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Abstract

The androgen receptor and its signalling pathways are involved in many kinds of di-
seases. Androgen receptor signalling pathway inhibitors are used in the treatment of
benign prostate hyperplasia, prostate cancer and skin disorders like acne, hirsutism or
androgenetic alopecia. On the other hand androgenic anabolic compounds are used for
the treatment of chronic wasting conditions due to AIDS or cancer cachexia because of
their appetite-stimulating effect. They are also applied as male contraceptives, in hor-
mone replacement therapies for elderly males and in gender dysmorphia. For detecting
synthetic compounds, natural products and plant and fungi extracts/fractions for inter-
fering with the androgen dependent signalling pathway, a cell proliferation assay using
the androgen dependent growing LNCaP prostate carcinoma cell line and the androgen
independent PC-3 prostate carcinoma cell line was established. Substances were pre-
dicted for their androgen receptor binding activity via in silico screening and tested on
the androgen receptor binding domain. Plant and fungi extracts were prepared using the
automated accelerated solvent extraction and fractionated with gradient extrography.
147 substances and 186 prepared fractions from 23 organisms were tested in the cell
proliferation assay.

35 substances were detected with a proliferation stimulating activity on LNCaP cells,
which can be associated with an androgenic as well as an antiandrogenic behaviour.
After characterization of these substances in the fluorescence polarization androgen
receptor binding assay, three of them were characterized as strong to moderate androgen
receptor binders in the low nanomolar and low micromolar ICsy range. These nor-
testosterone derivatives (70, 71) and the phytosterole 3-sitosterol (57) were further ana-
lyzed for their androgenic or antiandrogenic potential using a gene expression assay.
The two nortestosterone derivatives (70, 71) could be clearly demonstrated to have an-
drogenic potential, while -sitosterol (57) has partial agonistic and partial antagonistic
activities. They were checked for cross binding towards other steroid hormone recep-
tors. None of them showed specific androgen receptor binding capabilities. 21 sub-
stances were found to reduce the testosterone stimulated LNCaP cell proliferation,
which indicates the antiandrogenic property of those compounds. Subsequent testing at
the fluorescence polarization androgen receptor binding assay revealed a low micromo-
lar binding activity for one steroid and a micromolar binding activity for a steroid and a
flavonoid substance. Four substances reduced both the growth of the LNCaP as well as
the PC-3 cell line and were characterized as cytotoxic compounds.

47 fractions were found to stimulate the proliferation activity of LNCaP cells, while
most of them also decreased PC-3 cell growth. Estrogens and glucocorticoids also
stimulate LNCaP cell growth because of the mutated androgen receptor in LNCaP cells,
but decrease PC-3 cell growth at the same time via their own receptors. 22 of those frac-
tions showed a high proliferation stimulating activity without reducing PC-3 cell
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growth, which indicates androgenic/antiandrogenic potential. Cibotium barometz
seemed to be most promising for further analysis. Comparison with Cibotium schiedei
and Cibotium regale species revealed similar but higher activities for Cibotium ba-
rometz. Further analyses using the gene expression assay showed an antiandrogenic
behaviour via significant but weak reduction of PSA-mRNA levels and a significant
decrease in AR-mRNA levels. The elucidation of the responsible substances remained
without any success. 11 antiandrogenic fractions were detected, which reduced the tes-
tosterone stimulated LNCaP cell proliferation, but not the PC-3 cell growth. The proli-
feration data from Bumelia sartorum were most promising and should be analyzed fur-
ther to elucidate structural information responsible for its activity.
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Zusammenfassung

Der Androgenrezeptor und seine Signalwege spielen in einer Vielzahl von Erkrankun-
gen eine wichtige Rolle. So werden Inhibitoren des Androgenrezeptors und seiner Sig-
nalwege therapeutisch gegen Prostatakrebs, benigne Prostatahyperplasie, Erkrankungen
der Haut und Hautanhangsgebilde wie Akne, Hirsutismus und androgenetischer Alope-
zie eingesetzt. Androgene anabole Steroide werden dagegen bei der Behandlung von
chronischen Erschopfungszustinden wie AIDS und Krebskachexie durch Appetitsteige-
rung eingesetzt. Ebenso finden sie Anwendung als hormonelle Kontrazeptiva fiir den
Mann, in Hormonersatztherapien bei dlteren Ménnern und bei sexuellen Differenzie-
rungsstorungen. Um sowohl synthetische Verbindungen bzw. Naturstoffe als auch
Pflanzen- bzw. Pilzextrakte und Fraktionen derselben hinsichtlich ihres Einflusses auf
den androgenabhingigen Signalweg untersuchen zu konnen, wurde unter Verwendung
der androgenabhingig wachsenden Prostatakrebszelllinie LNCaP und der androgen-
unabhingig wachsenden Prostatakrebszelllinie PC-3 ein Zelllproliferationsassay eta-
bliert. Die Strukturen, hauptsédchlich aus der hauseigenen Substanzdatenbank stammend,
wurden durch Methoden des in silico Screening auf ihre Bindungsfahigkeit am Andro-
genrezeptor gepriift und zur Testung an der AR-Bindedoméne vorgeschlagen. Pflanzen-
und Pilzextrakte wurden durch beschleunigte Losemittelextraktion mit dem automati-
schen Extraktor Dionex ASE 200® pripariert und mittels Gradientenextrographie frak-
tioniert. 147 Substanzen und 186 Fraktionen aus 23 Organsimen wurden der Testung
am Zellproliferationsassay unterzogen.

Fiir 35 Verbindungen wurde ein proliferationssteigernder Effekt an den LNCaP-Zellen
beobachtet, was mit einer androgenen als auch antiandrogenen Aktivitét in Verbindung
gebracht werden kann. Nach ndherer Charakterisierung durch Fluoreszenzpolarisations-
bindungsassays dieser Verbindungen an der AR-Bindedoméne, konnten drei von ihnen
als starke bis mafig starke Binder des Androgenrezeptors im niedrig nanomolaren und
niedrig mikromolaren ICsy-Bereich eingestuft werden. Diese zwei Nortestosteronderiva-
te (70, 71) und das Phytosterol B-Sitosterol (57) wurden hinsichtlich ihres androgenen
bzw. antiandrogenen Potentials mit Hilfe eines Genexpressionsassays ndher untersucht.
Fiir die zwei Nortestosteronderivate (70, 71) konnte eindeutig eine androgene Wirkung
festgestellt werden und fiir B-Sitosterol (57) eine partiell agonistische und partiell an-
tagonistische Aktivitit. Die Verbindungen wurden hinsichtlich ihrer Kreuzbindungsre-
aktivitdt gegeniiber anderen Steroidhormonrezeptoren iiberpriift. Keine von ihnen zeigt
eine spezifische Androgenrezeptorbindung. Fiir 21 Verbindungen konnte eine Hem-
mung der Testosteron-vermittelten LNCaP-Zellproliferation beobachtet werden, was fiir
eine antiandrogene Wirkung der Substanzen spricht. Eine nachfolgende Analyse auf
thre Androgenrezeptorbindungsféhigkeit erbrachte fiir ein Steroid 1Csp-Werte im nie-
drigen mikromolaren Bereich und fiir ein Steroid und eine flavonoidartige Substanz
ICso-Werte im mikromolaren Bereich. Vier Verbindungen reduzierten sowohl das
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Wachstum der LNCaP- als auch der PC-3-Zellen und wurden deshalb als zytotoxisch
eingestuft.

Eine Stimulation der LNCaP-Zellproliferation konnte fiir 47 Fraktionen festgestellt
werden, wobei die meisten davon die PC-3-Zellzahl erheblich reduzierten. Ostrogene
und Glukokortikoide kdnnen aufgrund des mutierten Androgenrezeptors in den LNCaP-
Zellen ebenfalls eine Proliferationssteigerung der LNCaP-Zellen verursachen, gleichzei-
tig aber iiber ihre eigenen Rezeptoren eine Verminderung des Zellwachstums bei PC-3-
Zellen bewirken. 22 Fraktionen zeigten eine alleinige LNCaP-Proliferationssteigerung,
ohne Reduktion der PC-3-Zellzahl, was fiir eine androgene bzw. antiandrogene Aktivi-
tat spricht. Cibotium barometz wurde zur weiterfiihrenden Analyse ausgewéhlt. Ein
Vergleich der Aktivitdten mit Cibotium schiedei und Cibotium regale hat eine dhnliche,
aber hohere Aktivitét fiir Cibotium barometz gezeigt. Mittels Genexpressionsanalyse in
VCaP-Zellen konnte fiir den Cibotium barometz-Extrakt eine schwache antiandrogene
Wirkung durch Reduzierung des PSA- und AR-mRNA-Spiegels nachgewiesen werden.
Die Isolierung und Strukturaufkldrung der dafiir verantwortlichen Substanzen blieben
erfolglos. Es wurden 11 antiandrogene Fraktionen gefunden, die die Testosteron-
vermittelte Proliferation der LNCaP-Zellen, aber nicht die der PC-3-Zellen inhibierten.
Die Proliferationsdaten von Bumelia sartorum waren am vielversprechendsten und soll-
ten ndher charakterisiert werden.



Inhaltsverzeichnis VIII

Inhaltsverzeichnis
DANKSAGUNG ..ot ettt et et ab e et e e saeeteeeaaeans II
ADSIIACE oottt et b et b et ae e v
ZUSAMMENTASSUNE .....eutieiiieiiieiie et esite et et te et e st e et e esteesabe e beesateebeesnbeeseesnteenbeesneeenneas VI
INhaltSVETZEICANIS .....ooutiiiiiiiie e e Vil
ADBKUIZUNGSVETZEICHIILS .....eviiieiiiieciieeciie ettt e e et e e e etae e eaaeeesaeeeenaeeenns XI
TabelleNVErZEICRNIS ......eevieiieiieieeiee et XV
AbDIldUNZSVETZEICHNIS ......eoeiiiiiiieiieie et XVII
FOrmelVErZEIChNIS .....cc.viiiiiiieceece et et e et e e eaae e e aneeens XXI
1 EINICTIUNG ..o et 1
1.1 Signaltransduktion durch Androgenrezeptorliganden ............cccceeevvevvieeeineenns 2
1.1.1 ANAIOZENTEZEPLOT.......eeeeeieeeiieeeiee et et eteeeee e e e eesereeeeaeas 2
1.1.2 Wirkmechanismus des Androgentezeptors.........cceeeveeeeeveeeneeennee. 4
1.1.3 COfaKLOTEN ... 6
1.1.4 Androgenabhingig regulierte Gene ...........ccceeeevveeeveencieeenveeenen. 8
1.2 Androgenrezeptorliganden............cccvieeiuiieriiieeiiie et 9
1.2.1 ANATOZENE .....evieeeiieciee ettt et e e sereeeaeeas 9
1.2.2 Endokrine DiSTuptoren.........cceeeeveeeeiieieeiiieeeieeeeiee e eivee s 12
1.2.3 Klinisch relevante Androgenrezeptorliganden..............cccceeneene. 17
1.3 Testsysteme zur Untersuchung hormoneller Aktivitat...........ccceeeevveeeciveennenn. 22
1.3.1 ZellproliferationSasSaYs .......cccvveeecueeerirreenirieenieeerreeesreeesreeeneneens 22
1.3.2 RepOrtergenassays. ... .cuueeuiieeieciiie e 23
1.3.3 GENEXPIESSIONSASSAYS vnvvvrerurrreenrreerrreesseeessreesseeassseeessseeessseennes 25
1.34 Rezeptorbindungsassays ..........cecveeeecieeeeiiieeniieeciee e 25
1.3.5 COoaKEIVALOT-ASSAYS ..vveeevrreerreeeiieeereeesreeesreeessreeesneeessseeessseeennns 26
2 Material und Methoden............cooiiiiiiiiiiiiie e 27
2.1 Extraktion und FraKtionierung............cccvevveeeiienieeiieeniieeieesee e esieeseveevae e 27
2.1.1 EXEraktion ......cocooiiiiiiienieieeeee s 27
2.1.2 Fraktionierung .......co.eevverieniieiiiieieeeseeee e 28
2.1.3 Pflanzen- und Pilzmaterial .............ccccoeviiviiieniiniieiecieeeeeeene 30
2.2 ZRIKUITUT ...ttt ettt ettt s sbe e 31
2.2.1 Verwendete Zelllinien.........c.coovveeiienieeiiienieeieecie e 31
222 Kultivierung der Zellen...........ccooovveviieiieniieieeieeeeeee e 33
2.2.3 Kryokonservierung von Zellen ............ccocvveeiienienieeneenieeieeee. 34

2.3 ZRllProliferatioNSASSAY .. .eevveeerieriiieiieeieetie et eiee e eteeesaeesaeesbeesreeeebeensaeeaneas 35



Inhaltsverzeichnis IX

24
2.5

2.6

2.7

3.1
3.2

3.3

2.3.1 VOrinKUDAtION ......ooviiiiiiiiieiiieiieie et 35
2.3.2 Durchfiihrung der ASSays........cceoveeeviieeiieeeieeeeiee e 35
233 Photometrische Detektion ...........ccooveiiiiiiiiiiiniiiieieeceee 36
GeNEXPIESSIONSASSAY ...uvvveeereeeireeerereeessreeessseesssseesssseesssseesssseesssesesseeessseessssees 36
Molekularbiologische EXperimente...........ccceevcuvieriieeniieeniie e 36
2.5.1 RNA-EXIraKtion ......ccceeeiiiiiiiiienieeeeeee e 36
252 DNASE-Verdau........cocueeiiiiiiiiiiiiieie et 37
253 RNA-Konzentrationsbestimmung..............ccccveeevuveeeieeeniieeenneeenns 37
254 Reverse TransKription...........cccveeevieeieeriienieeieeeie e 38
2.5.5 Quantitative Real-Time-PCR .............ccooveeeiiiiiiiieieceeeeeee 38
Rezeptorbindungsassay ..........eeecuveeeiiieniiiieeiieeceeeeee et 41
2.6.1 Funktionsweise der Fluoreszenzpolarisationsassays ................... 41
2.6.2 Durchfihrung ........ccocovieeiieiieiieeee e 42
2.6.3 Auswertung der Bindungsassays ...........cceevveeirenrieecieeniesieenneenns 43
STALISTIK ..ottt 48
Ergebnisse und DiSKUSSION .......ccueeiiiiiiiiiiieiieciccieceie e 49
In silico Screening und TestSUDSLANZEN ........cc.ecveevieiecrieiiciieieeieeeee e 49
Testextrakte und Testfraktionen............ccoveeviriiriinineneee e 50
3.2.1 Auswahl des Extraktionsverfahrens...........cccoceeeverciieneenciiennnens 50
322 Auswahl des Fraktionierungsschrittes ............cccoevveeeieenveniiiennnnns 51
323 Extraktionsschema ............ccoooiiieiiniinieieeeeeeeee e 51
32.4 Priparierte Extrakte und Fraktionen ............ccccooeeeviivciienieenenne. 52
ZellProliferationNSASSAY .. .eeevvierieriiieiieeieeite et esteeete et e eesiee st e e saeesnbeeneaeeaneas 54
3.3.1 Etablierung und Validierung des Zellproliferationsassays .......... 54
3.3.1.1 Erndhrungseffekte ..........ccooviiiiiiiiiii 54
3.3.1.2 Wachstum in Abhéngigkeit von Inkubationszeit und Zellzahl....58
33.13 Einfluss von Androgenen auf das Zellwachstum......................... 61
33.14 Einfluss von antiandrogen wirksamen Substanzen auf die
ZRllPTOlIfEration .......cccuveeiieriieiiieeie ettt 64
3.3.1.5 Einfluss von Ostrogenen und Antidstrogenen auf das
ZellWachStUM .....c..ooiiiiiiiiiieicciceeee s 68
3.3.1.6 Vergleich von Bicalutamid und Fulvestrant .............c.ccccceenne..e. 72
3.3.1.7 Z0SAMMENTASSUNG.....c.vieiiieiieeiieeiie e eiee et eeeebee e eeeeseee e 79
332 Potentielle androgene Effekte ..........c.ccccevviiniiiiiiniiniiiee 80
3.3.2.1 ReINSUDSIANZEN. ....couviiiiiiiiiciiiieeeeeeee s 80
3322 QDM276, QDM255 und B-Sitosterol .........cccceeveeriieniieeiieieenee. 82
3323 Extrakte und Fraktionen............ccccoiiiiiiniiininiiieeee 84
3324 Cibotium DArOMELZ .......ccveieiiiie e 88
333 Potentielle antiandrogene Effekte ..........ccceevvveeiiieniiiiniieeneens 94
3.3.3.1 ReINSUbSTANZEN.......coiiiiiiiiiiiiieeee e 94
3.33.2 Extrakte und Fraktionen............ccocooiiiiiniiininiecee 96

3333 BUMEHA SAITOTUM ..o 97



Inhaltsverzeichnis X

334 Zytotoxische Effekte ........ccovvviiieiiiieiiiieieeeeee e 99
3.3.4.1 ReInSUbStANZEN. .......eoiuiiiiiiiiiiiee e 100
3.34.2 Extrakte und Fraktionen...........ccoccoviiiiiniiniiiiieeeeee 101
34 Rezeptorbindungsassay ..........eeecuvieeiuiieiiieeeiieecee ettt e e 103
34.1 Validierung der Fluoreszenzpolarisations-
Rezeptorbindungsassays .........coccvveeeieeeeiieeniie e 103
342 Testung der potentiellen Androgenrezeptorbinder .................... 103
34.3 Bestimmung der [Csp- und Ki-Werte .......ooovvveeciiieiiieeiieee 107
344 Rezeptorbindungsassays an weiteren Steroidhormonrezeptoren109
3.5 GeNEXPIESSIONSASSAY ...nvvveeerieeereerrureeensreeessreesssreessaeessseesseeessseessseessseesnsses 111
3.5.1 Bestimmung der PSA-mRNA-Expression in LNCaP-Zellen ....111
3.5.2 Bestimmung der PSA-mRNA- und AR-mRNA-Expression in
VCaP-Zellen........coooiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeee e 113
3.6 Zusammenfassende DIiSKUSSION .........cccvierieiiieniieiierie et 119
3.6.1 QDM276 und QDM255 ..ot 119
3.6.2 B-STLOSTETOL.....uveeeiieiiieiie ettt 123
4 SChIUSSTOIZETUNG ...t 127
5 ANNANG ... 129
A Strukturformelverzeichnis. .........ooooiiiiiiiiiiiee, 129
B Verzeichnis der verwendeten Kits, Gerdte und Materialien ......................... 157
C Nachweise und Reagenzien ............cccvveeviiiiiciiieniie e 159
D WETtetabellen . ..o e 159
E Strukturaufkldrung der Substanz aus LAW540 EI11 (Onitin)...................... 160
F Extraktionsschemata ...........cooeoiiiiiiiiiiie e 162
6 INACX et e 167
LebenSIauf ......cuieieiee et 169
Eidesstattliche ErKIATUNG.........ccveiiiiiiiiieiee e 171

LIteraturVEIZEICHIIS oo e e eeeieeeeeeeee e 172



Abkiirzungsverzeichnis

Abkiirzungsverzeichnis

173-OH-SDH  17B-Hydroxysteroiddehydrogenase
3p-OH-SDH 3B-Hydroxysteroiddehydrogenase

AAS Anabole Androgene Steroide

Abb. Abbildung

ADFKS Aktivkohle-Dextran behandeltes fotales Kélberserum
AF-1 Aktivierungsfunktion-1

AF-2 Aktivierungsfunktion-2

AR Androgenrezeptor

ARA Androgen Receptor Associated Protein

AR-A Androgenrezeptor-Isoform-A

AR-B Androgenrezeptor-Isoform-B

ARE Androgen Response Elements

ARG Androgenabhingig regulierte Gene

ATCC American Type Culture Collection

BF-3 Binding Function-3

Bp-3 Benzophenon-3

BPH Benigne Prostatahyperplasie

BSS B-Sitosterol

C2C12 Myoblasten-Zelllinie, Maus

CD;0OD Deuteriertes Methanol

cDNA Komplementire Desoxyribonukleinsdure

CHO Chinese hamster ovary cells

COS CV-1 cell origin, carrying the SV40 genetic material
CRPC Castration resistant prostate carcinoma

CV-1 Nierenfibroblastenzellen, griine afrikanische Meerkatze
CYP Cytochrom P450

DBD DNA-bindende Doméne

DC Diinnschichtchromatographie

DDT Dichlordiphenyltrichlorethan

DHEA Dehydroepiandrosteron

DHT Dihydrotestosteron

DIM 3,3’-Diindolylmethan

DMEM Dulbecco’s Modified Eagle Medium

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinséure

DNAse DNA-abbauendes Enzym

DSMZ Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen

DU145 Prostatakrebszelllinie



Abkiirzungsverzeichnis XII

E2
EDTA
EGF
ELISA
ERE
ERK
ERRa
ERa
ERp
ESI
EtOH
FKS
FSH
FT-ICR
GC-Gehalt
GR
GST-tag
HDL
HEK293
HelLa
HepG2
His-tag
HMS
HPLC
HSD
HSP
IGF
IL-6
IPB

J

LBD
LC-MS
LH
LNCaP
m/z
MAP
MCEF-7
MDA-kb2
MENT
MeOH
MMTV
MOE

17B-Ostradiol

Ethylendiamintetraacetat

Epidermal Growth Factor

Enzyme-linked Immunosorbent Assay
Estrogen Response Element
Extracellular-signal Regulated Kinase
Estrogen Related Receptor alpha
Ostrogenrezeptor o,

Ostrogenrezeptor 3
Elektronenspray-lonisation

Ethanol

Fotales Kdlberserum
Follikelstimulierendes Hormon
Fourier-Transform-lonencyclotronresonanz
Guanin-Cytosin-Gehalt
Glukokortikoidrezeptor
Glutathion-S-transferase-Tag

High Density Lipoprotein

Human Embryonic Kidney cells
Epithelzellen eines Zervixkarzinoms
Hepatozellulire Karzinomzellen
poly-Histidin-Tag

Homosalat

High Performance Liquid Chromatographie
Hydroxysteroiddehydrogenase
Hitze-Schock-Proteine

Insulin-like Growth Factor

Interleukin-6

Leibniz-Institut fiir Pflanzenbiochemie
Skalare Kern-Kern-Kopplungskonstante, angegeben in Hz
Ligandenbindungsdoméine
Fliissigchromatographie mit Massenspektrometrie-Kopplung
Luteinisierendes Hormon
Prostatakrebszelllinie

Masse/Ladungszahl

Mitogen Activated Protein
Brustkrebszelllinie

Brustkrebszelllinie, abgeleitet von MDA-MB-453
7o-Methyl-19-Nortestosteron

Methanol

Maus-Mammatumorvirus

Molecular Operating Environment



Abkiirzungsverzeichnis X1

MolID
MR
mRNA
MTBE
NBBS
NMR
OHF
p,p’-DDE
PBS
PC-3
PCR
PDB
PR
PSA
PUFA
R1881
RBA
RNA
RPMI
RT
SAGE
SARM
SD
She
SMRT

Src

T
Tab.
TGF
TMS
TR-FRET
U208
VCaP
Wnt
wt
wtAR
XTT

o

Molekiilidentitdtsnummer der IPB-Substanzdatenbank
Mineralokortikoidrezeptor

Messenger-RNA

tert-Butylmethylether

N-Butylbenzensulfonamid

Nuclear Magnetic Resonance Spectroscopy

Hydroxyflutamid

Dichlordiphenyldichlorethen

Phosphate Buffered Saline

Prostatakrebszelllinie

Polymerase Chain Reaction

Protein Data Bank

Progesteronrezeptor

Prostataspezifisches Antigen

Polyunsaturated Fatty Acids

Methyltrienolon, Methyltrenbolon, Metribolon

Relative Bindungsaffinitét

Ribonukleinsdure

Zellkulturmedium (entwickelt am Roswell Park Memorial Institute)
Raumtemperatur

Serial Analysis of Gene Expression

Selektive Androgenrezeptormodulatoren

Standardabweichung

Familie von Adaptor Proteinen (Shc = Src Homology and Collagen)
Corepressor (Silencing Mediator for Retinoic Acid and Thyroid Hor-
mone Receptors)

Familie protoonkogener Tyrosinkinasen (Src = Sarcoma)
Testosteron

Tabelle

Transforming Growth Factor

Trimethylsilan

Time Resolved - Fluorescence Resonance Energy Transfer
Osteosarkomzellen

Prostatakrebszelllinie

Ligand des Wnt-Signalwegs (Wg — Wingless und Int — Gen)
Wildtyp

Wildtyp Androgenrezeptor
Na-3,3'-[1-(phenylamino)carbonyl-3,4-tetrazolium]- bis(4-methoxy-6-
nitrobenzol)-sulfonsidurehydrat

Chemische Verschiebung, angegeben in ppm



Abkiirzungsverzeichnis X1V

IPB-interne Buchstabencodes (3LC) fiir Extrakte, Fraktionen und Substanzen

BOC
DBC
DFK
DRT
GUG
LAW
MAD
MMK
NHV
QDM
TPT
XSA
ZAB
ZAC
ZHM



Tabellenverzeichnis XV

Tabellenverzeichnis

Tabelle 1: SARMs in klinischer Entwicklung...........cccooeevieiiieiiiiiiieeie e, 19
Tabelle 2: Antiandrogene und ihre Anwendungen..........c.cceccvveeeiieeniiieenieeeeiee e, 21
Tabelle 3: EXtraktionSparameter...........ccccuvieriuieeiiiieeiiieesieeesreeerveeeveeeaaeeeaaeeeneeeenneees 27
Tabelle 4: Allgemeine Probenkennzeichnung der Extrakte und Fraktionen.................. 28
Tabelle 5: Extrahierte Pflanzen ...........cooooiiiiiiiiiiieeeee e, 30
Tabelle 6: EXtrahierte PilZe .........ccccoooioiiiiiiiiiniieieeeeeeeeeeee e 31
Tabelle 7: Extrakte von KooperationSpartnern.............cveeveerueerveenieeeeeeneeeoieeneeeneenenes 31
Tabelle 8: Zusammensetzung Zellkulturmedien .............cccceeeveriieciienieenienieeiee e 33
Tabelle 9: Verwendete Primer.........covevuiiiiiieiiiiereeeeeeeee e 39
Tabelle 10: Messwellenlédngen der Fluoreszenzpolarisationsassays ............cceeeveeevenne. 42
Tabelle 11: Assay-Rezeptorproteine, ihre eingesetzten Testkonzentrationen (Rry),

Konzentrationen gelabelter Liganden (L1) und ihre Kg-Werte ........ccceevviviiienienneennen. 47
Tabelle 12: Anreicherung von Phytosterolen in Losungsmittelkombinationen............. 50
Tabelle 13: Extrahierte Pflanzen und ihre Extraktausbeuten ..............cccoocveveivenienneenen. 53
Tabelle 14: Extrahierte Pilze und ihre Extraktausbeuten ...........c.cccceeevievieniiienienneennen. 53
Tabelle 15: Standardsubstanzen und ihre ECsp-LNCaP-Zellproliferationswerte mit ihren
FUunKtionSparameternl ..........ocvieriieiiieiieeie ettt ettt ere e e eee s e entaeenbeesseeesseenenas 71
Tabelle 16: Mogliche Effekte am Zellproliferationsassay ............ccceeeeveevieerveenneenveennen. 79

Tabelle 17: Prozentuale Proliferationssteigerung der LNCaP-Zellen durch
StandardSUDSTANZEN .........ceeviiriiriiniiiiieict ettt 80
Tabelle 18: Substanzen mit statistisch hochsignifikanter LNCaP-
Zellproliferationssteigerung mit verminderter bzw. keiner signifikanten Proliferation der
PC-3-ZRLLEN ..ttt 81
Tabelle 19: Substanzen mit statistisch signifikanter LNCaP-Zellproliferationssteigerung

mit verminderter bzw. keiner signifikanten Proliferation der PC-3-Zellen.................... 82
Tabelle 20: Substanzen mit hochsignifikanter Proliferationssteigerung der LNCaP-
Zellen und gleichzeitiger Proliferationssteigerung der PC-3-Zellen............ccooeenenneene. 82
Tabelle 21: ECso-Werte und LNCaP-Zellproliferationsparameter fiir QDM276 (71),
QDM255 (70) und B-SitoSterol (57)....cccveecuieriieiieiieeieeeie ettt 84
Tabelle 22: Fraktionen mit der stirksten LNCaP-Proliferationssteigerung ................... 85

