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1. Einleitung

1.1. Die Prostata

1.1.1. Entwicklung und Anatomie

Zwischen der neunten und zehnten Woche der embryonalen Entwicklung beginnt das
Epithel der Pars prostatica der Urethra (Harnrohre) zu proliferieren. Die daraus
entstehenden Auswiichse wachsen in das umgebende Mesenchym ein und bilden spiter
die Prostata im minnlichen Embryo (Thomson, 2001). Das Epithel der Urethra
entspringt dem Endoderm, wihrend das umgebende Bindegewebe sowie die glatten
Muskelzellen aus dem Mesoderm entstehen (Benninghoff, 2008). Beim Erwachsenen
wird die Prostata aufgrund ihrer Form und Grofle oft mit einer Kastanie verglichen. Sie
wiegt ca. 20 g und befindet sich tief im kleinen Becken unmittelbar unterhalb der
Harnblase. Die Urethra durchzieht das Organ vollstindig und tritt direkt von unten,
unterhalb des Blasenhalses, in die Driise ein und tritt am Apex der Prostata auf Hohe
des Diaphragma urogenitale wieder aus. Die Ausfiihrungsgédnge durchziehen die
Prostata von lateral hinten und ziehen schridg Richtung medial wo sie an der hinteren
Oberfldache der Pars prostatica in der Urethra enden (Schmidt, 2003). Die Vorderseite
der Driise liegt dem Os pubis an. Die Hinterseite der Prostata ist abgeflacht und wird
von einer tastbaren Einkerbung iiberzogen, die als schmale Linie medial die Prostata
tiberzieht und der Rektumampulle anliegt. Vom Rektum aus kann die Prostata gut durch
Palpation untersucht werden (Hautmann, 2010). Eine Kapsel, die aus glatten
Muskelzellen und Bindegewebe besteht, umgibt das gesamte Organ. Das Parenchym
besteht aus fibromuskuldrem Gewebe, welches die 30-50 tubuloalveoldaren Driisen
umschlieft, deren Ausfiihrungsgénge in die Urethra miinden (Benninghoff, 2008). Das
Innere der Prostata kann wie friiher in Lidppchen oder neuer in Zonen unterteilt werden.
Diese Gliederung bezieht sich auf die embryonale Entwicklung des Organs, da die
Prostata aus fiinf verschiedenen Gruppen epithelialer Ausknospungen, die aus dem
Sinus urogenitalis herauswachsen, entsteht (Thomson, 2001). Aus diesen
Auswucherungen entsteht um die Urethra herum ein komplexes System aus
Driisengingen. Es bilden sich ein anteriorer, ein posteriorer, ein mittlerer und zwei

laterale Lappen (Thomson & Marker, 2006). Heute wird, basierend auf klinischen und



pathologischen Untersuchungen, eine Einteilung in drei Zonen verwendet. Die
periurethrale Zone liegt wie der Name nahelegt, direkt der Urethra an und stellt die
kleinste Zone dar. Sie wird auch als Transitionalzone bezeichnet und stellt ca. 5% der
gesamten Prostata dar. Die Innenzone umgibt die Ducti ejaculatorii und bildet rund
25%, wihrend die AuBenzone mit 70% den groften Teil der Prostata bildet
(Benninghoff, 2008; McNeal, 1981).

1.1.2. Mikroskopische Anatomie und Zelltypen der Prostata

Das Prostataepithel beherbergt drei Zelltypen, die sich funktionell und histologisch
unterscheiden: luminale, sekretorische Zellen und Basalzellen (EI-Alfy, Pelletier,
Hermo, & Labrie, 2000; Hayward, Brody, & Cunha, 1996; McNeal, 1968). Die
neuroendokrinen Zellen, die einen dritten Zelltyp darstellen, verteilen sich vereinzelt
zwischen den Luminal- und Basalzellen (di Sant'Agnese, 1992). Sie enthalten
Serotonin, und mikroskopisch lassen sich kleine typische Granula in ihrem Zytoplasma
nachweisen. Weiterhin findet man vereinzelt spezialisierte Zellen, die zum Beispiel
Muzin produzieren (Benninghoff, 2008). Das Driisenepithel wird von festem,
fibromuskuldrem Gewebe umgeben, in welches viele kleine Blutgefile und Nerven
eingebettet sind. Das zweireihige Epithel wird vorwiegend von Luninal- und
Basalzellen gebildet. Die basale Reihe wird von den regelmifig angeordneten

Basalzellen gebildet, welche die Luminalzellen von der Basalmembran trennen.
Die Luminalzellen kommen im Epithel mit 75% am héufigsten vor

(sieche Abb.1, weiller Pfeil). Sie sind sdulenférmig und reich an Zytoplasma (Xue et al.,
1998). Es handelt sich um voll differenzierte, sekretorische Zellen, die Androgen
abhéngig sind und durch eine Reihe von Basalzellen von der Basalmembran getrennt
werden. Basalzellen sind spindelformig und orientieren sich parallel zur Basalmembran.
Sie besitzen kleine, dunkle Zellkerne und konnen morphologisch unterschiedliche
Gestalt annehmen. Basalzellen liegen entweder klein und flach oder in kubischer,
zytoplasmareicher Form vor (McNeal, 1981). Sie bilden eine kontinuierliche Reihe

oberhalb der Basalmembran (Abb. 1, schwarzer Pfeil).

Innerhalb des Basalzellkompartments befinden sich die neuroendokrinen Zellen. Diese

Zellen verfiigen tiber viele Granula in unterschiedlicher Grofle. Verglichen mit den



anderen Organen des Urogenitaltraktes beherbergt die Prostata die meisten
neuroendokrinen Zellen. Morphologisch lassen sich zwei Typen neuroendokriner Zellen
unterscheiden: offene, flaschenférmige Zellen mit langen Ausldufern zum glandulédren
Lumen hin sowie geschlossene Zellen ohne Ausldufer (di Sant'Agnese, 1992). Die
Zellen der Prostata konnen in Hohe und GrofBe variieren, abhingig von ihrer aktuellen
sekretorischen Aktivitit und dem hormonellen Status der Driise (Stevens, 1997).
Altersbedingt konnen Veridnderungen des Prostatagewebes auftreten, wie sie in Kapitel

1.2 beschrieben werden.



Abb. 1. Die Prostata des Erwachsenen.

Himatoxylin/Eosin Farbung von gesundem Prostatagewebe. Zu sehen sind die tubuloalveoldren Driisen.
Luminalzellen (weiller Pfeil) besitzen mehr Zytoplasma und sind sdulenférmig im Vergleich zu den
Basalzellen (schwarzer Pfeil). Die wenigen neuroendokrinen Zellen lassen sich mikroskopisch nicht von
den Basalzellen unterscheiden. Das Driisenlumen (offener weifler Pfeil) enthilt oft Sekret oder
Prostatasteine (letztere sind hier im Ausschnitt nicht zu erkennen).

Fir gewohnlich werden Luminalzellen anhand der Expression von Prostata
spezifischem Antigen (PSA), saurer Phosphatase (PAP), dem Androgenrezeptor (AR)
sowie CK8 und 18 identifiziert. Im Gegensatz zu den Luminalzellen sind Basalzellen
androgenunabhingig (Isaacs & Coffey, 1989). Sie werden oft als undifferenzierte
Zellen ohne sekretorische Aktivitidt beschrieben (Danielpour, 1999; Taylor &
Risbridger, 2008). Die Basalzellen liegen einreihig oder zweireihig zwischen der
Basalmembran und den sekretorischen Luminalzellen und konnen anhand ihrer

Markerproteine, den Cytokeratinen 5 und 14 sowie CD44, unterschieden werden. Sie



exprimieren weder PSA noch PAP, deren Sekretion ausschlieBlich den Luminalzellen
vorbehalten ist (Sherwood et al., 1990; Verhagen, Aalders, Ramaekers, Debruyne, &
Schalken, 1988). Es wird jedoch nur wenig Androgenrezeptor in Basalzellen exprimiert
(Bonkhoff & Remberger, 1993; Leav, McNeal, Kwan, Komminoth, & Merk, 1996). p63
ist ebenfalls ein hédufig verwendeter Biomarker (Yang et al., 1998). Man geht davon
aus, dass Basalzellen den epithelialen Stammzell/Progenitorzellpool bilden (DeKlerk &

Coftey, 1978).

Die zwischen den Basalzellen liegenden neuroendokrinen Zellen exprimieren spezifisch
Chromogranin A, Serotonin, Neurophysin, Synaptophysin und Calcitonin
(Abrahamsson et al., 2000; Bonkhoff, Wernert, Dhom, & Remberger, 1991). Die
neuroendokrinen Zellen sind, ebenso wie die Basalzellen, Androgen unabhingig

(Bonkhoff, Stein, & Remberger, 1994).

1.1.3. Funktion und Sekrete der Prostata

Die Prostata gehort zur Gruppe der exokrinen Driisen. Wihrend sexueller Aktivitdt und
in Abhéngigkeit vom Hormonstatus stimulieren parasympathische Fasern die Acini der
Prostata zur Produktion von Sekret. Die Fasern des Sympathikus erhdhen den Tonus der
glatten Muskelzellen im Parenchym der Prostata und der Kapsel, um das Sekret in die

Urethra abgeben zu kénnen (Hautmann, 2010).

Ihre wichtigste Aufgabe besteht darin, den Spermatozoen Fliissigkeit beizugeben.
Dieses Sekret dient dem Schutz, der Erndhrung und zum Transport der Spermatozoen

(Benninghoff, 2008).

Die Prostatafliissigkeit tragt 30% zum gesamten Volumen der Samenfliissigkeit bei und
ist wichtig fiir die erfolgreiche Fertilisation (Hautmann, 2010). Die Zusammensetzung
des Prostatasekrets variiert individuell, je nach Vorhandensein einer Entziindung oder
der sekretorischen Aktivitdt. Das wichtigste Anion ist das Citrat, welches den pH-Wert
der Samenfliissigkeit, der zwischen 6,2 und 8 liegt, am stirksten beeinflusst. Chlorid
wird nur in geringen Konzentrationen gefunden (Kavanagh, 1985). Zusitzlich sind
Kalium, Natrium, Zink, Calcium und Magnesium im Prostatasekret (Kavanagh, 1985)

vorhanden. Aufgrund seiner Relevanz in der klinischen Diagnostik als Tumormarker fiir
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das Prostatakarzinom ist das PSA das bekannteste Sekretprotein der Prostata (Shariat et
al., 2011). Ein Monitoring dieses 36 kD groflen Proteins kann zur Detektion von
(residualem) Tumorgewebe oder zur Evaluation des Therapieansprechens bei
fortgeschrittenem Tumorleiden verwendet werden (Mulders, Bruning, & Bonfrer,
1990). PSA wurde 1979 entdeckt und wird seitdem als Serummarker und bei der
histologischen Auswertung verwendet (Daver et al., 1988). Der immunhistochemische
Nachweis von PSA kann verwendet werden um Metastasen unklaren Ursprungs
zuzuordnen (Mulders et al., 1990). Die Bestimmung des Gesamt-PSA beinhaltet die
Messung von gebundenem und freiem PSA. Das gebundene PSA kann an
Chymotrypsin und Makroglobulin gebunden vorliegen, und liegt vorwiegend bei
malignen Erkrankungen in erhohter Menge vor. Freies PSA steigt gehéuft bei benignen

Prostataerkrankungen an.

1.2. Histologische Verinderungen der Prostata

1.2.1. Die Benigne Prostatahyperplasie

Bei der benignen Prostatahyperplasie (BPH) steigt das Driisengewicht durch
Proliferation der periurethralen Zone auf bis zu 150 g an. Dies verursacht eine starke
Kompression der Harnréhre und der Blase, die nur noch unvollstindig entleert werden
kann, so dass Restharn in der Blase verbleibt. Dies geht mit einem erhohten Risiko fiir
Harnwegsinfekte einher. Der derart ausgeloste Urinverhalt fiihrt zudem zu héufiger
Miktion. Bei vielen Patienten vergroBert sich auch die Blase, da es zu einer
Hypertrophie des Musculus detrusor vesicae kommt. Infolge ist die Nierenfunktion
beeintréachtigt, und eine Hydronephrose kann entstehen (obstruktive Uropathie). Unter
Umsténden kann auch ein akuter Harnverhalt auftreten. 90% aller Ménner iiber 60 Jahre
zeigen Symptome einer BPH. Die meisten Symptome korrelieren nicht mit der GroB3e

der Prostata, da Polyurie, Nykturie und Harndrang oft irritativ bedingt sind.

Um die Symptome eines Patienten mit BPH zu erfassen, kann der [International
Prostate Symptom Score (IPPS) verwendet werden. Er dient dazu die Symptome zu
verifizieren und zu beurteilen, ob eine Therapie eingeleitet werden sollte oder nicht

(Hautmann, 2010). Die BPH ist eine multifaktorielle Erkrankung fiir die verschiedene

11



Ursachen diskutiert werden. Hormonelle Veridnderungen scheinen eine Rolle zu spielen.
Ab einem Alter von 35 Jahren beginnt die Transitionalzone, bedingt durch durch
hormonelle Verdnderungen, zunehmend zu proliferieren (Sampson, Madersbacher, &

Berger, 2008).

Die BPH entsteht primér in der periurethralen oder Transitionalzone der Prostata. Es ist
lange bekannt, dass adenomatdses Wachstum vornehmlich in der Innenzone der
Prostata auftritt, wihrend das Prostatakarzinom vorwiegend in der Au3enzone entsteht.
In der BPH konnen sich verschiedene Verdnderungen des Gewebes zeigen.
Hauptsichlich zeigen die hyperplastischen Knotchen Komponenten des Stromas und
nur wenige driisige Anteile (Rohr, Krisl, Holliger, Oberholzer, & Bartsch, 1981;
Shapiro, Becich, Hartanto, & Lepor, 1992).

