 0,5 ng/ml und 2,5 ng/ml
ebenfalls ein geringer Proliferationszuwachs.

Bei den hPCP-Zellen konnte herausgefunden werden, dass nur die Inkubation der
hPCP-Zellen mit IL-1 mit einer Konzentration von 0,5 ng/ml und nie die der LNCaP-
Zellen oder die Inkubation mit irgendeinem anderen Stimulans eine Hochregulation

der NEP Genexpression in den stromalen BPH-Zellen zur Folge hatte, wahrend die
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Applikation von 2.5 ng/ml IL-1R zu einem gegensatzlichen Effekt fuhrte (Albrecht et
al., 2003). Ahnliche Beobachtungen wurden bereits von anderen Gruppen gemacht,
die die Zellen mit Insulin (Lowell und Flier, 1990) und TGF-a (Willard und Frawley,
1999) stimuliert hatten.

Chiao et al. (1999) zeigten, dass die neuroendokrinen Entdifferenzierungvorgange
von LNCaP-Zellen von einem Anstieg von Chromogranin A und Serotonin begleitet
sind. IL-18 vermindert die PSA-Expression und IL-13 und IL-6 erhdhen die
Chromogranin A Expression und die Sekretion der LNCaP-Zellen (Diaz et al., 1998;
Hoosein, 1998).

Behandlung der Zellen mit Pro-Calcitonin

Obwohl die Funktion des sezernierten Pro-Calcitonin bisher noch nicht vollstandig
verstanden ist, weill man, dass Patienten mit medulldarem Schilddrisenkarzinom
erhohte Werte von Vorstufen des Calcitonin aufweisen, ahnlich wie auch Patienten
mit neuroendokrinen Tumoren wie zum Beispiel Phdochromozytom (Becker et al.,
1978; Silva et al., 1974). Die von uns verwendete Zelllinie CRL-1803 wurde erstmals
von Leong et al., (1977) beschrieben. Es ist bekannt, dass Zellen des medullaren
Schilddrisenkarzinoms in hohem Male Calcitonin produzieren (Nelkin et al., 1984)
und dass erhohte Konzentrationen von Calcitonin zu einer Tumorprogression des
Schilddrisenkarzinoms fuhren (Zhang und DeGroot, 1997). Bereits 1986 konnte
herausgefunden werden, dass neuroendokrine Zelllinien im PC ebenfalls Calcitonin
produzieren (Fetissof et al., 1986) und dass die Anzahl der neuroendokrinen Zellen
mit dem Level des produzierten Calcitonins korreliert (Davis et al., 1989). 1994
konnten Shah et al., 1994 nachweisen, dass Calcitonin auf PC-Zellen ebenfalls einen
proliferativen Effekt ausibt und somit die Produktion von Calcitonin durch
neuroendokrine Zellen zu einer Tumorprogression fuhrt.

Untersuchungen von Chien et al., (2001) hatten bereits gezeigt, dass Calcitonin
vermehrt von epithelialen PC-Zelllinien sezerniert wird und dass wahrscheinlich die
erhohten Konzentrationen wiederum zu vermehrter Calcitonin-Bildung in den Zellen
fuhren. Unsere Ergebnisse zeigten eine geringe Erhdhung der Sekretion von Pro-

Calcitonin durch LNCaP-Zellen ins Serum.
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Dahingegen weily man aullerdem, dass in Geweben der BPH im Vergleich zu PC-
Geweben einerseits signifikant geringere Konzentrationen von Calcitonin vorliegen,
andererseits eine verminderte Anzahl von neuroendokrinen Zellen nachzuweisen ist
(Abrahamsson et al., 2000).