Tabelle 23: Extrakte und Fraktionen mit statistisch signifikanter
Proliferationssteigerung der LNCaP-Zellen und nicht signifikantem Effekt an PC-3-
Zellen bzw. mit vermindertem Wachstum der PC-3-Zellen...........ccocceeeriiniincncnnene. 86
Tabelle 24: Substanzen mit verminderter LNCaP-Zellproliferation wihrend
Testosteronzugabe INM.........coocuiiiiiiiiiie ettt ettt 95
Tabelle 25: Extrakte und Fraktionen mit verminderter LNCaP-Zellproliferation wéhrend
Testosteronzugabe 1 NM........coooiiiiiiiiie e et 96
Tabelle 26: Zellproliferationsdaten des wéssrigen Extraktes von Bumelia sartorum.... 97



Tabellenverzeichnis XVI

Tabelle 27: Zellproliferationsdaten der HPLC-Fraktionen von Bumelia sartorum ....... 98
Tabelle 28: Testung weiterer Bumelia sartorum Extrakte und Fraktionen .................... 99
Tabelle 29: Zytotoxisch wirkende Substanzen............cccccveeeiieeriieeciieccieeeee e 100
Tabelle 30: Zytotoxisch wirkende Extrakte bzw. Fraktionen............c.cccccvvevcvveennnnnnee. 101
Tabelle 31: Bestimmung der ICso-Werte flir die Positivkontrollen.................cccuu....... 103
Tabelle 32: Relative AR-Bindungsaffinitidten der LNCaP-zellproliferationssteigernden
SUDSLANZEN ...ttt et ettt st nae e e aeas 104
Tabelle 33: Relative AR-Bindungsaffinitdten der potentiell antiandrogen wirkenden
SUDSTANZEN ...ttt ettt ettt ettt e bt et et e saeenbe et e sneeees 105
Tabelle 34: Am Androgenrezeptor bindende Substanzen mit ihren Bindungsparametern
...................................................................................................................................... 108
Tabelle 35: Identifizierte Androgenrezeptorbinder und ihre Bindungsparameter an
anderen SteroidhormMONIEZEPLOTEN.......cccviiruiieiieriiieiieeieeite et eriee e iee e eseeeebeeeeee e 110
Tabelle 36: Einstufung der AR-Binder in Agonisten bzw. Antagonisten.................... 119
Tabelle 37: StrukturformelverZeichnis ..........ooeeverieiieiiiieeeeee e 129
TaDEIIE 38: KIS .uviiiiiieiieie ettt ettt ettt et 157
TabEIIE 39: GEIALE ..ottt ettt ettt et be e 158
Tabelle 40: Materialien. ........oceeiuieiiirieieeie ettt 158

Tabelle 41: Angabe der Minimum- und Maximum-Werte, die in die Berechnung der
AR-ICsp-Werte mit der 4-Parameter-Logistikkurve eingeflossen sind........................ 159
Tabelle 42: "H- und *C-NMR-Daten von Onitin (100) ...........ccoevveeveeeeeeereeeeerereeerenans 160



Abbildungsverzeichnis XVII

Abbildungsverzeichnis

Abbildung 1: Gemeinsame strukturelle/funktionelle Doméanen der Kernrezeptoren nach

MANGEISAOTT 7 ... ee s e e 3
Abbildung 2: Genotroper Wirkmechanismus des Androgenrezeptors (Typ I) ................ 5
Abbildung 3: Nichtgenotroper Wirkmechanismus des Androgenrezeptors..................... 6
Abbildung 4: Androstan Grundgeriist (10)........ceeevurieeiiieeriieeiie e 9
Abbildung 5: Testosteron-Stoffwechsel nach Mutschler et al. **...........c..cocovvvevevnnee, 10
Abbildung 6: Verstoffwechselung der Androgene zu Ostrogenen nach Thews et al. * 11
AbDbIldung 7: LINUION (22) ..c.veeeuieeiieeiieeieeeite ettt see et eaeebeeseveesaessseeseesnseenneas 12
Abbildung 8: Strukturelle Ahnlichkeit von a) Vinclozolin (23) zu b) Hydroxyflutamid

(8) creente ettt ettt bttt h et en b e bt et nte bt et e entenaeebeenten 12
Abbildung 9: UV-Filter a) Benzophenon-3 (Bp-3) (24) und b) Homosalat (25) (HMS)

mit antiandrogener AKEIVITAL..........c.eerieeriierieeieeiie et esee e erteeereeseeeereeseeeeseesseessseeenas 13
Abbildung 10: EUphol (26)......ccuiiiiiiiiieiieiieieeeeeeeee ettt 13
Abbildung 11: Ganoderol B (28)..........cooieiiiiiiiieeeeecece e 14
Abbildung 12: 3,3 -Diindolylmethan (DIM) (29) ....c.ccovvieiiieiiieiieiecieeeeee e 15
Abbildung 13: N-Butylbenzensulfonamid (NBBS) (31)......ccccceeieviiiiiiiniieiieieeieenee, 15
Abbildung 14: Atrarsdure (R;) (32) und die synthetisierten Derivate............cccccecuenneene. 16
Abbildung 15: Metabolisierung von a) Daidzein (27) zu b) Equol (36) ......c..cceeeueeneee. 16
Abbildung 16: Flavonoide a) Naringenin (37) und b) Kédmpferol (38) mit antiandrogener
AKEIVIEAL ...ttt ettt et sttt et e s et e e et e bt et et e nneenee 16
Abbildung 17: Prinzip der Fluoreszenzpolarisation .............cccceeeveeeeeecieeneeecieeneesveennen. 41

Abbildung 18: Diinnschichtchromatogramm der n-Hexan- (H), Ethylacetat- (E),
Aceton- (A), Methanol- (M) und Aceton/HCI- (Ac/HCI) Fraktion des lipophilen
Carthamus tinctorius-Extraktes im Vergleich zu B-Sitosterol (Sito) (57) und

Stigmasterol (StZM) (56) .....ccvieiiiiiieiieieeie ettt 51
Abbildung 19: Extraktions- und Fraktionierungsroute.............ccccuevveevieenirenieeneeeneennen. 52
Abbildung 20: Einfluss des Mediums auf das Wachstum der LNCaP-Zellen (8 x 10°
ZRIEN/TOO L) ettt ettt et e et e st e e e e sateesbeessbeensaessseenbeensseenseas 55
Abbildung 21: Einfluss des Mediums auf das Wachstum der PC-3-Zellen (0,5 x 10°
ZRIEN/TOO L) vttt ettt e et e eb e et esaaeesbeessbeensaeesseenbeensseenseas 55
Abbildung 22: Einfluss der Erndhrung auf Androgenrezeptor mRNA-Expression in
LINCAP-ZEIIEN. ...ttt sttt e b enees 57
Abbildung 23: LNCaP-Zellen, 23. Passage, a) 7d serumfrei b) mit Serum.................... 58
Abbildung 24: PC-3-Zellen, 21. Passage, a) 7d serumfrei b) mit Serum....................... 58
Abbildung 25: Einfluss von DHT (1) auf das LNCaP-Zellwachstum nach 3 Tagen
INKUDALIONSZEIL ...ttt sttt ettt e e saeebeenees 59

Abbildung 26: LNCaP-Wachstum in ADFKS-Medium in Abhédngigkeit von Zellzahl
UNA INKUDATIONSZEIL. ...ttt st 60



Abbildungsverzeichnis XVII

Abbildung 27: PC-3-Wachstum in ADFKS-Medium in Abhingigkeit von Zellzahl und

INKUDALIONSZEIL ...ttt sttt eaeeas 60
Abbildung 28: Dihydrotestosteron (1).......ccceecueeeriiieeriiieeiiie et 61
Abbildung 29: Dihydrotestosteron-Einfluss (1) auf das Wachstum von LNCaP-Zellen 62
Abbildung 30: TEStOSTETON (2)....eeccuireeiiieeiiieeiieeeieeeetee et eeraeeesreeesaeeeseeessaeesseeeennes 62
Abbildung 31: Testosteron-Einfluss auf das Wachstum der LNCaP-Zellen.................. 63
Abbildung 32: Methyltrienolon (R1881) (9)..cuvieeiiieiiieeieeeeeee e 63
Abbildung 33: R1881-Einfluss (9) auf das Wachstum von LNCaP-Zellen................... 64
Abbildung 34: racemisches Bicalutamid (30) .........cccoeviiiiiieniieiiieieciieeeee e, 64
Abbildung 35: Bicalutamid-Einfluss (30) auf das Wachstum von LNCaP-Zellen......... 65
Abbildung 36: Einfluss von Bicalutamid (30) auf durch Testosteron (2) stimulierte a)
LNCaP- und b) PC-3-ZelleN.......ccciiiiiiiieeiieiiecieeeee ettt es 65
Abbildung 37: Cyproteronacetat (6)..........cccueeeveerieeirierieeieenieeireeseeereesieeeseeseeseneennees 66
Abbildung 38: Cyproteronacetat (6)-Einfluss auf das Wachstum von LNCaP-Zellen .. 67
Abbildung 39: FInasterid (58) ......ccuveviieiiieiiieieecieeeee ettt 67
Abbildung 40: Einfluss auf das LNCaP-Zellwachstum a) Finasterid (58) b) Finasterid
(58) + Testosteron (2) 1 NM .....cicciiiiiieiiecie ettt ettt re e s ee e e seeeesaesnne e 68
Abbildung 41: 170-Ostradiol (59).........c.oeueereeeeeeeeeeeeeeeeeeeee s 68
Abbildung 42: 17a-Ostradiol-Einfluss (59) auf das Wachstum von LNCaP-Zellen...... 69
Abbildung 43: 17B-OStradiol (4).......oeeueeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e eeees 69
Abbildung 44: 17B-Ostradiol-Einfluss (4) auf das Wachstum von LNCaP-Zellen ....... 70
Abbildung 45: Fulvestrant (60) ..........cccooieriieiiieiiieiiecieeieeee e 71
Abbildung 46: Wirkung von a) Bicalutamid (30) und b) Fulvestrant (60) auf R1881-
stimulierte (9) LNCaP-Zellen .........cccuiiiiiiiiiiiecieeiiecteee ettt 72
Abbildung 47: Wirkung von Fulvestrant (60) auf durch Testosteron (2) stimulierte
LINCAP-ZEIIEN. ...ttt ettt sttt enees 73
Abbildung 48: Einfluss von Bicalutamid (30) und Fulvestrant (60) auf das 17f3-
Ostradiol-stimulierte (4) LNCaP-ZellwachStum ...............cccoovevevremeeereeerceeeerenennnnn, 75
Abbildung 49: Strukturen von a) Genistein (63) und b) ICI 164 384 (64)..................... 76

Abbildung 50: Strukturen des Ostrogens a) Diethylstilbestrol (65), der Antidstrogene b)
Fulvestrant (60), ¢) Tamoxifen (62), d) Toremifen (61) und des Antiprogestins e)

Mifepriston (RU-486) (60) ......cceeeiiiiiieiieiie ettt 77
Abbildung 51: QDM276 [17B-Hydroxy-19-norandrost-4,9-dien-3-on-7a.-
CarboXYMEtRYIESLEI] (71)...ceiuiiiiiiiiieiieie ettt aeebe e s 83
Abbildung 52: QDM255 [17B-Hydroxy-19-norandrost-4,9-dien-3-on-7ca-carbonséure]
(70 ettt ettt b et et e te et e er e et e enteett et e enbeeseenseentenseenseenaens 83
Abbildung 53: B-SItOStErO]l (57) c..eeuveruiiriiiiiriiiieeeetee e 83
Abbildung 54: LNCaP-Zellproliferation unter Einfluss von Salvia-miltiorrhiza-

S €21 8 10) 1 1<) s DO OO URRSR PP 84
Abbildung 55: Fraktionen mit der stiarksten LNCaP-Proliferationssteigerung.............. 85

Abbildung 56: Wirkung von Bicalutamid (30), Fulvestrant (60) und Testosteron (2) auf
die durch LAW540 vermittelte LNCaP-Zellproliferation.............ccceveveevienciienieeneenen. 88



Abbildungsverzeichnis XIX

Abbildung 57: Einfluss der LAW540-HPLC-Fraktionen auf das LNCaP-Wachstum... 89
Abbildung 58: LNCaP- und PC-3-Zellproliferationswerte der LAW540-Fraktionen nach

Saulenchromatographie ..........ceccviiieiiiieiiiecee e e e e eraee e 90
Abbildung 59: Einfluss der LAW540-Saulenchromatographiefraktionen auf durch
Testosteron (2) stimulierte LNCaP-Zellen ..........cccoooiveiiiiieiiiieciieeeee e 91
Abbildung 60: Junger Baumfarn, Cibotium barometz ..............cccoeeeveeiieiiciceee, 91
Abbildung 61: Rhizome von a) Cibotium regale und b) Cibotium schiedei.................. 92
Abbildung 62: Vergleich der Wirkungen der C. barometz-, C. regale- und C. schiedei-
Fraktionen auf die LNCaP-Zellproliferation ............ccceeveeevierieeciienieesieeiieeie e 92
Abbildung 63: Shinbarometin (105).......c..ccciiiiiiiriiiiiieieeie e 93
Abbildung 64: Onitin (100) .......oceeiiiiiiieeeeee e e 94
Abbildung 65: MMEKO09 (130) ....eoveriirieriieieeieeiesieeie sttt ettt 100
Abbildung 66: Ubersicht LNCaP-Proliferationsdaten aller Testsubstanzen................. 106
Abbildung 67: Ubersicht LNCaP-Proliferationsdaten aller Testsubstanzen mit
Testosteron-KoinKubation ...........coceiiirieiieieiieseeesceeee e 106
Abbildung 68: Einfluss des Androgens DHT (1) und des Antiandrogens OHF (8) auf die
PSA-mRNA-Expression in LNCaP-Zellen ..........cccoocueeviiiiiieiieiiieiiecieceeeeeeeeie 111
Abbildung 69: Wirkung der Androgenrezeptorbinder QDM276 (71), QDM255 (70) und
B-Sitosterol (57) auf die PSA-Expression in LNCaP-Zellen...........cccoevvevvveneenneennen. 112
Abbildung 70: Cibotium-barometz-(LAW540)-Fraktionen und ihre Wirkung auf die
PSA-Expression in LNCaP-Zellen (Extraktionsschema sieche Anhang Teil F) ........... 113
Abbildung 71: VCaP-Zellen, 3.Passage .........cccceveererieniinieeienieieeeesecieeeesieeie s 114
Abbildung 72: Suppression der PSA-Expression in VCaP-Zellen durch OHF (8) nach
Stimulation mit DHT (1) .oocueiiiiiieee et 114

Abbildung 73: PSA-mRNA-Expression in VCaP-Zellen nach Behandlung mit QDM276
(71), QDM255 (70), B-Sitosterol (57), LAW540, Guggulsteron E (141) bzw. Z (140)

Abbildung 74: Suppression der AR-mRNA-Expression in VCaP-Zellen durch
Dihydrotestosteron (1) und Antagonisierung durch Hydroxyflutamid (8)................... 117
Abbildung 75: AR-mRNA-Expression in VCaP-Zellen nach Behandlung mit QDM276
(71), QDM255 (70), B-Sitosterol (57), LAW540, Guggulsteron E (141) bzw. Z (140)

...................................................................................................................................... 118
Abbildung 76: MENT (7a-Methyl-19-nortestosteron) (143).......ccccceevveeiieenienniiennnne 120
Abbildung 77: Docking von a) QDM276 (71) und b) QDM255 (70) in AR-
LigandenbindungstasChie .........ccueevieiiiiiieiiieieecie ettt 122
Abbildung 78: Interaktion der 7a-Methoxygruppe von QDM276 (71) mit dem
Methionin 780 der AR-Ligandenbindungstasche............ccoceevieniiiniiniiienieniieieeee 122
Abbildung 79: Docking von B-Sitosterol (57) in AR-Ligandenbindungstasche.......... 126
Abbildung 80: Onitin (100) ......cccueiiiiiiieeieeee e 160
Abbildung 81: Fraktionierungsschema Bumelia sartorum..............ccccoccvevvveievienieennnn, 162

Abbildung 82: Fraktionierungsschema Cibotium barometz (BOC270 CBA-Fraktionen)



Abbildungsverzeichnis XX

Abbildung 83: Fraktionierungsschema Cibotium barometz (LAW540-Fraktionen) ... 164
Abbildung 84: Fraktionierungsschema Cibotium barometz (BOC414-Fraktionen).... 165
Abbildung 85: Fraktionierungsschema Cibotium barometz zur Isolierung von Onitin



Formelverzeichnis XX1

Formelverzeichnis

Formel 1: Berechnung der Anzahl der Plasmid-Kopien/pl...........ccccoeevieiiiiiiienieninnnen. 40
Formel 2: Berechnung der Polarisation unter Einbeziehung des G-Faktors.................. 43
Formel 3: Berechnung der Totalintensitat...........cccoeeciieriiiieniiie e 43
Formel 4: 1Cso-Berechnung mittels 4-Parameter-Logistikgleichung ..............ccccee..... 44
Formel 5: Kj-Berechnung nach Cheng-Prusoff .............cccvveiiiiiiiiicieeeeeen 45
Formel 6: K;-Berechnung nach Nikolovska-Coleska..........ccccoovvieeiiiieciieciiieeieeee, 46
Formel 7: Kj-Berechnung nach Kenakin .............cccoovoiieiiiiiiiiiiceeeeeeeeeeee e 46
Formel 8: Berechnung der Konzentration des Komplexes aus markiertem Ligand und

Rezeptor nach KenaKin.........coeoiiiiiiiiieiieiecieece ettt e 47



1 Einleitung 1

1  Einleitung

Die Dissertation beschéftigt sich mit der Etablierung von Assaysystemen, die der Auf-
findung von synthetischen und natiirlichen Verbindungen dienen, welche in das andro-
genabhéngige Regulationssystem eingreifen. Androgenabhdngige Regulationsmecha-
nismen sind in die Entstehung bzw. das Fortschreiten vielféltiger Erkrankungen invol-
viert, so z. B. bei dem Prostatakarzinom, der benignen Prostatahyperplasie, Akne, Hir-
sutismus und der androgenetischen Alopezie. Diese Erkrankungen werden u.a. mit An-
tagonisten des Androgenrezeptors therapiert. Androgene anabole Steroide werden dage-
gen bei der Behandlung von chronischen Erschopfungszustinden wie AIDS und
Krebskachexie durch Appetitsteigerung eingesetzt. Ebenso finden sie Anwendung in
Hormonersatztherapien bei dlteren Ménnern und bei sexuellen Differenzierungsstorun-
gen und werden hinsichtlich einer Anwendung als hormonelle Kontrazeptiva fiir den
Mann untersucht. Um sowohl synthetische Verbindungen bzw. Naturstoffe als auch
Pflanzen- bzw. Pilzextrakte hinsichtlich ihres Einflusses auf den androgenabhingigen
Signalweg untersuchen zu konnen, sollte ein Assaysystem etabliert werden, was die
gleichzeitige Testung von Reinsubstanzen und Extrakten ermdglicht. Zugleich sollen
mehrere potentielle Effekte dieser Verbindungen bzw. Extrakte detektiert werden kon-
nen. Durch einen Zellproliferationsassay ist es moglich, sowohl die Einfliisse auf den
Androgenrezeptor und seine Signalwege, als auch eine Zytotoxizitit gegeniiber den
Prostatakrebszelllinien LNCaP und PC-3 festzustellen.

Prostatakrebs ist der inzwischen héufigste Tumor bei Ménnern. Allein in Deutschland
wird jdhrlich bei tiber 58.000 Mannern Prostatakrebs diagnostiziert. Vor diesem Hinter-
grund ist es wichtig, Substanzen zu finden, die iliber Einfliisse in die Hormonregulation
der Zellen oder andere Prozesse die Apoptose fordern. Interessanterweise steht sowohl
die Mortalitdt des Prostatakrebses als auch die gutartige VergroBerung der Prostata, die
benigne Prostatahyperplasie (BPH), mit der Art der Ernihrung in Zusammenhang '*.
Als eine der Hauptrisikofaktoren ist demnach die Aufnahme von Fett iiber die Ernih-
rung. Dies steht im Einklang mit der Tatsache, dass sowohl die Héaufigkeit von Prosta-
takrebs als auch die der BPH in Gesellschaften mit vorwiegend vegetarischer Erndh-
rungsweise und niedrigem dietdtischen Fettkonsum wie z. B. in asiatischen Lindern am
geringsten ist. Unter diesem Aspekt ist es besonders interessant typische Pflanzenin-
haltsstoffe, wie Phytosterole und Flavonoide, und ihre Derivate hinsichtlich ihres Ein-
flusses auf die hormonelle Regulation der Prostatakrebszellen zu untersuchen. Die zum
Screening verwendete IPB-eigene Substanzdatenbank enthélt von diesen Substanzklas-
sen besonders viele Derivate. Bei der Auffindung neuartiger Substanzen oder bekannter
Substanzen mit erstmalig beschriebener Wirkung auf den Androgenrezeptorsignalweg
bzw. einer zytotoxischen Wirkung auf die Prostatakrebszelllinien spielen Naturstoffe
eine wichtige Rolle. Selbst in einer von der kombinatorischen Chemie dominierten Ara
machen Arzneimittel pflanzlicher oder mikrobieller Herkunft mehr als 30 % der welt-
weit verkauften Produkte aus °. Naturstoffe decken im Vergleich zu kombinatorischen
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Bibliotheken einen grofleren chemischen Raum ab und verfiigen iiber arzneistoffahnli-
che physikochemische Eigenschaften *. Nachteilig ist bei der Testung von Extrakten die
geringe Diversitit, die der chemischen und biologischen Redundanz geschuldet ist. Au-
erdem ist ein GroBteil des hochdiversen chemischen Raumes innerhalb eines Extraktes
pharmazeutisch irrelevant oder beinhaltet schwer zu trennendes biologisches Material,
welches zu falsch positiven Ergebnissen fiihren kann. Das Screening von Extrakten in
komplexen biologischen Assays und eine nachfolgende strukturelle Aufklarung der ver-
antwortlichen Substanzen ist somit nach wie vor eine Herausforderung. Die Wirkung
von Pflanzen- bzw. Pilzinhaltsstoffen auf den Androgenrezeptor und seine Signalwege
ist im Vergleich zu der Wirkung auf den Ostrogenrezeptor nur spirlich untersucht. In-
teressant ist hier folgende Fragestellung: Inwieweit interagieren Modulatoren des Os-
trogenrezeptorsignalweges mit dem Androgenrezeptorsignalweg? Dies wird in der Lite-
ratur kontrovers diskutiert und die komplexen zugrunde liegenden Mechanismen sind
noch nicht vollstdndig verstanden. Zum Auffinden neuer Androgenrezeptorliganden und
fiir das gleichzeitige Verstdndnis dieser komplexen Vorginge ist eine Kombination ver-
schiedener Assaymethoden vorteilhaft. Die hier etablierte Screeningroute kann deshalb
bei der Kldrung der Frage, wie Substanzen auf die hormonellen Signalwege in den Pro-
statakrebszelllinien wirken, hilfreich sein.

1.1  Signaltransduktion durch Androgenrezeptorliganden

1.1.1  Androgenrezeptor

Androgene entfalten ihre Wirkung {iber Bindung an den Androgenrezeptor. Es existie-
ren zwei Isoformen, AR-A und AR-B, des Androgenrezeptors. Sie unterscheiden sich
durch die Anwesenheit eines N-terminalen Segmentes. AR-B besteht aus 917 Amino-
sduren und hat ein Molekulargewicht von 110 kDa. Der Isoform AR-A fehlen auf der
N-terminalen Seite die ersten 187 Aminosduren. Sie besitzt demzufolge ein Molekular-
gewicht von nur 87 kDa. Funktionelle Unterschiede der Isoformen werden von Liegibel
et al. beschrieben °. AR-A fehlt die Fahigkeit, die Zellproliferation in humanen Kno-
chenzellen und Hautfibroblasten zu stimulieren. Die Ursache dafiir liegt in der reduzier-
ten Bindung von Coaktivatoren an die verkiirzte N-terminale Region. Der Androgenre-
zeptor gehort zur Superfamilie der Kernrezeptoren, darunter zur Gruppe C der Subfami-
lie 3 der Ostrogenrezeptor-ihnlichen Rezeptoren (NR3C4), und fungiert als ligandenab-
hingiger Transkriptionsfaktor ®’. Zu der Gruppe C der Subfamilie 3 gehoren auch der
Glukokortikoidrezeptor, der Mineralokortikoidrezeptor und der Progesteronrezeptor. In
Abbildung 1 sind die strukturellen bzw. funktionellen Doménen der Kernrezeptoren im
Allgemeinen abgebildet.
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SR —

A/B = variable N-terminale Region

C =konservierte DNA-bindende Doméne (DBD)
D = variable Hinge-Region

E =konservierte Ligandenbindungsdomine (LBD)
F = variable C-terminale Region

Abbildung 1: Gemeinsame strukturelle/funktionelle Dominen der Kernrezeptoren nach Mangelsdorf ’

Die N-terminale Region A/B besitzt die Aktivierungsfunktion AF-1. Ihre transkriptio-
nelle Aktivitét ist ligandenunabhédngig und normalerweise schwach ausgeprigt. Aller-
dings kann sie zusammen mit der Aktivierungsfunktion AF-2 der E-Doméne einen sy-
nergistischen Effekt ausiiben ®. Die DNA-bindende Domine ist hochkonserviert und
enthdlt zwei Zinkfinger, welche an spezifische DNA-Sequenzen binden. Im Falle des
Androgenrezeptors sind das die Androgen-Response-Elemente (AREs). Die DBD und
die LBD sind durch die flexible Hinge-Region miteinander verbunden. Die LBD besteht
aus 11 Helices, welche die Bindetasche bilden. Der Eingang zu der Bindetasche wird
durch die Helix 12 verdeckt, dhnlich einem beweglichen Deckel. Sie besitzt auch Ami-
nosdurereste, die fiir die Funktion der AF-2 von Bedeutung sind. Die Orientierung der
Helix 12 ergibt sich aus allosterischen Effekten, die durch die jeweilige spezifische Li-
gandenbindung entsteht. Nach Ligandenbindung trigt die LBD zusammen mit der DBD
zur Dimerisierung des Rezeptors bei und bindet Coaktivatoren. Die Aktivierungsfunkti-
on AF-2 der LBD ist ligandenabhéngig.

Agonistische Effekte

Agonisten l6sen durch Ligandenbindung die Transkription der rezeptortypabhéngig
regulierten Gene aus. Ein agonistischer Ligand vermittelt komplexe allosterische Effek-
te, die zu einer veranderten Position der Helix 12 der LBD fiihren. Diese Position der
Helix 12 gestattet Coaktivatoren mittels sogenannter Kernrezeptor-Boxen eine Interak-
tion mit der LBD einzugehen. Kernrezeptor-Boxen bestehen aus kurzen LxxLL Moti-
ven (L = Leucin, x = jede andere Aminoséure), welche hdufig in Coaktivatoren vor-
kommen. Durch die agonistische Bindung wird eine Konformationsdnderung bewirkt,
die fiir ein Ausldsen der Transkription notwendig ist °.

Antagonistische Effekte

Antagonisten inhibieren durch kompetitive Bindung an die LBD die durch Agonisten
vermittelte Transkription der rezeptortypabhingigen Gene. Sie binden in der Liganden-
bindetasche, so dass die Helix 12 keinen Deckel Uiber der LBD bilden kann. Stattdessen



1 Einleitung 4

besetzt sie eine Stelle auf der Oberflache des Rezeptors, so dass Coaktivatoren nicht
binden konnen. Die Helix 12 kann dabei nicht nur eine ,,An“ oder ,,Aus‘ Position be-
ziehen, sondern es existieren je nach Ligand Zwischenpositionen. Diese erkldren die
unterschiedlich starke agonistische bzw. antagonistische Aktivitit eines Liganden °.

Inverser Agonismus

Inverse Agonisten inhibieren die bei einem Rezeptor bestehende Grundaktivitit, die
ohne Ligandenbindung existiert. Nachgewiesen wurde eine solche Aktivitit fiir den
Kernrezeptor ERRo, fiir den auch ein inverser Agonist gefunden wurde '°. Fiir den An-
drogenrezeptor wurde weder eine transkriptionelle Aktivitidt bei Abwesenheit von Li-
ganden noch ein inverser Agonismus nachgewiesen.

Vorkommen des Androgenrezeptors

Der Androgenrezeptor wird expirimiert in den Epithelzellen der Vagina, Zervix, der
ménnlichen Geschlechtsorgane, der weiblichen Brust und in verschiedenen Zelltypen
der Haut '"*'2. So wurde der AR in den Zellen der Epidermis und in Fibroblasten nach-
gewiesen, ebenso wie in den Basal- und Driisenzellen der Talgdriisen, den Zellen der
duBeren Wurzelscheide des Haarschaftes und in ekkrinen SchweiBdriisen '*. Der AR ist
in weiblicher Haut dhnlich verteilt, wie in der minnlichen. Eine AR-Expression im
Schilddriisengewebe, Bauchspeicheldriise und im Gastrointestinal- und Blasengewebe
konnte nicht bestitigt werden ''. Der Androgenrezeptor kommt nicht nur zytosolisch,

. . . 13
sondern auch membrangebunden und in den Mitochondrien vor .