1.2.2. Das Prostatakarzinom

Das Prostatakarzinom stellt bei Méidnnern nach dem Lungenkarzinom die zweithéaufigste
Tumorentitdit dar (De Vita, 2011). Symptome des Prostatakarzinoms sind u.a
Knochenschmerzen, Schwierigkeiten bei der Miktion, sowie Erektile Dysfunktion. Die
meisten Symptome entstehen erst in einem fortgeschrittenen Krankheitsstadium durch
Metastasen, wiahrend zu Beginn der Erkrankung der Tumor noch klein ist und keine
Beschwerden verursacht. Das Prostatakarzinom metastasiert vorwiegend in
Lymphknoten und Knochen, jedoch konnen auch das Rektum, die Blase und die Lunge

betroffen sein.

Ab einem Alter von 45 Jahren wird Minnern in Deutschland eine kostenlose
Vorsorgeuntersuchung empfohlen. Alle zwei Jahre sollte der PSA-Wert gemessen und
eine rektale Untersuchung durchgefiihrt werden. AuBer bei Verdacht auf
Prostatakarzinom oder zur Verlaufskontrolle eines Prostatakarzinoms ist die PSA-
Bestimmung jedoch eine  kostenpflichtige individuelle Gesundheitsleistung. Im
Rahmen der rektalen Untersuchung lassen sich Verhirtungen und Anderungen der
GroBe palpieren. Rund 75% aller Prostatakarzinome entstehen in der AuBlenzone und

konnen sich bei der rektalen Untersuchung als Knoten oder Verhirtungen darstellen
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(Hautmann, 2010). Der PSA-Wert im Serum eines Patienten ist fiir gewohnlich erhoht,
wenn dieser an einem Prostatakarzinom leidet. Allerdings konnen auch falsch positive
Messungen auftreten, die durch andere Stimulationen der Prostata auftreten, wie zum
Beispiel Fahrradfahren. PSA-Werte sind altersabhingig und sollten 4,0 ng/ml nicht
tiberschreiten (Hautmann, 2010). Wichtiger als die absolute Hohe des PSA-Spiegels ist
jedoch eine plétzliche Verinderung im Verlauf mehrerer Messungen. Uber 95% der
Prostatakarzinome sind Adenokarzinome. Andere Karzinomtypen wie das
Transitionalzellkarzinom, Sarkome oder Basalzellkarzinome treten nur sporadisch auf.
Prostatakarzinome zeigen meist multifokales Auftreten und ein heterogenes glanduléres
Muster (Mostofi, Davis, & Sesterhenn, 1992). Das Prostatakarzinom kann anhand des
Vorliegens von kleinen infiltrierend wachsenden Driisen diagnostiziert werden. In
weniger differenzierten Tumoren zeigen sich unregelméfige driisige Formationen mit
wenig Struktur oder die Driisen fehlen sogar vollig. Die Tumorzellen kdnnen in
Striangen, Nestern oder siebartig wachsen. Interessanterweise fehlt die Basalzellreihe im
Prostatakarzinom vollig, wihrend diese in der BPH noch vorhanden ist. In verdichtigen
Lisionen mit unklarer Dignitdt kann eine immunhistochemische Firbung mit einem
Cytokeratin 348 E12 Antikorper zur Darstellung der Basalzellen hilfreich sein, um
zwischen Karzinom und BPH zu unterscheiden (Wojno & Epstein, 1995).
Verdnderungen in den Luminalzellen sind der Schliissel zur Entstehung von
Prostatakarzinomen, da 95-99% aller Prostatakarzinome aus diesem Zelltyp
hervorgehen. Weniger als 1-5% der Prostatatumoren entstehen aus neuroendokrinen
Zellen (Kasper, 2008). Tumore, die aus der Basalzellreihe entstehen, gelten als
Raritiiten iiber die bislang wenig publiziert wurde (Tuan, Pandha, Corbishley, & Khoo,
2012).

Prostatakarzinome werden histologisch eingeordnet, basierend auf ihrer glandulédren
Differenzierung, zytologischen Atypien und Verdnderungen der Zellkerne.
Grundsitzlich wird der Gleason Score zum Grading des Prostatakarzinoms verwendet,
da dieses System das Karzinom am besten als multifokale Erkrankung erfasst (Gleason,

1992; Gleason & Mellinger, 1974).

13



1.3. SCGB 2A1

SCGB 2A1 gehort zur Familie der Sekretoglobine (SCGBs). Bei diesen handelt es sich
um kleine Proteine, die vornehmlich in sekretorischen Epithelien von S&ugetieren
nachgewiesen wurden. Bislang konnten elf humane SCGB Gene und fiinf Pseudogene
gefunden werden. In Méusen hingegen wurden bislang 68 verschiedene Sekretoglobin
Gene identifiziert, von denen vier ortholog zu humanen Sekretoglobinen sind (Jackson

etal.,2011).

Sekretoglobine sind selten glykosyliert und liegen als Homo- oder Heterodimere vor.
Bis heute konnte ihre physiologische Bedeutung nicht klar ermittelt werden. Die
Sekretoglobine Uteroglobin, Lipophilin A, B und C, Mammaglobin und Lymphoglobin
sind auf Chromosom 11q12.2 lokalisiert und bilden einen Gencluster von weniger als
530 Kbp (Ni et al., 2000). Zwei weitere Mitglieder der humanen Sekretoglobinfamilie,
Lul03/UGRP1 (SCGB3A2) und HIN-1/UGRP2 (SCGB 3A1l) sind nur entfernt mit den
anderen Sekretoglobinen verwandt und auf Chromosom 5 lokalisiert (Kurotani et al.,
2008; Porter, Lahti-Domenici, Torres-Arzayus, Chin, & Polyak, 2002). Das erste
Sekretoglobin konnte 1967 im Uterus des Kaninchens nachgewiesen werden. Dieses
zunéchst als Blastokinin benannte Protein erhielt spédter den Namen Uteroglobin (Beier,

1968; Krishnan & Daniel, 1967).

Alle Mitglieder der Sekretoglobin Proteinfamilie zeichnen sich durch einen sehr
konservierten Genaufbau aus. Alle Gene bestehen aus drei Exons, mit zwei
konservierten Intronpositionen (Ni et al., 2000). Im Jahr 2000 wurde eine einheitliche
Benennung der einzelnen Sekretoglobine beschlossen, da identischen Proteinen aus der
Familie zahlreiche unterschiedliche Namen gegeben worden waren (Klug et al., 2000).
SCGB 2A1 wird daher auch als Lipophilin C, Lacryglobin und Mammaglobin B
bezeichnet. Eine aktuelle Ubersicht zur Superfamilie der Sektretoglobine und den
unterschiedlichen Trivialnamen der einzelnen Proteine findet man in der

Ubersichtsarbeit von Jackson et al. (2011).

Die physiologische Bedeutung der Sekretoglobine ist nach wie vor unklar, jedoch
scheint einigen Vertretern eine Bedeutung in der Tumorgenese zuzukommen. Eine
Vielzahl von Untersuchungen hat sich mit dem bekanntesten Sekretoglobin, dem

Mammaglobin (SCGB 2A2) beschiftigt. Damals wurde festgestellt, dass Mammaglobin
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in Tumoren der Brust iiberexprimiert wird und sich als neuer Tumormarker zur
Diagnostik des Mammakarzinoms eignet (Fleming & Watson, 2000; Goedegebuure,
Watson, Viehl, & Fleming, 2004). Dariiber hinaus konnen mit Hilfe des Mammaglobins
Mikrometastasen verschiedener gynikologischer Tumoren identifiziert werden
(Grunewald et al., 2002). Auch die Expression von Lipophilin B (SCGB 1D2) wird im
humanen Mammakarzinom deutlich hochreguliert. Mammaglobin (SCGB 2A2) und
Lipophilin C (SCGB 2AT1) unterscheiden sich in nur 39 von insgesamt 93 Aminosiuren
und haben daher eine Identitit von 58% (Zhao, Nguyen, Yusifov, Glasgow, & Lehrer,
1999). Jedoch wurde Mammaglobin in der Vergangenheit auf Grund seiner Bedeutung
als Tumormarker wesentlich intensiver untersucht als Lipophilin C. Bislang wurde
Lipophilin C (SCGB 2Al) in verschiedenen Geweben nachgewiesen: in der
Trinendriise, dem Pankreas, der Prostata, dem Hoden, im Ovar, in der Hypophyse und
in geringen Mengen auch im Thymus (Sjodin et al., 2005; Zhao et al., 1999). In der
Trianenfliissigkeit bildet SCGB 2A1 Heterodimere mit SCGB 1D1 (Lipophilin A) aus
(Lehrer et al., 1998). Mittels immunhistochemischer Untersuchungen wurde SCGB 2A1
im Epithel des Augenlids, in der Konjunktiva und im Musculus orbicularis ori
identifiziert (Stoeckelhuber et al., 2006). Des Weiteren wurde die androgenabhingige
Expression von SCGB 2A1 in der humanen Prostata untersucht (Xiao, Mirwald,

Papaioannou, Baniahmad, & Klug, 2005).
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14. Fragestellung der Arbeit

Im Rahmen der von Xiao (2003) durchgefiihrten Versuche ergaben sich Hinweise
darauf, dass SCGB 2A1 in den Basalzellen des Epithels der tubuloalveoldren Driisen
der humanen Prostata exprimiert wird (Xiao, 2003). Bisher wurde jedoch noch kein
sezerniertes Protein in den Basalzellen der Prostata mittels Immunfarbung
nachgewiesen, so dass die Sekretion der typischen Prostataproteine ausschlieBlich den
Luminalzellen zugeschrieben wird. Zusidtzlich wurde SCGB 2A1 mittels
Immunfluoreszenz in der gesunden adulten wie auch der fetalen humanen Prostata
gefunden, dartiberhinaus im Prostatakarzinom, nicht jedoch in den hyperplastischen

Arealen einer BPH.

Ziel dieser Arbeit war es daher, das Vorhandensein von SCGB 2A1 in den Basalzellen
mittels Doppelimmunfluoreszenz genauer zu untersuchen. Dariiberhinaus sollte die
Expression von SCGB 2A1 in der normalen adulten, der fetalen und der adenomatdsen
Prostata  sowie = dem  Prostatakarzinom  mittels = Immunfluoreszenz  und

Immunhistochemie evaluiert werden.

Es sollte damit gekldrt werden, ob SCGB 2A1 tatsdchlich in den Basalzellen der
humanen Prostata exprimiert wird, und ob sich der Nachweis dieses Proteins als Marker

zur Unterscheidung von Prostatakarzinom und BPH eignet.
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2. Material und Methoden

2.1. Material

2.1.1. Chemikalien

Chemikalien

Acrylamid 30 % (w/v)
Agarose
6-Aminocapronsdure
Ammoniumperoxodisulfat
Ampicillin
Bacto-Tryptone

Bovines Serum Albumin
Bromophenolblau Natriumsalz
Calciumchlorid
Diaminobenzidin
Dimethylsulfoxid
1.,4-Dithiothreitol

Ethanol

Hefeextrakt

HEPES

Glycin

Glyzerin

Harnstoff

Roth, Karlsruhe

Invitrogen, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Heidelberg
Ratiopharm, Ulm

BD Bioscience, Sparks, USA
Invitrogen, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Steinheim
Merck, Darmstadt

Serva, Heidelberg

Merck, Darmstadt

Roch, Mannheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
BD Bioscience, Sparks, USA
Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Steinheim
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt
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IPTG
Kaliumchlorid
Magermilchpulver
Mercaptoethanol
Methanol
Natriumacetat
Natriumchlorid
Natriumdodecylsulfat
Natriumhypochlorit
Paraformaldehyd
Ponceau S

TEMED

Tris(hydroxymethyl)aminomethan

TritonX-100

Tween-20

Wasserstoffperoxid Tabletten 1g

Xylol

Zitronensaure

Serva, Heidelberg

Merck, Darmstadt
Bio-Rad, Miinchen
AppliChem, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Steinheim
Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Steinheim
Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Steinheim
Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Steinheim
Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe
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2.1.2. Gerite

Confocales Laserscanning Mikroskop

TCS-SP2 AOBS Leica, Bensheim

Elektronische Waage SPB50 Ohaus, Giessen

Fluoreszenzmikroskop Axioplan 2 Carl-Zeiss, Jena

Geltrocknungsrahmen Sigma-Aldrich, Steinheim

Heizblock DB-2A Techne, Cambridge, UK

Hochgeschwindigkeitszentrifuge Sorvall RC5C Thermo Electron
Oberhausen

Inkubationsschiittler Certomat IS

Mikrowelle
Mini-Zentrifuge Galaxy
Mini-Rocker Schiittler MR-1

Objekttriger SuperFrost Plus

Potter S Homogenisator
SDS Gel Elektrophoresekammer
Semi-Dry-Elektroblotter

Sicherheitswerkbank Klasse II S-1800

Slab Gel-Kammer fiir zwei Gele
Spektrophotometer Ultrospec 2100 pro
Tischzentrifuge Biofuge Fresco

Vertikales Mini-Elektrophoresesystem

B. Braun Biotech

International
Samsung, Schwalbach
VWR International
PEQLAB, Erlangen

Langenbrinck &

Emmendingen

B. Braun, Melsungen
Invitrogen, Karlsruhe
PEQULAB, Erlangen

BDK, Sonnenbiihl

Genkingen

von Keutz, Reiskirchen

Biochrom, Cambridge, UK

Heraeus, Hanau

PEQLAB, Erlangen



2.1.3. Verschiedenes

BenchMark Protein Grolenmarker
Crystal Mount Mounting Medium
Coomassie-Brilliant-Blau

ECL Western Blot Nachweissystem
Hybond ECL Nitrocellulosemembran
Inkomplettes Freund’s Adjuvant
Komplettes Freund’s Adjuvant
Protein Assay Reagenz

Protein A Sepharose

Protein G Sepharose

Rontgenfilm Amersham Hyperfilm ECL

Vectashield Mounting Medium mit DAPI

Vivaspin 15R Ultrafiltrationsrohrchen

Invitrogen, Heidelberg
Sigma, Heidelberg
Sigma-Aldrich, Steinheim
GE Healthcare, Miinchen
GE Healthcare, Miinchen
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Bio-Rad, Miinchen

GE Healthcare, Miinchen
GE Healthcare, Miinchen

GE Healthcare, Miinchen

Sartorius, Gottingen

Vector Laboratories Inc.USA
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2.1.4. Enzyme und Antikorper

Enzyme

Trypsin der Firma Roche wurde fiir die Antigendemaskierung vor
immunfluoreszenzmikroskopischen Untersuchungen auf paraffineingebettetem Gewebe

verwendet.