Von Ritchie et al. (1997) konnte nachgewiesen werden, dass Calcitonin nur auf die
Androgen-abhangige Zelllinie LNCaP einen proliferationssteigernden Effekt hat,
wahrend die Androgen-unabhangigen Zelllinien DU-145 und PC-3 nicht auf die
Stimulation mit Calcitonin reagieren. Aul3erdem fand die Arbeitsgruppe heraus, dass
Calcitonin einen Effekt auf die chemotaktischen Eigenschaften der LNCaP-Zellen
hat, was die Hypothese unterstitzt, dass der Einfluss von Calcitonin auf die
Prostatakarzinomzellen im Hinblick auf Tumorprogression und Metastasierung eine
wichtige Rolle spielt.

In unseren Stimuationsversuchen konnten wir zeigen, dass erhohte Konzentrationen
von Calcitonin zu einer Proliferationssteigerung sowohl der BPH Zellen als auch in
geringem Male der PC Zellen flihren. AuRerdem fanden wir, dass nach Stimulation
mit CRL-1803-Zellen konditioniertem Medium die NEP-Aktivitat der LNCaP-Zellen
deutlich herrunterreguliert wurde. Auf die NEP-Aktivitat der stromalen Prostatazellen
schienen erhdohte Konzentrationen von Calcitonin keinen Einfluss zu haben. Diese
Ergebnisse deuten daraufhin, dass Calcitonin nicht nur auf die Progression des PC
einen Einfluss zu haben scheint, sondern in besonderem Malle auch auf die
Progression der BPH. Unsere Ergebnisse sprechen im Hinblick darauf, dass die
Aktivitat der NEP in den Androgen-abhangigen Zellen durch Calcitonin aus den
neuroendokrinen Zellen vermindert wird, flr die zu Anfang beschriebene Hypothese

zur Entstehung des Androgen-unabhangigen PC von Papandreou et al. (1998).

Stimulation mit Bombesin

Calcitonin und das ebenfalls von uns untersuchte Neuropeptid Bombesin scheinen
beide einen Apoptose verhindernden Effekt auf die Zellen des PC zu haben.
Ergebnisse von Salido et al. (2000) zeigten, dass die Etoposid-induzierte Apoptose
durch Zugabe von Bombesin und Calcitonin in den untersuchten Androgen-
unabhangigen PC Zelllinien DU-145 und PC-3 und der Androgen-abhangigen

Zelllinie LNCaP-Zellen nach Androgenentzug verhindert werden konnte. In diesen
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Fallen wirken die Neuropeptide Uber eine Veranderung der intrazellularen
lonenkonzentrationen, was normalerweise die Etoposid-induzierte Apoptose auslost
(Salido et al., 2002). Diese Ergebnisse unterstitzen die Annahme, dass die von den
NE-Zellen freigesetzten Neuropeptide die Apoptose der Zellen in der Umgebung
verhindern kénnen (Salido et al., 2004). Daher scheinen diese Neuropeptide, die vor
allem im Androgen-unabhangigen PC erhohte Konzentrationen erreichen,
entscheidend fur das Wachstum, die Invasivitat und Motilitat der PC-Zellen
verantwortlich zu sein (di Sant'Agnese, 1998).

In unseren Untersuchungen konnten wir unter Stimulation mit Bombesin die
Proliferation der Androgen-abhangigen Zelllinie um knapp 25 % senken, wahrend
hingegen die NEP-Aktivitat bei Zugabe von Bombesin eine Zunahme um knapp ein
Viertel zeigte. Eine mdogliche Erklarung konnte in der Steigerung der Aktivitat der
NEP und daraus resultierenden vermehrten Inaktivierung von weiteren
Neuropeptiden liegen, die wiederum zur weiteren Abnahme der Zellproliferation
fuhren. Dieses Phanomen unterstitzt die bereits mehrmals beschriebene Hypothese
Papandreous und seiner Kollegen zur Entstehung des Androgen-unabhangigen PC.
Ergebnisse von Larran Lopez et al. (2000) hatten bereits ergeben, dass die
Stimulation mit Bombesin lediglich einen proliferativen Einfluss auf die Androgen-
unabhangigen Zelllinien DU-145 und PC-3 austibt.