1.1.2  Wirkmechanismus des Androgenrezeptors

Fiir die Steroidhormonrezeptoren sind zwei Wege der Signaltransduktion bekannt. Der
zuerst entdeckte Weg ist der genotrope Wirkmechanismus. Hier fungiert der Steroid-
hormonrezeptor als Transkriptionsfaktor. Voraussetzung dafiir ist die Bildung eines
stabilen und langlebigen Rezeptor-Ligand-Komplexes. Die Effekte der genotropen Ak-
tivitdt sind erst nach einiger Zeit messbar und haben Langzeitwirkung. Im Gegenzug
dazu sind die Auswirkungen der nichtgenotropen Aktivitit der Steroidhormonrezepto-
ren schon innerhalb von Minuten messbar. Sie werden auf kurzzeitige und nichtspezifi-
sche Ligand-Rezeptor-Interaktionen mit membranstéindig lokalisierten Steroidhormon-
rezeptoren zuriickgefiihrt.

Genotrope Aktivitat

Die Mitglieder der Subfamilie 3 entsprechen alle dem Ligandenbindungstyp I der Kern-
rezeptoren '. Diese befinden sich im Zytosol (Abb. 2). Der Androgenrezeptor wird
durch die Zusammenlagerung mit Hitze-Schock-Proteinen (HSP) in seiner inaktiven
Form stabilisiert und von der DNA-Bindung ausgeschlossen. Durch Ligandenbindung
werden die inhibierenden Hitze-Schock-Proteine freigesetzt, der Rezeptor wird
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phosphoryliert und wandert in den Zellkern. Dort bindet er als Homodimer an die
Androgen-Response-Elemente der DNA. Der AR-DNA-Komplex rekrutiert dann
Proteine, die die Transkription stromabwirts der ARE vollziehen. Die Regulierung
dieser androgenabhiingigen Gene fiihrt anschlieBend zu Anderungen der Zellfunktionen.

Dimerisierung

Phosphoryllerung !

N-ter aktivierter
Rezeptor

Translokation

5alpha-
Dihydrotestosteron (3

e HSP
Freisetzung

*
Testosteron (2)

Expression der androgen-
abhangigen Gene

Abbildung 2: Genotroper Wirkmechanismus des Androgenrezeptors (Typ I)

Nicht-genotrope Aktivitat

Liganden des Androgenrezeptors passieren bei der nichtgenotropen Reaktion die Zell-
membran, um sofort an den Androgenrezeptor zu binden. Der Ligand-Rezeptor-
Komplex bindet dann an Proteine aus der Famile der protoonkogenen Tyrosinkinasen
Src und 16st eine Kaskade iiber die Kinasen Src, die Adaptorproteine der Familie She
und die Kinasen des ERK/MAP-Kinase-Signalweges aus (Abb. 3). Ein Effekt der nicht-
genotropen Aktivitit des Androgenrezeptors ist die Stimulation der Zellproliferation
durch Erh6hung der Src-Kinaseaktivitidt. Die Proteine der Src-Familie bieten somit
wichtige Angriffspunkte fiir neue Antikrebstherapeutika. Deshalb ist die Aufdeckung

dieses Zusammenhangs durch Kousteni et al. und Kim et al. von besonderer Bedeutung
14;15
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. Androgen

AR Src

W

Nichtgenotrope
Reaktion

Zellmembran

Signaltransduktion

Abbildung 3: Nichtgenotroper Wirkmechanismus des Androgenrezeptors

Interessanterweise wird dieser Mechanismus auf andere Weise von Liganden des AR
beeinflusst als der genotrope Weg. So zeigen DHT (1) und Testosteron (2) eine volle
agonistische Aktivitdt sowohl im genotropen als auch im nichtgenotropen Signalweg,
wihrend das nichtsteroidale antiandrogene Fungizid Procymidon (3) eine agonistische
Aktivitit nur fiir den nichtgenotropen Weg zeigt °. E2 (4) und Progesteron (5) induzie-
ren nur den genotropen Mechanismus. Cyproteronacetat (6) war in diesem Versuchsan-
satz ein effektiverer Antagonist im nichtgenotropen Signalweg als Flutamid (7). Diese
Ergebnisse unterstreichen die Komplexizitit der Androgenrezeptorligandenbindung und
ihrer Funktionsweise.

1.1.3 Cofaktoren

Die transkriptionelle Aktivitdt des Androgenrezeptors wird durch Cofaktoren moduliert.
Cofaktoren sind Proteine, die als Coaktivatoren, Corepressoren oder briickenbildende
Proteine agieren konnen. Ein Ungleichgewicht in der Expression verschiedener Cofak-
toren kann zu einer verdnderten Aktivitit des AR in fortgeschrittenem Prostatakrebs
fiihren. So wurde z. B. fiir ARA70 ein stirkerer Einfluss auf eine Erhdhung der
transkriptionellen androgenen Aktivitdt des AR beobachtet als durch die Mutation
T877A des AR '°. Ebenso wurde festgestellt, dass die erweiterte Sensitivitit des AR fiir
andere Substanzen, wie Glukokortikoide, Ostrogene, Progestine oder Antiandrogene in
fortgeschrittenem Prostatakarzinom nicht nur von Mutationen wie AR877 oder AR708
in der LBD des AR abhingt, sondern auch von der Expression von Cofaktoren wie
ARA70 . Der Cofaktor ARA70 wurde als Coaktivator sowohl des AR als auch des
ERa in MCF-7-Zellen beschrieben '®. Zusitzlich scheint seine Wirkung in einem Zell-
system, in dem beide Steroidhormonrezeptoren vorkommen, von deren Mengenverhilt-
nis abzuhdngen. Es konnte durch einen Coimmunoprézipitationsassay nachgewiesen
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werden, dass bei einem ERa-UberschuB8 (ERa : AR = 5:1) ARA70 vorwiegend mit
ERa eine Verbindung eingeht, bei einem AR-UberschuB8 (ERa. : AR = 1 : 5) ausschlieB-
lich mit dem AR. Die Theorie von steroidhormonrezeptoriibergreifenden Cofaktoren
diirfte auch Erklirungen liefern fiir Kreuzreaktivititen zwischen Androgenen bzw. Os-
trogenen und Antiandrogenen bzw. Antidstrogenen im Zellproliferationsassay (Kapitel
3.3.1.6). Interessanterweise steigert der Cofaktor ARAS4 die transkriptionelle Aktivitit
des AR nur bei Vorhandensein der Mutation T877A und nicht beim wtAR '°. Das deutet
auf eine komplexe Regulation der transkriptionellen Aktivitit des AR durch seine Co-
faktoren je nach Zellsystem und unterschiedlicher Expression der Cofaktoren bzw. Mu-
tation des AR hin. Rahman et al. beschreiben eine Beteiligung des Cofaktors ARAS5S an
der Androgenrezeptoraktivitit und der agonistischen Wirkung von Antiandrogenen .
Der Coaktivator ARASS zeigt eine sehr groBe Homologie zum Maus hic-5-Gen, wel-
ches durch TGF-beta 1 induziert wird *'. Dies konnte folgenden Zusammenhang zwi-
schen Wachstumsfaktoren und PSA-Expression erkldren: Bei Prostatakrebspatienten
mit Metastasen wurde ein signifikant erhdhter Serumspiegel von IL-6 und TGF-beta 1
nachgewiesen **. Ebenso korrelierten IL-6 und TGF-beta 1 mit steigender Serum-PSA-
Konzentration. Vermutlich entfalten die Wachstumsfaktoren ihre AR transkriptionsstei-
gernde Aktivitit liber die Regulation der Expression von AR-Cofaktoren. Das Protoon-
kogen HER2/neu, was mit dem Fortschreiten von Brustkrebs in Zusammenhang steht,
fordert die Interaktion von AR und AR-Coaktivatoren wie ARA70 *. Dieser Effekt
wird iiber den MAP-Kinase-Weg vermittelt. Die daraus resultierende Steigerung der
PSA-Expression iiber den Mechanismus HER2/Neu — MAP-Kinase — AR-ARA-
Interaktion — PSA-Expression funktioniert bei niedrigem Androgenspiegel und ist
nicht durch das Antiandrogen Hydroxyflutamid (8) antagonisierbar. Nessler-Menardi et
al. untersuchten die Expression von Steroidrezeptor-Cofaktoren in den Prostatakrebs-
zelllinien PC-3, DU145, LNCaP und LNCaP-Subzelllinien **. Von den 12 getesteten
Cofaktoren konnten 10 in allen Zelllinien nachgewiesen werden (AIB1, ARAS54,
ARA70, CBP, cyclin DI, Her2/neu/erbB2, BAG-1/M/L, SRC-1, SMRT und TIF2). In
LNCaP-Zellen konnte keine Expression von ARAS55 und FHL2 nachgewiesen werden
und in DU145 -Zellen ebenfalls keine ARASS Expression. Unter Beriicksichtigung des
unterschiedlichen Vorkommens der Cofaktoren in verschiedenen Zelltypen lassen sich
eventuell die Ergebnisse von Zhu et al. beziiglich der TGF-beta 1 Regulation in
LNCaP-TPBRII und in mit wtAR transfizierten PC-3-Zellen erkliren *°. Dort wurde eine
apoptotische Wirkung von TGF-beta in LNCaP-TBRII (TGF-beta-responsiv) beschrie-
ben, die aber in PC-3-Zellen, die mit dem wtAR transfiziert waren, nicht gefunden wer-
den konnte. Eventuell konnte das an dem unterschiedlichen Vorkommen von ARASS in
LNCaP- und in PC-3-Zellen liegen. Da ARAS5 wie oben beschrieben zu einem
TGF-beta 1 induzierbaren Gen eine gro3e Homologie aufweist und nur in PC-3-Zellen,
aber nicht in LNCaP-Zellen vorkommt, konnte ARASS5 in PC-3-Zellen von TGF-beta
stimuliert werden und somit eine apoptotische Reaktion in den wtAR transfizierten
PC-3-Zellen kompensieren. Ein Zusammenhang zwischen der unterschiedlichen Ex-
pression der AR Cofaktoren und Behandlung der Zellen wurde von Fujimoto et al. in
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LNCaP-Subzelllinien, die durch verschiedene Kulturbedingungen oder Behandlung
entstanden sind, untersucht 2,

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass die Cofaktoren des Androgenrezeptors bei der
Regulation der androgenabhidngigen Gene eine grofle Rolle spielen. Sie interagieren
sowohl mit dem ligandenabhingigen Mechanismus der Androgenrezeptor-Aktivierung
als auch mit dem ligandenunabhingigen Mechanismus, indem ihre Expression und ihr
Einfluss auf die Androgenwirkung von verschiedenen anderen zelluldren Signalwegen,
wie denen der Wachstumsfaktoren und der MAP-Kinase, abhéngen. Ihr Expressionsmu-
ster verandert sich auch mit Fortschreiten des Prostatakrebses und ist in in vitro Zellkul-
turen von der Behandlung der Zellen abhéngig. Die Anwesenheit von Cofaktoren ent-
scheidet liber Sensitivitdt und Selektivitdt der Androgenrezeptorwirkung und bietet zu-
satzlich zu AR-Mutationen eine Erklarung fiir die verdanderte Wirkung von Antiandro-
genen in Prostatakrebszellen und die Entstehung des hormonresistenten Prostatakarzi-
noms.

1.1.4 Androgenabhéngig regulierte Gene

Von Xu et al. wurde erstmals eine umfassende Analyse der androgenabhédngigen Regu-
lation von Genen in LNCaP-Zellen mittels SAGE-Analyse durchgefiihrt *”. Dabei wur-
de fiir 136 Gene eine Hochregulation der Expression nach Androgenbehandlung ge-
zeigt, wihrend 215 Gene in ihrer Expression gehemmt wurden. Die durch diese Analyse
identifizierten ARG regulieren die Transkription, RNA-Translation, genomische Stabili-
tat und Zellzyklus, den intrazelluldren Proteintransport und Chaporonisierung, Ener-
giemetabolisierung, Apoptose, Redoxregulation und Signaltransduktion.

Representative und gut charakterisierte ARG sind zum Beispiel das prostataspezifische
Antigen PSA *®, das prostataspezifische Membranantigen PSMA *°, die prostataspezifi-
sche saure Phosphatase PAP *°, das Homeobox-Gen NKX3.1 *', die membrangebundene
Serinprotease TMPRSS2 *, das Gen PMEPAL **, der Androgenrezeptor und die 5o.-
Reduktase.

Kiirzlich wurde mittels Mikroarray-Analyse die verdnderte Genexpression in LNCaP-
Zellen nach der Behandlung mit dem synthetischen Androgen R1881 (9) untersucht >,
Dabei konnte nachgewiesen werden, dass nach 24stiindiger R1881-Behandlung 319
Gene verstirkt exprimiert werden, wéahrend 300 Gene herunterreguliert werden. Eine
androgenabhédngige Regulation wurde von Kiessling et al. fiir das Ubiquitin-dhnliche
Interferon-stimulierte Gen 15 (ISG15) und die meisten der mit der ISG15-Konjugation
in Verbindung stehenden Enzyme festgestellt *°. Das ISGylierungs-System kontrolliert
im Gegenzug die AR-mRNA-Regulation und Proteinexpression. Dadurch beeinflusst es
das Zellwachstum und die Uberlebensfihigkeit von Prostatakrebszellen wesentlich und
bietet aufgrund seiner verstirkten Expression in malignem Prostatagewebe eine neue
Angriffsmdglichkeit fiir Antikrebstherapeutika oder konnte einen neuen diagnostischen
Biomarker fiir Prostatakrebs darstellen.
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Prostataspezifisches Antigen

Das bekannteste androgenabhdngig regulierte Gen PSA, auch humanes Kallikrein 3
oder Semenogelase genannt, ist ein 30 kD grofles Glykoprotein. PSA fungiert bioche-
misch als Serinprotease und spaltet das Protein Semenogelin-1, so dass der Samen des
Mannes diinnfliissig wird. Es wird in den Epithelzellen der Prostata und in den Brust-
driisen gebildet. Nachdem es 1981 von Wang et al. im Blut nachgewiesen und eine Er-
hohung des PSA-Serumspiegels mit Prostatakrebs in Verbindung gebracht werden
konnte, wurde es zunehmend als Biomarker fiir Prostatakrebs verwendet *°. Es ist je-
doch kein reiner Tumormarker, da der Serumspiegel auch bei der benignen Prostatahy-
perplasie, Prostatainfektionen, Irritationen und kiirzlicher Ejakulation erhoht sein kann.
1998 wurden von Herrala et al. vier verschiedene Isoformen des Proteins PSA entdeckt.
Sie variieren in der N-terminalen Region und damit in der Tertidrstruktur, so dass die
Funktionalitit der Proteine verdndert wird *’. Die Expression des PSA wird in zellba-
sierten Bioassays als endogener Marker fiir eine androgene bzw. antiandrogene Wir-
kung verwendet.

1.2 Androgenrezeptorliganden

1.2.1 Androgene

Androgene sind Triterpene und gehoren zur Gruppe der Sexualhormone. Sie werden in
der Klassifikation der Lipide zu den C19-Steroiden der Gruppe Sterollipide zugeordnet
3% Das Grundgeriist der Androgene ist das Androstan (10, Abb. 4).

18

Abbildung 4: Androstan Grundgeriist (10)

Das wichtigste Androgen, Testosteron (2), wird in den Leydig-Zwischenzellen der Ho-
den tiber die Zwischenstufen Progesteron (5) und Androstendion (11) gebildet. In eini-
gen endokrinen Erfolgsorganen wie z. B. den dulleren Genitalien, der Prostata, den Sa-
menbléschen, den Talg bildenden Sebozyten und den Haarfollikeln wird Testosteron (2)
durch die 5a-Reduktase in Sa-Dihydrotestosteron (1) umgewandelt. Letzteres hat eine
deutlich hohere Affinitdt zum zytoplasmatischen Androgenrezeptor als Testosteron (2).
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In der Leber erfolgt der Abbau von Testosteron (2) iiber Androstendion (11) und An-
drostandion (12) zu Androsteron (13), Aetiocholandion (14) und Aetiocholanolon (15)
(Abb. 5). Androgene fordern prianatal die Entwicklung der ménnlichen Sexualorgane
und in der Pubertét die der sekundidren ménnlichen Geschlechtsmerkmale. Diese Wir-
kung wird im pharmakologischen Sinne als androgene Wirkung bezeichnet, wahrend
die anabole Wirkung der Androgene der Steigerung der Eiwei3- und Nukleinsduresyn-
these entspricht. Das Muskel- und Knochenwachstum wird besonders in der Pubertit
durch Androgene stimuliert. Sie bewirken aber nach dem Wachstumsschub auch das
Ende des Knochenwachstums durch Schluf3 der Epiphysenfugen. Die Androgene regu-
lieren zusammen mit dem follikelstimulierenden Hormon (FSH) die Spermienprodukti-
on und sorgen so fiir die Funktionsféhigkeit der Sexualorgane. In hohen Dosen dagegen
wird jedoch eine Hemmung der Spermiogenese verursacht. Neben Erhohung der Libido
und der Potenz sind sie mitbestimmend fiir die psychische Verhaltensweise des Mannes.
Eine vermehrte Erythropoetinsynthese und damit eine gesteigerte Erythrozytenproduk-
tion wird ebenfalls durch Androgene verursacht. In der Haut verstéirken sie die Talgpro-
duktion und fiihren bei entsprechender Veranlagung zu einer bestimmten Form des
Haarausfalls, der androgenetischen Alopezie.

5a-Dihydro-

testosteron (1)

H Aetiocholanolon (15) ; Androsteron (13)

Abbildung 5: Testosteron-Stoffwechsel nach Mutschler et al. **

In der Zona reticularis der Nebennierenrinde werden ebenfalls Androgene wie Dehy-
droepiandrosteron (17) (DHEA) und Androstendion (11) gebildet. Unter physiologi-
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schen Bedingungen sind sie beim Mann von untergeordneter Bedeutung. Eine verstérkte
Androgenproduktion der Nebennieren bzw. Ovarien ebenso wie eine linger andauernde
Behandlung mit Androgenen fiihrt bei Frauen zu Virilisierungserscheinungen, wie
Stimmverdanderungen, Zunahme der Korperbehaarung und Akne.

Ein kleiner Teil der Androgene wird in Ostrogene durch Aromatisierung des A-Ringes
unter oxidativer Entfernung der C19-Methylgruppe mithilfe der Aromatase umgewan-
delt (Abb. 6). Die Aromatase kommt besonders in den Ovarien, aber auch in der Mus-
kulatur, im Fettgewebe und in der Haut vor und ihre Aktivitdt wird durch das follikel-
stimulierende Hormon (FSH) gesteuert. Vor allem nach der Menopause werden Ostro-
gene aus DHEA (17) synthetisiert.

3-OH-SDH

17B-OH-SDH

Aromatase

Aromatase

Aromatase

5a-Reduktase

Abbildung 6:

DHT (1)
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17B-OH-SDH ﬂf

H
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|40
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1.2.2 Endokrine Disruptoren

Endokrine Disruptoren, auch Umwelthormone genannt, sind Stoffe, die in das endokri-
ne System von Mensch und Tier eingreifen und dadurch unter anderem die Fortpflan-
zung beeintrachtigen konnen. Dazu zdhlen Substanzen wie Herbizide, Insektizide und
Fungizide, aber auch Phytodstrogene. Fiir eine Reihe von endokrinen Disruptoren sind
antiandrogene Aktivitédten in vitro und in vivo nachgewiesen worden.

Ein Metabolit des Insektizids DDT (20), p,p"-DDE (21), bindet an den AR und fungiert
als Antiandrogen *'. Fiir Substanzen, wie polyzyklische aromatische Kohlenwasserstof-
fe **, das Herbizid Linuron (22) ** und das Fungizid Vinclozolin (23) ***” wurde eben-
falls eine antiandrogene Aktivitit festgestellt. Linuron (22, Abb. 7) besitzt in einem ra-
dioaktiven Verdringungsassay mit AR-transfizierten COS -Zellen eine méBig starke
Bindungsaktivitdt mit einem ICso = Wert von 20 uM, entfaltet aber sowohl in vitro als
auch in vivo eine deutliche antiandrogene Aktivitit **.

|
R
(0]

Abbildung 7: Linuron (22)

Cl

Cl

Fiir das racemische Vinclozolin (23, Abb. 8a)) bzw. seine Primidrmetaboliten wurde eine
teilweise Kreuzreaktivitit zu den anderen Steroidhormonrezeptoren ERa,, ER3, GR, PR
und MR nachgewiesen *"*®. Eventuell spielen hier auch synergistische Effekte oder
Wirkungen tiber alternative Mechanismen zusitzlich zu dem ligandenvermittelten AR-
abhédngigen Effekt eine Rolle. Sowohl Vinclozolin (23) als auch Linuron (22) weisen
eine strukturelle Ahnlichkeit zu dem Antiandrogen Hydroxyflutamid (8) auf (Abb. 8b)).

a) b)
cl
O,N

(o]

al N/( F3C NH

o]

© \ OH

Abbildung 8: Strukturelle Ahnlichkeit von a) Vinclozolin (23) zu b) Hydroxyflutamid (8)
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UV-Filter (Abb. 9), die in Kosmetika eingesetzt werden und eine Ostrogene Aktivitdt
besitzen, inhibieren in dem MDA-kb2 zellbasierten Transkriptionsassay die transkrip-
tionelle Wirkung des AR .

a) b)

o OH o o "ty

OCH,

Abbildung 9: UV-Filter a) Benzophenon-3 (Bp-3) (24) und b) Homosalat (25) (HMS) mit antiandrogener
Aktivitat

Ihre ICsp-Aktivititen liegen im niedrigen mikromolaren Bereich. Thre bihormonale
Funktion stiitzt die Vermutung, dass endokrine Disruptoren in die endokrine Regulation
tiber mehre Mechanismen eingreifen.

Phytoandrogene

Pflanzliche Sekunddrmetaboliten mit einer androgenen Wirkung wurden erstmals von
Ong et al. im Jahr 2007 beschrieben *°. Fiir Triterpene, wie das Trisepilanosterolderivat
Euphol (26, Abb. 10) aus der Rinde des Guttaperchabaumes Eucommia ulmoides, konn-
te die androgene Wirkung in AR-transient transfizierten HeLa-Zellen nachgewiesen
werden.

%,
7,
/,"

HO

Abbildung 10: Euphol (26)

Allerdings wurde in dieser Publikation anhand eines radioaktiven Verdringungsexperi-
mentes eine testosteronverdrangende Wirkung am AR nur fiir den Extrakt und nicht fiir
einzelne Verbindungen verdffentlicht. Die Autoren postulieren einen synergistischen
Effekt von kurzkettigen Fettsduren und Triterpenen in der lipophilen Fraktion des etha-
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nolischen Extraktes der Rinde des Guttaperchabaumes bei gleichzeitiger Applikation
mit Steroidhormonen wie Testosteron (2) und DHT (1).

Eine phytoandrogene Wirkung konnte 2007 von Chen et al. fiir das Phytoostrogen
Daidzein (27) in einem Zellassay mit zusétzlichen AR-Cofaktoren nachgewiesen wer-
den °'. Die Autoren verwendeten ein LNCaP-Assaysystem, in das die Cofaktoren
ARASS und ARA70 und ein PC-3-Zellsystem, in das die beiden Cofaktoren und der
wtAR jeweils transient transfiziert wurden. Obwohl Cofaktoren mit verschiedenen Ste-
roidhormonrezeptoren interagieren konnen und sowohl AR als auch ER in diesen Zellen
prasent sind, kann eine Wirkung von Daidzein (27) nicht iiber den ER erfolgen. Der
MMTV-Promotor verfiigt nicht iiber ein Ostrogen-Response-Element (ERE). Ebenso
wurde durch Liu et al. nachgewiesen, dass der MMTV-Promotor weder direkt noch
indirekt und weder in vitro noch in vivo durch E2 (4) aktiviert wird, weshalb eine Wir-
kung von Daidzein (27) iiber den Ostrogenrezeptor auszuschlieBen ist °*. Chen et al.
konnten nachweisen, dass die Cofaktoren ARA70 und ARASS die androgenen Effekte
von E2 (4) steigern °'. Somit kann Daidzein (27) nachweislich nur in einem
ARA70/ARAS5-Assaysystem phytoandrogene Effekte entfalten. Ob dies unter physio-
logischen Bedingungen mdglich ist, hingt allerdings vom Cofaktorexpressionsmuster
der Zielzellen ab.

Phytoantiandrogene

Eine antiandrogene Wirkung durch Inhibierung der Expression von androgenabhingi-
gen Genen, wie PSA, wird fiir eine relativ grole Anzahl an Extrakten und Naturstoffen
beschrieben. Eine Bindungsaffinitit am Androgenrezeptor fiir diese Naturstoffe ist je-
doch nur in der Publikation von Liu et al. fiir Ganoderol B (28, Abb. 11) aus dem
Fruchtkdrper des Pilzes Ganoderma lucidum beschrieben *. Ganoderol B (28) besitzt
demzufolge einen ICsp-Wert am Androgenrezeptor von 15 uM.

//
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7,
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Abbildung 11: Ganoderol B (28)

Das Lanosterolderivat Ganoderol B (28) inhibiert die Sa-Reduktase und das androgen-
induzierte LNCaP-Zellwachstum und verhindert ein Testosteron-induziertes Wachstum
der ventralen Rattenprostata.



1 Einleitung 15

3,3’-Diindolylmethan (DIM) (29, Abb. 12), das wéhrend der Verdauung aus dem vor-
wiegend in Brassicaceen vorkommenden Indol-3-Carbinol gebildet wird, verdrangt
[3H]DHT sowohl vom mutierten AR der LNCaP-Zellen, als auch vom wtAR mit ICs-
Werten zwischen 1 und 10 pM >*. Die antiandrogene Aktivitit von 3,3’-
Diindolylmethan (29) wird durch die Reduktion der PSA-Expression, durch Inhibierung
der androgeninduzierten Translokation des Androgenrezeptors in den Zellkern und
durch Verminderung der LNCaP-Zellproliferation allein und bei gleichzeitiger DHT-
Inkubation widergespiegelt **. Nach Meinung der Autoren ist DIM (29) trotz des unter-
schiedlichen atomaren Aufbaus hinsichtlich der Geometrie seiner Konformation und der
Oberflichenladungsverteilung mit Bicalutamid (30) vergleichbar.

—_—
pr—

HN NH

Abbildung 12: 3,3'-Diindolylmethan (DIM) (29)

N-Butylbenzensulfonamid (NBBS) (31, Abb. 13) wurde von Schleich et al. 2006 aus
der Rinde des afrikanischen Pflaumenbaumes Pygeum africanum und aus dem Préparat
des Extraktes Tadenan® isoliert .

Abbildung 13: N-Butylbenzensulfonamid (NBBS) (31)

In einem mit WtAR transient transfizierten Zellassaysystem (CV1-Zellen) inhibiert
NBBS (31) die Transkriptionsaktivitit des Androgenrezeptors mit einem ECso-Wert von
10 uM. Die Einstufung von NBBS (31) als Naturstoff ist jedoch kritisch zu sehen, da
NBBS (31) gewohnlich als Weichmacher und als Edukt bei der Sulfonylcarbamat-
Herbizidsynthese verwendet wird. Bei der Bearbeitung der Rinde von Pygeum africa-
num wurde von Schleich et al. ein weiterer Stoff, die Atrarsdure (32, Abb. 14), isoliert.
Sie weist im Zellassaysystem eine antiandrogene Wirkung auf. Esterderivate mit zwei
und drei C-Atomen (33-35) konnten den antiandrogenen Effekt noch steigern *°.
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O, OR
Ry CH, (32)
HO
R, CH,CH, (33)
Ry  CH,CH,CH, (34)
R4 CH2CH2CH2CH3 (35)
OH

Abbildung 14: Atrarsdure (R;) (32) und die synthetisierten Derivate

Der Hauptmetabolit des Phytodstrogens Daidzein (27), Equol (36, Abb. 15), zeigt eine
antiandrogene Aktivitdt durch Reduktion des Gewichtes der ventralen Prostata und der
Nebenhoden *’. Interessanterweise ist diese Wirkung nicht auf eine Bindung an den AR
zuriickzufithren %, sondern es wurde eine Bindung von Equol (36) an DHT (1), aber
nicht an Testosteron (2) festgestellt °’. Aufgrund der veroffentlichten Daten ist dieser
von Lund et al. postulierte neue Mechanismus der antiandrogenen Wirkung allerdings
kritisch zu bewerten.

a) b)

HO o HO 0

OH OH

Abbildung 15: Metabolisierung von a) Daidzein (27) zu b) Equol (36)

Die u.a. aus dem Pollen von Brassica napus (Raps) isolierten Flavonoide Naringenin
(37, Abb. 16a)) und Kédmpferol (38, Abb. 16b)) antagonisieren die Transkriptionsaktivi-
tit des AR in einem zellbasierten Reporterassay >°.

a) b

OH OH
HO o B HO o
\Qi’; oH
OH ) OH o

Abbildung 16: Flavonoide a) Naringenin (37) und b) Kdmpferol (38) mit antiandrogener Aktivitit
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Die beiden Verbindungen inhibieren die PSA-Sekretion in LNCaP-Zellen. In den mit
wtAR transient transfizierten Osteosarkomzellen U20S zeigten Naringenin (37) und
Kéampferol (38) eine antiandrogene Wirkung. Fiir flavonoidartige Strukturen werden nur
sehr schwache AR-Bindungsaffinititen zwischen 13 uM und 180 puM publiziert .
U20S-Zellen exprimieren nicht den AR und ER, aber die IGF I/Il Rezeptoren ®. So
konnte die antiandrogene Wirkung nicht nur iiber die vermutlich schwachen liganden-
vermittelte Effekte am AR zustande kommen, sondern tiber die Wachstumsfaktorregula-
tion, die wiederum in den AR-Signalweg eingreift.