Prdaimmunserum

Ein spezifischer SCGB 2A1 Antikorper wurde, wie in Kapitel 2.2.3. beschrieben,
hergestellt. Vor Injektion des Kaninchens mit rekombinantem, gereinigtem SCGB 2A1

Protein wurde das Praimmunserum entnommen.

SCGB 2A1 Antiserum

Fir die Durchfiihrung der Versuche wurde freundlicherweise ein von Fei Xiao
hergestelltes SCGB 2A1 Antiserum zur Verfiigung gestellt (Xiao, 2003). Fiir die
Herstellung eines neuen SCGB 2A1 Antiserums siehe Kapitel 2.2.3.

Primdrantikorper

o-human-PSA, monoklonal, Maus DAKO, Hamburg
a-human-Zytokeratin 34BE12, monoklonal, Maus DAKO, Hamburg
Sekunddrantikorper

IgG, Peroxidase (Esel-anti-Kaninchen) Dianova, Hamburg
IgG, Cy2 (Ziege-anti-Kaninchen) Dianova, Hamburg
IgG, Cy2 (Ziege-anti-Maus) Dianova, Hamburg
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IgG, Cy3 (Esel-anti-Kaninchen) Chemicon, Hampshire, UK
IgG, biotinyliert (Esel-anti-Kaninchen) GE Healthcare, Miinchen

IgG (Esel-anti-Kaninchen) ICN, Ohio, USA

2.1.5. Prostata Gewebe
Tissue Arrays mit Gefrierschnitten humaner Prostata wurden von Euroimmun,
Hamburg, erworben.

Paraffinblocke mit Prostatagewebe von gesunden Probanden, von Patienten mit
diagnostizierter BPH und Prostatakarzinom, sowie fetales Prostatagewebe wurde
freundlicherweise von Prof. Schulz aus dem Institut fiir Pathologie der Justus-Liebig

Universitét Gieen zur Verfiigung gestellt.
Die Paraffinblocke wurden mit einem Mikrotom der Firma Jung AG, Heidelberg, in

5 um dicke Schnitte angefertigt, auf Objekttriger libertragen und bei 37° iiber Nacht

getrocknet.

2.1.6. Tréanenfliissigkeit

Reflektorische Trinenfliissigkeit wurde durch Reizung der Augen mit Zwiebelsaft
gewonnen und nach Austreten aus dem Auge mit einer sterilen Pipette abgenommen, in

ein steriles Eppendorfgefdf iiberfiihrt und bis zum Gebrauch bei 4° C gelagert.
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2.2. Methoden

2.2.1.  SDS Polyacrylamid Gelelektrophorese

Eine SDS-Polyacrylamid Gelelektrophorese wurde durchgefiihrt, um natives SCGB
2A1 Protein in humaner Tréanenfliissigkeit nachzuweisen und es mit dem rekombinanten

Protein aus E. coli zu vergleichen.

Die Polyacrylamid Gelelektrophorese wurde in einem diskontinuierlichen Gelsystem
durchgefiihrt, welches sich aus einem oberen Sammelgel und einem unteren Trenngel
zusammensetzt. Fiir die Mehrzahl der verwendeten Gele wurde ein 15%- oder 18%-iges
Trenngel und ein 4%-iges Sammelgel verwendet. Die Proben wurden mit 2x SDS-
Probenpuffer 1:1 verdiinnt und fiir 5 min bei 100° C in einem Heizblock erhitzt, um die
Proteine zu denaturieren. Nach Einspannen des Gels in die Elektrophorese-Kammer
wurden beide Elektrodenreservoire mit 1x SDS Elektrophoresepuffer befiillt und die

Proben aufgetragen.

Die Elektrophorese wurde anschlieBend bei 15 mA konstantem Strom durchgefiihrt, bis
das Bromphenol Blau den Boden des Gels erreicht hatte. Im Anschluss an die
Elektrophorese wurde das Gel mit kolloidaler Coomassie-Firbelosung iiber Nacht
gefarbt und anschlieBend zur Konservierung zwischen Zellophan in einem Gel-

Trockenrahmen getrocknet.

2x SDS Probenpuffer (10 ml):

1,0 M Tris-HCI (pH 6.8) 1 ml
10% (w/v) SDS 4 ml
87% Glyzerin (v/v) 5ml

Kolloidale Coomassie Fdrbelosung:

10% (v/v) Phosphorsiure

10% (w/v) Ammoniumsulfat, wasserfrei
0,12% (w/v) Coomassie-Brilliant-Blau G-250
20% (v/v) Methanol
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Trenngel (15%ig, 10 ml)):

1,5M Tris-HCI (pH 8.8) 2,5 ml
10% (w/v) SDS 100 pl
30% Acrylamid-Bisacrylamid-Losung (37,5:1) Sml
Wasser 2,35 ml
10% (w/v) APS 50 ul
TEMED Spul

Sammelgel (4%ig, 5 ml)):

0,125 M Tris-HCI (pH 6,8) 1,25 ml
10% (w/v) SDS 50 ul
30% Acrylamid- Bisacrylamid-Losung (37,5:1) 0,65 ml
Wasser 3ml
10% (w/v) APS 25 ul
TEMED Spul

SDS Elektrophoresepuffer (10x):

192 mM Glycin
25 mM Tris
0,1% (w/v) SDS

2.2.2. Expression von rekombinantem SCGB 2A1 in E. coli

2.2.2.1. Herstellung von kompetenten E. coli und Transformation

Es wurde rekombinantes SCGB 2A1 Protein hergestellt, um damit die Immunisierung
von zwei Kaninchen durchzufiihren (2.2.3.). Ziel war es somit einen polyklonalen
Antikorper zu generieren. Weiterhin wurde das rekombinante Protein verwendet, um
anschlieend eine Affinititsaufreinigung des hergestellten Antikorpers durchzufiihren

(2243)).

Hierzu wurden 50 ml vorgewirmtes SOB Medium mit 0.5 ml einer Ubernachtkultur
von E. coli BL21(DE3) im gleichen Medium beimpft und fiir ca. 3 Stunden bei 37° C
geschiittelt bis eine ODg, von 0,5 erreicht worden war. Nach Erreichen der
gewiinschten Bakteriendichte wurde die Kultur fiir 20 min auf Eis gestellt, um das
Wachstum zu stoppen. Die Kultur wurde anschliefend in 50 ml Zentrifugenrohrchen

pipettiert und zentrifugiert (1,200 x g, 12 min bei 4°C). Der Uberstand wurde dekantiert
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und das Pellet in 10 ml TFB Puffer resuspendiert. Nach weiteren 10 min wurde die
Zentrifugation wiederholt und das Pellet in 3,9 ml TFB Puffer resuspendiert. Nach
Zugabe von 140 ul DMSO und 5 min Inkubation auf Eis wurden 140 ul 1M DTT
hinzugefiigt und die Inkubation fiir weitere 10 min fortgesetzt. Anschliefend erfolgte

die erneute Zugabe von 140 ul DMSO, gefolgt von weiteren 5 min Inkubation.

Zu 200 wl der kompetenten Zellen wurden 2 ng Plasmid pRSET-B-SCGB 2A1 (siche
Abbildung 2) hinzugegeben und fiir 30 min auf Eis inkubiert. Anschlieend wurde das
Aliquot fiir exakt 45 Sekunden in einen 42°C warmen Heizblock gestellt. Die
transformierten Zellen wurden darauthin fiir 2 min auf Eis wieder abgekiihlt, mit 800 ul
erwiarmtem SOC Medium versetzt und fiir 15 min bei 37°C geschiittelt, um eine

Erholung der Bakterien und Etablierung der Antibiotikaresistenz zu ermoglichen.

200 ul der Zellsuspension wurden dann auf einer LB Agar-Platte mit Ampicillin (50
ug/ml) verteilt. Nach Absorption der gesamten Fliissigkeit wurden die Platten bei 37°C

tiber Nacht inkubiert.

BamI I Xho I

\ \
WRBSATGGXHiSIXpress'M [T SCGB2Al

f1 origin
pUC ori 456-911

1916-2852
pRSET B
2.9 kb

Amp
1042-1902

Abb. 2. Schematisches Diagramm von pRSET-B/SCGB 2A1

Die cDNA fiir SCGB 2A1 wurde zwischen die Bam HI- und Xho I-Schnittstellen von pRSET-B
gekloniert. Die kodierende SCGB 2A1 Sequenz beginnt mit GGC fiir Glycin 21. Das Protein wurde als
ein 12.4 kD Fusionsprotein exprimiert, das einen Hexahistidin Tag zur Aufreinigung mittels Ni-NTA
Affinititschromatografie enthilt. Die Abbildung wurde aus (Xiao, 2003, Abb. 3.2-C) entnommen.
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LB Medium: 1% Baktotrypton (w/v)
0,5% Hefeextrakt (w/v)
1% NaCl (w/v)

SOB Medium: 2% Baktotrypton (v/v)
0,5% Hefeextrakt (w/v)
10 mM NaCl
2,5 mM KCI

Nach Autoklavieren wurden dem SOB-Medium 5 ml einer 2 M Mg**- Stammldsung
zugesetzt.

TFB Puffer: 10 mM K-MES (pH 6.2)
45 mM MnCl, 2H,0
100 mM KCl
10 mM CaCl, 2H,0
3 mM [Co(NH,)6]Cl,

SOC Medium: SOB Medium 980 ml
1 M Glucoseldsung 20 ml

26



2.2.2.2. Expression von rekombinantem SCGB 2A1 und Aufreinigung mittels

Ni-NTA-Agarose Affinitdtschromoatografie

Zwei Erlenmeyerkolben mit je 500 ml vorgewdrmtem SOB Medium mit 50 wg/ml
Ampicillin wurden mit je 1 ml einer Ubernachtkultur von pRSET-B/SCGB2A1 in E.
coli BL21(DE3) im gleichen Medium beimpft und bei 37° C fiir ca. 3 Stunden bei 37°
geschiittelt. Als eine ODg,, von 0,8 erreicht worden war, erfolgte die Induktion von
SCGB2A1 mit 0,5 mM IPTG fiir 3 h. Sowohl vor Induktion als auch zu verschiedenen
Zeitpunkten nach Induktion (1, 2 und 3 Stunden) wurden 1 ml Proben zur Uberpriifung
der Expression entnommen. Die Bakterien in diesen Proben wurden 1 min bei
Raumtemperatur und max. Geschwindigkeit in der Tischzentrifuge abzentrifugiert. Der
Uberstand wurde verworfen und das Pellet in 1 ml 1x SDS-Auftragspuffer (Seite 24)
resuspendiert. Diese Proben wurden gemeinsam mit den Proben der Eluatfraktionen

(s.u.) per SDS-PAGE analysiert.

AnschlieBend wurden die Bakterien durch 10 min Zentrifugation (4,000x g bei 4 C°)
geerntet. Der Uberstand wurde verworfen, und die geernteten Zellen aus einer
praparativen Kultur (500 ml) entnommen und fiir 15 min auf Eis gestellt und in Puffer
B fiir 1 h bei RT auf einem Schiittler lysiert. Pro Gramm Bakterienniederschlag wurden
5 ml Puffer B verwendet. Zelldebris wurde durch Zentrifugation abgetrennt (30 min,
10,000x g, RT), und es wurden Proben von Pellet und Uberstand genommen. Der
restliche Uberstand wurde mit 1 ml Ni-NTA Agarose je 4 ml Lysat versetzt und fiir 1 h
auf einem Schiittler bei RT gemischt. Die Lysat-Ni-NTA Agarose-Mischung wurde
anschlieend in eine Bio-Rad Polyprep-Saule gefiillt und der Durchlauf aufgefangen.
Die Séule wurde zweimal mit Puffer C gewaschen (4 ml Puffer pro ml Ni-NTA
Agarose), und das rekombinante Protein wurde mit vier 0,5 ml Fraktionen Puffer D und

vier 0,5 ml Fraktionen Puffer E eluiert.

Die Analyse der Eluatfraktionen (und der oben beschriebenen Expressionsproben) auf
einem 18%igen SDS-Polyacrylamidgel ergab, dass der groBte Teil des SCGB 2A1
Proteins durch Puffer E bei pH 4,5 eluiert wurde. Ein Bradford Proteinassay wurde
durchgefiihrt, um die Proteinkonzentration in den einzelnen Fraktionen zu bestimmen.
SCGB 2A1 positive Fraktionen wurden vereinigt, und zur Renaturierung des Proteins
wurde der Harnstoff durch Dialyse gegen 500 ml Dialysepuffer fiir 2 h entfernt. Der

Dialysepuffer wurde danach erneuert und die Dialyse fiir weitere 3 h fortgesetzt. Die
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Dialyse wurde bei 4 °C durchgefiihrt, und prézipitierte fehlgefaltete Proteine wurden
durch Zentrifugation (5 min, 1,200x g, 4° C) entfernt. Nach Messung der
Proteinkonzentration wurde die Proteinlosung in zwei 0,5 ml und vier 0,25 ml Aliquots

aufgeteilt und in fliissigem Stickstoff eingefroren.

SDS-Proben-Puffer (2x):

100 mM Tris-HCI pH 6.8

4 % (w/v) SDS

20% (v/v) Glycerin

5% (v/v) 2 Mercaptoethanol
0,001 % Bromophenolblau

Puffer B/ Lysepuffer:
100 mM NaH,PO,
10 mM Tris-HCl
8 M Harnstoff
Der pH-Wert wurde mit NaOH auf 8,0 eingestellt.

Puffer C/ Waschpuffer:
100 mM NaH,PO,
10 mM Tris-HCl
8 M Harnstoff
Der pH-Wert wurde mit HCI auf 6,3 eingestellt.

Puffer D/ Elutionspuffer:
100 mM NaH,PO,
10 mM Tris-HC1
8 M Harnstoff
Der pH-Wert wurde mit HCL auf 5,9 eingestellt.