Die Zellproliferation und NEP-Aktivitdt der stromalen Zelllinie wurde in unseren

Studien durch Stimulation mit Bombesin nicht beeinflusst.

Behandlung der Zellen mit Substanz P

Substanzen, wie Bombesin sowie Substanz P werden zu den
Entzindungsmediatoren gezahlt. Die NEP vermag solche Mediatoren zu spalten,
weswegen ihr bei der Entstehung und Regulation von Entzindungen eine wichtige
Rolle zugeschrieben wird. Bei der Entstehung der BPH lassen sich regelmafig
histologisch Entziindungszeichen nachweisen (Nickel et al., 1999), wie sie sich durch
die Einwirkung von Neuropeptiden entwickeln.

Substanz P wird von den Nervenzellen sowie Immunzellen freigesetzt und konnte
bisher bei verschiedenen Entzindungsprozessen im Gastrointestinaltrakt, des

muskulo-skeletalen Systems und des Respirationstraktes nachgewisen werden.
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Neuere Ergebnisse von O’Connor et al. (2004) konnten zeigen, dass Inaktivierung
von Substanz P durch die NEP eine wichtige Rolle bei der Bekampfung der
Entzindungen spielt.

In unseren Studien zeigte sich, dass Substanz P die NEP-Aktivitat in den LNCaP-
Zellen gering herunterreguliert. Substanz P, die vor allem von den NE-Zellen des PC
freigesetzt wird, kdnnte also durch Herabregulation der Aktivitat der NEP anderen
Neuropepetiden die Maoglichkeit der vermehrten Stimulation geben und somit in
Bezug zur Progression des PC stehen. Man weil} ebenfalls, dass Substanz P bei den
Androgen-unabhangigen PC Zellen im Gegensatz zu den meisten Neuropeptiden
durch Verringerung der Motilitat der Zellen die Invasivitdt des PC vermindert
(Nagakawa et al., 1998). Ob die verringerte Motilitat im Zusammenhang mit der
herabregulierten Aktivitat der NEP steht, gilt es in weiteren Versuchen zu klaren.

In Bezug auf die Proliferation der beiden Zelllinien ergab sich in unseren Studien
keine Anderung. Auf die Aktivitdt der NEP der stromale Zelllinie schien Substanz P
ebenfalls keinen Einfluss zu haben.

Aufgrund der Fahigkeit der NEP, proinflammatorische Peptide wie z. B. Substanz P
zu spalten, rechnen einige Autoren ihr eine wichtige Rolle bei Entzindungsprozessen
zu. Scholzen et al. (2001) konnten zeigen, dass ein Fehlen von NEP in einer
dysregulierten entzundlichen Hautreaktion resultiert und dass die NEP eine wichtige
Rolle in der Genese verschiedener entzindlicher Hauterkrankungen, wie z. B. der
allergischen Kontaktdermatitis spielt. Auch bei einigen weiteren neurogen evozierten
Entzindungen spielt die NEP eine entscheidende Rolle, wie z. B. den durch
neurogene Stimuli hervorgerufenen Lungenerkrankungen. Auch beim allergischen
Asthma scheinen Neuropetide eine wichtige Rolle zu spielen, so konnten z. B. nach
Allergen-Provokation endobronchial vermehrt neurotrophe Mediatoren nachgewiesen
werden (Virchow et al., 1998). Die Arbeitsgruppe um Renz et al. (2004) beschrieb
weiterhin, dass die beim Asthma vorkommenden erhohten Konzentrationen von
neurotrophen Mediatoren die Aktivitat der sensorischen und motorischen
Nervenzellen im Bronchialsystem modifizieren, was zu einer vermehrten Freisetzung
von Neuropeptiden fuhrt. NEP kann diese Erkrankungen durch Spaltung der
inflammatorisch wirksamen Neuropeptide, die aufgrund externer Stimuli in
vermehrten Konzentrationen freigesetzt werden, regulieren und sogar beenden
(Baraniuk et al., 1995; Di Maria et al., 1998).
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Des Weiteren ergaben Versuche von Sturiale et al. (1999), dass es durch
verminderte Level von NEP Uber einen geringeren Abbau von Substanz P zu einer
unkontrollierten neurogenen Entzindungsreaktion im Bereich des Kolons kommt und
dass NEP in der Lage ist, hauptsachlich durch Abbau von Substanz P Antibiotika-
assoziierte, durch Clostridium difficile verursachte Kolitiden zu beenden (Kirkwood et
al., 2001). Andere Autoren fanden einen immunregulatorischen Effekt der
Neuropeptide auf die stromalen Zellen des Knochenmarks, der in einer Veranderung
der Produktion von regulatorisch wirkenden Zytokinen, wie z.B. IL-7 and SCF fluhrrte
(Janda et al., 2000; Manske et al., 1995). Auch wurde ein mitogener Effekt von
Substanz P auf glatte Muskelzellen und Fibroblasten in vitro herausgefunden
(Katayama and Nishioka, 1997).