In einem radioaktiven Verdringungsassay wurde eine reduzierte Bindung von
[PHJR1881 an zytosolische Rezeptorproteine humaner Prostatakrebszellen in Gegenwart
von ungesittigten Fettsiuren festgestellt ', Gesittigte Fettsiuren wie Palmitinsdure (39)
(C16:0) und Stearinsdure (40) (C18:0) beeinflussten die Bindung nicht. Unabhingig
vom Sittigungsgrad der Fettsduren verminderten Palmitoleinsdure (41) (C16:1), Linol-
sdure (42) (C18:2) und Arachidonséure (43) (C20:4) die Bindung von R1881 (9) an AR-
Protein, wobei fiir die Arachidonsdure (43) die hochste inhibitorische Aktivitit nach-
weisbar war. Prostaglandine stimulierten in niedrigen Konzentrationen (9 nM) die An-
drogenbindung an den AR und in etwas hoheren Konzentrationen (30 nM) trat der ge-
genteilige Effekt ein. Bei Mitsuhasi et al. konnte diese Wirkung der Arachidonsiure
(43) zwar bestitigt werden, aber durch Scatchard-Analyse wurde ein kompetitiver Me-
chanismus ausgeschlossen ®. Prinsloo et al. konnten einen Einfluss der mehrfach unge-
sittigten Fettsduren (PUFA) auf die Bindung von Testosteron (2) bzw. E2 (4) in
DU145-Zellen bestitigen ®. Die Bindungsaktivitit von Testosteron (2) wurde vermin-
dert, wihrend die von Estradiol unter PUFA-Applikation stimuliert wurde. Ungesittigte
Fettsduren beeinflussen demzufolge die Wirkung von Androgenen auf den Androgenre-
zeptor, wobei der genaue Mechanismus derzeit ungeklért ist.

1.2.3 Klinisch relevante Androgenrezeptorliganden

Androgene

Androgene konnen unterstiitzend bei der Sarkopenie, der Krebskachexie und bei ande-
ren chronischen Verfallszustinden wie AIDS zum Aufbau der Muskel- und Knochen-
masse eingesetzt werden. Ein therapeutischer Einsatz bei Osteoporose kann deshalb
ebenso erfolgen. Androgenersatztherapien finden bei sexuellen Dysfunktionen und Hy-
pogonadismus Anwendung.

Testosteron (2) ist durch seinen ausgepréigten First-pass-Effekt oral fast unwirksam und
besitzt bei parenteraler Applikation nur eine sehr kurze Wirkdauer. Aus diesem Grunde
wurden ldnger wirksame bzw. oral verfligbare Testosteronderivate wie Mesterolon (44),
Nandrolondecanoat (45), Clostebolacetat (46), Metenolonacetat (47) und Testosteron-
ester entwickelt.
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Testosteron (2), Oxymetholon (48) und seine Derivate fanden friither bei der Therapie
der angeborenen und erworbenen aplastischen Anidmie ihre Anwendung *, da anabole
Steroide die Knochenmarkzellproliferation stimulieren. Diese Form der therapeutischen
Anwendung wurde aber fast vollstdndig durch Substanzen wie Epoetin alpha, die selek-
tiv die Erythropoese stimulieren, verdrdngt. Anabole Steroide wie Oxandrolon (49)
wurden frither von péddiatrischen Endokrinologen zur Therapie von Wachstumsstorun-
gen verwendet. Seitdem aber synthetisches Wachstumshormon verfiigbar ist, finden
anabole Steroide wegen ihrer Nebenwirkungen kaum mehr Anwendung auf diesem Ge-
biet ©. Die Anwendung von C-17 alkylierten Testosteronderivaten bei der Therapie der
aplastischen Andmie fiihrten in manchen Féllen zu hepatozelluliren Karzinomen und
myeloischer Leukdmie °*®’. Wie von Bhasin et al. durch Metaanalyse nachgewiesen,
fiihrt Testosteronergénzung zu gesteigerter Skelettmuskelmasse- und stiarke sowohl bei
eugonadalen jungen Ménnern als auch bei Méinnern mit Androgendefizit, ebenso bei
dlteren Mannern und Minnern mit mehreren chronischen Krankheiten ®. Die Neben-
wirkungen einer Langzeit-Testosteronerganzungstherapie befliigelten die Suche nach
selektiven Androgenrezeptormodulatoren (SARM), die eine anabole Wirkung ohne die
unerwiinschten, durch Testosteron (2) vermittelten Nebenwirkungen zeigen. Trotz zu-
nehmender wissenschaftlicher Aufklarung auf diesem Gebiet ist es in den letzten Jahren
nicht gelungen, eine neue androgene Substanz mit Zulassung fiir eine anabole medizini-
sche Indikation auf den Markt zu bringen. Die Ursache dafiir liegt in den strengen regu-
latorischen Anforderungen auf diesem Gebiet.

Selektive Androgenrezeptor Modulatoren

Im letzten Jahrzehnt wurden nichtsteroidale SARMs entwickelt, die selektiv die Mus-
kel- bzw. Knochenmasse stimulieren oder erhalten und die sich hinsichtlich einer An-
wendung bei der Andropause, bei Krebskachexie, gegen Osteoporose oder als hormo-
nelle Kontrazeptiva fiir den Mann in klinischer Entwicklung befinden. In Tabelle 1 sind
die chemischen Klassen der sich aktuell in Entwicklung befindlichen SARMs aufgeli-
stet. Bislang hat noch kein SARM die Marktreife erreicht. SARMs sind in die Verbots-
liste der World Doping Agency aufgenommen worden .
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Tabelle 1: SARMs in klinischer Entwicklung
Chemische Allgemeine chemische Struktur Bezeichnung Firma Phase der
Klasse der Leitstruk- Entwicklung
tur
Arylpropio- Ostarine GTx Inc Phase 11
namid- Andarine 77! Phase I ”°
Analoga S-23
Bizyklische BMS 564929 BMS Phase I ”°
Hydantoin- 7374
Analoga
Chinolin- R, Ry LGD 2226 ¥ Ligand Phase I 7°
Analoga ,L Pharma-
R3/ X ceuticals
N o
H
Ry R, LGD 3303 ™" Ligand -
— R, Pharma-
ceuticals
R4/N
X
N o}
H
Naphthalin- " AC262356"  Acadia = -
Analoga oH Pharma-
ceuticals
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Antiandrogene

Androgenrezeptor-Antagonisten werden als Antiandrogene bezeichnet und verhindern
die Bindung der natiirlichen Androgene durch kompetitiven Antagonismus am Andro-
genrezeptor. Sie finden Anwendung bei der Therapie des Prostatakarzinoms, der Akne,
androgenetischen Alopezie, des Hirsutismus und bei krankhaft gesteigerter Sexualitét.

Verschiedenartige Antiandrogene greifen in unterschiedliche Schritte des Prozesses der
Androgenrezeptortransformation und Transkriptionsaktivitit ein. Das steroidale Antian-
drogen Cyproteronacetat (6) besitzt zusétzlich zur antiandrogenen noch eine starke ge-
stagene Wirkungskomponente und senkt deshalb iiber einen hormonellen Riickkopp-
lungsmechanismus den Testosteronblutspiegel '°. Cyproteronacetat (6) interagiert im
Gegensatz zu Flutamid (7) und Bicalutamid (30) mit dem Corepressor SMRT, der an
den N-Terminus des AR bindet ”°. Flutamid (7) wurde von Fenton et al. als schwacher
partieller Agonist am wtAR beschrieben, wihrend diese Substanz bei den meisten AR-
Mutationen eine verstirkte Bindungsaktivitit aufweist und agonistisch wirkt *. Da viele
Formen des fortgeschrittenen androgenresistenten Prostatakarzinoms eine Mutation am
AR aufweisen, ist dieser Sachverhalt von besonderer Bedeutung. Bicalutamid (30) zeigt
jedoch an den meisten mutierten ARs weiterhin eine antagonistische Aktivitit *. Auf
der Suche nach dem spezifischen Wirkmechanismus wurde von Masiello et al. eine
antagonistische Wirkung durch Verhinderung der Bindung des AR an die DNA nicht
bestitigt *'. Vielmehr wird eine Verbindung zwischen transkriptionell inaktivem Rezep-
tor und der DNA stimuliert. Worauf genau diese transkriptionell inaktive Form beruht,
ist noch nicht ausreichend geklart. Moglich wire eine durch die Bicalutamidbindung
verdnderte Konformation und damit verhinderte Bindung von Coaktivatoren oder eine
durch die Bicalutamidbindung hervorgerufene Rekrutierung von Corepressoren und
damit verhinderte Bindung von Coaktivatoren. Von Bohl et al. wurde durch eine Ront-
genkristallstruktur einer mutierten W741L AR-Ligandenbindungsdoméne mit gebunde-
nem R-Bicalutamid eine Erkldrung dafiir gefunden, dass ein Austausch der Sulfonyl-
gruppe in Bicalutamid (30) durch Ether- oder Thiobriicken eine Umwandlung der an-
tagonistischen in eine agonistische Aktivitit bewirkt *. Dies findet bei der Entwicklung
neuer SARMs Anwendung. McGinley et al. nutzten die von Bohl et al. publizierte
Rontgenkristallstruktur, um durch computergestiitztes Molekiildesign antagonistische
Bicalutamid-Derivate zu finden, die sowohl am wtAR, als auch an den AR-Mutationen
wie Thr877 — Ala, Trp741 — Leu und Trp741 — Cys, die mit dem Androgenentzugs-
syndrom bei der Behandlung des Prostatakrebses in Verbindung gebracht werden, wir-
ken *. Durch Austausch des 4-Fluorophenyl-Ringes durch Naphthalen konnte ein sol-
ches aktives Bicalutamid-Derivat synthetisiert werden.
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Tabelle 2: Antiandrogene und ihre Anwendungen

Name Struktur Aktivitat Therapie
Cyproteronacetat antiandrogen, Prostatakarzinom
6 estagen
© gestag abnormale bzw.
(Androcur®) krankhaft gesteiger-
te Sexualitét
androgenetische
Alopezie, Acne
vulgaris, bei Frauen
Hirsutismus
Flutamid (7) & antiandrogen, vor fortgeschrittenes
(F 1® Flumid® F H allem durch den Prostatakarzinom
Flu;gere @’)) o F Metaboliten ~ 2-
vramex o Hydroxyflutamid
o} o}
~8 ®
o)
Bicalutamid ~ (30) Q oH antiandrogen fortgeschrittenes

(o]
(Racemat) )‘\/'\” Prostatakarzinom
HN S F
(Casodex®) I

RU58841 (50) OW antiandrogen Kandidat fiir topi-
oH sche  Applikation
N\/\ bei Acne vulgaris,

N
\\{ Hirsutismus und

0 androgenetischer

Z° Alopezie ¥

Ein alternativer Wirkmechanismus der antiandrogenen Aktivitit des Bisphenol A Deri-
vats EPI-001 (51) besteht in der Blockade der N-terminalen Transaktivierung. Durch
Interaktion mit der AF-1 Region und Verminderung der Protein-Protein-
Wechselwirkungen mit dem Androgenrezeptor wird die Interaktion des AR mit den
ARE verhindert ¥ Interessanterweise wird die transkriptionelle Aktivitit der anderen
verwandten Steroidhormonrezeptoren durch diese Form der antiandrogenen Wirkweise
nicht beeintrdchtigt. Ein weiterer Mechanismus, der einer neuen antiandrogenen Wir-
kung zugrunde liegt, verhindert die Translokation des aktivierten Androgenrezeptors in
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den Nukleus (RD162 (52), MDV3100 (53), SNARE-1 (54)) bzw. exportiert den akti-
vierten AR aus dem Nukleus (SNARE-1 (54)) *. Er ist fiir die antiandrogene Wirkung
sowohl am wtAR als auch am mutierten Rezepor der beiden Diarylthiohydantoine
RD162 (52) und MDV3100 (53), sowie des Arylpropanamid-Derivates SNARE-1 (54)
verantwortlich *%. Dadurch sind diese Antiandrogene potentielle Kandidaten fiir die
Therapie des kastrationsresistenten Prostatakarzinoms (CRPC; alte Bezeichnung hor-
monrefraktér), das nach Androgenentzugstherapie auftritt.

1.3 Testsysteme zur Untersuchung hormoneller Aktivitét

Zur Testung von Kernrezeptorliganden gibt es verschiedene Ansétze. Sie weisen alle
Einschrankungen auf, so dass filir eine umfassende Charakterisierung eines Liganden
moglichst immer eine Kombination von Assaysystemen verwendet werden sollte. Re-
zeptorbindungsassays beschreiben nur die Bindungsaffinitit eines Liganden zum Re-
zeptor, wihrend funktionelle Assays wie Zellproliferationsassays, Reportergenassays,
Genexpressionsassays und neuere Assayformen wie der Coaktivatoren-Assay Liganden
als Agonisten bzw. Antagonisten charakterisieren.

1.3.1 Zellproliferationsassays

Androgene kontrollieren die Zellproliferation durch drei unabhéngige Wege: a) Inhibie-
rung des Zelltods b) Induktion der Zellproliferation und c¢) Inhibierung der Zellprolifera-
tion, auch proliferativer ,,Shutoff genannt *°. Je nach Zelltyp und Kultivierungsbedin-
gungen der Zellen variiert das Anspechen der Zellen auf die Behandlung mit Androge-
nen.

Zellproliferationassays die z. B. mit LNCaP-Zellen durchgefiihrt werden, basieren
hauptsédchlich auf der Induktion der Zellproliferation (Mechanismus b). Agonisten des
Androgenrezeptors 16sen eine Zellproliferationssteigerung aus. Dieser durch AR-
Agonisten vermittelte Effekt, kann durch Antiandrogene inhibiert werden. Je nach Zell-
typ oder Kultivierungsbedingungen ist ein biphasischer Verlauf des Ansprechens, d.h.
ein Zusammenwirken von Mechanismus b) und c) sichtbar. Zellen, die endogen den AR
exprimieren, sind bei der Durchfithrung von Zellproliferationsassays der in-vivo-
Situation am &hnlichsten. Sie weisen eine physiologisch relevante Metabolisierung der
Testsubstanzen auf und verfiigen iiber Cofaktoren, die so auch tatséchlich in den Ziel-
zellen vorkommen. Zellen mit ausschlieBlicher AR-Expression und fehlender Expressi-
on von GR, MR, PR und ERa bzw. ER sind nicht bekannt.

Die am besten untersuchte Prostatakrebszelllinie ist die LNCaP-Zelllinie (genaue Be-
schreibung siehe 2.2.1). Sie exprimiert einen mutierten AR, mit Alanin in Position 868
anstelle von Threonin °'. Dadurch wird die Aktivierung des Androgenrezeptors unspezi-
fisch nicht nur durch Androgene sondern auch durch Ostrogene, Progesterone oder An-
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tiandrogene ausgeldst *'*2. Einige Antagonisten wie Bicalutamid (30) wirken in hoheren
Konzentrationen weiter antagonistisch, wéhrend Cyproteronacetat (6) oder Hydroxyflu-
tamid (8) als Agonisten wirken. Somit ist bei Verwendung der LNCaP-Zelllinie eine
Differenzierung in Agonisten bzw. Antagonisten nicht moglich, aber eine prinzipielle
Einstufung in potentiell am AR wirksame bzw. unwirksame Substanzen kann erfolgen.

Neuere Krebszelllinien wie die VCaP-Zelllinie (Beschreibung siehe 2.2.1), die einen
wtAR exprimieren, sind dadurch zwar geeigneter fiir die Durchfiihrung eines Zellproli-
ferationsassays, verfligen aber {liber so schlechte Wachstumseigenschaften, dass ein sol-
cher Assay damit nicht zu empfehlen ist.

Ob die kiirzlich veroffentlichten Prostatazellen BPH-1-AR, die iiber einen stabilen und

funktionellen wtAR verfiigen, geeigneter sind, muss sich noch erweisen *°.

Der von Szelei et al. entwickelte Proliferationsassay A-Screen bedient sich der
Brustkrebszelllinie MCF-7, die stabil mit dem wtAR transfiziert wurde **. Diese MCF-
7-AR1-Zelllinie exprimiert ungefédhr die fiinffache Menge an AR als die MCF-7-
Zelllinie. Interessanterweise zeigen Androgene in dieser Zelllinie keinen proliferations-
steigernden Effekt, sondern eine Inhibierung der Proliferation, die durch das Antiandro-
gen Bicalutamid (30) wieder aufgehoben wird.

Zellproliferationsassays weisen den Vorteil auf, dass nicht nur die Aktivierung der ge-
notropen Reaktion des AR untersucht, sondern auch komplexere Vorginge, wie Beein-
flussung des Steroidhormonstoffwechsels, der Cofaktor-Expression und Cofaktor-
Bindung oder eine Inhibierung der Translokation des Ligand-Rezeptor-Komplexes in
den Zellkern neben der nichtgenotropen Regulierung erfasst werden. Allgemeine zyto-
toxische Effekte konnen ebenfalls detektiert werden. Der Zellproliferationsassay bietet
sich als Vorscreening an, um einen mdglichen androgenen, antiandrogenen oder zytoto-
xischen Einfluss festzustellen. Eine potentielle Interaktion mit dem Androgenrezeptor
muss allerdings mit einem zusétzlichen AR-spezifischeren Test, wie einem Reporterge-
nassay, bei dem nur die genotrope ligandenspezifische Reaktion erfasst wird, oder durch
einen Rezeptorbindungsassay bestétigt werden.

1.3.2 Reportergenassays

Reportergene werden zur Quantifizierung der transkriptionellen genotropen Aktivitit
des AR eingesetzt. Sie werden von aulen in Verbindung mit einem Promotor, der liber
androgenresponsive Elemente verfligt und somit durch den Ligand-Rezeptor-Komplex
aktiviert werden kann, in das Genom der Zelle eingeschleust. Die Produkte der Repor-
tergene besitzen Eigenschaften, die leicht messbar sind. So kodieren viele bekannte Re-
portergene Enzyme, die eine Farb- oder Lumineszenzreaktion hervorrufen. Das sehr
hiufig in diesem Zusammenhang verwendete Reportergen ist die Leuchtkifer-
Luziferase, die die Umsetzung von Luziferin zu Oxyluziferin katalysiert. Als AR-
induzierbarer Promotor wird hauptsidchlich der MMTV verwendet. Dieser wird zwar
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nicht durch den ER 2, aber durch den GR und PR stimuliert °°. Vorteil der Reporterge-
nassays ist, dass nur genotrope Aktivititen des Androgenrezeptors erfasst werden und
damit spezifisch eine Aussage iiber eine agonistische bzw. antagonistische Wirkung des
Liganden getroffen werden kann. Die Spezifitit des Assaysystems ist von der zugrunde
liegenden Zelllinie abhingig. Zellen, die endogen einen wtAR exprimieren, besitzen
zumindest in geringen Mengen mindestens einen der anderen Steroidhormonrezeptoren.
Wird eine Zelllinie zur Transfektion ausgewihlt, die keinen endogenen AR exprimiert,
besteht das Risiko einer Zielzellen-untypischen Metabolisierung oder einer verdnderten
Aktivitdt durch Ligandenbindung am AR, da sonst in Zielzellen vorhandene Cofaktoren
eventuell gar nicht exprimiert werden. Die Abhdngigkeit der AR-Transkriptionsaktivitit
in Reportergenassays von der Zellumgebung und vom verwendeten Promotor wurde
von Simon et al. bestitigt *°. Auf Hefe basierende Reportergenassays sind aufgrund der
ungewohnlichen Metabolisierung von Liganden, Problemen bei der zelluldren Aufnah-
me und dem Transport von Steroiden bzw. Testsubstanzen nicht zu empfehlen.

Transient transfizierte Zelllinien

Transient transfizierte Zelllinien weisen den Vorteil auf, dass sie ein stirkeres Anspre-
chen auf eine Androgenbehandlung (50- bis 100-fache Induktion) im Vergleich zu stabil
transfizierten Zelllinien (10-fache Induktion) zeigen. Dadurch sind sie sensitiver und
ermOglichen die Detektion von schwachen Agonisten/Antagonisten. Nachteilig ist der
hohere Aufwand durch die Transfektion vor jedem Assay. Ein Beispiel fiir transient
transfizierte Assaysysteme sind die von Vingaard et al. transient mit dem pSVARO Ex-
pressionsvektor und dem MMTV-LUC Reporterplasmid transfizierten CHO-Zellen *’.
Nachteilig ist hier die Prasenz des Glukokortikoidrezeptors in den CHO-Zellen, so dass
eine Spezifitit bei der Testung von unbekannten Substanzen fiir den AR nicht sicherzu-
stellen ist.

Stabil transfizierte Zelllinien

Neben der nur schwachen Induktion weisen stabil transfizierte Zelllinien meist den
Nachteil auf, dass sie nicht dauerhaft stabil sind und integrierte Plasmide verlieren. Vor-
teilhaft ist die geringere Varianz der Signalinduktion. Beispiele fiir stabil transfizierte
Assays sind die von Térouanne et al. (PC-3-Zellen transfiziert mit pSGs-puro-hAR und
pPMMTV-neo-Luc), Araki et al. (CHO-Zellen transfiziert mit ARE des Rattenprostata-
C3-Gens verbunden mit dem Luziferasegen und dem AR) und Wilson et al. (MDA-kb2-
Zellen mit endogenem AR transfiziert mit pMMTV-neo-Luc) entwickelten Zelllinien **
1% In unserem Labor wurde versucht die MDA-kb2-Zelllinie zu etablieren, doch es
konnte nur ein maximal dreifaches Ansprechen nach Androgenbehandlung festgestellt
werden. Damit wére es nicht moglich, unbekannte Substanzen auf androgene bzw. anti-
androgene Aktivitit zu testen. Ursache dafiir war ein Verlust des integrierten Plasmids.
Das von Sonneveld et al. entwickelte AR-CALUX-Assaysystem basiert auf der Osteo-
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sarkomzelllinie U20S mit einem stabil transfizierten AR . Der Vorteil dieses Systems

ist die Verwendung eines hochspezifischen Reporterkonstruktes, welches drei ARE ent-
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hilt, die mit einem minimalen TATA-Promoter und der Luziferase verbunden sind. Da-
durch ist eine spezifische Detektion von Liganden des AR moglich.

1.3.3 Genexpressionsassays

Die Untersuchung der Expression von androgenabhéngig regulierten Genen nach An-
drogenbehandlung ist eine zeitaufwendige Methode. Vorteilhaft ist die Moglichkeit, den
Einfluss von Androgenen oder Antiandrogenen in Zielzellen von physiologischem In-
teresse ohne zusitzliches Einschleusen von Reportergenen zu untersuchen. Durch die
Wahl der Inkubations- und Kultivierungsbedingungen kann so ein Milieu eingestellt
werden, dass physiologischen Bedingungen sehr nahe kommt. In dieser Arbeit ist die
Expression von PSA und AR in den LNCaP- und VCaP-Zellen untersucht worden.

1.3.4 Rezeptorbindungsassays

Die Bindungsaffinitit eines Liganden an den AR kann mittels Rezeptorbindungsassays
bestimmt werden. Das Prinzip dieser Assays basiert auf einer kompetitiven Verdrin-
gung eines markierten hochaffinen Liganden des AR von der AR-LBD durch eine Test-
substanz. Vorteil der Rezeptorbindungsassays ist die Bewertung der reinen Bindungsaf-
finitit. Kriterien wie Metabolisierung, Zellpermeabilitidt oder Zytotoxizitdt haben hier
keinen Einfluss. So lésst sich eine gute Korrelation der ICs¢/K;-Werte mit den durch in
silico Verfahren bestimmten Score-Werten herstellen (sieche 3.1). Allerdings kann mit
einem Rezeptorbindungsassay keine Aussage iiber die funktionelle Einstufung eines
Liganden in Agonisten bzw. Antagonisten getroffen werden.

Radioligandenassays gegeniiber Fluoreszenzpolarisationsassays

Radioligandenassays werden mit Tritium-markierten R1881 (9), DHT (1) oder anderen
Agonisten des AR durchgefiihrt. Im nanomolaren Bereich kann mit einem Radioligan-
denassay eine stirkere Differenzierung der Bindungsaffinitit der Testsubstanzen erfol-
gen, wihrend Fluoreszenzpolarisationsassays (Beschreibung siehe 2.6) bei der Detekti-
on schwacher Binder von Vorteil sind. Fluoreszenzpolarisationsassays konnen in einem
homogenen Assayformat durchgefiihrt werden, wiahrend bei einem kompetitiven Radio-
ligandenassay zusitzliche Waschschritte involviert sind. Radioligandenassays sind rela-
tiv leicht selbst etablierbar und die Rezeptorproteinquelle kann durch Bestimmung der
unspezifischen Bindung ein Gewebehomogenat sein. Nachteilig sind die Kosten durch
Entsorgung radioaktiven Materials. Fluoreszenzpolarisationsassays sind in der Etablie-
rung aufwendiger und als Kit fiir verschiedene Steroidhormonrezeptoren zu erwerben
(z. B. PolarScreen von Invitrogen).
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1.3.5 Coaktivator-Assays

Die Firma Invitrogen (Carlsbad, CA, USA) hat fiir eine Reihe von Steroidhormonrezep-
toren Coaktivator-Assaysysteme entwickelt, mit denen es mdoglich ist, die Vorteile der
Rezeptorbindungsassays wie hohe Spezifitét, kurze Inkubationszeiten, Ausschalten von
Metabolisierungs- und Zellpermeabilititseinfliissen mit einer Aussage iiber funktionel-
len Agonismus bzw. Antagonismus von Liganden zu vereinen. Die Assays basieren auf
TR-FRET Messungen, die sich aus der Interaktion eines fluoreszenzmarkierten Coakti-
vatorpeptids mit der durch einen fluoreszenzmarkierten Antikérper markierten AR-LBD
ergeben. Durch Untersuchung der Testsubstanz alleine bzw. in Koinkubation mit einem
Referenzandrogen kann die agonistische bzw. antagonistische Aktivitét festgestellt wer-
den.
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2 Material und Methoden

Alle verwendeten Reagenzien wurden, soweit nicht anders angegeben, von der Firma
Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA) bezogen. Die Auflistung der in der Arbeit er-
wihnten Testsubstanzen mit Angabe der Strukturformeln befindet sich im Anhang (Teil
A), ebenso wie die Zusammensetzung der Reagenzien, der verwendeten Kits und Gerite
(Anhang, Teil B). Die Substanz R1881 (9) wurde freundlicherweise von Frau Dr. An-
drea Kiessling, Institut fiir Medizinische Immunologie, Martin-Luther-Universitit Hal-
le-Wittenberg zur Verfiigung gestellt.

2.1  Extraktion und Fraktionierung

2.1.1 Extraktion

Die Extraktion wurde mit dem Verfahren der beschleunigten Losemittelextraktion mit
Hilfe des automatischen Extraktors Dionex ASE 200® durchgefiihrt. Das getrocknete
bzw. lyophilisierte Pilz- und Pflanzenmaterial wurde gewogen und in die Filterhiilsen
der 22 ml Edelstahl-Extraktionszellen gefiillt und unter nachfolgenden Extraktionsbe-
dingungen (Tab. 3) automatisch extrahiert. Die Extraktionsbedingungen wurden so op-
timiert, dass bei geringem Zeitaufwand und relativ niedriger Temperatur eine maximale
Extraktausbeute zu erreichen ist.