Puffer E/ Elutiospuffer:
100 mM NaH,PO,
10 mM Tris-HCl
8 M Harnstoff
Der pH-Wert wurde mit HCI auf 4.5 eingestellt.

Dialysepuffer: 10 mM HEPES
50 mM KC1
8.5% Glycerol
1 mM PMSF
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2.2.3. Herstellung eines SCGB 2A1 Antiserums

Es wurde ein SCGB 2A1 Antiserum hergestellt, um hiermit anschlieBend SCGB 2A1
mittels Immunfluoreszenz und Immunhistochemie im Prostatagewebe nachweisen zu
konnen. Die Immunisierung von zwei Neuseeland Kaninchen wurde wie beschrieben
durchgefiihrt (Xiao 2003). Sie erfolgte im Jahr 2004 an der Universitdt Marburg. Vorab
war 1994 eine Genehmigung zur Verwendung der zwei Kaninchen durch Prof. Seitz
beim Regierungsprisidium Giessen beantragt worden. Die Genehmigung wurde mit
einer Giiltigkeit bis 2008 erteilt. Vor der ersten Injektion von Antigen wurden 10 ml
Blut zur Gewinnung des Prdimmunserums abgenommen. Fiir die Immunisierung
wurden 0,5 mg gereinigtes SCGB 2A1 Protein (siehe 2.2.2.) je Tier eingesetzt. Fiinf
Wochen spiter erfolgte eine erste Boosterung mit SCGB 2A1 (0,25 mg Protein/Tier)
und drei Wochen danach eine erneute Boosterung mit der gleichen Proteinmenge.
Insgesamt zehn Wochen nach Beginn der Immunisierung wurde eine erste Blutprobe
entnommen. Nach Gerinnung und Zentrifugation des Blutes wurde das Serum
gewonnen und mittels Western Blot (siehe 2.2.5.) getestet. Die beiden Kaninchen
wurden daraufhin geopfert, das gesamte Blut wurde gesammelt und fiir die Préparation
der zwei Antiseren wie beschrieben verwendet. Vor der Lagerung in 1 ml Aliquots bei —

20°C wurde den Seren 0,02 % Natriumazid zugesetzt.

2.2.4. Affinitétsreinigung des SCGB 2A1 Antiserums

2.2.4.1. Aufreinigung mittels Antigen, das auf einer Nitrocellulosemembran fixiert ist

Eine Affinitéitsreinigung wurde durchgefiihrt, um die Bindungsspezifitit des Antiserums
zu verbessern. 80 ul Tréanenfliissigkeit (siehe 2.2.6.), als Quelle fiir SCGB 2A1, wurde
mit einem 15%igen SDS Polyacrylamidgel aufgetrennt. Als Marker wurden 5 ug
rekombinantes SCGB 2A1 aufgetragen. Die aufgetrennten Proteinbanden wurden mit
einem Semi-Dry Blotting System (sieche 2.2.5.) auf eine Nitrocellulosemembran

tibertragen. Der Blot wurde fiir 1 h bei 100 mA durchgefiihrt.

Nach dem Blot wurde die Membran mit Ponceau S gefirbt und die SCGB 2Al

Proteinbande mit einem sterilen Skalpell ausgeschnitten. Das Membranstiick wurde in
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mehrere kleine Stiicke zerschnitten, die in ein Reaktionsgefdl gegeben wurden.
AnschlieBend wurden die Membranstiicke fiir 10 min mit PBS gewaschen. Die
Absittigung freier Proteinbindungsstellen erfolgte mit 5% (w/v) Magermilchpulver
gelost in PBS fiir 30 min. AnschlieBend folgten drei Waschschritte & 5 min mit PBS.
Nach dem Waschen wurden die Membranstiicke mit 1 ml SCGB 2A1-Antiserum 1:20
in PBS verdiinnt fiir 1,5 h bei 30° C auf einem Schiittler inkubiert. Danach wurden die
Membranstiicke erneut dreimal fiir 5 min mit PBS gewaschen. Um die gebundenen
Immunglobuline von der Membran zu 16sen, wurden die Membranstiicke in 100 ul PBS
fiir 30 min bei 56°C in einem Wasserbad geschiittelt. Der Uberstand mit dem
gereinigten Antikorper wurde schnell von den Membranstiicken abpipettiert. Dieser
Schritt wurde drei Mal wiederholt, sodass insgesamt 400 ul affinititsgereinigte
Antikorperlosung gewonnen werden konnten. 0,02% Natriumazid wurden der Losung
hinzuzugefiigt, und der affinititsgereinigte  AntikOrper wurde mit einer

Immunfluoreszenzfarbung (siehe 2.2.6.) getestet.

Ponceau S Férbelosung:
Ponceau S 0,2% (w/v)
Trichloressigsdure 30% (w/v)
Sulfosalicylsdure 30% (w/v)

PBS: 137 mM NaCL
2,7 mM KCl
12 mM H,PO,

2.2.4.2. Aufreinigung mittels Protein A und G Sepharose

Zu zwei Reaktionsgefdlen, in denen sich 50 ul SCGB 2A1 Antiserum befanden,
wurden je 5wl 1M Tris-HCI (pH 8,0) gegeben, um den pH Wert anzupassen. Je 50 ul
Protein G Sepharose und Protein A Sepharose Beads wurden mit je 500 ul 100 mM
Tris-HCI (pH 8,0) gewaschen, SCGB 2A1 Antiseren hinzugegeben und fiir 30 min bei
RT inkubiert. AnschlieBend wurden die Beads abzentrifugiert (5 min bei RT), und der

Uberstand wurde verworfen. Die Sepharose Beads mit den gebundenen SCGB 2Al
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Antikorpern wurden mit je 500 ul 100 mM Tris-HCI (pH 8,0) gewaschen, gefolgt von
einem zweiten Waschschritt mit 500 ul 10 mM Tris-HCI (pH 8,0). Mit 100 ul 50 mM
Glycin (pH 3,0) wurden dann die gebundenen Antikorper eluiert. Um den pH-Wert
wieder in einen neutralen Bereich zuriickzufiihren, wurden 10ul 1 M Tris HCI (pH 8,0)
zugegeben. Die Proteinkonzentration wurde durch einen Bradford Protein Assay

bestimmt.

2.2.4.3. Aufreinigung mittels rekombinantem SCGB 2A1 Protein

Rekombinantes SCGB 2A1 wurde, wie in Kapitel 2.2.2.2. beschrieben, hergestellt. Im
Anschluf an die Induktion mit IPTG wurde das Bakterienpellet gewogen, in
Puffer B (5 ml Puffer/mg Pellet) lysiert und auf einem Schiittler fiir 1 h bei RT
inkubiert. Nach Zentrifugation (1,200 x bei RT) wurde von Uberstand und Pellet je eine
Probe genommen, um damit in einer SDS-PAGE Analyse die Proteininduktion zu
iiberpriifen (sieche 2.2.1.). Danach wurden 9.5 ml Uberstand mit 2.4 ml Ni-NTA-
Agarose gemischt, fiir 1h bei RT inkubiert, bevor die Losung in eine Bio-Rad Polyprep-
Saule gefiillt wurde. Wie in Kapitel 2.2.2.2. beschrieben, wurde die Sédule zweimal mit
Puffer C und Puffer D gewaschen. Die Sédule wurde mit 150 mM NaCl, 50 mM Tris-
HCI (pH 7.4) édquilibriert. Folgend wurde 1 ml SCGB 2A1 Antiserum auf die Siule mit
dem gebundenen rekombinanten SCGB 2A1 Protein gegeben und fiir 1 h inkubiert.
AnschlieBend folgten fiinf Waschvorginge mit je 2.5 ml Aquilibrierungspuffer und fiinf
Waschungen mit je 2,5 ml Waschpuffer (2 M NaCl, 50 mM Tris-HCI pH 7.4), wovon
2,5 ml dem Séulenvolumen entsprachen. Fiir die Elution wurde ein halbes
Sédulenvolumen (1,25 ml) 4 M MgCl, Losung hinzugegeben und der Durchfluss
gestoppt, damit die Losung fiir 15 min in der Sdule einwirken kann. AnschlieBend
wurde der Durchfluss gesammelt und gebundene Antikorper erneut zweimal mit 500 ul
4M MgCl, eluiert. Die Eluate wurden vereinigt und fiir eine Stunde gegen A. dest sowie
tiber Nacht gegen PBS dialysiert. Die Proteinkonzentration wurde mit dem Bradford

Proteinassay gemessen.
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Puffer B/ Lysepuffer:

Puffer C/ Waschpuffer:

Puffer D/ Elutionspuffer:

100 mM NaH,PO,
10 mM Tris-HCl1
8 M Harnstoff

Der pH-Wert wurde mit NaOH auf 8,0 eingestellt.

100 mM NaH,PO,

10 mM Tris-HCl

8 M Harnstoff

Der pH-Wert wurde mit HCI auf 6,3 eingestellt.

100 mM NaH,PO,

10 mM Tris-HCl

8 M Harnstoff

Der pH-Wert wurde mit HCL auf 5,9 eingestellt.
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2.2.5. Western Blot

Um die Bindungsspezifititen der unterschiedlich aufgereinigten SCGB 2A1 Antisera
(sieche 2.24.) zu vergleichen, wurden diese in einem Western Blot getestet.
Tranenfliissigkeit (siehe 2.1.6.) enthélt von Natur aus grole Mengen an SCGB 2A1 und
wurde daher fiir den Western Blot als Positivkontrolle und physiologische Testprobe
gleichermaflen verwendet. Dazu wurden gleiche Mengen von Trinenfliissigkeit mit dem
gleichen Volumen 1x SDS Probenpuffer versetzt. Die in einem 15%igen
SDS-PAGE aufgetrennten Proteine wurden mittels Semi-Dry-Blot auf eine

Nitrozellulosemembran tibertragen. Dazu wurde der Blot wie folgt zusammengesetzt:

Kathode
* vier Lagen Filterpapier, in Kathodenpuffer getrankt
* Gel, in Kathodenpuffer getrankt
* Nitrocellulosemembran, in Anodenpuffer getrankt
* vier Lagen Filterpapier, in Anodenpuffer getrdnkt
* vier Lagen Filterpapier, in konzentriertem Anodenpuffer
getrdnkt
Anode

Im Anschluss wurde bei 1 mA pro cm® Gel fiir 1 h geblottet. Der Erfolg des
Proteintransfers wurde mit einer Ponceau S Firbung gepriift. Hierzu wurde die

Membran fiir 10 min in Ponceaus S Losung auf einem Schiittler inkubiert. Die

Ponceau S Losung wurde anschlieBend durch Waschen mit PBS wieder von der
Membran entfernt. Folgend wurde die Nitrozellulosemembran fiir 1 h bei RT mit 5%
(w/v) Milchpulver in PBS-Tween auf einem Schiittler inkubiert, um freie
Proteinbindungsstellen abzusittigen. Das als Erstantikdrper verwendete und nicht
aufgereinigte SCGB 2A1 Antiserum wurde 1:1000 in 5% (w/v) Milchpulver in PBS-

Tween liber Nacht bei 4°C inkubiert. Am néchsten Morgen wurde die Membran
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fiir 5 min mit PBS-Tween gewaschen und mit dem anti-Kaninchen IgG Peroxidase
gekoppelten Zweitantikorper (1:10,000 in PBS-Tween) fiir 1h bei RT inkubiert. Zum
Nachweis des Zweitantikorpers wurde das Western Blot Detection Reagent (ECL plus)
nach den Herstellerangaben verwendet. Die Membran wurde fiir 60 sec mit dem
Reagenz inkubiert, in Plastikfolie verpackt und fiir 1-10 min einem Rontgenfilm

ausgesetzt, der anschlieend per Hand entwickelt wurde.

PBS-Tween: PBS
0,1 % Tween 20 (v/v)

Kathodenpuffer:
40 mM 6-Aminohexansidure
25 mM Tris-HCI (pH 9 4)
20% Methanol (v/v)
Anodenpuffer: 30 mM Tris-HCI (pH 10,4)
20% Methanol

Konzentrierter Anodenpuffer:
300 mM Tris-HCI (pH 10 4)
20% Methanol (v/v)

Ponceau S Fdrbelosung:
Ponceau S 0,2% (w/v)
Trichloressigsdure 30% (w/v)
Sulfosalicylsdure 30% (w/v)
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2.2.6. Immunfluoreszenz

2.2.6.1. Antigendemaskierung

Um die Detektion von Antigenen im paraffinfixierten Prostatagewebe zu ermdglichen,
wurde eine Antigendemaskierung durchgefithrt. Dazu wurden paraffinfixierte
Prostataschnitte mit 0,2% Trypsin in PBS fiir 20 min bei RT inkubiert. Es wurden
unterschiedlich lange Inkubationszeiten getestet und ein Optimum bei 20 min gefunden.
Ebenso wurden einige Schnitte durch Mikrowellenerhitzung vorbereitet. Hierzu

wurden die Schnitte dreimal je 5 min in einem 10 mM Zitratpuffer (pH 6,0) erhitzt.