Wie bereits beschrieben, scheinen sowohl bei der Entstehung der BPH als auch bei
der Entstehung und Progression des PC Entzindungsreaktionen eine wichtige Rolle
zu spielen (Nickel et al., 1999). Entzindungsmediatoren wie Bombesin und Substanz
P, die in der Prostata von den neuroendokrinen Zellen und im Prostatastroma
vorhandenen, freien afferenten Nervenendigungen freigesetzt werden, konnen beim
PC im Serum nachgewiesen werden. Es gilt als gesichert, dass die neuroendokrine
Differenzierung mit einer Tumorprogression der PC einhergeht und dass die
Produkte der Neuroendokrinen Zellen, wie Somatostatin, Bombesin und Substanz P
einen entscheidenden Einfluss auf das Wachstum und die Invasivitat des Tumors
haben (Hansson and Abrahamsson, 2001). Daher wird ein besonderes Augenmerk
auf die von den NE-Zellen produzierten und freigesetzten Neuropeptide gelegt. Als
fraglich gilt es jedoch, ob diese Konzentrationen von Neuropeptiden als

prognostische Marker verwendet werden konnen (Cussenot et al., 1996).

Behandlung der Zellen mit Dexamethason

Glukokortikoide sind im Gegensatz zu den bisher diskutierten proinflammatorisch
wirkenden Neuropeptiden antiinflammatorisch wirkende Substanzen. Sie wirken als
lipophile Botenstoffe Uber intrazellulare Rezeptoren Uber direkte Bindung an die
DNA. Man weil} seit einigen Jahren, dass in der Zell-DNA der Prostatazellen sowonhl
Androgenbindungsstellen als auch Glukokortikoidbindungsstellen vorhanden sind,

die die Transkription der NEP regulieren kénnen (Shen et al., 2000). Ebenso kann
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die NEP-Expression in den stromalen Zellen der Blutgefalde durch die Stimulation mit
Glukokortikoiden und Proteinkinase C gesteigert werden (Graf et al., 1998).

In der Prostata konnen Glukokortikoide wie Dexamethason des weiteren eine
Erhdhung der Expression der Interleukin-6 Rezeptoren bewirken (Mori et al., 1998).
Man nimmt an, dass Interleukin 6 eine wichtige Rolle bei der Pathogenese und
Differenzierung des PC spielt. Es konnte in Proben zu 80 % bei Patienten mit BPH
nachgewiesen werden und zu nahezu 100 % bei Patienten mit PC (Siegsmund,
1994). Weiterhin kommt es haufig im Serum von Patienten mit PC in erhdhten
Konzentrationen vor. Es konnte Uberdies nachgewiesen werden, dass sowohl
epitheliale wie stromale Zelllinien der Prostata groRe Mengen an IL-6 sezernieren
und dass eine enge Korrelation zwischen IL-6 im Serum und der Morbiditat des PC
besteht (Twillie, 1995, Degeorges, 1996).