Tabelle 3: Extraktionsparameter

Parameter Extraktionsbedingung
Verweilzeit des Losungsmittels in der Zelle 10 min

Temperatur 40 °C

Relatives Durchspiilvolumen 60 %

Reinigungszeit (mit Stickstoff) 30 sec

Druck 70 bar

Vorheizzeit 2 min

Extraktionszyklen 3

Loésungsmittel 1. MtBE/EtOH (80/20 %)

2. MeOH 100 %
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Fiir jede Pflanze bzw. Pilz wurde das Extraktionsverfahren in zwei Extraktionszellen
durchgefiihrt, um ausreichende Mengen an Extrakt zu erhalten. Ein Teil des Extraktes
wurde im Rotationsverdampfer bei 40 °C eingeengt, in Probengldschen tiberfiihrt und
unter dem Stickstoffstrom getrocknet. Diese Rohextrakte sind in der Probenbezeich-
nung durch ,,R* gekennzeichnet und wurden verwendet, um die Aktivititen der Fraktio-
nen mit der des Rohextraktes zu vergleichen. Der andere Teil des Extraktes wurde mit-
tels Gradientenextrographie fraktioniert (Kap. 2.1.2).

2.1.2 Fraktionierung

Fraktionierung von Rohextrakten

Ein Aliquot der durch beschleunigte Losemittelextraktion hergestellten Rohextrakte
wurde mit Hilfe der Gradientenextrographie in Fraktionen unterschiedlicher Polaritit
unterteilt.

Bei der Gradientenextrographie wird die Probe auf eine modifizierte Diatomeenerde
(Isolute HM-N) aufgezogen. Das Losungsmittel wird im Rotationsverdampfer entfernt.
Dabei lagern sich die polaren Substanzen zuerst an der Oberfliche der Diatomeenerde
an. Je stirker sich die Menge des Losungsmittels verringert, desto mehr lagern sich auch
weniger polare Substanzen an die Oberflache der Partikel an. Mit zunehmender Verdun-
stung des Losungsmittels baut sich so Schicht fiir Schicht eine Ummantelung auf, bei
der die unpolaren Molekiile aulen liegen. Die Diatomeenerde wird in eine leere Kartu-
sche gefiillt und mit Losungsmitteln steigender Polaritét eluiert. Dabei werden schicht-
weise, beginnend mit den unpolaren Molekiilen, die Substanzen eluiert.

Tabelle 4: Allgemeine Probenkennzeichnung der Extrakte und Fraktionen

Probenkennzeichnung Elutionsmittel
Gradientenextrographie

Erste Extraktion mit MTBE/EtOH (80/20 %)

BOCxxx yyy 1H n-Hexan
BOCxxx yyy 1E Ethylacetat
BOCxxx yyy 1A Aceton
BOCxxx yyy 1M Methanol
BOCxxx yyy IAH Aceton/HCI

(0,5ml 2 N HCI auf 100ml Aceton)

BOCxxx yyy 3R Rohextrakt
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Zweite Extraktion mit MeOH

BOCxxx yyy 2H n-Hexan
BOCxxx yyy 2E Ethylacetat
BOCxxx yyy 2A Aceton
BOCxxx yyy 2M Methanol
BOCxxx yyy 2AH Aceton/HCl

(0,5ml 2 N HCI auf 100ml Aceton)

BOCxxx yyy 4R Rohextrakt

Die aus dem Aufarbeitungsschema resultierenden Probenbezeichnungen sind in Tabelle
4 aufgelistet (BOCxxx = Experimentnummer, yyy = Abkiirzung fiir extrahierten Orga-
nismus).

Die so gewonnen Proben wurden im Zellproliferationsassay getestet. Weiterfiihrende
Fraktionierungen wirksamer Proben erfolgten mittels HPLC oder Séulenchromato-
graphie.

HPLC

Der Rohextrakt aus dem Rhizom von Cibotium-barometz (LAWS540) wurde mittels préa-
parativer Hochdruckfliissigchromatographie mit einer RP18-Séule (YMC ODS-A 120,
5 um, 20 x 150 mm) mit einem Acetonitril/Wasser Gradienten (2 %—100 %, 40 min,
10 ml/min) fraktioniert. Die Detektion erfolgte mit einem UV-Vis-Detektor bei 210 nm.
(Fraktionierungsschema siehe Anhang Teil F, Abb. 83). Die Cibotium-barometz-
Fraktion LAWS540 E ist mit einem Acetonitril/Wasser Gradienten von 5 %—60 % und
einer Elutionszeit von 20 min fraktioniert worden (Fraktionierungsschema sieche An-
hang Teil F, Abb. 85).

Saulenchromatographie

Die Séaulenchromatographie der Cibotium-barometz-Fraktionen LAWS540 E und
LAWS540_ A wurde an Sephadex LH20 Material mit den Sdulenabmessungen L = 50 cm
und @ = 10 cm und dem Elutionsmittel MeOH durchgefiihrt. Die Fraktionen wurden in
6 ml Volumina gesammelt und mittels Diinnschichtchromatographie (DC-Platten, Kie-
selgel 60 F254 und Spriithreagenz Vanillin-Schwefelséure) untersucht. Gleiche Fraktio-
nen wurden vereinigt und der Testung unterzogen (Fraktionierungsschema siche An-
hang Teil F, Abb. 84).



2 Material und Methoden

30

2.1.3 Pflanzen- und Pilzmaterial

Alle extrahierten Pflanzen und Pilze sind in Tabelle 5 bzw. in Tabelle 6 aufgelistet. Ex-

trakte von Kooperationspartnern (Tab. 7) wurden durch Gradientenextrographie fraktio-

niert.
Tabelle 5: Extrahierte Pflanzen

Art Familie Pflanzenteile Probe Quelle

Artemisia afra Compositae Kraut BOC377 ARA  Kenia, University of
Nairobi

Carthamus tinctorius Compositae Bliiten BOC245 Yong Quan GmbH

BOC249

Cibotium barometz Dicksoniaceae Rhizom BOC360 CBA  Holistikum.de
GroB-und Einzelhan-
del fiir Naturrohstoffe

Cibotium barometz Dicksoniaceae Rhizom BOC270 CBA  Pflanzenprobe, Ex-
kursionsmaterial,
Vietnam, Bestand
IPB

Cibotium regale Dicksoniaceae Rhizom BOC379 CIR Botan. Garten Halle

Cibotium schiedei Dicksoniaceae Rhizom BOC381 CIS Botan. Garten Jena

Cyrtomium falcatum Dryopteridaceac  Blatter BOC269 CFA  Lebendsammlung
(IPB)

Excoecaria bussei Euphorbiaceae Rinde BOC371 EXB  Kenia, University of

BOC373 EXB  Nairobi

Heteropterys chrysophylla Malpighiaceae Blatter BOC267HCH  Lebendsammlung
(IPB)

Microglossa pyrifolia Compositae Kraut BOC375 MIP  Kenia, University of
Nairobi

Monanthotaxis buchananii Annonaceae Blatter BOC375 MOB  Kenia, University of
Nairobi

Nephrolepis exaltata Oleandraceae Blatter BOC263 NEX Lebendsammlung
(IPB)

Ozoroa insignis Anacardiaceae Blatter BOC374 OZI Kenia, University of
Nairobi

Polygonum multiflorum Polygonaceae Wurzel BOC268 PMU  Yong Quan GmbH

Salvia miltiorrhiza Lamiaceae Wurzel BOC251 SMI  Yong Quan GmbH

Suregada zanzibariensis Euphorbiaceae Blatter BOC374 SUZ  Kenia, University of
Nairobi

Teclea nobilis Rutaceae Blatter BOC377 TEN  Kenia, University of

Nairobi
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Trichilia emetica Meliaceae Blatter BOC378 TRE  Kenia, University of
Nairobi
Trimeria grandifolia Flacourtiaceae Blitter BOC370 TRG  Kenia, University of
Nairobi
Turraea cornucopia Meliaceae Blatter BOC371 TUC  Kenia, University of
BOC373 TUC  Nairobi
Tabelle 6: Extrahierte Pilze
Art Familie Extrahierte Teile Probe Quelle
Cortinarius brunneus Cortinariaceae Fruchtkorper BOC275 CBR ~ Bestand IPB
Cortinarius speciosissimus ~ Cortinariaceae Fruchtkorper BOC274 csp ~ Bestand IPB
Tabelle 7: Extrakte von Kooperationspartnern
Art Familie Pflanzenteile Probe Quelle
Aglaia gigantea Meliaceae Frucht LAWS539 Vietnam, Academy
of Science and
Technology
Bumelia sartorum Sapotaceae Rinde BOC356, Brasilien, Universi-
QBRxxx dade Federal doRio
de Janeiro
Cibotium barometz Dicksoniaceae Rhizom LAWS540, Vietnam, Academy
BOC414 of Science and

Technology

2.2 Zellkultur

2.2.1

Verwendete Zelllinien

Die Prostatakrebszelllinien LNCaP und PC-3 wurden tiber die Deutsche Sammlung von
Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (Braunschweig) bezogen. Die MDA-kb2-
Zellen und die VCaP-Zellen wurden von der American Type Culture Collection erwor-

ben.



2 Material und Methoden 32

LNCaP-Zellen
(DSMZ-Nr.: ACC 256)

LNCaP-Zellen wurden 1977 von der linken supraklavikularen Lymphknotenmetastase
eines 50 Jahre alten Mannes mit Prostatakarzinom etabliert ', Die Zellen wurden als
androgensensitiv beschrieben ', Die Zellen exprimieren einen Androgenrezeptor mit
einer Punktmutation in der Ligandenbindungsdomine, geringe Mengen an Ostrogenre-
zeptor B und keinen Ostrogenrezeptor a ''%. Kim et al. wiesen eine Expression des
GR nach '%, wihrend Yan et al. dies nicht bestitigen konnte '°".

PC-3-Zellen
(DSMZ-Nr.: ACC 465)

Die PC-3-Zellen wurden von einer Knochenmarksmetastase eines 62 Jahre alten weil3en

108 1~
. Dieses schwach

Mannes mit Prostatakrebs Stufe 4 post mortem isoliert und etabliert
differenzierte Adenokarzinom (nach Androgenentzugstherapie) bildet Tumore in
Nacktméusen, wichst in Weichagar und ist unresponsiv gegeniiber Androgenbehand-
lung '°®. Die PC-3-Zellen exprimieren keinen Androgenrezeptor, aber Ostrogenrezeptor

104;105
oundf .

MDA-kb2-Zellen
(ATCC-Nr.: CRL-2713™)

Die MDA-kb2-Zelllinie wurde von der Brustkrebszelllinie MDA-MB-453 abgeleitet
und enthélt sowohl den Androgen- als auch den Glukokortikoidrezeptor. Sie exprimiert
die Leuchtkéfer-Luziferase unter Kontrolle des MMTYV Promoters, der sowohl fiir den
AR als auch fiir den GR die jeweiligen Response-Elemente enthilt. Damit eignet sich
die Zelllinie sowohl zur Detektion von AR bzw. GR Agonisten und Antagonisten *°. In
unserem Labor konnte nur ein maximal dreifaches Ansprechen der Zelllinie auf Andro-
gene erreicht werden, was auf einen teilweisen Verlust des Plasmids zuriickzufiihren
war.

VCaP-Zellen
(ATCC-Nr.: CRL-2876™)

Diese epithelialen Prostatakrebszellen wurden aus dem Gewebe einer vertebralen Kno-
chenmetastase eines 59 Jahre alten weilen Mannes mit hormonal nicht beeinflussbarem
Prostatakrebs 1997 isoliert und als Prostatakrebsmodell etabliert. Die Zellen wurden als
Xenotransplantate in Méause passagiert und dann in vitro kultiviert. Die Zellen sind so-
wohl in vivo als auch in vitro androgensensitiv '*’. Setlur et al. konnten ein Vorkommen
des Androgenrezeptors und des Ostrogenrezeptors B, aber keinen Ostrogenrezeptor o

nachweisen '*.



2 Material und Methoden 33

2.2.2 Kultivierung der Zellen

Zellkulturbedingungen

Die adherent wachsenden Zellen wurden mit Ausnahme der MDA-kb2-Zellen bei
37 °C, 5 % CO,-Gehalt und wasserdampfgesittigter Luftfeuchtigkeit in Zellkulturfla-
schen mit einer Fliche von 25 cm?® 75 cm” und 175 cm? inkubiert. Fiir jede Zelllinie
wurden getrennte Flaschen Medium hergestellt, um Kreuzkontamination der Kulturen
zu vermeiden. Die MDA-kb2-Zellen wurden bei 37 °C und wasserdampfgesattigter
Luftfeuchtigkeit ohne CO,-Zufuhr inkubiert.

Mediumwechsel

Der Mediumwechsel erfolgte alle zwei bis drei Tage. Dazu wurde das alte Medium ab-
gesaugt und neues auf 37 °C temperiertes Medium entsprechend der Zelllinie (Tab. 8)

hinzugegeben.
Tabelle 8: Zusammensetzung Zellkulturmedien
Zelllinie  Medium Zusammensetzung Firma
LNCaP Zellkulturmedium RPMI 1640 PAA Laboritories GmbH
PC-3 (Pasching, Osterreich)
10 % fotales Kélberserum (FKS) Invitrogen (Carlsbad, CA, USA)
1 % Penicillin/Streptomycin-Lsg. ~ PAA Laboritories
2 mM L-Alanyl-L-Glutamin Biochrom AG (Berlin, BRD)
16 mM N-[2-Hydroxyethyl]- HEPES-Puffer, pH 7,25
piperazin-N[2-ethansulfonsdure] ~ CCPro (Neustadt, BRD)
VCaP Zellkulturmedium DMEM Invitrogen
(ohne Phenolrot, High Glucose,
mit L-Glutamin und HEPES)
1 mM Natriumpyruvat Biochrom AG (Berlin, BRD)
20 % fotales Kélberserum (FKS) Invitrogen
LNCaP ADFKS-Medium Zusammensetzung wie Zellkul- ADFKS, SH30068.03, Hyclone,
PC-3 (Aktivkohle-Dextran  turmedium nur 10 % bzw. 20 % Perbioscience, Thermo Fisher
VCaP behandeltes FKS) ADFKS anstelle des FKS Scientific (USA)
LNCaP Serumfreies Medium Zusammensetzung wie Zellkul-
PC-3 turmedium nur ohne FKS
VCaP
MDA-kb2  Zellkulturmedium Leibovitz-Medium L-15 ohne Invitrogen
Phenolrot, mit L-Glutamin
10 % fotales Kélberserum (FKS) Invitrogen
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Passagieren von Zellen

Nachdem die Zellen in den Zellkulturflaschen konfluent gewachsen waren, spitestens
aber nach 10 Tagen, wurden sie in eine groflere Zellkulturflasche umgesetzt oder ein
Teil der Zellsuspension in eine neue Flasche tiberfiihrt.

Dazu wurde das alte Medium abgegossen und die Zellen mit vorher auf 37 °C tempe-
riertem PBS gewaschen. Es wurde ca. 1 ml Trypsin/EDTA-Lsung auf eine 25 cm” Fla-
sche gegeben und bei 37 °C im Inkubator fiir einige Minuten inkubiert. Das Fortschrei-
ten des Abldseprozesses der Zellen wurde unter dem Mikroskop beobachtet. Nachdem
ca. 80 % der Zellen abgeldst waren, wurde die Reaktion mit 9 ml auf 37 °C temperier-
tem serumhaltigem Medium abgestoppt.

Auszahlen von Zellen

Die Zellsuspension wurde mit Trypanblau-Losung versetzt und von dieser Suspension
20 pl in die Pipette aufgenommen. Damit wurde die Neubauer-Zahlkammer befiillt und
die Zellen unter dem Mikroskop ausgezihlt, wobei tote Zellen dunkelblau erscheinen
und lebende hellgelb.

Herstellen von Zellpellets

Die Zellen wurden wie oben beschrieben abgeldst und die Zellsuspension in Zentrifuga-
tionsrohrchen tiberfithrt. Nachdem sie durch einen Zentrifugationsschritt mit 430 g bei
RT vom Medium getrennt wurden, sind sie mit RNAse-freiem Wasser (Ampuwa) wie-
der aufgenommen und in ein 1,5 ml ReaktionsgefaB tiberfithrt worden. Die Zellen wur-
den erneut mit RNAse-freiem Wasser gewaschen und trocken bei —80 °C tiefgefroren.

2.2.3 Kryokonservierung von Zellen

Einfrieren von Zellen

Von den anfanglichen Passagen der Zellen wurden Proben eingefroren. Im Falle eines
Verlustes der Zellen oder um mit dhnlichen Passagen Versuche durchzufiihren, ist die
Kryokonservierung sehr niitzlich. Zellen konnen in fliissigem Stickstoff bei -196 °C fiir
einige Jahre ihre Lebensfahigkeit erhalten. Die Zellen wurden bei dieser Prozedur wie
oben beschrieben abgeldst, bei 4 °C und 430 g abzentrifugiert, in einer gekiihlten Mi-
schung aus 90 % FKS und 10 % DMSO resuspendiert und in Kryoréhrchen iiberfiihrt.
DMSO dient als Frostschutzmittel. Es verhindert die Bildung von Eiskristallen, die die
Zellen zerstoren wiirden. Der Einfrierprozess sollte zudem nicht schneller als -1 °C/min
erfolgen. Aus diesem Grund wurden die Kryorohrchen in einer mit Isopropanol gefiill-
ten Kryobox bei -80 °C iiber Nacht gelagert, um anschlieBend in fliissigem Stickstoff
dauerhaft gelagert zu werden.
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Auftauen von Zellen

Zum Auftauen der Zellen wurde serumhaltiges Zellkulturmedium auf 37 °C temperiert
und 10 ml davon in einem Zentrifugenr6hrchen bereitgestellt. Zu den noch eingefrore-
nen Zellen wurde 1 ml von dem vorbereiteten Medium pipettiert. Das Medium im
Kryor6hrchen wurde solange mit den gefrorenen Zellen gemischt, bis alle Zellen aufge-
taut waren. Die Zellsuspension wurde zentrifugiert (430 g, RT), das Medium abgesaugt,
die Zellen mit PBS gewaschen (Entfernung des DMSO) und erneut zentrifugiert. An-
schlieBend wurden die Zellen mit 4 ml warmem Medium aufgenommen und in 6-
Kavitiaten-Zellkulturplatten kultiviert.

2.3 Zellproliferationsassay

Fiir die Zellproliferationsassays wurden LNCaP-Zellen und PC-3-Zellen der Passage 5
bis 31 verwendet.

2.3.1 Vorinkubation

Um eine bessere Ansprechbarkeit der LNCaP-Zellen gegeniiber Androgenrezeptorli-
ganden zu erhalten, wurden die Zellen 7 Tage serumfrei inkubiert. Es konnte nachweis-
lich der Androgenrezeptor-mRNA-Gehalt im Vergleich zu normalen Kulturbedingun-
gen erhoht werden (Abb. 22). Aufgrund der notwendigen Gleichbehandlung von PC-3-
Zellen und LNCaP-Zellen im vergleichenden Proliferationsassay wurde diese Art der
serumfreien Vorinkubation sowohl mit den LNCaP, als auch mit den PC-3-Zellen
durchgefiihrt.

2.3.2  Durchfithrung der Assays

Die Zellen wurden nach der Vorinkubationszeit mit Trypsin/EDTA-Ldsung abgelost
und in Zellkulturmedium mit 10 % ADFKS-Medium aufgenommen. Die Zellzahl wurde
mit der Neubauer-Zihlkammer bestimmt. Die Zelldichte betrug fiir LNCaP-Zellen 8 x
10° Zellen/100 ul und fiir PC-3-Zellen 0,5 x 10° Zellen/100 pl. Fiir jede 96-Kavititen-
Titerplatte wurde eine separate Suspension hergestellt, damit sich die Zellen beim Ver-
teilen mit der Mehrkanalpipette nicht zwischenzeitlich absetzen kdnnen. Die Zellsus-
pension ist mit 100 pl pro Kavitdt in der Platte verteilt worden. Zwei Kavititen wurden
nur mit Medium gefiillt, um einen Leerwert fiir die XTT-Messung zu erhalten. Auf-
grund der langen Inkubationsdauer von 5 Tagen konnen Verdunstungseffekte die Er-
gebnisse verfilschen. Deshalb wurden die duBleren Kavitdten der Platte freigelassen, mit
PBS aufgefiillt und die Platten zusétzlich in Tiiten aus CO,-durchlidssigem Polypropylen
verpackt. Die Inkubation der Platten erfolgte fiir 24 h bei 37 °C und 5 % CO,, um den
Anheftungsprozess der Zellen nicht zu stéren. Die Verdiinnungsreihen zur Herstellung
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der Testsubstanzen wurden aus den DMSO-Stammlosungen und frischem warmen
ADFKS-Medium hergestellt und in die Kavitdten der Platte verteilt. Es sind Vierfach-
bestimmungen pro Substanz und Konzentration durchgefiihrt worden. Die Inkubation
der Platten mit den Substanzen erfolgte fiir 5 Tage bei 37 °C und 5 % COs,.

2.3.3 Photometrische Detektion

Zur Bestimmung der Zellproliferation sind die Platten mit je 50 ul pro Kavitdt mit der
nach Herstellerangaben aus dem Tetrazoliumsalz und dem Elektronenkupplungsreagenz
frisch hergestellten XTT-Losung versetzt worden. Das Tetrazoliumsalz wird durch die
mitochondriale Dehydrogenase der lebenden Zellen reduziert und es bildet sich ein
Formazan. Dieser Farbstoff hat ein Absorptionsmaximum bei 490 nm. Nach vier Stun-
den Inkubationszeit im Brutschrank sind die Platten mit dem ELISA-Reader bei 490 nm
und einer Referenzwellenldnge von 600 nm detektiert worden.

2.4  Genexpressionsassay

Die LNCaP- bzw. VCaP-Zellen wurden fiir die Untersuchung der Genexpression in 175
cm’ Zellkulturflaschen mit normalem Medium bis zu einer Konfluenz von 80 % kulti-
viert. Von diesem Zellpool ausgehend wurden moglichst viele 25 ¢cm® Zellkulturfla-
schen gleichmifBig mit der Zellsuspension befiillt und bis zu einer Konfluenz von 70 %
kultiviert. Dann wurden die Zellen fir 24 h mit serumfreiem Medium kultiviert, um
noch vorhandene Steroide und Wachstumsfaktoren auszuspiilen. Die Verdiinnungen der
Testsubstanzen wurden frisch in ADFKS-Medium hergestellt, das serumfreie Medium
verworfen und die Zellen mit bzw. ohne Testsubstanzen fiir 24 h in ADFKS-Medium
inkubiert. Nach Ende der Inkubationszeit wurden von den so behandelten Zellen Zell-
pellets hergestellt (siehe 2.2.2) und bis zur weiteren Verwendung (sieche 2.5) bei -80 °C
gelagert.

2.5 Molekularbiologische Experimente

2.5.1 RNA-Extraktion

Die Isolierung der RNA erfolgte mit dem RNeasy-Mini-Kit der Firma Qiagen nach den
Anleitungen des Herstellers. Von den zu untersuchenden Zellen wurden Zellpellets her-
gestellt, die mindestens 5 x 10° Zellen enthielten. Diese wurden durch Zugabe von 350
pl B-Mercaptoethanol/RLT-Puffer lysiert. Das Lysat wurde auf eine QIAshredder-Saule
gegeben und durch 2 min Zentrifugation bei 8000 g homogenisiert. 70 %iges Ethanol
wurde dem homogenisierten Lysat hinzugefiigt und nach Durchmischung auf eine
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RNeasy-Mini-Sdule gegeben. Nach dem Zentrifugationsschritt fiir 15 s bei 8000 g wur-
de der Durchfluss verworfen, anschlieend die Sdule mit 700 ul RW1-Puffer versetzt,
zentrifugiert und in ein neues 2 ml Gefdl} iiberfiihrt. Die an die Sdule gebundene RNA
wurde zweimal mit je 500 ul RPE-Puffer gewaschen und zentrifugiert. Der Durchfluss
wurde verworfen und die Sdule durch einen zweiminiitigen Zentrifugationsschritt ge-
trocknet. Danach wurde die RNeasy-Mini-Sédule in ein neues 1,5 ml Reaktionsgefal3
tiberfiihrt und die RNA mit bis zu 30 bis 60 pul RNAse freiem Wasser, je nach zu erwar-
tender RNA-Menge, unter Zentrifugieren eluiert.

2.5.2 DNAse-Verdau

Zur Durchfiihrung des DNAse-Verdaus wurde das Deoxyribonuclease(DNase)-I-
Amplification-Grade-Kit (Invitrogen) verwendet.

Der Reaktionsansatz fiir den DNAse-Verdau setzt sich aus folgenden Bestandteilen zu-

sammen:
DNase [-Reaktionspuffer (10x) 1/10 des Gesamtvolumens
DNase I (1 U/ul) 1-1,5 ul
RNA ad x pl

Die Inkubation des Reaktionsansatzes erfolgte bei RT fiir 15 min. Die DNAse I wurde
durch Zugabe von 1/10 des Volumens des Gesamtansatzes an 25 mM EDTA und an-
schlieBendes zehnminiitiges Erhitzen auf 65 °C deaktiviert. Die Qualitit der RNA wur-
de mittels eines 1,5 %igen Agarose-Gels, versetzt mit Ethidiumbromid, untersucht. Es
wurde fiir nachfolgende Arbeitsschritte nur RNA verwendet, deren Verhiltnis von 28S-
RNA-und 18S-RNA-Banden auf dem Agarose-Gel 2 : 1 betrugen. Die so gewonnene
RNA wurde bis zur weiteren Verwendung bei -20 °C gelagert.

2.5.3 RNA-Konzentrationsbestimmung

Die durch DNAse-Verdau gereinigten RNA-Proben wurden in der Verdiinnung 1 : 75
mit RNAse-freiem Wasser versetzt und die RNA-Konzentration mit dem BioPhotome-
ter bestimmt. Die Konzentration der RNA wird vom BioPhotometer auf folgender
Grundlage berechnet. Bei einer Wellenldnge von 260 nm entspricht eine Extinktion von
1 einer Konzentration von 40 ug/ml RNA.
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2.5.4 Reverse Transkription

Die Umschreibung der RNA in ¢cDNA wurde mit dem RevertAidTM-H-Minus-First-
Strand-cDNA-Synthesis-Kit von Fermentas durchgefiihrt.

Ansatz 1 RNA 2 ug
Oligo(dT);s-Primer (0,5 pg/ul) 1l
RNase freies Wasser ad 12 pl
Ansatz 2 Reaktionspuffer (5x) 4 ul
RiboLock™ Ribonuclease-Inhibitor (20 U/ul) 1yl
RevertAid™ H Minus M-MuLV RT (200 U/ul) 1ul
Desoxynukleotidtriphosphat-Mix (10 mM) 2 ul

Der Ansatz 1 wurde 5 min bei 70 °C inkubiert und anschlieend auf 2 °C abgekiihlt. Die
Inkubation bei 70 °C fiihrt zur Auflésung der Sekundérstruktur der RNA und die an-
schlieBende Abkiihlung auf 2 °C ermdglicht die Hybridisierung der Oligo(dT);s-Primer
an die RNA. Im Anschlufl wurde Ansatz 2 dazugegeben. Die reverse Transkription er-
folgte in folgenden Schritten: 37 °C fiir 5 min, 42 °C fiir 1 h, 70 °C 10 min und Abkiih-
len auf 2 °C im T3 Thermocycler. Vor der Lagerung bei -20 °C wurde die cDNA 1 : 5
verdiinnt.

2.5.5 Quantitative Real-Time-PCR

Die quantitative Real-Time-PCR ist eine Methode, die die gleichzeitige Bestimmung
von Quantitdt und Qualitit der PCR erlaubt. Dabei wird dem PCR-Ansatz zusitzlich ein
Farbstoff (beispielsweise Sybr Green I) hinzugefiigt, der durch Interkalation mit doppel-
strangiger DNA Licht bei einer Wellenldnge von 494 nm absorbiert und bei einer Wel-
lenldnge von 521 nm emittiert. Nach jedem PCR-Zyklus werden die Fluoreszenzeigen-
schaften detektiert. Die Fluoreszenz ist dabei proportional zur Konzentration der kom-
plementdren DNA (cDNA). Aufgrund dieser Tatsache kann man die Amplifikation in
Echtzeit verfolgen. Die Qualitidt der PCR kann durch eine Analyse des Schmelzpunktes
des doppelstrangigen PCR-Produktes am Ende der PCR {iberpriift werden, da jedes
Produkt eine charakteristische Schmelztemperatur besitzt, die von Produktlinge und
GC-Gehalt abhédngig ist. Zur Quantifizierung des AR-Gehaltes in den Zellen in Abhéin-
gigkeit von Passage und Serumzusatz wurde Platinum®-Sybr®-Green-qPCR-Super-
Mix-UDG-Kit und das Rotor-Gene-2000-System verwendet. Die Auswertung wurde
hier iiber die Bestimmung der Expression relativ zu einer Kontrolle vorgenommen. Zur
Analyse des PSA-mRNA-Gehaltes und des AR-mRNA-Gehaltes in den LNCaP- und
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VCaP-Zellen (siehe Kapitel 3.5) nach Behandlung mit den identifizierten Androgenre-
zeptorbindern wurde die Absolutzahl der wéhrend der PCR produzierten Anzahl der
Kopien mit Hilfe von mitgefiihrten Standardkonzentrationen bestimmt. Dies hat den
Vorteil, dass sich die absolute Expression zweier Gene gut vergleichen I&sst.