2.2.6.2. Doppel-Immunfluoreszenz zum Nachweis von SCGB 2A1 in den Basalzellen
der humanen Prostata

Um die Expression von SCGB 2Al in den Basalzellen der humanen Prostata zu
demonstrieren, wurde eine Doppel-Immunfluoreszenz durchgefiihrt. Dazu wurden
Prostataschnitte von gesundem adulten Prostatagebewe verwendet. Diese wurden
cryofixiert von Euroimmun (Liibeck) erworben. Das Gewebe war bereits vom

Hersteller fixiert und geblockt. Daher konnten die Schnitte umgehend mit dem

SCGB 2A1 Antiserum (1:2,000 in PBS verdiinnt) und dem fiir die Féarbung der
Basalzellen verwendeten monoklonalen 348E12 Zytokeratin Antikorper (1:50 in PBS
verdiinnt) inkubiert werden. Die Gewebeschnitte wurden zeitgleich mit beiden
Erstantikorpern fiir zwei Stunden inkubiert. Nach einer griindlichen Waschung mit
PBS-Tween wurden die Schnitte fiir 45 min mit einer Mischung aus den beiden
Sekundérantikorpern inkubiert. Als Zweitantikdrper wurden ein Cy2-konjugierter Ziege
anti-Maus Antikorper (1:100 in PBS) und ein Cy3-konjugierter Esel anti-Kaninchen
Antikorper (1:900 in PBS) verwendet. Nach einem letzten Waschschritt mit PBS
wurden die Objekttriger mit DAPI Mounting Medium (Vectashield) eingedeckelt. Fiir
die Negativkontrolle wurde Priimmunserum (sieche 2.1.4.) verwendet. Alle
Arbeitsschritte wurden bei RT durchgefiihrt. Die lichtgeschiitzt gelagerten Objekttriager
wurden anschlieBend mit einem Confocalen Laserscanning Mikroskop (TCS-SP2

AOBS, Leica, Bensheim, Germany) betrachtet und photographisch dokumentiert.
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2.2.6.3. Doppel-Immunfluoreszenz zum Nachweis von SCGB 2A1 und PSA

Der simultane Nachweis von SCGB 2A1 und PSA erfolgte auf paraffinfixiertem
Prostatagewebe. Um das Paraffin zu entfernen, wurden die Schnitte dreimal fiir 5 min in
Xylol gewaschen, dann weiter fiir je 5 min in absteigender Konzentration in 100%
Ethanol, 90% Ethanol, 80% Ethanol, 70% Ethanol, und zuletzt in 50% Ethanol. Danach
wurden die Schnitte fiir 3 min mit A. dest. gewaschen und abschlieBend fiir 45 min mit
5% (w/v) BSA in PBS inkubiert. Da durch eine Antigendemaskierung mit Trypsin die
besten Ergebnisse in der Immunfluoreszenz auf paraffineingebettetem Gewebe erzielt
werden konnten, wurden die Gewebeschnitte fiir 15 min mit 0,2% Trypsin verdaut und
anschlieend mit PBS gewaschen. Um einen simultanen Nachweis von SCGB 2A1 und
PSA im Prostataepithel zu erzielen, wurde ein Maus anti-Mensch PSA Antikorper (1:25
in PBS) und das Kaninchen SCGB 2A1 Antiserum (1:5.000 in PBS) iiber Nacht bei 4°C
inkubiert. Eine Negativkontrolle erfolgte unter Verwendung von Praiimmunserum. Die
Erstantikorper wurden durch fiinfmaliges Waschen mit PBS entfernt, bevor erneut mit

den in 2.2.6.2. aufgefiihrten Zweitantikorpern fiir 60 min inkubiert wurde.

Nach griindlichem Waschen mit PBS wurden die Objekttriger mit DAPI Mounting
Medium (Vectashield) eingedeckelt. Die lichtgeschiitzt gelagerten Objekttriger wurden
anschliefend mit einem Fluoreszenzmikroskop von Zeiss (Axioplan2) betrachtet und

photographisch dokumentiert.

2.2.7. Immunhistochemischer Nachweis von SCGB 2A1 mit DAB

Um SCGB 2A1 im Prostataepithel immunhistochemisch nachzuweisen, wurden
paraffineingebettete ~ Prostataschnitte von BPH  Patienten verwendet. Die
Paraffinschnitte wurden wie in 2.2.6.1 beschrieben vorbereitet. Nach einer Waschung
mit A. dest. wurden die Schnitte je dreimal fiir 5 min in Zitratpuffer (10 mM
Zitronensdure, pH 6) in einer Mikrowelle bei 800 W gekocht. Im Anschluf3 daran
wurden die Schnitte mit PBS gewaschen und die endogene Peroxidaseaktivitidt durch
eine 30 min Inkubation mit 3% H,0, (v/v) geblockt. Dieser Schritt wurde im Dunkeln
durchgefiihrt. Die Schnitte wurden erneut mit PBS gewaschen und unspezifische

Proteinbindungsstellen durch Inkubation iiber 45 min mit 5% BSA in PBS (w/v)
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blockiert. AnschlieBend wurde iiber Nacht mit dem SCGB 2A1 Antiserum (1:250 in
PBS) bei 4°C inkubiert. Als Negativkontrolle wurde Priimmunserum verwendet. Am
folgenden Tag wurden die Gewebeschnitte drei Mal griindlich mit PBS gewaschen und
mit einem Biotin-konjugierten anti-Kaninchen-IgG (1:200) fiir 1 h bei RT inkubiert.
Nach zweimaligem Waschen mit PBS wurden die Objekttriger mit Peroxidase
gekoppeltem Streptavidin (1:1,100 in PBS) fiir 1 h behandelt. Nach einem letzten
Waschschritt mit PBS wurde die Firbung mit DAB unter mikroskopischer Kontrolle
durchgefiihrt. Die Farbung wurde durch Waschung mit PBS gestoppt, sobald eine
intensive Braunfidrbung des Prostataepithels unter dem Mikroskop gesehen wurde. Die
Objekttrager wurden mit PBS gewaschen und mit Crystal Mount Mounting Medium
eingedeckelt. Das Ergebnis wurde unter einem Leica Mikroskop (DMLB) betrachtet

und photographisch dokumentiert.
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3. Ergebnisse

3.1. Spezifitit und Herkunft des verwendeten SCGB 2A1 Antiserums

Um SCGB 2A1 in den Basalzellen des Prostataepithels, sowie in den hyperplastischen
Driisen bei BPH nachzuweisen, wurden immunhistologische Féarbungen mit einem

SCGB 2A1 spezifischen Antiserum geplant.

Fiir die Durchfiihrung der Untersuchungen in dieser Arbeit wurde ein von Fei Xiao

erzeugtes polyklonales Kaninchen SCGB 2A1 Antiserum zur Verfiigung gestellt

(Xiao, 2005). Da sich unspezifische Bindungen des SCGB 2A1 Antikorpers im
Prostataepithel zeigten, wurde versucht das Antiserum zu reinigen. Hierdurch sollte die
Spezifitit verbessert werden. Des Weiteren wurde ein neues SCGB 2A1 Antiserum
hergestellt. In diesem Kapitel werden daher zunéchst die Vorversuche mit den SCGB
2A1 Antiseren und die damit verbundenen Versuche zur Verbesserung der Spezifitit
beschrieben. Schlussendlich konnte kein Antiserum mit hoherer Spezifitit erzeugt
werden, ebenso erbrachten auch die Affinitdtsreinigungen keine Verbesserung, weshalb
alle Versuche zuletzt mit dem von Xiao generierten Antiserum auf Gefrierschnitten von

Prostatagewebe durchgefiihrt wurden.

Bei der Verwendung des SCGB 2A1 Antiserums in Immunfluoreszenzfiarbungen auf
paraffineingebettetem Prostatagewebe, wurden die Schnitte zunédchst in der Mikrowelle
erhitzt, um dadurch eine Demaskierung der Epitope zu erzielen. Allerdings zeigte sich
hierauf eine unerwartete Bindung sowohl der Zellkerne im Driisenepithel (Abb. 3. A
blauer Pfeil), als auch der glatten Muskelzellen im Stroma (sieche Abb. 3. A weiller
Pfeil). Die Driisenepithelzellen zeigten eine deutliche Farbung der Zellkerne (Abb. 3. A
blauer Pfeil), welche im Falle eines sezernierten Proteins eine unspezifische Bindung
vermuten lédsst, da ein sezerniertes Protein wire im Cytoplasma der Zellen zu erwarten.
Erfolgt die Demaskierung der Epitope dagegen mit Hilfe einer Trypsinverdauung,
werden die Kerne der Epithelzellen nicht mehr angefirbt, und die Hintergrundfiarbung
ist reduziert (Abb. 3. B). Bei Paraffinschnitten wurde daher folgend immer eine

Trypsinbehandlung durchgefiihrt.
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Abb. 3. Immunfluoreszenzmikroskopische Untersuchung an paraffineingebettetem

normalen Prostatagewebe

Paraffineingebettetes Prostatagewebe gesunder Probanden wurden mit dem SCGB 2A1 Antiserum
inkubiert, gefolgt von einem Cy3-konjugierten Zweitantikorper.

A. Antigendemaskierung durch Erhitzen in der Mikrowelle. Weiler Pfeil: Glatte Muskelzellen, Blauer
Pfeil: der Zellkern einer Driisenepithelzelle zeigt intensive Firbung.

B. Antigendemaskierung mit Trypsin. Weiller Pfeil: Glatte Muskelzellen. Blauer Pfeil: die Kerne der
Driisenepithelzellen werden nicht angefédrbt und erscheinen dunkel.

Um die unspezifischen Bindungen des SCGB 2A1 Antiserums (von F. Xiao) in der

Immunfluoreszenz zu reduzieren wurden verschiedene Affinitétsreinigungen
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durchgefiihrt (siehe Kapitel 2.2.4). Die aufgereinigten Antiseren wurden in einem
vergleichenden Western Blot aufgetragen (sieche Abb. 5.). Da SCGB 2Al in einem
Gesamt-Zelllysat aus Prostatagewebe im Western Blot nicht nachweisbar war (nicht
gezeigt), wurden Immunoblots zur Uberpriifung der Spezifitit der SCGB 2A1 Antiseren
mit Tréanenfliissigkeit durchgefiihrt. Trinenfliissigkeit enthélt groe Mengen SCGB 2A1

und ist leicht zu gewinnen (Lehrer et al., 1998).

Zur Herstellung eines weiteren SCGB 2A1 Antiserums wurde zunédchst mit einem
Histidin-Tag versehenes Protein in E. coli mit dem Expressionsvector pRSET-B
exprimiert. Abbildung 4 zeigt, dass drei Stunden nach Induktion mit IPTG signifikante
Mengen SCGB 2A1 in den Bakterien hergestellt wurden. His-SCGB 2A1 wurde in
einer 500 ml Kultur exprimiert und in denaturierter Form tiber eine Ni-NTA-Agarose
Saule aufgereinigt. Die Hauptelutionsfraktionen E1 und E2 wurden vereinigt und das

Protein anschlieBend durch Dialyse renaturiert (Spur D, Abb. 4.).
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Abb. 4. Expression von SCGB 2A1 in E. coli.

His-SCGB 2A1 wurde mit IPTG fiir 3 Stunden induziert (Spur 3) und mittels Ni-NTA Agarose
Chromatographie aufgereinigt. Elutionsfraktionen E1 und E2 wurden vereinigt und SCGB2A1 wurde
durch Dialyse renaturiert (D). Das Gel wurde mit Coomassie gefirbt (siehe Kapitel 2.2.1.).

Das gereinigte Protein wurde zur Immunisierung zweier Kaninchen verwendet. Es
wurde von beiden Kaninchen Antiserum durch Zentrifugation des geronnenen Blutes
gewonnen. Nach Zentrifugation wurde das Serum abpipettiert. Das Serum von
Kaninchen 1 zeigte bereits bei Austestung in der Immunfluoreszenz keine Bindung und
wurde daher nicht weiter verwendet. Von Kaninchen 2 konnte das Serum zwar fiir die
Immunfluoreszenz verwendet werden, zeigte jedoch noch stirkere Hintergrundfarbung
als das SCGB 2A1 Antiserum (F. Xiao), welches bisher verwendet wurde (Daten nicht

gezeigt).

AnschlieBend wurden das SCGB 2A1 Antiserum (F. Xiao), die aufgereinigten
Fraktionen, sowie das neu generierte Antiserum (Kaninchen 2) mittels Western Blot-

Analyse verglichen (Abb. 5.).
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Abb. 5. Test der SCGB 2A1 Antiseren im Western Blot.

3 ul Tréanenfliissigkeit wurden je Spur iiber ein 18%iges SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt. Danach

wurden die aufgetrennten Proteine auf eine Nitrocellulosemembran geblottet und mit den zu

vergleichenden Antiseren inkubiert.

Spur 1: BenchMark Proteinmarker

Spur 2: SCGB 2A1 Antiserum (F. Xiao) vor Aufreinigung, Verdiinnung 1:1000.

Spur 3: Antiserum von Kaninchen 2, Verdiinnung1:1000.

Spur 4: SCGB 2A1 Antiserum (F. Xiao) nach Aufreinigung mit Protein A Sepharose,
Verdiinnung1:100.

Spur 5: SCGB 2A1 Antiserum (F. Xiao) nach Aufreinigung mit Protein G Sepharose,
Verdiinnung1:100.

Spur 6: SCGB 2A1 Antiserum (F. Xiao) nach Aufreinigung mit rekombinantem
SCGB 2A Protein, Verdiinnung 1:100.

Im Western Blot zeigte das neu hergestellte Antiserum eine viel geringere Sensitivitét
aufwies als das bis dahin verwendete (F. Xiao), so daB} letzteres weiterhin Verwendung
fand. Eine Reinigung des Antiserums iiber Protein A oder G Sepharose brachte keine
Vorteile, wogegen die Aufreinigung iiber Bindung an das Antigen SCGB 2A1 die

Spezifitidt zu verbessern schien.

Dariiberhinaus zeigte sich, dass das SCGB 2A1 Antiserum auf Prostatagefrierschnitten
deutlich spezifischer bindet als bei Verwendung auf paraffineingebettetem

Prostatagewebe. Bei der Antigendemaskierung der Paraffinschnitte war die
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Trypsinverdauung einer Mikrowellenbehandlung vorzuziehen.

AbschlieBend wurde die Spezifitit des SCGB 2A1 Antiserums mit Hilfe eines
Kompetitionsversuches in der Immunfluoreszenz iiberpriift. Dazu wurde ein Gewebe-
Array mit drei Prostatagefrierschnitten verwendet. Der erste Schnitt wurde nur mit
SCGB 2A1 Antiserum als Erstantikorper behandelt, wihrend die beiden iibrigen mit
einer Mischung aus SCGB 2A1 Antiserum und steigenden Konzentrationen SCGB 2A1
Antigen inkubiert wurden. Dabei zeigte sich, dass das Antiserum sein Antigen
spezifisch im Prostataepithel erkennt, da rekombinantes SCGB 2A1 Antigen effektiv
mit dem Gewebeantigen kompetiert (siche Abb. 6.).
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Abb. 6. Immunfluoreszenz: SCGB 2A1 Immunreaktivitiit in der Prostata und

Kompetition mit Antigen

A, SCGB 2A1 Antiserum (1:1500)

B, SCGB 2A1 Antiserum (1:1500) gemischt mit 1ul rekombinantem SCGB 2A1 Protein verdiinnt in
100 ul PBS.