Glukokortikoide werden seit einiger Zeit in Kombinationstherapien, vor allem beim
Therapie-refraktaren PC eingesetzt (Tapazoglou et al., 1986), wobei besonders auch
Dexamethason gute Langzeiterfolge (,clinical response®) und eine Verbesserung der
subjektiven Symptome aufweist (Koutsilieris et al., 2004). Man nimmt an, dass eine
mogliche Erklarung fur das gute Ansprechen der Glukokortikoidtherapie in der
Suppression der Interleukin-6 Level im Serum liegt (Akakura et al., 2003).

Trotzdem ist Uber Effekte von Dexamethason auf primare stromale Prostatazellen
bislang sehr wenig bekannt.

In unserem Versuchsansatz sollte der Effekt von Glukokortikoiden auf die
Proliferation der epithelialen und stromalen Zellen und Anderungen in der Aktivitat
untersucht werden. Dexamethason-Konzentrationen im Bereich zwischen 10° M und
10® M hatten keinen statistisch signifikanten Effekt auf die Zellproliferation und die
NEP-Aktivitat der stromalen Zelllinie. Auf die epitheliale Zelllinie zeigte sich ein
hemmender Effekt auf die NEP-Aktivitat, mit einer Abnahme von ca. 20 %. Auf die
Proliferation der epithelialen Zelllinie LNCaP schien es gleichzeitig zu keinem
signifikanten Einfluss zu kommen. Nishimura et al. (2001) beschrieben zuvor bereits,
dass sich auf Stimulation mit Dexamethason kein gesteigertes Zellwachstum
ergeben hat; sie zeigten in ihren Versuchen aber auch, dass es bei den Androgen-
unabhangigen Zelllinien DU-145 und PC-3 zu einem Dosis-abhangigen
wachstumsinhibierenden Effekt kam. Als Erklarung hierfur konnte die Arbeitsgruppe
in den Zelllinien erhdhte Konzentrationen von NF-kappa-B in den

androgenunabhangigen Zelllinien nachweisen. Akkumulation des Proteins im Zytosol
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vermindert die Sekretion des Nuclear-factor-kappa-B abhangigen Zytokins IL-6
(Nishimura et al., 2001).

Beobachtungen von Albrecht et al., (2002) zeigten, dass nur hohe Konzentrationen
von Dexamethason in gestripptem FKS eine verstarkte Zellproliferation bewirken.
Dies konnte auf das Fehlen von Glukokortikoiden und anderen Steroidfaktoren im
Medium mit gestripptem FKS zuriickzufihren sein. Versuche, mit ungestripptem
FKS, welches endogene Steroidhormone enthalt, die ebenfalls parallel durchgefuhrt
wurden, konnten diese Hypothese erharten. In diesen Experimenten zeigte sich ein

mitogener Effekt schon im Bereich zwischen 10® M und 10°® M Dexamethason.

Zusammenstellung der in-vitro-Inkubationsversuche

Insgesamt liegen die verwendeten Hormon-Konzentrationen in der Regel Uber den in
vivo im Blutserum gefundenen Hormon-Konzentrationen.

Dieser zum Teil um den Faktor 100 hohere Einsatz von Hormonen und
Wachstumsfaktoren unter in vitro-Bedingungen ist zum einen auf das Fehlen einer
Flissigkeitszirkulation im  Zellkultursystem und die damit einhergehende
diskontinuierliche Versorgung mit Nahrstoffen, Wachstumsfaktoren und Hormonen
zurickzufuhren. Zum anderen ist eine Akkumulation zellularer Stoffwechselprodukte
trotz Wechsel des Kulturmediums unvermeidlich und kann sich negativ auf das
Wachstum und Verhalten der Zellen nach Stimulation auswirken. Dies gilt es bei der