In der folgenden Tabelle (Tab. 9) sind die verwendeten Primer aufgelistet. Die Primer

wurden so ausgewihlt, dass sich damit alle Isoformen detektieren lassen ''°.

Tabelle 9: Verwendete Primer

Primer (5' zu 3")

Gen Ref.-Nr.
5'-Primer 3'-Primer
AR NM_000044 AGGCACCTCTCTCAAGAGTTTG ~ CATGCAATGATACGATCGAGTT
AR 2 NM 001011645
PSA 1 NM 001648
PSA 3 NM_001030047
PSA 4 NM_ 001030048 TCTGCGGCGGTGTTCTGGTG GCGGGTGTGGGAAGCTGTGG
PSA 5 NM_001030049
PSA 6 NM 001030050
B-Actin NM 001101 TCCTGTGGCATCCACGAAACT GAAGCATTTGCGGTGGACGAT

Methode I: Relative Genexpression

Der Reaktionsansatz fiir die quantitative Real-Time-PCR ist folgendermaBlen zusam-

mengesetzt:

Platinum®-Sybr®-Green-qPCR-Super-Mix-UDG 10,0 pl
Wasser 8,5 ul
Vorwiértsprimer (100 pmol/pl) 0,25 ul
Riickwirtsprimer (100 pmol/pl) 0,25 ul
cDNA 1,0 ul

Die PCR wurde fiir den AR-Primer nach folgendem Programm durchgefiihrt:

Vorinkubation 2 min 50 °C
Initiale Denaturierung 2 min 95 °C
Zyklus (40x) I5s 95 °C

45s 60 °C

Schmelzpunktbestimmung 60 °C bis 99 °C
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Jede Real-Time-PCR wurde dreimal durchgefiihrt. Die Auswertung der PCR erfolgte
mittels des komparativen Quantifizierungsmodus der Rotor Gene Analysis Software
V5.0.

Methode I1: Absolute Genexpression

Die quantitative Real-Time-PCR wurde mit dem Platinum®-Sybr®-Green-qPCR-
Super-Mix-UDG-Kit (Invitrogen) durchgefiihrt. Fiir einen 25 pul PCR-Ansatz wurden
12,5 upl einer zweifach konzentrierten Platinum®-Sybr®-Green-qPCR-Supermix-
Losung, 2 pl der 1 : 10 verdiinnten cDNA, 0,5 uM je Exon iiberspannendem Primer und
10 nM Fluoreszein verwendet. Die Amplifikation wurde nach folgendem Protokoll
durchgefiihrt:

Initiale Denaturierung 1 min 95 °C
Zyklus (40x) 30s 95 °C
15s 63 °C (PSA,AR)

58 °C (B-Aktin)
15's 72 °C

Um die Absolutzahl der PCR-Kopien zu ermitteln, wurden wéhrend der Real-Time-
PCR Verdiinnungsreihen von Plasmiden, welche die AR- bzw. PSA-Gene enthalten, in
Konzentrationen zwischen 10-10" Kopien/PCR-Rohrchen mitgefithrt. Die Plasmide
wurden hergestellt, indem die mit der TagPolymerase amplifizierten PCR-Produkte in
den pCR2.1-TOPO-Klonierungsvektor kloniert wurden. Dazu wurden 6 pl des PCR-
Produktes mit 1 pl Salzlésung und 1 pl TOPO-Vektor fiir 10 min bei Raumtemperatur
versetzt, so dass die Ligation stattfinden konnte. Das pCR.21-TOPO Konstrukt wurde
anschlieBend in kompetente E. coli-Zellen transformiert. Die Selektion der transformier-
ten E. coli-Zellen erfolgte auf Ampicillin-haltigen (50 pg/ml) LB-Platten. Die Plasmid-
préiparation wurde mit dem NucleoBond-AX-Kit nach den Herstellerangaben durchge-
fiihrt und die Konzentrationen der Plasmid-DNA mit dem Biophotometer photometrisch
bestimmt.

Die Anzahl der Kopien an Plasmiden pro pl (P) wurde mit folgender Formel berechnet,
wobel [Ppna] die Konzentration der Plasmid-DNA und M,, das Molekulargewicht des
Plasmids bedeuten.

Formel 1: Berechnung der Anzahl der Plasmid-Kopien/ul

_ 6x10” Kopien/mol x [Py, ]
M

p

P
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2.6 Rezeptorbindungsassay

2.6.1 Funktionsweise der Fluoreszenzpolarisationsassays

Die Bindungsfdhigkeit von Liganden an Rezeptoren kann mit Hilfe des Prinzips der
Fluoreszenzpolarisation gemessen werden (Abb. 17). Ein fluoreszierender Ligand (Flu-
ormon) wird in seinen Bindungseigenschaften an den Rezeptor charakterisiert und die
Gleichgewichtsdissoziationskonstante K4 bestimmt. Dieser markierte Ligand bindet an
den Rezeptor und aufgrund der Gréfe des Ligand-Rezeptor-Komplexes bewegt sich
dieser nur sehr langsam in Losung. Linear polarisiertes Licht wird eingestrahlt und triftt
auf diesen Komplex. Das Fluophor des markierten Liganden wird durch die Exzita-
tionsstrahlung angeregt und die Emissionsstrahlung von linear polarisiertem Licht wird
gemessen. Aufgrund der geringen Beweglichkeit des Komplexes ist die Polarisation und
damit die Intensitdt der Emissionsstrahlung von linear polarisiertem Licht nur marginal
gegeniiber der Intensitdt der Exzitationsstrahlung verringert (paralleler Polarisationsfil-
ter). Die Polarisationswerte sind in diesem Falle hoch. Trifft nun in einem Verdrin-
gungsexperiment eine in ihren Bindungseigenschaften unbekannte Substanz auf diesen
Komplex, kann sie den markierten Liganden von der Ligandenbindungsstelle des Re-
zeptors verdringen. Der fluoreszierende Ligand liegt dann ungebunden in Lésung vor
und kann sich aufgrund der geringeren Grofe im Vergleich zum markierten Ligand-
Rezeptor-Komplex schneller in Losung bewegen. Das einfallende linear polarisierte
Licht wird dadurch gedreht und die Polarisationswerte sinken. In der Zeitspanne zwi-
schen Exzitation und Emission kann aus dem Verhéltnis des Anteils von polarisiertem
Licht und nichtpolarisiertem Licht die Lageverdnderung von fluoreszierenden Molekii-
len und damit das Maf} der Verdrangung bestimmt werden.

kleiner markierter schnelle
Ligand Rotation
linear g‘f;{ starke Depolarisa-
polarisiertes —) =) tion des Lichtes
Licht
linear schwache Depola-
polarisiertes - - - risation des Lich-
Licht tes
groler langsamere
Rezeptor - Ligand - Rotation
Komplex

Abbildung 17: Prinzip der Fluoreszenzpolarisation
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2.6.2 Durchfiihrung

Alle Assays wurden in schwarzen 96-Kavititen-Halbvolumenplatten von Corning
(3686) durchgefiihrt. Von allen Testsubstanzen wurden Stammldsungen in DMSO in 50
mM Konzentration hergestellt. Die Testsubstanzen wurden in dem jeweiligen Assaypuf-
fer verdiinnt und in die wéahrend des Bestiickens gekiihlten Platten mit 20 pl vorgelegt.
Alle Testsubstanzen wurden zuerst in zwei Konzentration, 100 uM und 10 uM, getestet.
Der Rezeptor-Fluormone-Komplex wurde nach Herstellerangaben des Assays frisch
hergestellt und zu den Testsubstanzen pipettiert. Das Endvolumen des Assays betrug 40
pl. Als Negativkontrolle dienten die Losungsmittelkontrolle (DMSO in Puffer 0,2 %)
und als Positivkontrolle Dihydrotestosteron (1) (AR), B-Ostradiol (4) (ERa, ERB), De-
xamethason (55) (GR) und Progesteron (5) (PR). Das Reaktionsgemisch wurde mit der
Mehrkanalpipette gemischt und fiir 5 Stunden bei Raumtemperatur unter Lichtaus-
schluss inkubiert. Die Fluoreszenzpolarisation wurde mit dem Mikrotiterplattenlesege-
rit Tecan Genios Pro bei den Wellenldngen fiir den jeweiligen Assay (Tab. 10) vermes-
sen.

Tabelle 10: Messwellenldngen der Fluoreszenzpolarisationsassays

Fluoreszenzpolarisationsassay Exzitationswellenlange  Emissionswellenlange

PolarScreen Androgen Receptor 485 nm 535 nm
Competitor Assay Kit, Green

PolarScreen Estrogen Receptor-alpha 485 nm 530 nm
Competitor Assay Kit, Green

PolarScreen Estrogen Receptor-beta Com- 485 nm 530 nm
petitor Assay Kit, Green

PolarScreen Glucocorticoid Receptor 535 nm 590 nm
Competitor Assay Kit, Red

PolarScreen Progesteron Receptor Com- 535 nm 590 nm
petitor Assay Kit, Red

Wichtig ist die genaue Einhaltung der Messtemperatur von 27 °C, da die Polarisations-
werte von der Temperatur abhingig sind. Zusétzlich wurde vor der Zugabe des Rezep-
tor-Fluormon-Komplexes die Eigenfluoreszenz der Substanzen gemessen. Unter Be-
rliicksichtigung der Totalintensitét bei der Auswertung der Fluoreszenzpolarisation kon-
nen falsch positive Substanzen ausgeschlossen werden.

Vor dem Vermessen von Proben wird der G-Faktor bestimmt. Dieser gerétespezifische
Parameter stellt die Empfindlichkeit des Detektorsystems fiir parallele und orthogonale
Strahlung dar und korrigiert instrumentelle Schwankungen des Gerites.

Der G-Faktor flie3t folgendermafen in die Berechnung der Polarisation mit ein:
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Formel 2: Berechnung der Polarisation unter Einbeziehung des G-Faktors

P = M
Ivv + (G X Ivh )
P = Polarisation
I,,=  Emissionsintensitédt des vertikal polarisierten Lichtes parallel zur Ebene des linear polarisierten
Lichtes
I,,=  Emissionsintensitédt des horizontal polarisierten Lichtes senkrecht zur Ebene des linear polarisier-
ten Lichtes
G = G-Faktor

Die Genauigkeit der Fluoreszenzpolarisationsmesssungen wurde tiberpriift mit dem FP-
Standardization-Reference-Kit.

2.6.3 Auswertung der Bindungsassays

Fluoreszenzpolarisation

Die Werte werden in Millipolarisationseinheiten (mP) angegeben. Berechnet wird die
Fluoreszenzpolarisation durch die XFluor Software von Tecan nach Formel 2 (siche
2.6.2).

Die Totalintensitdt der Fluoreszenzwerte wurde vor jeder Auswertung untersucht (For-
mel 3).

Formel 3: Berechnung der Totalintensitét

| =Gxl,+2l,
I = Totalintensitét
G= G-Faktor
I,,=  Emissionsintensitdt des vertikal polarisierten Lichtes parallel zur Ebene des linear polarisierten
Lichtes
Iy, = Emissionsintensitit des horizontal polarisierten Lichtes senkrecht zur Ebene des linear polarisier-
ten Lichtes

Zur Vermeidung von falsch positiven Aussagen miissen bei einer Abweichung der To-
talintensitdt von mehr als 50 % von der Totalintensitét der Positivkontrolle die Werte

erneut iiberpriift werden. Bei Minderung der Totalintensitét spricht dies fiir einen Quen-
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chingeffekt bzw. bei Erhohung fiir eine starke Eigenfluoreszenz der Substanz . In
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diesen Fillen kann keine Aussage zum Bindungsstatus getroffen werden. Leider hat das
zur Folge, dass bindende Substanzen, die mit der Fluoreszenzmessung interferieren als
Rezeptorbinder unerkannt bleiben.

Die relative Bindungsaffinitidt (RBA) berechnet sich aus den Polarisationswerten der bei
100 uM gemessenen Testsubstanzen im Verhéltnis zur Positivkontrolle in der Konzen-
tration, bei der eine maximale Verdriangung erreicht wird. Substanzen, die eine grofere

relative Bindungsaffinitit als 50 % aufweisen, werden als Binder eingestuft '

Quantitative Auswertung der Bindungskurven

Fiir die Analyse der Daten stehen verschiedene Verfahren zur Verfiigung. Obwohl fiir
das Verstindnis von Bindungsparametern gut geeignet, sind traditionell angewandte
Methoden, wie z. B. die Scatchard-Analyse oder die Hill-Analyse, die auf einer Lineari-
sierung der Bindungsdaten beruhen, obsolet ''*. Sie fithren zu einer schlechten Bewer-
tung der Bindungsparameter ''*. Heutzutage fast ausschlieflich genutzt sind gewichtete
Verfahren der nichtlinearen Regression, die in kommerziellen Software-Paketen stan-
dardméBig zum Einsatz kommen. Die Daten wurden mit der Software Sigmaplot™ aus-
gewertet.

Bindende Liganden wurden in 12 Konzentrationen in drei Messungen untersucht und
nach grafischer Darstellung durch nichtlineare Regression mit der 4-Parameter-
Logistikkurve der ICsp-Wert berechnet.

Formel 4: 1Cs¢-Berechnung mittels 4-Parameter-Logistikgleichung

max— min
1+ (X/ |C50 )Hlllslope

Yy = min+

min = minimal erreichbarer Effekt (untere Asymptote der Konzentrations-Wirkungs-Beziehung)
max = maximal erreichbarer Effekt (obere Asymptote der Konzentrations-Wirkungs-Beziehung)
Hillslope = Steigungsparameter

ICso = halbmaximale Inhibierungskonzentration

Die Spanne zwischen Positivkontrolle und Negativkontrolle sollte 100 mP betragen. Es
wurde die 4-Parameter-Logistikkurve gewéhlt, da der variable Hillslope (auch Hillkoef-
fizient genannt) Aufschluf} iiber die Qualitdt des erhaltenen 1Cso-Wertes gibt. Die Hill-
Analyse ist eine etablierte Methode, um bei Sattigungs- bzw. Verdrangungskurven fest-
zustellen, ob eine kompetitive Bindung vorliegt. Wenn die Bindung kompetitiv und
reversibel ist, so liegt der Hillslope bei 1,0. Bei Werten signifikant grof3er als 1,0 kann
das auf eine positive Kooperativitit hindeuten, wahrend bei Werten signifikant kleiner
als 1,0 entweder eine negative Kooperativitidt der Bindung oder heterogene Bindungs-
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stellen vorliegen. Zusétzlich konnen Probleme, wie z. B. unzureichende Loslichkeit der
Testverbindung, und Bildung von Assayartefakten fiir eine Abweichung des Hillslopes
verantwortlich sein. Da fiir die Fluoreszenzpolarisationsassays der Kernrezeptoren nur
die Ligandenbindungsdoméne verwendet wurde, kommt eine Heterogenitit der Bin-
dungsstellen und die Moglichkeit einer kooperativen Bindung nicht in Frage. Somit
liefert in unserem Assaysystem der Hillslope einen wichtigen Parameter zur Beurteilung
der Gute des erhaltenen 1Cs5o-Wertes.

ICso-Wert und K;-Wert

Der K;-Wert ist die Konzentration einer Substanz, bei der 50 % der Ligandenbindungs-
doméne des Rezeptors besetzt wiirde, wenn kein markierter Ligand zugegen wire, der
mit der Substanz um die Bindungsstelle konkurrierte. Die Inhibierungskonstante K; ist
ein Maf fiir die Bindungsaffinitét eines Liganden, wihrend der 1Cso-Wert die Funktio-
nalitit des Liganden beschreibt, einen anderen Liganden kompetitiv zu verdridngen. Der
ICso-Wert kann je nach verwendetem markierten Liganden und dessen Konzentration
von Assay zu Assay variieren. Der K;-Wert ist jedoch fiir einen Liganden ein absoluter
Wert, wodurch die Daten unterschiedlicher Quellen vergleichbar werden. Ublicherweise
wird die Cheng-Prusoff-Gleichung fiir die Umrechnung von ICs)-Werten in K;-Werte
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verwendet .

Formel 5: K;-Berechnung nach Cheng-Prusoff

IC
Ki — 50
1 [Lf]
+7
Ky

K, = Inhibitionskonstante

IC5¢ = halbmaximale Inhibierungskonzentration

[L¢] = Konzentration des freien markierten Liganden
K4 = Dissoziationskonstante des markierten Liganden

Laut Nikolovska-Coleska et al. ist aber die Cheng-Prusoff-Gleichung fiir die Umrech-
nung der ICso-Werte bei fluoreszenzbasierten Assays nicht geeignet, da sie fiir die Um-
rechnung in klassischen Enzyminhibitionsstudien entwickelt worden ist '**. In klassi-
schen Enzyminhibitionsstudien wie auch bei anderen radioaktiven Messungen ist es
moglich, dass die freie und totale Substratkonzentration bzw. die freie und totale Inhibi-
torkonzentration jeweils identisch sind. Bei Fluoreszenzpolarisationsmessungen ist dies
allerdings nicht moglich, da das Messfenster sonst zu klein wére. Verschiedentlich wur-
de in der Literatur versucht, dieses Problem der Anwendung der Cheng-Prusoff-
Gleichung zu lésen >, Nikolovska-Coleska et al. haben zusitzlich zu ihrem validier-
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ten mathematischen Losungsvorschlag ein Web-basiertes Computerprogramm entwik-
kelt, mit dessen Hilfe man K;-Werte aus ICso-Werten, die auf der Basis von Fluores-
zenzpolarisationsassays bestimmt worden sind, berechnen kann '*°. Die Kalkulation
erfolgt nach folgender Formel:

Formel 6: K;-Berechnung nach Nikolovska-Coleska

_ (1],
= ([L]so +Ky +[P]o +Ky +1)

K4 = Dissoziationskonstante des markierten-Ligand-Rezeptor-Komplexes
[P]o = Konzentration des Rezeptorproteins bei 0 % Inhibition

[1]so = Konzentration des freien Inhibitors bei 50 %iger Inhibition (ICs)

[L]so = Konzentration des freien markierten Liganden bei 50 %iger Inhibition

Beim Vergleich der Datenauswertung nach Nikolovska-Coleska mit den sonst {iblichen
Auswertungen nach Kenakin ergaben sich im Bereich der niedrigen nanomolaren Bin-
dungsaffinitdt Unterschiede zwischen den K;-Werten. Bei Bindungsaffinitdten im mi-
kromolaren Bereich sind diese erhaltenen Unterschiede allerdings zu vernachlissigen.
Vorteilhaft bei der Verwendung des K;-Calculators nach Nikolovska-Coleska ist eine
Plausibilitétspriifung der gemessenen Daten. Aus Griinden der Einheitlichkeit und zum
besseren Vergleich mit den Daten aus der Literatur wurde die Berechnung nach Ken-
akin gewéhlt (Formel 7).

Formel 7: K;-Berechnung nach Kenakin

3 IC,, xK, x0,5B
" (L, xR )+0,5Bx (=R, —L; +0,5B—K,)

Mit Hilfe von Lt (Totalkonzentration des markierten Liganden), Rt (Totalkonzentration
des Rezeptors), Ky (Dissoziationskonstante des Rezeptor-markierten-Ligand-
Komplexes) und B (Menge des vorliegenden Rezeptor-markierten-Ligand-Komplexes)
lasst sich die Beziehung zwischen ICsy und K; beschreiben. Da bei der halbmaximalen
Konzentration des unmarkierten Liganden B nur noch zur Hélfte vorliegt, muss B bei
Verwendung des ICso-Wertes mit 0,5 multipliziert werden. B lésst sich durch folgende
Funktion beschreiben:
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Formel 8: Berechnung der Konzentration des Komplexes aus markiertem Ligand und Rezeptor

o KotL +R, K+ L+ R P —4xR %L |

nach Kenakin

2

Die zur K;-Wert-Berechnung bendtigten Parameter und die Herkunft der Rezeptorpro-

teine der jeweiligen Assays sind in Tabelle 11 aufgelistet.

Tabelle 11: Assay-Rezeptorproteine, ihre eingesetzten Testkonzentrationen (Rr), Konzentrationen gela-

belter Liganden (L) und ihre K-Werte

Fluoreszenzpolarisa- Rezeptorprotein Ligand [Rr] [Ln Kq

tionsassay

Androgenrezeptor AR-LBD (His-GST), Fluormone™ 25nM 1 nM 20 nM
rekombinant, Ratte AL Green

Ostrogenrezeptor a. Ostrogenrezeptor-o. Fluormone™ 15nM 1 nM 4 nM
(ERa), rekombinant, ES2
human

Ostrogenrezeptor 3 Ostrogenrezeptor-f3 Fluormone™ 10nM 1 nM 4nM
(ERP), rekombinant, ES2
human

Glukokortikoidrezeptor Glukokortikoidrezep-  Fluormone™ 4 nM 1 nM 0,3 nM
tor, rekombinant, GS Red
human

Progesteronrezeptor PR-LBD (GST), hu- Fluormone™ 40 nM 2nM 10 nM
man PL Red
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2.7  Statistik

Die Daten wurden mittels SHAPIRO-WILK-Test (o = 1 %) auf Normalverteilung und
auf Gleichheit der Varianzen mittels F-Test (a = 0,5 %) gepriift. Der SHAPIRO-WILK-
Test wurde gewéhlt, da er bei Stichproben n < 20 eine bessere Trennschirfe als der
Kolmogorov-Smirnov-Test aufweist. Bei Erfiillung der Voraussetzungen konnte zur
Unterscheidung von signifikanten Unterschieden zwischen der Kontrollgruppe und der
Testgruppe der zweiseitige Lord-Test (o = 1 %) angewandt werden. Bei den Daten des
Proliferationsassays ist die zweiseitige Testform geeigneter, da mit diesem Assay bei
Zugabe der Testsubstanz sowohl proliferationssteigernde als auch proliferationshem-
mende Effekte beobachtet werden kdnnen. Der Lord-Test ist fiir den Vergleich zweier
unabhingiger normalverteilter kleiner Stichproben geeignet. Voraussetzungen sind,
neben der Gleichheit der Varianzen und der anndhernden Normalverteilung der Daten,
die gleichen Stichprobenumfinge n; = n, < 20. In diesem Falle eignet sich der Lord-Test
besser als der t-Test, da er nicht die Standardabweichung, die erst bei groBeren Stich-
proben zuverldssig ist, als Fehlermall verwendet, sondern die Spannweite, d. h. die Dif-

. .. . . o . 121
ferenz zwischen Minimum und Maximum der jeweiligen Messreihe .

Bei Nichtvorliegen dieser Voraussetzungen wurde ein nichtparametrischer Test, der U-
Test (Mann-Whitney-Test), angewandt. Voraussetzungen fiir die Anwendung dieses
Tests sind das Vorliegen gleicher Verteilungsformen der Daten und nicht zu unter-

schiedliche Probenumfinge '*'.

Die statistischen Tests wurden mit der STATeasy Software durchgefiihrt.



3 Ergebnisse und Diskussion 49

3 Ergebnisse und Diskussion

3.1 Insilico Screening und Testsubstanzen

Das in silico Screening wurde von Frau Stephanie Tennstedt im Rahmen ihrer Promo-

tion durchgefiihrt '**,

In silico Screening

Ziel dieses in silico Screenings ist die Durchmusterung von Struktur-Datenbanken am
Computer zur Auffindung von potentiellen Liganden des Androgenrezeptors. Die IPB-
Substanz-Datenbank enthélt ca. 5.000 synthetische und natiirlich vorkommende Struk-
turen. Diese wurden in eine Konformationsdatenbank umgewandelt. Zusammen mit der
MOE-Datenbank (enthélt Verbindungen von 19 verschiedenen Anbietern) bildete sie
die Grundlage fiir das virtuelle Screening. Insgesamt enthalten die Datenbanken mehr
als 930.000 Strukturen, die mehr als 57 Millionen Konformationen entsprechen.

Pharmakophorsuche

Das virtuelle Screening erfolgte in zwei Schritten. Der erste Schritt stellt eine Pharma-
kophorsuche dar. Das Pharmakophormodell wurde auf der Basis der 3D-Struktur der
Ligandenbindungstasche des Androgenrezeptors (PDB-Code: 1E3G) erzeugt. Mit Hilfe
eines Simulated Annealings wurden die hydrophoben, aromatischen, Donor- und Ak-
zeptorbereiche moglicher Liganden innerhalb der Ligandenbindungstasche identifiziert.
Die Ergebnisse wurden mit bekannten Strukturaktivititsbeziehungen zwischen dem
Androgenrezeptor und verschiedenen steroidalen und nicht steroidalen Liganden abge-
glichen. Es ergab sich ein Vier-Punkt-Pharmakophor, mit zwei Donor/Akzeptor-
Bereichen, einem  hydrophob/aromatischen  Bereich und einem  hydro-
phob/aromatischen-Akzeptor-Bereich. Mit diesem Pharmakophor konnte die 3D-
Datenbank von insgesamt mehr als 57 Millionen Konformationen auf 39.000 Struktu-
ren, die potentiell am Androgenrezeptor binden kdnnen, reduziert werden.

Docking und Scoring

Der zweite Schritt bestand in der Bewertung der Strukturen/Verbindungen hinsichtlich
ihrer Affinitdt zur Ligandenbindungstasche des Androgenrezeptors. Dazu wurden die
Strukturen in die Ligandenbindungstasche des Androgenrezeptors gedockt. Mit Hilfe
des Dockings werden Ligand-Rezeptor-Komplexe erzeugt, die durch eine Scoringfunk-
tion hinsichtlich ihrer Affinitit bewertet werden. Nachdem PLANTS1.1 mit chemchlash
als geeignetes Docking/Scoring Programm identifiziert wurde, konnten im Anschluss an
die Pharmakophorsuche die 39.000 Strukturen hinsichtlich ihrer Aktivitit zum Andro-
genrezeptor bewertet werden. 390 Strukturen wurden zur Testung vorgeschlagen, wo-
von 147 Substanzen im Zellproliferationsassay getestet worden sind.



3 Ergebnisse und Diskussion 50

3.2  Testextrakte und Testfraktionen

3.2.1 Auswahl des Extraktionsverfahrens

Die Wahl des Extraktionsverfahrens richtete sich vordergriindig danach, dass die Ex-
traktion moglichst unter standardisierten Bedingungen, erschopfend und zeitsparend
durchgefiihrt werden sollte. Um standardisierte Extrakte zu erhalten, bietet sich die be-
schleunigte Fliissigextraktion mit dem automatischen Extraktor Dionex ASE 200® an.
Hinsichtlich einer erschopfenden, aber trotzdem zeitsparenden Extraktion wurden die
Extraktionsparameter, wie in Kapitel 2.1.1 aufgefiihrt, optimiert. Da fiir eine Testung
der Extrakte in einem hormonalen Zellassay die Gruppe der Phytosterole von besonde-
rem Interesse ist, wurde bezliglich der Wahl des Losungsmittels und der weiteren Frak-
tionierung die bestmdgliche Konzentrierung dieser Stoffgruppe in einer Fraktion ange-
strebt.

Wahl des Losungsmittels

Um eine Anreicherung von Phytosterolen und eine mdgliche Trennung von der Gruppe
der mittelpolaren Substanzen zu erreichen, wurde in einem Versuch 1,2 % Stigmasterol
(56) wihrend der Extraktion zu einem Probenpflanzenmaterial zugesetzt. Der anschlie-
Bende nasschemische Nachweis von Stigmasterol (56) mittels Liebermann-Burchard-
Reaktion im Extrakt zeigte, dass die Verwendung eines lipophilen Losungsmittels als
Extraktionsmittel eine sehr gute Anreicherung von Phytosterolen mit sich bringt (Tab.
12). Eine darauffolgende Extraktion mit einem zweiten hydrophileren Extraktionsmittel
ermoglicht eine ausreichende Trennung der mittelpolaren Substanzen vom Hauptteil der
Phytosterole. Um die Probenmenge und damit den Zeitaufwand fiir Extraktion, Fraktio-
nierung und Testung so gering wie mdglich zu halten, wurde die Extraktion in zwei und
nicht in drei Schritten gewihlt.