C,SCGB 2A1 Antiserum (1:1500) gemischt mit 1ul rekombinantem SCGB 2A1 Protein verdiinnt in
50 ul PBS.
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3.2. Expression von SCGB 2A1 in Prostatazellen

Innerhalb des Prostataepithels konnen drei verschiedene Zelltypen unterschieden
werden. Luminalzellen stellen den groften Anteil dar, gefolgt von den Basalzellen,
welche eine Reihe zwischen der Basalmembran und den Luminalzellen bilden.

Zusitzlich treten vereinzelt neuroendokrine Zellen im Prostataepithel auf.

Um SCGB 2A1 in den unterschiedlichen Zellen des Prostataepithels nachweisen zu
konnen, wurde eine Doppelimmunfluoreszenz durchgefiihrt. Vornehmlich war der
Nachweis von SCGB 2A1 in den prostatischen Basalzellen von Interesse, da diese als

putative Stammzellen gelten.

Dazu wurden die Luminalzellen mittels PSA-Antikorper spezifisch markiert. Fiir die
Basalzellen wurde ein Cytokeratin 34BE12 Antikorper verwendet. Die Durchfiihrung
der Doppelimmunfluoreszenz wurde allerdings durch die oben genannten
unspezifischen Bindungen des SCGB 2A1 Antiserums erschwert. Die
Immunfluoreszenz mit dem SCGB 2A1 Antiserum in Kombination mit dem
basalzellspezifischen Cytokeratin konnte auf Gefrierschnitten humaner Prostata
durchgefiihrt werden (Abb. 7 und 8). Die Doppelimmunfluoreszenz mit dem SCGB
2A1 Antiserum und dem PSA AntikOrper musste dagegen auf paraffineingebettetem
Prostatagewebe erfolgen, da der PSA Antikorper (Firma DAKO) nicht auf
Gefrierschnitten binden kann (Abb. 9).

Die Doppelimmunfluoreszenz zeigte deutlich, dass SCGB 2Al sowohl in den
Luminalzellen, als auch in den Basalzellen vorhanden ist (Abb. 7), was sich am besten
in einer stirkeren Vergroferung der Aufnahme nachvollziehen ld6t (Abb. 8). Diese
Zellen lassen sich anhand des Basalzellcytokeratins eindeutig als Basalzellen
identifizieren. Hier ist auch zu erkennen, dass einige Basalzellen weniger Reaktion fiir

SCGB 2A1 zeigen als andere (Abb. 8 weiller Pfeil).
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Abb.7. Expression von SCGB 2A1 im Prostataepithel

Doppelimmunfluoreszenz auf Prostatagewebe gesunder Probanden.

A. Markierung der Basalzellen mit einem Cytokeratin 343 E12 Antikorper mit Cy2- markiertem
Sekundérantikorper.

B. SCGB 2A1 Antiserum mit Cy3-konjugiertem Sekundérantikorper.

C. Firbung der Zellkerne mit DAPI.

D. Negativkontrolle mit H,O.
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Abb. 8. Lokalisation von SCGB 2A1 in den Zellen der Prostata

Derselbe Prostataschnitt wie in Abbildung 7 fotografiert mit einem Konfokalen-Mikroskop. Dieser
Ausschnitt zeigt zwei benachbarte Prostata Tubuli. L markiert das Lumen der Driisen.

A. Markierung der Basalzellen mittels 346 E12 Antikorper und Cy2-konjugiertem Sekundirantikorper.
B. Dasselbe Detail des Driisenepithels wie in A, SCGB 2A1 Firbung mit Cy3-konjugiertem
Sekundérantikorper. Einige wenige Basalzellen exprimieren kein SCGB 2A1 (Pfeil).

C. Superposition von A und B zur Demonstration der Co-Expression von SCGB 2A1 und Cytokeratin
348 E12 in den Basalzellen.

D. Negativkontrolle mit H,O

Der weille Pfeil markiert eine Basalzelle ohne Reaktion fiir SCGB 2A1 (B). In der gleichen Zelle kann
jedoch 348 E12 als Marker fiir Basalzellen nachgewiesen werden (A).
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Zur Ergédnzung dieser Befunde wurde weiterhin eine Doppelimmunfluoreszenz mit PSA
Antikorper zur Identifizierung der Luminalzellen und SCGB 2A1 Antiserum
durchgefiihrt.

Abbildung 9 zeigt PSA in den Luminalzellen (weiler Pfeil), wihrend die Basalzellen
nicht markiert werden (roter Pfeil). PSA befindet sich im Zytoplasma der
Luminalzellen. Im Vergleich dazu liegt SCGB 2A im Zytoplasma beider Zelltypen vor.
Da fiir die Ausfiihrung dieses Versuchs paraffineingebettetes Prostatagewebe verwendet
werden musste, zeigt sich erneut eine deutliche unspezifische Firbung des

Hintergrundes und der Zellkerne durch das SCGB 2A1 Antiserum.
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Abb. 9. Expression von PSA und SCGB 2A1 im Prostataepithel

Ein humaner Prostata Gewebe-Array wurde fiir die Anfertigung der Doppelimmunfluoreszenz-Analyse
verwendet.

A.PSA Antikorper mit Cy2-konjugiertem Sekundérantikorper.

B. SCGB 2A1 Antikoérper mit Cy3-konjugiertem Sekundérantikorper.

C. Zellkerne wurden mit DAPI geférbt.
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3.3. Expression von SCGB 2A1 in der humanen Prostata

Die Expression von SCGB 2Al in der humanen Prostata wurde bereits mit
Immunfluoreszenz und in situ Hybridisierung untersucht (Xiao 2003). Das Protein
wurde dabei in der gesunden adulten und fetalen humanen Prostata gefunden,
dariiberhinaus im Prostatakarzinom (PCA), jedoch nicht in den hyperplastischen
Arealen einer benignen Prostatahyperplasie (BPH). Um dieses Ergebnis zu iiberpriifen,
wurde ein Nachweis mit DAB Immunhistochemie von SCGB 2A1 auf BPH
Prostatageweben durchgefiihrt. Abbildung 10 zeigt, dass SCGB 2A1 in den Tubuli der
hyperplastischen Areale einer BPH nachgewiesen werden konnte. Es wurden 15
Prostata ~ Proben  unterschiedlicher  Patienten  mit  diagnostizierter = BPH
immunhistochemisch gefirbt. Die Diagnosestellung war vorab durch das Pathologische
Institut der Universitétsklinik GieBen (Prof. Schulz, Dr. Woenckhaus) erfolgt. Es zeigte
sich in allen Proben eine starke Intensitit der SCGB 2A1 Firbung, was auf eine
ausgepragte Expression des Proteins schlieBen ldsst. Fiir die Versuche lagen
unterschiedliche BPH Anschnitte zur Verfiigung. Bei der BPH kann es sowohl zu einer
Hyperplasie der bindegewebigen (z.B. in 11C), als auch der driisigen Prostataanteile
kommen. Zumeist jedoch werden in einem histologischen Schnitt sowohl der
hyperplastische, oft knotige Anteil, und die gesunden Areale gleichermaflen
angeschnitten. SCGB 2A1 lieB sich regelmifig sowohl in den hyperplastischen

Driisenanschnitten, als auch den gesunden Driisenanteilen nachweisen.

Um einen besseren Vergleich aller Ergebnisse zu erzielen, wurden zusitzlich PCA
Proben und fetale Prostata untersucht. Auch in der fetalen Prostata konnte SCGB 2A1
nachgewiesen werden (Abb. 11D), jedoch in geringerer Intensitdt. Abb. 11 A und F
zeigen unterschiedliche  Prostatakarzinome. Fiir die hier durchgefiihrten
Untersuchungen wurden insgesamt 10 verschiedene Prostatakarzinomschnitte von zehn
verschiedenen Patienten untersucht. Auch hier waren regelhaft gesunde Prostataareale
mit angeschnitten. Im Prostatakarzinom geht die Basalzellreihe verloren, und es kommt
zu Anreihungen kleiner driisiger Anteile, in denen oft Zellkerne nur schwer
abzugrenzen sind. In 11F sieht man typische Zellnester, die beim Prostatakarzinom
auftreten konnen, deren Anordnung nur noch wenig an eine Driise erinnern. Hier konnte

in allen Schnitten SCGB in hoher Firbeintensitit nachgewiesen werden.
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Abb. 10. Expression von SCGB 2A1 in der Prostata von BPH Patienten
A. Immunhistochemische Analyse von BPH Prostatagewebe mit DAB Fiérbung.

B. Expression von SCGB 2A1 in den Driisenepithelien in hoherer Vergréferung.

C. Negativkontrolle mit Praimmunserum als Erstantikorper.
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Abb. 11. Expression von SCGB 2A1 in der humanen Prostata

Paraffineingebettete Prostataschnitte von verschiedenen Probanden wurden fiir die Immunfluoreszenz
verwendet. Alle Schnitte wurden zuerst mit dem SCGB 2A1 Antiserum inkubiert. AnschlieBend wurden
die Schnitte mit einem Cy2-konjugierten anti-Kaninchen IgG-Antikorper gefirbt; auBer Schnitt F, fiir den
ein Cy3-konjugierter Sekundérantikdrper verwendet wurde.

A.SCGB 2A1 Sekretion in den Driisenzellen eines Prostatakarzinoms.

B. BPH Prostata.

C. BPH Prostata in der gleichen Vergroflerung gezeigt wie D.

D. SCGB 2AL1 in der fetalen Prostata, ca. 24. Schwangerschaftswoche.

E. Negativkontrolle mit Praimmunserum.

F. Expression von SCGB 2A1 im Prostatakarzinom (Prostataprobe eines anderen Proband als in A)
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4. Diskussion

4.1. Die Expression von SCGB 2A1 in den Basalzellen der humanen
Prostata

Die eingehende Untersuchung der Basalzellen und ihres Expressionsmusters ist von
besonderem Interesse, da man davon ausgeht, dass sich ausschlieBlich in der
Basalzellreihe die prostatischen Stammzellen befinden. Inzwischen haben diese vor
allem auf Grund ihrer Rolle in der Tumorentstehung und als Tumorstammzellen an
Bedeutung gewonnen. Daher beschiftigen sich viele Publikationen mit dem
Expressionsprofil der einzelnen Zelltypen im Prostataepithel, um daran mogliche
Stammzellen zu erkennen. Die Identifizierung spezifischer Marker erlaubt eine
prizisere Definition der verschiedenen prostatischen Zelltypen, aus denen sich
moglicherweise maligne Zellen entwickeln konnen. Dariiber hinaus ergeben sich

eventuell Hinweise auf neue Biomarker fiir das Prostatakarzinom.

In diesem Zusammenhang sollte daher untersucht werden, ob die Basalzellen der
Prostata SCGB 2Al, ein sekretorisches Protein das bereits im Prostataepithel gefunden

wurde, exprimieren.

Die mutmalliche Rolle der Basalzellen als Stammzellen wurde bereits vielfach
diskutiert und ist bis heute nicht einheitlich akzeptiert (Nagle et al., 1987; Sherwood et
al., 1990). Es existieren diverse Theorien iiber die verschiedenen Prostatazellen und

thren Ursprung.
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Abbildung 12. Modelle zur prostatischen Stammzellhierarchie

Entnommen aus Taylor et al. 2010.

1. Lineares Stammzellmodell. Prostatische Stammzellen befinden sich in der
Basalzellreihe. Die Basalzelle erneuert sich selbst und bringt eine einzige Progenitorzelle fiir alle
Zelltypen hervor.

2. Bidirektionales Stammzellmodell. Alle Prostatazellen entspringen einer gemeinsamen
Stammzelle, aber unterschiedlichen Progenitorzellen.

3. Unabhingiges Stammzellmodell. Aus luminalen Stammzellen (CARNS) und basalen

Stammzellen gehen unabhiingig voneinander die verschiedenen Zelltypen hervor.

Die Unterschiede in den Immunprofilen der drei prostatischen Zelltypen lassen sich nur
schwer mit einem einzigen Stammzellkonzept vereinbaren. So beschreiben Taylor et al.
(2010) auch drei mogliche Modelle der Stammzellhierarchie in der Prostata (sieche Abb.
12).

Urspriinglich wurde davon ausgegangen, dass die Stammzellen ausschlieBlich innerhalb
des Basalzellkompartiments zu finden sind und von dort aus das Prostataepithel
regenerieren (DeKlerk & Coffey, 1978; Taylor, Toivanen, & Risbridger, 2010). Die
Stammzell-Hypothese von Isaacs und Coffey (Isaacs & Coffey, 1989) geht von basalen
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Prostatastammzellen innerhalb der Basalzellpopulation aus, die Stammzellkopien
hervorbringen (Selbsterneuerung) sowie Progenitorzellen, die sich dann iiber
Intermedidrzellen in Luminalzellen und neuroendokrine Zellen ausdifferenzieren (Abb.
12.1). Sie gehen davon aus, dass auch noch die Intermediirzellen in der Basalzellreihe
lokalisiert sind (Bonkhoff & Remberger, 1996; De Marzo, Meeker, Epstein, & Coffey,
1998; van Leenders & Schalken, 2001).