Beurteilung von in vitro-Untersuchungen stets kritisch zu berucksichtigen.
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Hier erganzend eine tabellarische Darstellung der bereits diskutierten Befunde

hPCP LNCaP

NEP-Aktivitat | Proliferation | NEP-Aktivitat | Proliferation

Dihydrotestosteron 0 0 ! 0
Flutamid 0 0 0 0
R-Ostradiol 0 0 ! 1
Interleukin-1 0 1 0 !
CRL-1803 kond. 0 ) | T
Medium
Substanz P 0 0 0 0
Bombesin 0 0 1 !
Dexamethason 0 0 ! 0

Tab. 1. Zusammenfassung der Inkubationsversuche. 0: kein Einfluss, 1 Steigerung
der Aktivitat/Proliferation, | Verminderung der Aktivitét/ Proliferation

Insgesamt zeigte sich, dass die Zellen des stromalen Kompartiments, auf die in
unseren Untersuchungen ein besonderes Augenmerk gelegt worden war, auf externe
Stimulation kaum reagieren. Lediglich Stimulationen mit IL-13 und Pro-Calcitonin
zeigten geringe Proliferationssteigerungen, wahrend die NEP-Aktivitat dieser
Zelllinien durch externe Stimuli nichr beeinflusst werden konnte. Die relative geringe
Sensitivitat auf externe Stimuli unserer hPCP-Zellen, die auch bereits von Janssen et
al. (2000) vorbeschrieben worden war, mag auf den Grund zurtickzufihren sein,
dass hPCP-Zellkulturen frei sind von epithelialen Zellen, und dass geringe Zahlen
von epithelialen Zellen in einer Kultur essentiell sind, um die Reaktion stromaler
Prostata-Zellen auf externe Stimuli zu unterhalten. Um dieses Phanomen genauer zu
untersuchen werden weitere Studien notwendig sein.

Desweiteren fiel bei der Interpretation der Befunde auf, dass die Aktivitat der NEP
der LNCaP-Zellen sich in der Regel gegenlaufig zur Proliferation verhalt. In diesem

Zusammenhang sind verschiedene Ursachen zu diskutieren. Es konnte einerseits
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der Fall sein, dass bei starkerer Proliferation das Medium mit den enthaltenen
Mengen an Modulatoren nicht alle Zellen in gleicher Weise erreichen kann und in
umgekehrter Weise bei geringer Proliferation jede Zelle von mehr stimulierenden
Substanzen erreicht wird. Andererseits kdnnte aber auch eine gesteigerte Aktivitat
der Neutralen Endopeptidase zu einer vermehrten Inaktivierung von
proliferationssteigernden Substanzen und so zu einer verminderten Proliferation
fuhren, was wiederum die Hypothese Papandreous unterstitzt (Papandreou et al.,
1998). Als weitere Erklarung fur das Phanomen konnten Zell-Zell-Interaktionen eine
Rolle spielen, indem die Zellen, die sich teilen, benachbarte Zellen an der
Proliferation hindern.

Dies gilt es sicherlich als weiteres Phanomen in Zukunft naher zu untersuchen, um
neue therapeutische Ansatze im Hinblick auf die Zellproliferation des Androgen-

abhangigen PC zu finden.
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VI. Zusammenfassung

Die humane Prostata ist eines der am haufigsten von benignen und malignen
Erkrankungen betroffenen Organe des Mannes. Viele Fragen beziiglich der Atiologie
und Pathogenese dieser Veranderungen sind bislang noch ungeklart. Unsere
Untersuchungen sollten die bisher wenig untersuchten stromalen Zelllinien
insbesondere im Hinblick auf die Expression und Aktivitdt der Neutralen
Endopeptidase, einem integralen Membranenzym, dem eine wichtige Rolle bei der
Entstehung und Progression sowohl der benignen Prostatahyperplasie als auch des
Prostatakarzinoms zugesprochen wird, genauer untersuchen. Und in weiteren
Versuchen sollte die Aktivitat des Enzyms und das Proliferationsverhalten der
stromalen sowie auch der epithelialen Zelllinie nach Inkubation mit verschiedenen
Botenstoffen beobachtet werden.