Tabelle 12: Anreicherung von Phytosterolen in Losungsmittelkombinationen

Extraktion  Losungsmittel Liebermann-Burchard-Reaktion
auf Stigmasterol (56)

1. Tert-Butyl-Methylether -
Methanol/Aceton (1 : 4) +
Methanol negativ

2. Methanol/Aceton (1 : 4) o+

Methanol +
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3.2.2 Auswahl des Fraktionierungsschrittes

Das Verfahren der Gradientenextrographie zeichnet sich durch eine schnelle, unkompli-
zierte und preiswerte Vorgehensweise aus. Wie in Kapitel 2.1.2 beschrieben, kann so
durch das Aufziehen der Extrakte auf eine modifizierte Diatomeenerde (Isolute HM-N)
und Elution mit Losungsmitteln steigender Polaritét eine grobe Unterteilung in Gruppen
unterschiedlicher Polaritdt erfolgen. Die Methode wurde hinsichtlich der ausreichenden
Trennung der Phytosterole von den anderen Substanzen {berpriift. Dazu wurde
Carthamus tinctorius nach oben angegebenem Verfahren mit dem Dionex ASE 200®
automatisch extrahiert und der lipophilere MTBE/EtOH-Extrakt nach dem Aufziehen
auf Diatomeenerde mit n-Hexan, Ethylacetat, Aceton, Methanol und Aceton/HCI elu-
iert. Im Diinnschichtchromatogramm in Abbildung 18 (DC-Fertigplatten Kieselgel 60
F-254, LM: CHCl3/Aceton 9 : 1, Detektion: Vanillin/H,SO,) ist zu erkennen, dass sich
die Phytosterole in der Hexanfraktion angereichert haben.

Abbildung 18: Diinnschichtchromatogramm der n-Hexan- (H), Ethylacetat- (E), Aceton- (A), Methanol-
(M) und Aceton/HCI- (Ac/HCI) Fraktion des lipophilen Carthamus tinctorius-Extraktes im Vergleich zu
B-Sitosterol (Sito) (57) und Stigmasterol (Stigm) (56)

3.2.3 Extraktionsschema

Daraus ergibt sich folgendes Extraktionsschema, welches fiir eine Extraktion unter-
schiedlichsten Pflanzen- bzw. Pilzmateriales gleichermallen geeignet ist (Abb. 19).
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1. MTBE/EtOH

Automatisierte 2. MeOH
beschleunigte Lo-
sungsmittelex-

traktion mit dem

Extraktionszelle mit getrockne-
tem/lyophylisiertem Pflanzen-bzw.

Dionex ASE 200® rog|  Pilzmaterial
Y
Extrakt 1 (3R) Extrakt 2 (4R)
v v
Fraktionierung Aufziehen auf Diatomeenerde

mittels
Gradienten- J' l
extrographie

Elution mit n-Hexan (H), Ethylacetat (E),
Aceton (A), Methanol (M), Aceton/HCI (AH)

| o |
IH 1E 1A IM 1AH 2H 2E 2A 2M 2AH

Abbildung 19: Extraktions- und Fraktionierungsroute

3.2.4 Préparierte Extrakte und Fraktionen

Es wurden 19 Pflanzenarten (Tab. 13) und 2 Pilzarten (Tab. 14) wie oben beschrieben
extrahiert. Extrakte von Kooperationspartnern (Tab. 7) wurden durch Gradien-
tenextrographie fraktioniert.

Diese 175 Fraktionen und die 7 Fraktionen von Extrakten von Kooperationspartnern
wurden der Testung am Zellproliferationsassys unterzogen.
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Tabelle 13: Extrahierte Pflanzen und ihre Extraktausbeuten

Art Pflanzenteil Probe Ausbeute (%)*
Artemisia afra Kraut BOC377 ARA 6,87
Carthamus tinctorius Bliiten BOC245, BOC249 2,44
Cibotium barometz Rhizom BOC360 CBA 3,44
Cibotium barometz Rhizom BOC270 CBA 1,47
Cibotium regale Rhizom BOC379 CIR 3,57
Cibotium schiedei Rhizom BOC379 CIS 4,13
Cyrtomium falcatum Blatter BOC269 CFA 1,95
Excoecaria bussei Rinde BOC371 EXB 4,27
BOC373 EXB
Heteropterys chrysophylla Blatter BOC267 HCH 3,48
Microglossa pyrifolia Kraut BOC375 MIP 4,35
Monanthotaxis buchananii Blatter BOC375 MOB 4,36
Nephrolepis exaltata Blatter BOC263 NEX 5,05
Ozoroa insignis Blitter BOC374 OZI 7,68
Polygonum multiflorum Wurzel BOC268 PMU 0,87
Salvia miltiorrhiza Wurzel BOC251 SMI 2,44
Suregada zanzibariensis Blatter BOC374 SUZ 8,30
Teclea nobilis Blitter BOC377 TEN 6,02
Trichilia emetica Blitter BOC378 TRE 4,02
Trimeria grandifolia Blatter BOC370 TRG 6,09
Turraea cornucopia Blatter BOC371 TUC 5,70
BOC373 TUC

*Trockenmasse beider nachfolgender Extraktionen bezogen auf das Gewicht des getrockneten Pflanzen-

materials
Tabelle 14: Extrahierte Pilze und ihre Extraktausbeuten
Art Extrahierter Teil Probe Ausbeute (%)*
Cortinarius brunneus Fruchtkorper BOC275 CBR 3,33
Cortinarius speciosissimus Fruchtkorper BOC274 CSP 4,91

*Trockenmasse beider nachfolgender Extraktionen bezogen auf das Gewicht des lyophylisierten Pilzma-

terials
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3.3 Zellproliferationsassay

3.3.1 Etablierung und Validierung des Zellproliferationsassays

Die Einfliisse von hormonell wirksamen Substanzen auf das Wachstum von Prostata-
krebszellen sind abhidngig von den verwendeten Konzentrationen und den Kulturbedin-
gungen. So gibt es groBe Variationen in den Proliferationsdaten, je nach verwendetem
Medium, der Inkubationsdauer, der Konzentration der Androgene oder dem Alter der
Zellkultur. Carruba et al. haben fiir R1881 (9) und DHT (1) LNCaP-Proliferationsdaten

123 .
. Daraus lasst

verschiedener Quellen und deren Inkubationsbedingungen verglichen
sich schlussfolgern, dass ein Vergleich von Zellproliferationsdaten unterschiedlicher
Quellen nur in den seltenen Féllen moglich ist, bei denen gleiche Kulturbedingungen

Anwendung gefunden haben.

Die Assaybedingungen wurden hinsichtlich eines maximalen Ansprechens der LNCaP-
Zellen auf Androgene bzw. der Suppression der durch Androgene vermittelten LNCaP-
Zellproliferation von Antiandrogenen optimiert. Als normale Kulturbedingung wird ein
Wachstum in Medium mit 10 % FKS bezeichnet. Um das prinzipiell langsame Wach-
stum der LNCaP-Zellen zu verbessern und die Clusterbildung von LNCaP-Zellen zu
vermeiden, wurden die Versuche in CellBIND-Surface-Platten von Corning durchge-
fiihrt. Die spezielle CellBIND Oberfliache entsteht durch Behandlung mit einem durch
Mikrowellenstrahlung erzeugten Plasmastrom. Dadurch wird mehr Sauerstoff in die
Polymeroberfldche inkorporiert, so dass sich Zellen besser anheften konnen und das
Wachstum verbessert wird '**,

3.3.1.1 Erndhrungseffekte

Spezielmedien wie Aktivkohle-Dextran-behandeltes FKS, hitzeinaktiviertes FKS,
Wachstumsfaktor-inaktiviertes FKS und dialysiertes hitzeinaktiviertes ADFKS lieferten
bei Carruba et al. bei gleicher Substanzkonzentration und Inkubationsdauer verschiede-
ne Zellproliferationsdaten '**. ADFKS ist kommerziell verfiigbar und wird in letzter
Zeit routineméBig fiir Untersuchungen von Steroideinfliissen bzw. Einfliissen von
Wachstumshormonen auf das Zellwachstum verwendet.
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Abbildung 20: Einfluss des Mediums auf das Wachstum der LNCaP-Zellen (8 x 10° Zellen/100 ul)
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Abbildung 21: Einfluss des Mediums auf das Wachstum der PC-3-Zellen (0,5 x 10° Zellen/100 pl)

In Abbildung 20 ist sichtbar, dass sich LNCaP-Zellen nach 24 stiindiger Vorinkubation
in dem jeweiligen Medium in ihrem Wachstumsverhalten unterscheiden. Zellen, die
serumfrei kultiviert werden, vermehren sich nicht in der Mikrotiterplatte. Ein entspre-
chendes Verhalten ist auch bei PC-3-Zellen in Abbildung 21 zu beobachten. Wie zu
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erwarten ist, vermehren sich sowohl LNCaP- als auch PC-3-Zellen unter normalen
Zellkulturbedingungen in einem Medium mit 10 % FKS am besten, wobei der Wachs-
tumsunterschied zu Zellen, die mit ADFKS-Medium kultiviert wurden nicht statistisch
signifikant ist. Generell zeigen die PC-3-Zellen eine raschere Vermehrung als LNCaP-
Zellen, was auch mit der unter normalen Kulturbedingungen verdffentlichten Verdopp-
lungszeit von 60 h fiir LNCaP-Zellen und 50 h fiir PC-3-Zellen iibereinstimmt '*°.

Um durch die Kultivierung unter Normalbedingungen vorhandene Steroide und Wachs-
tumsfaktoren auszuwaschen und die Ansprechbarkeit gegeniiber hormonell wirksamen
Substanzen zu erhGhen, kann man eine serumfreie Vorinkubation durchfithren. Die
Dauer einer Vorinkubation ist zwischen 24 h und 7 d moglich. Hier hat sich die beste
Ansprechbarkeit bei einer serumfreien Vorinkubation von 7 d gezeigt. Bestitigt hat sich
dieses Ergebnis durch die Untersuchung von drei aufeinanderfolgenden Passagen von
LNCaP-Zellen, die entweder fiir 7 d serumfrei inkubiert oder unter Normalbedingungen
kultiviert wurden (Abb. 22). In den jeweiligen Passagen wurde mittels Real-Time-PCR
der Androgenrezeptor-mRNA-Gehalt quantifiziert. Dargestellt sind die Mittelwerte aus
drei unabhéngigen Experimenten und die Standardabweichung der relativen Genexpres-
sion, wobei die Expression der 19. Passage mit Serum gleich eins gesetzt wurde. Unter
Normalbedingungen nimmt der Androgenrezeptor-mRNA-Gehalt ab, wihrend er mit
der serumfreien Vorinkubation konstant hoch bleibt. Offenbar kompensieren die Zellen
die Auswirkungen von Hungerbedingungen durch eine Hochregulation des Androgen-
rezeptors. Unter normalen Kulturbedingungen, wobei auch Steroide und Wachstums-
faktoren vorkommen, zeigten die Zellen mikroskopisch eine intakte Zellstruktur und
soweit fiir LNCaP-Zellen typisch, gleichméBiges Wachstum (Abb. 23b)). Sie reagieren
unter Erndhrungsbedingungen im Uberflu mit einer Herunterregulation des Androgen-
rezeptors. Wie im Kapitel 3.5 niher erldutert, wird der AR androgenabhéngig reguliert.
Durch Agonisten des Androgenrezeptors erfolgt eine Herunterregulation des AR-
mRNA-Gehaltes. Der Einfluss von Zellkulturbedingungen auf das Wachstum und den
Gehalt an Androgenrezeptorprotein der LNCaP-Zellen wird auch von Langeler et al.
beschrieben '*°. Der Androgenrezeptorgehalt sinkt durch Kultivierung mit dem Andro-
gen R1881 (9) bzw. mit dem Wachstumsfaktor EGF im Vergleich zum Normalmedium,
wobei die Reduktion durch zusitzliche Gabe von EGF stirker ausfillt.
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Abbildung 22: Einfluss der Erndhrung auf Androgenrezeptor mRNA-Expression in LNCaP-Zellen

Einmal dem Stress der serumfreien Inkubation ausgesetzte Zellen, die nicht im jeweili-
gen Assay verbraucht wurden, wurden verworfen, da extreme Kulturbedingungen zu
einem verdnderten Verhalten von LNCaP-Zellen gegeniiber Androgenen fiihren konnen.
Dies ist auf eine verdnderte Expression des Androgenrezeptors zuriickzufiihren. So
wurden zum Beispiel die androgenunabhingige Subzelllinie LNCaP-r '*” und die hyper-
sensitiven Subzelllinien LNCaP-ss '*® und LNCaP-abl '* durch verinderte Kulturbe-
dingungen gewonnen. Héarkonen et al. entwickelte ein Zellmodell zur Untersuchung des
progressiven Prostatakarzinoms, indem er LNCaP-Zellen tliber ldngeren Zeitraum bis
zur Ablosung der Zellen in Normalmedium kultivierte, die er dann als Suspensionskul-
tur fortfiihrte '*°. Die Zellen entwickelten sich unter diesen Bedingungen zu neuroendo-
krin-dhnlichen Zellen, die spiter wiederum zu androgenunabhéngig wachsenden,
schnell proliferierenden und kleinen Zellen mit rundlicher Form transformierten. Diese
Zellen verloren wéhrend des Transformationsprozesses ihre Fihigkeit detektierbare

Mengen an AR und PSA zu produzieren "*°.

Aus Griinden der Vergleichbarkeit wurden sowohl LNCaP- als auch PC-3-Zellen 7 d
serumfrei vorinkubiert. Interessant ist die Verdnderung der Morphologie der Zellen, was
sich im mikroskopischen Bild widerspiegelt. Die Zellen zeigen unter serumfreien Be-
dingungen eine lénglichere Zellform, wobei besonders bei den LNCaP-Zellen sehr gut
sichtbar ist, dass die Zellenden lang und spitz auslaufen (Abb. 23a)24a)). Das Wach-
stum der LNCaP-Zellen kam unter serumfreien Bedingungen zum Erliegen (Abb. 23).
Bei den PC-3-Zellen war im Gegensatz zum Wachstum in der Mikrotiterplatte in den
Zellkulturflaschen keine Beeintrachtigung des Zellwachstums unter serumfreien Bedin-
gungen zu beobachten. Bei Vorhandensein einer gewissen Zelldichte scheint fiir einen
Zeitraum von 7 Tagen eine Hungersituation keinen Einfluss auf die Zellproliferation zu
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haben (Abb. 24). Die serumfreie Vorinkubation wurde bei einer Konfluenz von 70 %
begonnen. Die PC-3-Zellen wuchsen wihrend der serumfreien Zeit in der Flasche bis zu
einer Konfluenz von 90-100 % heran. Einige Zellen begannen sich dann abzuldsen
(Abb. 24a)).

a) b)

Abbildung 23: LNCaP-Zellen, 23. Passage, a) 7d serumfrei b) mit Serum

a)

Abbildung 24: PC-3-Zellen, 21. Passage, a) 7d serumfrei b) mit Serum

Die Ansprechbarkeit der LNCaP-Zellen gegeniiber hormonell wirksamen Substanzen
konnte durch den Erndhrungsstress mittels siebentidgiger Vorinkubation verbessert und
somit das Detektionsfenster des Proliferationsassays vergroflert werden. Die PC-3-
Zellen zeigten unter der serumfreien Inkubation eine nur geringfiigig verdnderte Mor-
phologie und kein verdndertes Wachstumsverhalten wiahrend dieses Zeitraumes.

3.3.1.2 Wachstum in Abhdngigkeit von Inkubationszeit und Zellzahl

Da der Androgenrezeptor ein Transkriptionsfaktor ist, dessen Aktivierung die Regulati-
on bestimmter Proteine und Wachstumsfaktoren beeinflusst, benétigt die Proliferation
als Antwort auf seine Aktivierung Zeit. Eine Inkubation der LNCaP-Zellen mit DHT (1)
iiber einen Zeitraum von drei Tagen erzielte keinen sichtbaren Effekt hinsichtlich eines
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gesteigerten Wachstums (Abb. 25). Eine Ausweitung der Inkubationszeit auf 5 Tage
und die Verldngerung der Vorinkubationszeit auf 7 Tage fiihrten zu einem deutlichen
Einfluss von DHT (1) auf das Wachstum der LNCaP-Zellen (Abb. 29; Kap. 3.3.1.3).
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Abbildung 25: Einfluss von DHT (1) auf das LNCaP-Zellwachstum nach 3 Tagen Inkubationszeit

Die Detektion der Proliferation mit Bromdesoxyuridin hat den Vorteil, dass nur neu
synthetisierte DNA in proliferierenden Zellen nachgewiesen wird. Die Zellproliferation
konnte aber aufgrund der schlechten Wachstumseigenschaften und der Clusterbildung
der LNCaP-Zellen nicht mit dem Bromdesoxyuridin-Assay nachgewiesen werden, da
durch die verschiedenen Waschschritte ein unkontrollierbarer Verlust von LNCaP-
Zellen stattfand. Die Verwendung von XTT (siehe Kapitel 2.3.3) ist schnell und un-
kompliziert durchzufiihren, bedingt aber eine mikroskopische Analyse der so detektier-
ten Zellen, da XTT von reduzierenden Substanzen ebenfalls reduziert werden kann und
dadurch verfdlschte Ergebnisse erhalten werden. Beachtet man diese Limitierung und
interpretiert erhaltene Daten mit Sorgfalt, so ist XTT dennoch ein niitzliches Detek-
tionsmittel °'. Die mit XTT photometrisch erhaltenen Daten diirfen allerdings die Ab-
sorptionswerte von 1,0 nicht iiberschreiten, da das Lambert-Beersche-Gesetz nur fiir
verdiinnte Losungen seine Giiltigkeit hat. Um die hochste Messgenauigkeit zu errei-
chen, sollte die Konzentration bzw. Schichtdicke so gewahlt werden, dass die Messwer-

132 Deshalb wurden fiir die gewihl-

te fiir die Absorption zwischen 0,25 und 0,75 liegen
te Inkubationszeit von insgesamt 6 Tagen die fiir die photometrische Bestimmung opti-
male Zellzahl bestimmt (Abb. 26, Abb. 27). Dafiir wurden pro Zelllinie drei Zelldichten
ausgewdhlt, die aufgrund der vorherigen Beobachtungen beziiglich des Wachstumsver-
haltens als glinstig erschienen. Die Zellen wurden wie in einem Assay behandelt, d.h. 7
Tage serumfreie Vorinkubation in der Zellkulturflasche, Aussden in ADFKS-Medium
von 100 pl/Kavitit, nach 24 h Zugabe von weiteren 100 ul ADFKS-Medium und Inku-
bation von 5 Tagen. Fiir die LNCaP-Zellen erwies sich die Konzentration von 8 x 10°

Zellen/100 pl Medium als giinstig (Abb. 26), da die durch proliferationssteigernde Sub-
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stanzen bedingte Zunahme der Zellzahl mit beriicksichtigt werden muss. Fiir die PC-3-
Zellen wurde die Zelldichte von 0,5 x 10° Zellen/100 ul gewhlt (Abb. 27).
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Abbildung 26: LNCaP-Wachstum in ADFKS-Medium in Abhéngigkeit von Zellzahl und Inkubationszeit
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Abbildung 27: PC-3-Wachstum in ADFKS-Medium in Abhéngigkeit von Zellzahl und Inkubationszeit
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Ein zusidtzlicher Aspekt ist der Einfluss der Zellzahl auf die Ansprechbarkeit der Zellen
gegeniiber Hormonen und auf das generelle Wachstum der Zellen. Kaighn et al. berich-
ten iiber eine Verdnderung der Wachstumsrate von PC-3-Zellen in Abhingigkeit von
Zelldichte und Zellkulturmedium "
dass PC-3-Zellen keine Hormone wie Insulin oder Steroidhormone zum Uberleben und

3. In dieser Studie konnte nachgewiesen werden,

Wachsen bendtigen, aber ein Ansprechen auf Hormone, insbesondere Insulin, in Ab-
hiangigkeit von Zelldichte und Zellkulturmedium zu beobachten ist. Aus diesem Grund
sollten die Begriffe Hormonabhéngigkeit und Ansprechen auf Hormonbehandlung sepa-
rat behandelt werden, zumal jedes Konzept nur in dem Kontext von streng definierten
Zellkulturparametern giiltig ist.

3.3.1.3 Einfluss von Androgenen auf das Zellwachstum

Der Einfluss géngiger Androgene, wie Testosteron (2), Dihydrotestosteron (1) und
R1881 (9) auf das Wachstum der LNCaP- und PC-3-Zellen unter Assaybedingungen
wurde iiberpriift.

Dihydrotestosteron

Abbildung 28: Dihydrotestosteron (1)

Fir die LNCaP-Zellen wird ein biphasisches Verhalten gegeniiber Androgenen in
ADFKS-Medium beschrieben ** und unter diesen Kulturbedingungen fiir DHT (1,
Abb. 28) ein maximales Ansprechen im Konzentrationsbereich zwischen 10°-10° M
nachgewiesen '*°. Das ausgeprigte biphasische Verhalten mit einem Abflachen der Pro-
liferation schon kurz nach dem Erreichen des Maximums, also fiir DHT (1) bei Konzen-
trationen zwischen 20 und 100 nM, konnte allerdings fiir keine agonistische Substanz
bestitigt werden. Lediglich bei Konzentrationen ab 10 uM konnte eine Verminderung
der Zellzahl auf Kontrollniveau beobachtet werden. Die maximale Proliferation wurde
fiir DHT (1) ab einer Konzentration von 10 nM erreicht (Abb. 29). Fiir DHT (1) ergab
sich unter Assaybedingungen ein ECso-Wert von 0,71 nM (Tab. 15). Das Fehlen des
biphasischen Effektes von Androgenen auf das Wachstum von LNCaP-Zellen ist auf die
verdnderten Kulturbedingungen, wie Vorinkubation in serumfreien Medium und an-
schlieBende Kultivierung in ADFKS-Medium zuriickzufiihren. Langeler et al. haben
einen reversiblen Einfluss der Zellkulturbedingungen auf die Ansprechbarkeit von
LNCaP-Zellen gegeniiber Androgenen festgestellt '*°. So konnte ein biphasisches Ver-
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halten nur unter Normalbedingungen detektiert werden. Allerdings wurden ADFKS-
Bedingungen nicht untersucht.
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Abbildung 29: Dihydrotestosteron-Einfluss (1) auf das Wachstum von LNCaP-Zellen

Testosteron

Abbildung 30: Testosteron (2)

Fiir Testosteron (2, Abb. 30) wurde unter Inkubationsbedingungen vergleichbar mit den
Assaybedingungen eine geringe Metabolisierungsrate von 3 % beschrieben '*’. Bei
Belanger et al. wurde eine sehr starke acht- bis neunfache Proliferationssteigerung fiir
die Androgene Testosteron (2) und DHT (1) beschrieben, die in unserem Labor in dem
AusmaB nicht reproduziert werden konnte, was eventuell auf die verdnderten Kulturbe-
dingungen zuriickzufithren ist '**. Fiir Testosteron (2) wurde eine maximale 2,3fache
Proliferationssteigerung ab einer Konzentration von 10 nM festgestellt (Abb. 31). Die

halbmaximale Konzentration liegt bei 1,3 nM (Tab. 15).
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Abbildung 31: Testosteron-Einfluss auf das Wachstum der LNCaP-Zellen

Methyltrienolon

OH

Al

Abbildung 32: Methyltrienolon (R1881) (9)

Das synthetische Androgen Methyltrienolon (R1881) (9, Abb. 32) ist nicht aromatisier-
bar und wird deshalb iiblicherweise in Zellassays zur Untersuchung androgenabhéngi-
ger Prozesse eingesetzt, konnte aber 2007 aufgrund von Beschaffungsproblemen (gelis-
tet auf der Welt-Antidopingliste) nur in geringen Mengen erhalten und somit nicht fiir
alle Messungen als Standard verwendet werden ©.

Die bei Schuurmans et al. beschriebene dreifache Proliferationssteigerung der LNCaP-
Zellen durch R1881 (9) bei einer Inkubationszeit von 6 Tagen konnte reproduziert wer-
1% (Abb. 33). Im Gegensatz zu der bei Schuurmans et al. publizierten Angabe einer
maximalen Proliferationssteigerung bei einer Konzentration von 0,1 nM "’

den

, wurden
unter Assaybedingungen maximale Proliferationswerte ab einer Konzentration von 1
nM festgestellt. Der ermittelte ECso-Wert betrdgt 0,04 nM (Tab. 15).
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Abbildung 33: R1881-Einfluss (9) auf das Wachstum von LNCaP-Zellen

3.3.1.4 Einfluss von antiandrogen wirksamen Substanzen auf die Zellproliferation

Bicalutamid

o OH

Abbildung 34: racemisches Bicalutamid (30)

In Studien wie bei Fujii et al. wurde bei einer Bicalutamid-Konzentration von 5 uM
kein Effekt auf das Wachstum von LNCaP-Zellen festgestellt 138, Wichtig ist bei einem
Vergleich der Literaturdaten, ob enantiomerenreines oder racemisches Bicalutamid (30,
Abb. 34) verwendet wurde. Bicalutamid (30) liegt in Casodex® als Racemat vor, wobei
die antiandrogene Wirksamkeit fast ausschlieBlich auf das R-Enantiomer zuriickzufiih-
ren ist. Das S-Enantiomer wird zudem schneller ausgeschieden '*°. Bicalutamid (30)
wurde in dem Assay als Racemat verwendet. Unter Assaybedingungen konnte weder
ein Einfluss auf das Wachstum der LNCaP- (Abb. 35), noch auf das Wachstum der PC-
3-Zellen festgestellt werden.
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Abbildung 35: Bicalutamid-Einfluss (30) auf das Wachstum von LNCaP-Zellen

Durch Testosteron (2) in ihrem Wachstum stimulierte LNCaP-Zellen konnten in ihrem

Wachstum durch hohe Konzentrationen an Bicalutamid (30) gehemmt werden, wobei
dieser Effekt bei den PC-3-Zellen wie erwartet nicht zu beobachten war (Abb. 36).
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Abbildung 36: Einfluss von Bicalutamid (30) auf durch Testosteron (2) stimulierte a) LNCaP- und b) PC-

3-Zellen
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Cyproteronacetat

Abbildung 37: Cyproteronacetat (6)

Das Antiandrogen Cyproteronacetat (6, Abb. 37) stimuliert das Wachstum der LNCaP-
Zellen in einem AusmaB dhnlich der bei Applikation eines Androgens '* erzielten Wir-
kung. Es konnte eine maximale zweifache Proliferationssteigerung festgestellt werden
(Abb. 38). Der ECso-Wert betrigt fiir Cyproteronacetat (6) 163 nM. Der von 1,0 abwei-
chende Hillslope (Tab. 15) deutet eventuell auf das Vorhandensein von anderen Bin-
dungsstellen fiir Cyproteronacetat (6) im Assaysystem oder auf die Moglichkeit einer
negativen kooperativen Bindung hin. Eine negative kooperative Bindung kommt nur fiir
Rezeptoren mit mehreren Bindungsstellen in Frage. Eine zweite Ligandenbindungsstelle
(BF-3), die sich an der Oberfliche des AR befindet und allosterisch die Bindung von
Coaktivatoren reguliert, wurde fiir den AR von Estébanez-Perpina identifiziert '*'. Fiir
Cyproteronacetat (6) wurde bei Wilkinson et al. eine starke agonistische Aktivitdt am
Progesteronrezeptor mit einem ECso-Wert von 0,22 nM festgestellt '*>. Eine antagoni-
stische Wirkung am Androgenrezeptor (ICso = 37,2 nM) und am Glukokortikoidrezep-
tor (ICso = 16,4 nM) wurde ebenfalls beschrieben. Das Vorkommen eines Glukokorti-
koidrezeptors in LNCaP-Zellen wurde in keiner Publikation bestétigt, wihrend die Aus-
sagen iiber den Gehalt an Progesteronrezeptor in der Literatur variieren '07'3%143-146
Aufgrund dessen kann man keine eindeutige Aussage iiber die Ursache des abweichen-
den Hillslopes treffen. Die Bindung an einen eventuell vorhandenen Progesteronrezep-
tor ist aber wahrscheinlich.
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Abbildung 38: Cyproteronacetat (6)-Einfluss auf das Wachstum von LNCaP-Zellen

Finasterid

Abbildung 39: Finasterid (58)

Finasterid (58, Abb. 39) ist ein Sa-Reduktase-Typll-Inhibitor und fiir die Behandlung
der benignen Prostatahyperplasie (Proscar®) und der androgenetischen Alopezie (Pro-
pecia®) zugelassen. In vitro reduziert Finasterid (58) die Zellzahl der LNCaP-Zellen
nur bei Inkubation in serumhaltigem Medium, wihrend unter Inkubation mit ADFKS-
Medium eine Erhohung der Generationszeit festgestellt wurde bzw. eine Hemmung der
Testosteron (2)/DHT (1) induzierten Proliferation '¥’. Finasterid (58) zeigt unter Assay-
bedingungen alleine weder einen Einfluss auf das Wachstum von LNCaP- (Abb. 40a))
noch auf PC-3-Zellen. Eine statistisch signifikante Reduktion der durch Testosteron (2)
induzierten Proliferation konnte nur bei der hohen Konzentration von 10 uM festgestellt
werden (Abb. 40b)).
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Abbildung 40: Einfluss auf das LNCaP-Zellwachstum a) Finasterid (58) b) Finasterid (58) + Testosteron
(2) 1 nM