Die moderne Version dieses ersten Stammzellmodells beschreibt die
Stammzelldifferenzierung dagegen als einen in zwei Richtungen ablaufenden Prozess.
Ging man urspriinglich davon aus, dass die Stammzellen den Basalzellen entspringen,
welche CK 5 positiv und CK 8 negativ sind, so hitte man Zellen mit diesem
Markerprofil auch im Epithel des embryonalen Urogenitalsinus erwartet. Allerdings
konnten solche Zellen (CK 5+, CK 8-) dort nicht nachgewiesen werden. Es wurde
hingegen eine kleine Fraktion prostatischer Basalzellen beschrieben, die das volle
Spektrum aller Basal- und Luminalzellmarker exprimieren (CK 5, CK 14, CK 8, CK
18, CK 19, p 63). Diese Subpopulation adulter prostatischer Basalzellen entspricht dem
Markerprofil, welches man bei den Zellen im embryonalen Urogenitalsinus gefunden
hat. Wang et al. gehen daher davon aus, dass diese Zellen die originalen Progenitor-
/Stammzellen darstellen (Y. Wang, Hayward, Cao, Thayer, & Cunha, 2001). Es wird
angenommen, dass sich diese Progenitorzellen im Verlauf zu reifen Luminalzellen (CK
8+, CK 18+) oder zu reifen Basalzellen (CK 5+, CK 8-) differenzieren konnen (Burger
et al., 2005; Lawson, Xin, Lukacs, Cheng, & Witte, 2007).

Diese beiden hierarchischen Stammzellmodelle werden mittlerweile durch ein drittes
Modell erginzt (Abb. 12. 3). Im linearen und bidirektionalen Stammzellmodell
entspringt die Stammzelle entweder dem Basalzellkompartiment oder der Reihe der
Intermedidrzellen. Mittlerweile gibt es aber Hinweise, dass auch innerhalb des
Luminalzellkompartiments Stammzellen zu finden sind. Somit werden die
urspriinglichen hierarchischen Modelle durch ein unabhédngiges Stammzellmodell
erginzt. Innerhalb der Luminalzellpopulation wurden Luminalzellen mit Progenitor-
/Stammzelleigenschaften identifiziert, aus denen sich die Prostata regenerieren kann (X.
Wang et al., 2009). Die so genannten CARNS (Castrate-resistant Nkx3-1-expressing
cells) werden nicht durch Kastration beeinflusst und konnen ohne testikulires
Androgen proliferieren. Sie sind dazu bipotent, behalten die Fihigkeit zur

Selbsterneuerung und exprimieren Nkx3-1, welches fiir den Erhalt von Stammzellen
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benottigt wird (X. Wang et al., 2009). Es wird vermutet, dass neben den bereits
bekannten basalen Stammzellen CARNS existieren, die sich sowohl im Luminal- wie
auch dem Basalzellkompartiment aufhalten konnen, von wo aus sie sich selbst erneuern
oder jeden anderen prostatischen Zelltyp entwickeln konnen. Somit scheinen die
unterschiedlichen Zellen des Prostataepithels nicht von einer gemeinsamen, sondern
von unterschiedlichen Stammzellpopulationen abzustammen. Zusammengefasst bleibt
derzeit noch unklar, welches Modell tatsichlich fiir die Prostata zutrifft. Jedoch
schlieBen sich alle drei Modelle nicht grundsitzlich aus und existieren vielleicht sogar

parallel.

Die meisten Stammzelltheorien konzentrieren sich ausschlieBlich auf den Ursprung der
Luminal- und Basalzellen, da diese fiir die Entstehung des Prostatakarzinoms
entscheidend sind. Prostatakarzinome, die aus neuroendokrinen Zellen entstehen, finden
sich mit 1-5% aller Prostatakarzinome sehr selten. Interessanterweise zeichnet sich das
Prostatakarzinom dadurch aus, dass hier keine Basalzellreihe mehr nachgewiesen

werden kann.

In situ Hybridisierungen und Immunfluoreszenzuntersuchungen von Xiao (Xiao, 2003)
gaben erste Hinweise darauf, dass SCGB 2A1 sowohl in Luminal- wie auch Basalzellen
der humanen Prostata exprimiert wird. Mittels
doppelimmunfluoreszenzmikroskopischer Analyse konnte in dieser Arbeit jetzt
zweifelsfrei nachgewiesen werden, dass Sekretoglobin SCGB 2Al1 tatsdchlich im
Zytoplasma von Luminal- wie Basalzellen vorkommt (Abb. 7 und 8). Damit ist SCGB
2A1 das erste Protein, das so ein Expresssionsmuster in der Prostata aufweist. Bislang

wurden sezernierte Proteine nur in den Luminalzellen gefunden (Danielpour, 1999;

Robinson, Neal, & Collins, 1998).

Innerhalb der Basalzellreihe fallen bei stidrkerer VergroBerung vereinzelte SCGB2A1-
negative Zellen auf (Abb. 8, weiller Pfeil), die mittels Cytokeratin 348 spezifischer
Farbung als Basalzellen identifiziert werden konnten. Der Anteil dieser Zellen ist nur
sehr gering. Diese Ergebnisse stiitzen andere Beobachtungen, die zeigen, dass sich
innerhalb des Basalzellkompartiments verschiedene Gruppen von Basalzellen befinden.
So konnten Wang et al. einige wenige Basalzellen identifzieren, die das volle Spektrum
von Markerproteinen aufwiesen, wie es auch die Zellen im Urogenitalsinus zeigen (Y.
Wang et al., 2001). Es konnte also sein, dass es sich bei den SCGB 2A1 negativen

Zellen um diese Vorlduferzellen handelt, die erst spidter nach einer weiteren
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Ausdifferenzierung in Luminal- und Basalzellen die Féhigkeit entwickeln SCGB 2A1

Zu exprimieren.

Ob es sich bei den von Wang beschriebenen Vorliduferzellen um Stammzellen handelt
bleibt unklar. Wang gibt keine Schitzung dariiber, wieviele Stammzellen prozentual
nachgewiesen werden konnen. Kasper et al. schidtzen diese auf nur 1% aller

Prostataepithelzellen (Kasper, 2008).

Die Expression eines sekretorischen Proteins wie SCGB 2A1 in beiden Zelltypen ist
eine unerwartete Entdeckung, da Sekretoglobine typische sezernierte Proteine sind, und
diese fiir gewohnlich nur von den Luminalzellen gebildet werden. Es gibt bisher zwar
einige Fille, in denen Proteine gleichzeitig in beiden Zelltypen nachgewiesen wurden,
jedoch nicht in Immunféarbungen, sondern mittels PCR. Oudes et al. (2006) haben in
einer umfangreichen Transkriptomanalyse die Genexpression in den verschiedenen
Zelltypen der Prostata mittels PCR untersucht. Hierzu wurden monoklonale Antikorper
fiir Basalzellen (Integrin 84), Luminalzellen (Dipeptidylpeptidase 1V), Fibroblasten
(Integrin al) und Endothelzellen (PECAM-1) eingesetzt, um die verschiedenen
Zelltypen mittels magnetischer Zellsortierung zu trennen. Ein unerwartetes Ergebnis
dieser Studie ist, dal Luminal- und Basalzellen hinsichtlich ihrer Transkriptome
tiberraschend &dhnlich sind. Auf der Proteinebene 148t sich dieser Befund jedoch nicht so
ohne weiteres bestitigen. PSA (auch KLK3 genannt) wurde in dieser Studie zwar, wie
vielfach beschrieben, in grolen Mengen in den Luminalzellen gefunden, aber auch in
allen anderen untersuchten Zelltypen. Dies konnte mit Hilfe statistischer Methoden
jedoch auf Kontaminationen zuriickgefiihrt werden. Das Transkript fiir SCGB 2Al
wurde in dieser Studie ebenfalls nur in den Luminalzellen nachgewiesen. Dies konnte
aber auch bedeuten, dass SCGB 2Al in den Luminalzellen synthetisiert und
anschlieBend in die Basalzellen transportiert wird. Ein solcher Proteintransport
zwischen beiden Zelltypen wurde bislang in der Literatur nicht beschrieben, jedoch
wurden gap juction Proteine beschrieben, die prinzipiell einen Austausch zwischen den
Zelltypen ermoglichen (Habermann, Ray, Habermann, & Prins, 2002). In jedem Fall
bestitigen die in dieser Arbeit beschriebenen Befunde die Gemeinsamkeiten beider

Zelltypen auch auf der Proteinebene.

Auffdllig an der Studie von Oudes et al. (2006) ist, dass der Androgenrezeptor in
keinem Zelltyp gefunden wurde. Zahlreiche Publikationen beschreiben die Prostata

jedoch als Androgen-sensibles Organ, das den Androgenrezeptor im Prostataepithel
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exprimiert (Bonkhoff & Remberger, 1996; Leav et al., 1996). Publikationen, welche
sich mit der Gen- und Proteinexpression in der Prostata beschéftigen, um den Grad der
Konkordanz  zwischen immunhistochemischem Nachweis und tatsichlicher
Proteinmenge zu untersuchen (Pascal et al., 2008) zeigen, dass die Korrelation von
mRNA und Proteinexpression bei unterschiedlichen Proteinen variiert. So korreliert die
Aussage ,,mRNA und immunhistochemischer Nachweis sind da* in nur etwa der Hilfte
der Fille. Dariiberhinaus war die Korrelation des Expressionsniveaus nur schwach bis

moderat.

Sehr oft werden Proteine auch durch die sehr sensitive RT-PCR auf mRNA-Ebene
nachgewiesen, sind aber nur in geringen Mengen vorhanden, und mit
immunhistologischen Methoden nicht oder nur kaum auf Proteinebene nachzuweisen.
Auch in einigen anderen Fillen konnten Proteine durch Immunfarbung detektiert

werden, aber nicht deren mRNA im Gene-Array (Pascal et al., 2008).

Die durchgefiihrten Immunfluoreszenzfirbungen von SCGB 2A1 im Epithel der
humanen Prostata haben gezeigt, dass SCGB 2A1 bereits in frithen Entwicklungsstadien
vom Prostataepithel gebildet wird (Abb. 11 D). Interessanterweise sieht man hier in den
Basalzellen eine vermehrte Firbeintensitit verglichen mit den Luminalzellen; eine
Beobachtung, die sowohl in der fetalen, als auch der adulten Prostata immer wieder
auffiel. Funktionen in der Entwicklung wurden bereits fiir einen entfernten Verwandten
der Sekretoglobinfamilie beschrieben. SCGB 3A2 wurde in der Lunge entdeckt und
scheint dort eine Rolle in der Entwicklung der Lungenbldschen zu spielen (Kurotani et
al., 2008). Es wire interessant weiterhin zu untersuchen, ob SCGB 2A1 Eigenschaften
eines Wachstumsfaktors besitzt. Hitte es eine Wachstumsfaktor-Funktion, so wiirde
dies die Expression in den Basalzellen erkldren, da sich diese durch eine hohe
proliferative Kapazitit auszeichnen. Somit ist anzunehmen, dass von ihnen ausgehend
das Prostataepithel regeneriert wird. Daher scheint es plausibel, dass ein Protein mit
Wachstumsfaktoreigenschaft vornehmlich in den Basalzellen der Prostata nachgewiesen
werden kann. Bisher ist jedoch nichts iiber die Rolle von SCGB 2A1 in der
Entwicklung der humanen Prostata bekannt. Zusammenfassend scheinen auch die
Basalzellen in der Lage zu sein, mit SCGB 2A1 ein sezerniertes Protein zu exprimieren.
In der Basalzellzeihe finden sich einige wenige Basalzellen, die als solche anhand
spezifischer Marker identifiziert werden konnten, aber kein SCGB 2A1 exprimieren.

Somit konnten im  Basalzellkompartiment unterschiedliche  Basalzelltypen
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nachgewiesen werden.

In allen immunhistologischen Firbungen zeigten die glatten Muskelzellen des
prostatischen Stromas eine positive Fiarbung von SCGB 2Al. Eine Firbung von
Muskelgewebe, in dem Falle von quergestreifter Muskulatur, wurde auch bereits fiir
den Musculus orbicularis oculi gefunden (Stoeckelhuber et al., 2006). Zhao et al.
konnten dariiberhinaus eine schwache Expression in quergestreifter Muskulatur mittels
RT-PCR nachweisen (Zhao et al., 1999). Die Expression von SCGB 2A1 ist Androgen
abhingig und es scheint eine Korrelation mit der Expression des Androgenrezeptors zu

geben.
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4.2. Nachweis von SCGB 2A1 in Prostataschnitten von Patienten mit

benigner Prostatahyperplasie (BPH) und Prostatakarzinom
(PCA)

Die immunhistochemischen Untersuchungen in der vorliegenden Arbeit zeigen, dal3
SCGB 2A1 sowohl in den BPH-Arealen der humanen Prostata exprimiert wird, wie
auch im umliegenden gesunden Prostataparenchym. Dariiber hinaus konnte SCGB 2A1
mittels Immunfluoreszenz in Prostataschnitten von gesunden Probanden, solchen mit
PCA, wie auch in Schnitten der fetalen Prostata detektiert werden. In einer von Xiao et
al. durchgefiihrten Untersuchung wurde die Expression von SCGB 2A1 ebenfalls mit
Hilfe von Immunfluoreszenz in verschiedenen Prostatageweben untersucht (Xiao,
2003). Dort wurde SCGB 2A1 in der gesunden adulten Prostata wie auch in einem
PCA-Schnitt detektiert, nicht jedoch in einem exemplarischen BPH-Schnitt. In den hier
beschriebenen Ergebnissen konnte der negative Erstbefund fiir SCGB 2A1 in einem
einzigen BPH-Schnitt nicht bestétigt werden. In mehreren Schnitten, wie auch im
Vergleich mit normalem Gewebe in der Nidhe von BPH-Arealen auf einem Schnitt,
konnte kein signifikanter Unterschied in der Farbung nachgewiesen werden.

SCGB 2A1 wurde als ein durch Androgene reguliertes Gen in der humanen Prostata
beschrieben (Xiao et al., 2005). Sowohl fiir die Entwicklung als auch den Erhalt der
Prostata, insbesondere des Epithels, sind Androgene unabdingbar. Es gibt zahlreiche
Untersuchungen, die belegen, dass sowohl Androgene wie auch der Androgenrezeptor
eine Rolle in der Atiologie der BPH spielen (Nicholson & Ricke, 2011). Weiterhin ist
bekannt, dass das Fortschreiten der Hyperplasie durch Inhibitoren der So-Reduktase,
einem Enzym, das Testosteron in Dihydrotestosteron umwandelt, verlangsamt werden
kann. O"Malley et al. (2009) haben gefunden, dass die Androgen abhéngigen Gene fiir
Eaf2/U19, ELLA2, FKBP5 und PSA bei einer BPH stérker exprimiert werden als in der
normalen Prostata. Einige andere Androgen abhédngige Proteine wurden in der BPH
jedoch auch weniger stark exprimiert gefunden. Dariiberhinaus muss es noch weitere
Androgen unabhingige Faktoren geben, die eine BPH mitverursachen oder verstirken

konnen.