Zusammengefasst zeigen unsere Untersuchungen sowohl in Proteinexpression als
auch in der Aktivitat des Enzyms eine ungefahr um 25 % geringere Expression bzw.
Aktivitat der NEP in stromalen Zelllinien verglichen mit der Androgen-abhangigen PC
Zelllinie LNCaP.

Ein wesentlicher Befund ist, dass die Stromazellen der Prostata, auf die in unseren
Untersuchungen ein besonderes Augenmerk gelegt worden war, kaum auf parakrine
Stimulation reagieren. Lediglich die Stimulation mit IL-1 und Pro-Calcitonin flhrte zu
geringen Proliferationssteigerungen, wahrend die Aktivitat der NEP stets unverandert
blieb. Vielleicht ist hier das Fehlen von epithelialen Zellen, die als parakrine
Mediatoren wirken kdnnen von Bedeutung. Bei der Interpretation der Befunde nach
in vitro-Behandlung der Zellen mit Steroidhormonen, Neuropeptiden und Cytokinen
fallt auf, dass die Aktivitat der NEP in den LNCaP-Zellen sich haufig gegenlaufig zur
Proliferation verhalt. Dies konnte daran liegen, dass durch die Proliferation eine
relative Unterversorgung der Zellen mit dem Stimulans eintritt oder eine gesteigerte
Aktivitat der Neutralen Endopeptidase zu einer vermehrten Inaktivierung der
proliferationssteigernden Substanzen bzw. der Proliferation der Zellen fuhrt. Damit
wulrde die von Papandreou und Mitarbeitern aufgestellte Hypothese bestatigt. Diese
Befunde betreffen jedoch nur die androgensensitiven LNCaP-Zellen; die androgen-
insensitiven DU-145- und PC-3-Zellen reagierten kaum auf die in vitro-Stimulation.
Die zu Anfang beschriebene Hypothese Papandreou et al. (1998), dass eine erhdhte

parakrine Stimulation von Prostata-Karzinomzellen infolge verminderter Expression
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der NEP an der Zelloberflache und daher kontinuierlichem Einwirken der parakrinen
Neuropeptide fuhrt, konnte somit nur flr die Androgen-sensitive LNCaP-Zelllinie

bestatigt werden und scheint auf die stromale Zelllinie nicht zu zu treffen.

Wenn man die wichtige Rolle der NEP in Bezug auf die Inaktivierung entzindlicher
Proteine, Neuropeptide bedenkt, kann man annehmen, dass in bestimmten Geweben
besonders bei verminderter Aktivitat der NEP ebensolche Proteine erhohte
Konzentrationen erreichen  kdnnen. Diese Neuropeptide nun  kdnnen
Signaltransduktionswege initiieren, die die Gewebezusammensetzung verandern,
wie es bereits fir das PC und die BPH beschrieben wurde. Unsere Ergebnisse
zeigten, dass das Neuropeptid Calcitonin, nicht nur auf die Progression des PC einen
Einfluss zu haben scheint sondern in besonderem Mal3e auch auf die Progression
der BPH.

Zu Beginn der Arbeit wurden die verschiedenen konservativen Therapie-Optionen
der BPH und PC beschrieben. Insgesamt sind die Ergebnisse der konservativen
Therapie bislang sehr unbefriedigend und dienen primar der Symptomlinderung,
ohne die Weiterentwicklung der Erkrankungen zu verhindern. Es hat sich gezeigt,
dass keiner der Therapie-Ansatze die Progression der Erkrankungen zu verhindern
vermag. Die vorliegende Arbeit sollte einen kleinen Einblick in die unterschiedlichen
Reaktionen der stromalen und epithelialen Zelllinien auf verschiedenen Stimulantien
und im weitesten Sinne auch auf Therapeutika aufzeigen. Weitere Studien sollten
folgen, um den Pathomechanismus der beiden Erkrankungen noch besser verstehen

zu konnen und somit zu neuen Therapie-Ansatzen zu gelangen.
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