In der vorliegenden Arbeit wurde das polyklonale Kaninchen Antiserum verwendet, das
auch in den Arbeiten von Xiao et al. (2003) und Stoeckelhuber et al. (2003)

Verwendung fand. Bei Xiao et al. (2003) wurden iiberwiegend paraffineingebettete
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Schnitte verwendet. Bei den hier durchgefiihrten Immunféarbungen stellte sich jedoch
heraus, dass dieser Antikorper auf paraffineingebetteten Schnitten nicht zu verwenden
ist, so dass hier meist Kryoschnitte Verwendung fanden. Dies konnte auch die

unterschiedlichen Ergebnisse bei den BPH-Proben erkléren.

SCGB 2A1 gehort zur Familie der Sekretoglobine. Diese kleinen sezernierten Proteine
werden in unterschiedlichen Geweben von Mensch und Sidugetier exprimiert,
vorwiegend in Schleimhduten und Epithelien (Ni et al., 2000). Ihre physiologische
Bedeutung bleibt nach wie vor unklar, jedoch wird in neueren Publikationen ein
Zusammenhang mit der Tumorgenese vermutet. Kurotani et al. (2011) unterteilen die
Sekretoglobine in zwei unterschiedliche Klassen ein. Demnach lassen sich die
Sekretoglobine in solche einteilen, die als Tumorsuppressoren fungieren und im
Tumorgewebe vermindert nachgewiesen werden. Die zweite Gruppe Sekretoglobine

wird in Tumoren iiberexprimiert .

Eine tumorsuppressive Funktion wird fiir SCGB 3A2 (uteroglobin-related protein I) in
Lungentumoren und im Bronchialepithel beschrieben (Kurotani et al., 2011). Von
SCGB 1A1 (Uteroglobin) wird vermutet, dass es in Nicht-Kleinzelligen
Bronchialkarzinomen (NSCLC) und in metastatischen Prostatazelllinien tumor-
suppressiv wirkt (Leyton et al., 1994). Fir SCGB 3A1 (HIN-1) wird ebenfalls eine
tumorsuppressive Wirkung vermutet. So wird das Gen in einer signifikanten Zahl von
Brust-, Prostata-, Lungen- Magen- und Pankreaskarzinomen durch Methylierung
stillgelegt (Gong et al., 2011; Krop et al., 2005). Vermutlich iiber den AKT-Signalweg
vermittelt, inhibiert SCGB 3A1 Zellwachstum, Zellmigration und —invasion. Ein
weiteres Beispiel ist SCGB 1D2 (Lipophilin B), welches in Adenomen der Hypophyse

nur vermindert nachgewiesen werden kann (Sjodin et al., 2005).

Zur zweiten Gruppe der Sekretoglobine werden diejenigen gezéhlt, welche in Tumoren
tiberexprimiert werden. Diese konnen durch die vermehrte Expression im
Tumorgewebe als Tumormarker fungieren. So wurde SCGB 3A2 vermehrt in
pulmonalen Tumoren nachgewiesen und ist ein neuer Marker fiir Lungentumoren des
Menschen (Kurotani et al., 2011; Tachihara-Yoshikawa et al., 2008). Es sei erwéhnt,
dass SCGB 3A2 dariiberhinaus als Wachstumsfaktor fiir die pulmonale Entwicklung
dient (Kurotani et al., 2008) und antiinflammatorische Wirkung aufweist (Chiba et al.,

2006).
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SCGB 2A2 (Mammaglobin) wurde bislang von allen Sekretoglobinen am intensivsten
untersucht. Mit Hilfe von SCGB 2A2 konnen Mikrometastasen und im Blut
zirkulierende Tumorzellen detektiert werden, weshalb sich SCGB 2A1 mittlerweile als
diagnostischer Marker fiir das Mammakarzinom etabliert hat (Ghossein, Carusone, &

Bhattacharya, 2000).

Die Expression von SCGB 2A1 (Lipophilin C) dagegen wurde bislang noch nicht
eingehender in Karzinomen wie dem PCA untersucht. Interessant wire zu untersuchen,
ob im Prostatakarzinom eine Uberexpression besteht. Anhand unserer Untersuchungen,
in denen SCGB 2A1 in PCA Proben nachgewiesen wurde, wire es durchaus moglich,
dass das Protein iiberexprimiert wird. Alle Immunfluoreszenz-Untersuchungen von
SCGB 2A1 in Prostatageweben ergaben einen positiven Nachweis (siehe Abb. 11F).
Die ausgeprigte Firbeintensitét 1dsst vermuten, dass hier SCGB 2A1 stark exprimiert
wird. Allgemein ist bekannt, dass sich das Expressionsverhalten von Proteinen in
Tumoren verdndert, verursacht durch verinderte Differenzierung der Zellen und

gestorte Genregulation der entarteten Zellen.

Das bekannteste Beispiel hierzu ist das PSA, welches im Prostatakarzinom deutlich
vermehrt exprimiert wird und dadurch zum Screening des PCA als Tumormarker
verwendet wird. Seit der Verwendung von PSA als diagnostischem Marker konnte die
Mortalitdt bei PCA deutlich gesenkt werden und der Tumor kann bereits in einem
Friihstadium erfasst werden (Jin et al., 2013). Jedoch liegen bei ca. 15% aller PCA-
Fille keine erhohten PSA Werte vor. Dahingehend wiire es interessant, SCGB 2A1 im
Serum maénnlicher Probanden zu bestimmen und die Werte von Gesunden mit an
Prostatakarzinom erkrankten Ménnern zu vergleichen. Sollte eine Messung von SCGB
2A1 im Serum méglich sein, wire es dariiber hinaus interessant, die Werte mit den PSA
Werten zu korrelieren, um zu priifen, ob so eine hohere Spezifitit bei der Erkennung

von Prostatakarzinomen erreicht werden kann.

In den hier durchgefiihrten Versuchen wurden 10 verschiedene Prostatakarzinomproben
untersucht, die von zehn verschiedenen Patienten in unterschiedlichen
Erkrankungsstadien stammten. Ob sich die Karzinome noch im Androgen abhingigen
Tumorstadium befanden, war jedoch nicht bekannt. Um die Bedeutung dieses
Nachweises zu beurteilen, ist eine wesentlich grofere Patientenkohorte notwendig. Es
wire interessant zu testen, ob in hormonrefraktiren Prostatakarzinomen SCGB 2A1

nachgewiesen werden kann. Zwar wird in den hormonrefraktiren PCAs der
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Androgenrezeptor weiterhin exprimiert (Mohler et al., 1996; Mohler, Partin, Isaacs, &
Coffey, 1987; van der Kwast et al., 1991), doch kommt es im Krankheitsverlauf bis hin
zum Therapierefraktiaren Stadium moglicherweise zu einer Abnahme der Androgen

regulierten SCGB 2A1 Expression.

Meine Untersuchungen deuten auf eine starke Expression von SCGB 2Al in PCA-
Schnitten hin (Abb.11 F). Daher scheint fiir SCGB 2A1 am Ehesten eine
Uberexpression im Prostatakarzinom vorzuliegen. Die Immunfluoreszezuntersuchungen
zeigen jedenfalls keine Herrunterregulierung von SCGB 2A1, da dieses im
Prostatakarzinom reichhaltig nachgewiesen werden kann. Allerdings erfolgte der
Nachweis dieser Arbeit ausschlieBlich auf histologischer Ebene. Eine vergleichende,
quantitative Studie der SCGB 2A1 Expression in der gesunden Prostata sowie in BPH
und PCA-Proben, dhnlich wie beim Ovarialkarzinom, wire weiterfithrend sinnvoll. So
wurde SCGB 2A1l zundchst in einem Microarray als Marker fiir das epitheliale
Ovarialkrazinom identifiziert und dann auf der mRNA- und Proteinebene weiter
untersucht. Der Nachweis von SCGB 2A1 ist in diesem Fall mit einem verminderten

Risiko fiir einen Tumorriickfall assoziiert (Tassi et al., 2009).

Allgemein weisen Sekretoglobine nur geringe Gewebsspezifitdt auf und werden in
verschiedenenen Epithelien co-exprimiert. Mammaglobin A (SCGB 2A2) zum Beispiel
wird nicht nur in der Mamma, sondern auch in Uterus, Ovar, Hoden und Speicheldriise
nachgewiesen (Lehrer et al., 1998). Trotz eingeschrinkter Gewebespezifitidt hat es

dennoch diagnostische Bedeutung fiir das Mammakarzinom erlangt.

Auch SCGB 2A1 (Lipophilin C) wurde mittels PCR in multiplen Geweben gesunder
Probanden nachgewiesen. Darunter in Ovar, Uterus, Hoden, Brustdriise, Speicheldriise,
Niere, Thymus, Muskel und Prostata (Lehrer, Nguyen, Zhao, Ha, & Glasgow, 2000).
Allerdings haben die hier vorgestellten Untersuchungen keinen Hinweis darauf
gebracht, dass SCGB 2A1 ein Markerpotential fiir BPH oder das PCA haben konnte.
Carter et al. (2003) konnten zeigen, dass Antikorper gegen SCGB 1D2 (Lipophilin B)
im Serum von an Brustkrebs erkrankten Patientinnen auftreten, insbesondere, wenn sich
diese in einem spiten Krankheitsstadium befinden. Solche Antikérper wurden auch in
geringeren Mengen bei PCA- und Ovarialkarzinompatienten gefunden. Es wire
demzufolge sinnvoll auch das Auftreten von Antikorpern gegen SCGB 2Al,

insbesondere bei PCA, zu iiberpriifen.
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S. Zusammenfassung

In der Dissertationsarbeit von Xiao (Xiao, 2003) ergaben sich Hinweise darauf, dass das
Sekretoglobin SCGB 2Al, ein typisches Sekretprotein der Prostata, sowohl in den
Basalzellen wie auch den Luminalzellen der humanen Prostata exprimiert wird. Bislang
wurden jedoch die sezernierten Proteine der Prostata ausschlieBlich in den
Luminalzellen gefunden. Dariiber hinaus fand Xiao SCGB 2A1 sowohl im Epithel der
fetalen und adulten Prostata wie auch im Prostatakarzinom, jedoch konnte das Protein
in einer benignen Prostatahyperplasie nicht nachweisen werden. Moglicherweise konnte
SCGB2A1 daher einen Marker darstellen, mit dem es moglich ist Karzinom von BPH
zu unterscheiden. Ziel dieser Arbeit war es daher, die Expression in den Basalzellen mit
Hilfe der doppelimmunfluoreszenzmikroskopischen Analyse abzukldren und die
Expression in BPH Proben mittels Immunhistochemie zu iiberpriifen.

Die durchgefiihrten Untersuchungen ergaben, dass SCGB 2A1 gleichermalen in den
Basalzellen wie den Luminalzellen der Prostata vorliegt. Damit scheint es das erste
sezernierte Prostataprotein zu sein, das in beiden Zelltypen nachzuweisen ist. Dieser
Befund unterstiitzt andere Berichte, die Ahnlichkeiten im Expressionsprofil von Basal-
und Luminalzellen gefunden haben, wie auch die These, dass beide Zelltypen sich aus

einer gemeinsamen Stammzelle entwickeln.

Dariiber hinaus wurde SCGB 2A1 im Driisenepithel sowohl von BPH wie auch
Prostatakarzinomproben nachgewiesen. Das Protein stellt damit also keinen
spezifischen Karzinommarker dar. Es ergaben sich jedoch Hinweise darauf, dass SCGB
2A1 bei Prostatakarzinom wie auch PBH im Vergleich zu gesundem Gewebe
tiberexprimiert wird. Dies wurde bereits fiir ein anderes Sekretoglobin, das
Mammaglobin (SCGB 2A2), beim Mammakarzinom vielfach gezeigt, so dass es heute
als etablierter Tumormarker gilt. Es konnte sich also lohnen, auch die Uberexpression
von SCGB 2A1 bei BPH und Prostatakarzinom genauer und mit anderen geeigneten
Methoden wie der qPCR zu untersuchen, um zu iiberpriifen, ob das Protein nicht als

Tumormarker diagnostischen Wert hat.
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6. Summary

The Secretoglobin SCGB 2Al, a typical secretory protein of the prostate, can be
detected in the basal as well as luminal cells of the human prostate. To date, secreted
proteins were only found to be expressed by the luminal cells. Moreover, Xiao (2003)
found SCGB 2A1 in the epithelium of the fetal and adult prostate as well as in prostate
carcinoma, but could not detect the protein in a sample of benign prostate hyperplasia
(BPH). Therefore, SCGB 2A1 could represent a valuable diagnostic marker protein that
is able to distinguish between prostate carcinoma and BPH. Aim of this thesis was
therefore to verify expression of SCGB 2Al in basal cells by using double
immunofluorescence and to survey expression in BPH samples by

immunohistochemistry.

The results show that SCGB 2A1 is present in basal and prostate cells alike. This
identifies SCGB 2A1 as the first secreted prostate protein that can be demonstrated in
both cell types. This finding supports other publications reporting similarities in the
expression profiles of basal and luminal cells and the hypothesis that both cell types

develop from a common precursor stem cell.

Moreover, SCGB 2A1 could be detected in the glandular epithelium of BPH as well as
in prostate carcinoma samples. Therefore, it does not qualify as carcinoma-specific
marker. However it appears that SCGB 2A1 is overexpressed in prostate carcinoma and
BPH samples in comparison to normal tissue. This was also shown for another
secretoglobin — mammaglobin (SCGB 2A2) — that is specifically overexpressed and
secreted into the circulation by breast cancer cells and represents an established tumor
marker for this malignancy. Therefore, it would be worthwhile to thoroughly investigate
overexpression of SCGB 2A1 in BPH and prostate cancer with adequate methods like
gPCR in order to find out if the protein may qualify as a diagnostic marker for prostate

cancer.
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