3.3.1.5 Einfluss von Ostrogenen und Antidstrogenen auf das Zellwachstum

17 a-Ostradiol

HO

Abbildung 41: 17a-Ostradiol (59)

Das synthetische 17a-Ostradiol (Alfatradiol) (59, Abb. 41) wird topisch in Priparaten
zur Therapie der androgenetischen Alopezie angewandt (EIl-Cranell alpha®, Panto-
stin®). Fiir 17a-Ostradiol (59) wurde eine Induzierung der Aromatase-Aktivitit besti-
18 S0 dass Testosteron (2) vermehrt in 17B-Ostradiol (4) und Androstendion (11)
umgewandelt wird und demzufolge weniger DHT (1) vorliegt. Im Proliferationsassay
bewirkt 17a-Ostradiol (59) eine Proliferationssteigerung der LNCaP-Zellen bei Kon-
zentrationen hdher als 100 nM (Abb. 42). Auf das Wachstum der PC-3-Zellen hat die
Substanz keinen Einfluss. 17a-Ostradiol (59) bindet laut Fang et al. an den Androgen-
rezeptor mit einem ICsp-Wert von 77 uM und damit wesentlich schwicher als sein na-
turlich vorkommendes Enantiomer 17B-Ostradi01 (4) mit einem ICso-Wert von 405 nM
¥ Das Vorkommen von Ostrogenrezeptoren in LNCaP-Zellen wird in der Literatur
widerspriichlich behandelt. In den &lteren Publikationen von Schuurmans et al., Mau-

tigt
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cher et al., Wilding et al. und Berns et al. kommen keine Ostrogenrezeptoren vor
135:145:146:199 "Bej Castagnetta et al. '** wird das Vorkommen des Ostrogenrezeptors all-
gemein beschrieben und in den neuesten Publikationen von Lau et al., Bhattacharyya et
al. und Setlur et al. konnten ebenfalls geringe Mengen des Ostrogenrezeptors
B nachgewiesen werden '*'°. Die Bindung von 17a-Ostradiol (59) an den ERo (RBA
= 58 %) bzw. ERB (RBA = 11 %) ist viel schwiicher verglichen mit 17B-Ostradiol (4)
(RBA = 100 %) "°. Die proliferationssteigernde Wirkung von 17a-Ostradiol (59) ist
aufgrund seiner maiafigen bis schwachen Bindungseigenschaften an den AR und
ERp und dem Vorkommen von einem AR mit Mutation in der Ligandenbindungsdoma-
ne und ERP in den LNCaP-Zellen demzufolge auf eine Bindung am mutierten AR und
am ER zuriickzufiihren.
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Abbildung 42: 17a-Ostradiol-Einfluss (59) auf das Wachstum von LNCaP-Zellen

17 p-Ostradiol

Abbildung 43: 17B-Ostradiol (4)

Das natiirliche Ostrogen 17B-Ostradiol (E2) (4, Abb. 43) besitzt wie oben beschrieben

150

eine starke Bindungsaffinitit sowohl zum ERa als auch zum ERB " und eine maBig
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starke Bindungsaffinitit zum AR (ICsy = 405 nM) **. Bei Wilkinson et al. wird fiir E2
(4) eine starke agonistische Aktivitdt im subnanomolaren Bereich fiir den ERo und den
ERJ berichtet, eine antagonistische Aktivitéit fiir den GR im niedrigen mikromolaren
Bereich, fir den MR im submikromolaren Bereich und eine partiell antagonistische
Wirkung fiir den PR im niedrigen nanomolaren Bereich '*2. 17B-Ostradiol (4) stimuliert
die Proliferation unter Assaybedingungen in einem stirkeren Ausmaf3 als DHT (1) oder
Testosteron (2) (Tab. 15). Der Hillslope ist mit -1,1 anndhernd optimal und spricht fiir
eine einfache kompetitive Bindung. Ein sehr hoher Wert des Hillslopes wiirde auf eine
positive Kooperativitit der Bindung hindeuten. Dieser Effekt wiirde durch das gleich-
zeitige Vorkommen mehrerer moglicher Bindestellen (AR, ERP) aber im Hillslope
nicht sichtbar sein, da sich mehrere Bindestellen in einem kleinen Betrag des Hillslopes
ausdriicken. Insgesamt lisst sich wie bei 17a-Ostradiol eine konzertante Bindung an
AR und ER vermuten, mit Sicherheit aber eine Bindung an den mutierten AR in den

LNCaP-Zellen, was zu einer liberméfig hohen Stimulation des Zellwachstums fiihrt
(Abb. 44).
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Abbildung 44: 17B-Ostradiol-Einfluss (4) auf das Wachstum von LNCaP-Zellen
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Fulvestrant

Abbildung 45: Fulvestrant (60)

Das Antiostrogen Fulvestrant (60, Abb. 45) stimuliert das Wachstum der LNCaP-Zellen
nur in der Konzentration von 1 nM. In anderen Konzentrationen zeigt es keinen stati-
stisch signifikanten Effekt auf das Wachstum der LNCaP-Zellen.

Tabelle 15: Standardsubstanzen und ihre ECso-LNCaP-Zellproliferationswerte
mit ihren Funktionsparametern

Substanz Min (%) Max (%) ECso-Wert (nM)  Hillslope
Dihydrotestosteron (1) 104+ 13 279+9 0,71 +£0,33 -0,8+0,2
Testosteron (2) 107 £7 241 +6 1,30+ 0,41 -1,0+£0,3
R1881 (9) 85+7 220+ 5 0,04 £ 0,01 -1,3+0,3
Cyproteronacetat (6) 94+ 6 213+£24 162,86 + 178,56 -0,5+0,2
17B-Ostradiol (4) 91+8 293+10 3,63 1,21 -1,1+0,3
17a-Ostradiol (59) n.b.

Finasterid (58) kein Effekt

Bicalutamid (30) kein Effekt

Fulvestrant (60) keine dosisabhédngige Zellproliferation

n.b. = nicht bestimmbar (Fehler der nichtlinearen Regression zu grof3)
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Einfluss auf das PC-3-Zellwachstum

Bei Dihydrotestosteron (1), Testosteron (2), R1881 (9), Cyproteronacetat (6), Bicaluta-
mid (30) und Finasterid (58) ist kein Effekt auf die Proliferation der PC-3-Zellen nach-
weisbar. B-Ostradiol (4) und a-Ostradiol (59) zeigen bei 10 uM eine hochsignifikante
Verminderung der PC-3-Zellzahl, was in der Literatur bestitigt wird "', Bei Fulvestrant
(60) gibt es einen zellzahlvermindernder Effekt der hheren Konzentrationen bei den
PC-3-Zellen. Ein dhnlicher Effekt konnte fiir das Antiostrogen Tamoxifen (62) be-

. 152
schrieben werden -

3.3.1.6 Vergleich von Bicalutamid und Fulvestrant

Die therapeutisch eingesetzten Substanzen mit antiandrogener Wirkung wie Finasterid
(58, diskutiert in 3.3.1.4, Abb. 40) und Bicalutamid (30, diskutiert in 3.3.1.4, Abb. 36)
wurden auf ithren Einfluss auf LNCaP-Zellen, die gleichzeitig mit Androgenen wie Tes-
tosteron (2), Dihydrotestosteron (1) bzw. R1881 (9) behandelt wurden, untersucht. Der
proliferationsmindernde Effekt von Bicalutamid (30) wurde auch hinsichtlich des Ein-
flusses auf die gleichzeitige Stimulation durch B-Ostradiol (4) tiefer gehend analysiert.
AbschlieBend wurde der Effekt von Bicalutamid (30) mit der Wirkung von Fulvestrant
(60) verglichen.

Vergleich von Bicalutamid und Fulvestrant auf Androgen-stimulierte LNCaP-Zellen

Sowohl Bicalutamid (30) als auch das Antidstrogen Fulvestrant (60) inhibieren bei einer
Konzentration von 1 uM die durch R1881 (9) bei 0,1 nM gesteigerte LNCaP-
Zellproliferation (Abb. 46). Auf die R1881 Konzentration von 1 nM haben beide Sub-
stanzen keinen Einfluss.
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Abbildung 46: Wirkung von a) Bicalutamid (30) und b) Fulvestrant (60) auf R1881-stimulierte (9)
LNCaP-Zellen
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Auf die durch 1 nM Testosteron (2) stimulierte LNCaP-Zellproliferation hat Fulvestrant

(60) bei einer Konzentration von 1 uM und 10 uM einen mindernden Einfluss (Abb.
47).
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Abbildung 47: Wirkung von Fulvestrant (60) auf durch Testosteron (2) stimulierte LNCaP-Zellen

Der Einfluss von Antidstrogenen auf die Zellproliferation von Prostatakrebszellen wur-
de schon in einigen Studien untersucht. In dlteren Publikationen wurde diskutiert, dass
erhohte Konzentrationen von Ostrogenen eine Hochregulation des Androgenrezeptors

. 153;154
bewirken

und Ostrogenrezeptor-vermittelte Signalwege fiir ein Fortschreiten des
Prostatakarzinoms mitverantwortlich gemacht werden kénnen '>>"*7. Daraufhin wurden
auch Antidstrogene hinsichtlich ihrer Wirkung auf Prostatakrebs untersucht. In experi-
mentellen Ansdtzen, in denen Antidstrogene als Therapeutika fiir Prostatakrebs in Tier-
modellen getestet wurden, konnte fiir das Antidstrogen Toremifen (61, Abb. 50d)) eine
bessere Wirksamkeit als fiir Flutamid (7) nachgewiesen werden, jedoch kein Effekt auf
den Androgenrezeptorspiegel '**. Koadministration von Finasterid (58) und Fulvestrant
(60) ergab eine im Vergleich zu Finasterid (58) noch deutlichere Abnahme an Prostata-

gewicht der Ratte '’

, was auf eine Hemmung des IGF-Systems zuriickzufiihren ist. Der
Effekt von Fulvestrant (60) und anderen Antidstrogenen wie Tamoxifen (62) und Tore-
mifen (61) auf LNCaP-Zellen und mit dem wtAR transient transfizierte DU-145-Zellen
wurde von Kawashima et al. untersucht **. Der antiproliferative Effekt von Fulvestrant
(60) konnte nur in LNCaP-Zellen und nicht in den transfizierten DU-145-Zellen nach-
gewiesen werden, wobei hier die anderen Zellkulturbedingungen im Vergleich zu den
hier durchgefiihrten Experimenten zu beachten sind. Bei Kawashima et al. wurde kein
ADFKS-Medium, sondern nur dialysiertes Serum im Medium verwendet. Daher ent-
hielten die verwendeten Medien auch Steroide. Das erklirt die Differenz zu dem hier

ermittelten Befund, dass Fulvestrant (60) alleine keinen Effekt auf das LNCaP-
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Wachstum zeigte, aber die durch Androgene vermittelte Zellproliferation dhnlich Bica-
lutamid (30) verringern konnte. Fulvestrant (60) konnte {iber den mutierten Androgen-
rezeptor antiproliferativ wirken, da der einzig bekannte Unterschied zwischen dem bei
Kawashima et al. verwendeten DU-145-Zellsystem und den LNCaP-Zellen dic Muta-
tion in der Ligandenbindungsdomine des AR ist. Eine Bindung von Fulvestrant an den
wtAR wird durch die von Fang et al. publizierten Androgenrezeptorbindungsdaten
ebenfalls nicht bestitigt, in denen ein ICso-Wert von >42,8 uM angegeben wird **. Bei
Wilkinson et al. ist fiir Fulvestrant (60) keine Aktivitit am AR detektiert worden '*.
Bhattacharyya et al. konnten aber auch keine Bindungsaffinitit von Fulvestrant (60) an
den mutierten Androgenrezeptor feststellen. Die Autoren bestétigten eine Herunterregu-
lation von AR-mRNA-Expression und AR-Protein in LNCaP-Zellen als Ursache des

195 Bhattacharyya et al. konnten

verminderten Zellwachstums unter Fulvestrant (60)
nachweisen, dass die Herunterregulation des AR nicht auf posttranskriptionaler Ebene
stattfindet, sondern Fulvestrant (60) direkt die Aktivitdt eines in die LNCaP-Zellen
transfizierten AR-Promotor-Luziferase-Konstruktes supprimiert. Dies deutet auf eine
direkte transkriptionale Repression des AR-Gens durch Fulvestrant (60) hin. Diese und
auch die hier erhaltenen Ergebnisse stehen in Kontrast zu den Daten von Takahashi et
al. '. Sie beschreiben einen inhibierenden Effekt von Fulvestrant (60) nur fiir die E2
(4) stimulierte PSA-mRNA-Expression in LNCaP-Zellen, aber nicht fiir die R1881 (9)

stimulierte PSA-mRNA-Expression. Dieser Widerspruch ldsst sich nicht erkldren.

Vergleich von Bicalutamid und Fulvestrant auf 17 -Ostradiol-stimulierte LNCaP-
Zellen

Sowohl das Antiandrogen Bicalutamid (30) als auch das Antidstrogen Fulvestrant (60)
konnten in dem Proliferationsassay deutlich die durch 17B-Ostradiol (4) verursachte
LNCaP-Zellproliferation auch bei einer hoheren 17B-Ostradiol (4) Konzentration von
100 nM inhibieren (Abb. 48). Interessant ist, dass Bicalutamid (30) sogar eine stirkere
Inhibition verursacht als Fulvestrant (60).
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Abbildung 48: Einfluss von Bicalutamid (30) und Fulvestrant (60) auf das 17B-Ostradiol-stimulierte (4)
LNCaP-Zellwachstum

Diese Ergebnisse zeigen, dass sowohl die Signalwege, die iiber den Ostrogenrezeptor 3
als auch solche, die iiber den Androgenrezeptor vermittelt werden und die die Zellproli-
feration verursachen, eng miteinander verbunden sind. Bislang wurde nur diese Art der
Interaktion in unterschiedlichen Studien bestdtigt, aber der vollstindige Zusammenhang
bleibt aufzukldren. Die hier erhaltenen Ergebnisse stehen in Kontrast zu den Ergebnis-
sen von Castagnetta et al., die ein durch E2 (4) induziertes Wachstum nur durch Fulve-
strant (60) aber nicht durch Bicalutamid (30) inhibieren konnten '*. Auch bei Maggio-
lini et al. wird beschrieben, dass sich die durch E2 (4) und DHT (1) transkriptionelle
Aktivitdt nur durch Fulvestrant (60), nicht jedoch durch Bicalutamid (30) inhibieren
lasst. Allerdings dienten hier mit dem ER-Reporterplasmid XETL, welches die fiir die
Leuchtkéfer-Luziferase kodierende Sequenz unter der Kontrolle eines ERE stromauf-
wirts eines Thymidinkinase-Promotors enthilt, transfizierte LNCaP-Zellen. Zusétzlich
wurden die Zellen noch mit einem ERB-Plasmid transfiziert. Das konnte die Ursache
der divergierenden Ergebnisse sein. Ein libermifliges Vorkommen von ER[ fiihrt of-
fenbar dazu, dass die E2- und auch DHT-vermittelten Effekte hauptsichlich iiber den
ERP Signalweg verlaufen. Eine Inhibierung durch Bicalutamid (30) ist deshalb nicht
mehr nachweisbar. Diese Ergebnisse unterstreichen den Einfluss von ERP auf Andro-
gen-vermittelte Effekte. Die Autoren konnten auch eine Repression der durch E2 (4)
und DHT (1) induzierten Wachstumseffekte durch einen ERp-Antisense-
Expressionsvektor aufzeigen '®'. Dies spricht fiir die Notwendigkeit von ERp fiir die
durch Androgene und Ostrogene vermittelten Proliferationseffekte in LNCaP-Zellen.
Ebenso wurde fiir das Phytodstrogen Genistein (63, Abb. 49a)) eine verminderte AR-
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und PSA-mRNA-Expression in LNCaP-Zellen festgestellt, wobei dieser Effekt durch
das steroidale Antidstrogen ICI 164 384 (64, Abb. 49b)) aufgehoben werden konnte %,

a) b)

Abbildung 49: Strukturen von a) Genistein (63) und b) ICI 164 384 (64)

Allerdings konnte eine direkte Wirkung am wtAR nicht nachgewiesen werden. Taylor
et al. untersuchten den Einfluss von E2 (4) auf ein Rattenprostata-Organsystem in
Abhingigkeit von ERa und ERB ', Prinzipiell konnte ein apoptotischer Effekt von E2
(4) auf diese Prostataorgankulturen festgestellt werden. Durch die Verwendung von
ERa bzw. ERB knockout Organkulturen konnte ein Zusammenhang zwischen E2-
vermittelter Apoptose und Ostrogenrezeptoren nicht nachgewiesen werden. Die Autoren
konnten aber eine Herunterregulation der AR-Expression wihrend Testosterongabe so-
wohl in wtOrgankultur, als auch in den Knockout-Modellen beobachten, so dass sie
einen Mechanismus fiir die E2-Wirkung vorschlagen, der unabhingig von Ostrogenre-
zeptoren und nichtgenomischen Effekten ist. Der Vergleich dieser Ergebnisse von
Tiermodellen und Organkulturen mit den Ergebnissen von in-vitro-Zellexperimenten ist
allerdings nicht ohne weiteres moglich, da sich der Hormonstatus von Knockout-Tieren
erheblich verdndert hat. Bei Kawashima et al. ist eine Inhibierung der Transaktivierung-
saktivitit des AR in transient transfizierten PC-3-Zellen fiir das Ostrogen Diethylstilbe-
strol (65, Abb. 50a)) und die Antidstrogene Tamoxifen (62, Abb. 50c)), Fulvestrant (60,
Abb. 50b)) und Toremifen (61, Abb. 50d)) beschrieben worden .
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a) b)

o

Cl

Abbildung 50: Strukturen des Ostrogens a) Diethylstilbestrol (65), der Antidstrogene b) Fulvestrant (60),
¢) Tamoxifen (62), d) Toremifen (61) und des Antiprogestins ) Mifepriston (RU-486) (66)
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Dies bestitigt die Vermutung, dass Ostrogene und Antidstrogene zumindest teilweise in
den AR-Signalweg eingreifen. Interessanterweise wird von Nawaz et al. eine antiproge-
stine Aktivitét fiir Fulvestrant (60) beschrieben, die sogar vergleichbar mit der Wirkung
des Antiprogestins Mifepriston (66, RU-486, Abb. 50¢)) ist '**. Dies wurde durch die
von Wilkinson et al. publizierten Daten fiir Fulvestrant (60) bestétigt, wobei eine partial
agonistische Aktivitit am ERo im subnanomolaren Bereich und MR im niedrigen mi-
kromolaren Bereich und eine antagonistische Aktivitit am ERB im subnanomolaren
Bereich, am GR und PR im submikromolaren Bereich beschrieben wurde 42 Wahr-
scheinlich spielt die antagonistische Wirkung am GR und PR bei der Herrunterregulati-
on von AR- und PSA-mRNA durch das Antidstrogen Fulvestrant ebenfalls eine Rolle.
Bei dem Versuch die Rolle der Ostrogene und des ERP in der Prostataphysiologie auf-
zukldren, fanden Takahashi et al. heraus, dass der proliferative Effekt von E2 (4) auf
LNCaP-Zellen mit einer Induktion einiger androgenresponsiver Gene (ARG) korrelierte
1% Interessanterweise sprachen aber nicht alle ARG auf die E2-Behandlung an. Der E2-
vermittelte Effekt konnte durch ERB-siRNA inibiert werden. Takahashi et al. postulie-
ren fiir das durch E2 (4) stimulierte Wachstum einen ER[-abhidngigen, AR-abhidngigen
und ERK-verwandten Signalweg. Interessanterweise konnten filir das Phytoostrogen
Tectorigenin gegensitzliche Effekte beobachtet werden. Die Behandlung von LNCaP-
Zellen fiihrte bei Stettner et al. zu einer vermehrten Expression von ER, was nachweis-
lich mit einer Repression einiger ARG, wie z.B. PSA, korrelierte . Diese unterschied-
lichen Effekte von Liganden des ER konnen auf abweichende Kulturbedingungen zu-
riickzufiihren sein. So wurde bei Takahashi et al. vor und wéhrend des Assays ADFKS-
Medium verwendet, bei Stettner et al. aber Medium mit 10 % FKS. Unabhéingig davon
wurde aber in beiden Arbeitsgruppen der ER[ als bedeutendes Regulativ des AR-
vermittelten Signalweges identifiziert. Phytodstrogene verstirken den Tumorsuppres-

sor-Effekt des ERP und besitzen eine antiandrogene Komponente.

Zusammenfassend lésst sich sagen, dass steroidale Ostrogene ihre proliferative Wirkung
an LNCaP-Zellen iiber einen komplizierten und noch nicht vollstindig aufgekléarten
Mechanismus ausiiben, der aber im Wesentlichen sowohl vom ERJ als auch vom AR
abhéingt. In PC-3-Zellen wird ein apoptotischer Einfluss von E2 (4) beschrieben und
PC-3-Zellen besitzen im Gegensatz zu LNCaP-Zellen einen ERa '® und einen GR '*,
aber keinen AR. Antiostrogene wie Fulvestrant (60) reduzieren bei gleichzeitiger Gabe
von Androgenen das Zellwachstum von LNCaP-Zellen. Sie reduzieren die AR-mRNA-
Expression, den AR-Proteingehalt und die PSA-mRNA-Expression. Vermutlich wird
durch die von Takahashi et al. publizierten Ergebnisse eine Wirkung von Fulvestrant
(60) iiber den ERPund andere Signalwege, wie den AR-abhingigen und ERK-
verwandten Signalweg erfolgen. Zu beachten ist aber noch die Wirkung von Fulvestrant
(60) auf den GR und PR, die im Zusammenhang mit den E2-antagonisierenden Wachs-
tumseffekten von Fulvestrant (60) noch nicht untersucht worden ist. Es gibt aber Hin-
weise, wie die von Wilkinson et al. publizierten Aktivititen von Fulvestrant (60) und E2
(4) an dem GR und PR '** die auf eine Beteiligung einer der beiden Rezeptoren an dem
oben beschriebenen Effekt schlielen lassen.
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3.3.1.7 Zusammenfassung

Der Proliferationsassay wurde etabliert und dient der schnellen und kostengiinstigen
Testung sowohl von Reinsubstanzen, als auch von Pflanzen- und Pilzextrakten bzw.
Fraktionen dieser Extrakte auf eine androgene oder antiandrogene Wirkung. Dazu wur-
den androgenabhingig wachsende LNCaP-Zellen und androgenunabhéngig wachsende
PC-3-Zellen verwendet. Gleichzeitig erfasst man allgemeine zytotoxische bzw. antipro-
liferative Effkte von Substanzen, Extrakten und Fraktionen. Durch die Mutation in der
Ligandenbindungsdoméne des Androgenrezeptors (T877A) in den LNCaP-Zellen ist es
allerdings nicht moglich zwischen potentiell antiandrogen und potentiell androgen wirk-
samen Substanzen zu unterscheiden, sondern dies muss in nachfolgenden Experimenten
bestimmt werden. Ebenfalls binden Liganden des Ostrogenrezeptors und der anderen
Steroidhormonrezeptoren an den mutierten AR. In héheren Konzentrationen haben aber
Ostrogene und Glukokortikoide eine zytotoxische Wirkung auf PC-3-Zellen, und k&n-
nen auf diesem Wege demaskiert werden. Unspezifische zytotoxische Effekte konnen
durch den Vergleich von LNCaP- und PC-3-Zellen festgestellt werden. Diese mogli-
chen Effekte, die wihrend des Zellproliferationsassays beobachtet wurden, sind in Tab.
16 aufgelistet.

Tabelle 16: Mogliche Effekte am Zellproliferationsassay

LNCaP + T LNCaP PC-3 Effekt
(2) 1 nM
— — — Kein Effekt
1 1 — Effekt am mutierten AR
Unspezifische Proliferationseffekte oder reduzierender
f f f Einfluss auf das XTT Reagenz
! — — antiandrogener Effekt mit potentieller Wirkung am AR
l l l allgemeiner zytotoxischer Effekt
1 T ! Effekt vermittelt durch 6strogenartig bzw. glukokorti-
koidartig wirkende Substanzen
1 1 1 antiandrogener Effekt, iberlagert durch XTT Interaktion

— kein statistisch signifikanter Effekt
0 Zellproliferationssteigerung

l Zellproliferationsminderung

Insgesamt sind die Ergebnisse des Zellproliferationsassays mit Vorsicht zu interpretie-
ren. Sie liefern nur Aussagen, ob ein allgemeiner zytotoxischer Effekt oder eine Modu-
lation der hormonellen Signalwege vorliegt. Es kdnnen aber auch andere regulatorische
Einfliisse beteiligt sein. Deshalb miissen Substanzen und Extrakte bzw. Fraktionen, de-
ren Wirkung auf einen Eingriff in das hormonelle System der Zellen schlieen lassen, in
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nachfolgenden Tests wie Rezeptorbindungsassays und Expressionsassays auf ihre Akti-
vitdt am Androgenrezeptor liberpriift werden.

Vorteilhaft an diesem Zellsystem ist die Vielfalt an zusétzlichen Informationen, die man
durch sorgfiltige Interpretation der erhaltenen Daten gewinnen kann, denn das LNCaP-
Zellmodell ist eines der meistuntersuchten Prostatakrebsmodelle. So bieten sich aus den
erhaltenen Daten neue Moglichkeiten fiir weiterfilhrende Forschungsansitze.

3.3.2 Potentielle androgene Effekte

Die zu testenden Reinsubstanzen wurden als Eingangstest in zwei Konzentrationen, 10
nM und 10 pM gleichzeitig an LNCaP- und PC-3-Zellen getestet. In den nachfolgenden
Wertetabellen ist die prozentuale Proliferation im Vergleich zur DMSO-Kontrolle mit
thren Standardabweichungen dargestellt. Hellgrau hinterlegte Felder sind signifikante
Proliferationsdnderungen mit einem o = 5 % und dunkelgrau hinterlegte Felder sind
hochsignifikante Proliferationsdnderungen mit einem o = 1 %. Weille Felder zeigen
nicht statistisch signifikante Anderungen. Die so fiir die Standardsubstanzen ermittelten
Werte sind in Tab. 17 dargestellt.

Tabelle 17: Prozentuale Proliferationssteigerung der LNCaP-Zellen durch Standardsubstanzen

LNCaP-Proliferation % PC-3- Proliferation %
Substanz
10 nM 10uM 10 nM 10uM
DHT (1) 142 +£ 27 273 £43 15+16 15+15
Testosteron (2) 241 £ 18 253 +11 18+1 7+2
R1881 (9) 140+ 11 n.b. 17 £8 n.b.
Cyproteronacetat (6) 28+ 7 101 £ 16 10£5 13+£2
170-Ostradiol (59) 6+4 75 £+ 20 1+3 -12+4
17B-Ostradiol (4) 155 +20 220+ 43 17 £8 -10+7
Finasterid (58) 4+6 8+11 19+12 10+ 12
Bicalutamid (30) 4+13 -6+4 7+4 5+6

3.3.2.1 Reinsubstanzen

Von den insgesamt 147 getesteten Substanzen wurden 35 Substanzen mit einer prolife-
rationssteigernden Wirkung auf LNCaP-Zellen gefunden. Davon zeigten 17 Substanzen
eine statistisch hochsignifikante (o = 1 %) proliferationssteigernde Wirkung auf die
LNCaP-Zellen, die in Tabelle 18 aufgelistet sind. In Tabelle 19 finden sich 14 Substan-
zen mit einer statistisch signifikanten (oo = 5 %) Proliferationssteigerung der LNCaP-
Zellen, wihrend die Tabelle 20 alle Substanzen enthélt, die eine Proliferationssteigerung
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der LNCaP- und PC-3-Zellen bewirken. Insbesondere die Strukturen der Substanzen
MAD994 (67), MAD998 (68) und MAD925 (69) aus Tabelle 20 konnen aufgrund ihrer
Hydrochinon-haltigen Struktur eine Reduzierung des XTT-Reagenzes bewirken. Die
vier Substanzen aus Tabelle 20 zeigen aber eine ca. dreimal stirkere Proliferation der
LNCaP-, als der PC-3-Zellen, so dass die Ursache hier eventuell zuséitzlich zu der redu-
zierenden Wirkung auf das XTT Reagenz ein hormonaler Effekt sein konnte.

Von diesen potentiellen Androgenrezeptorbindern aus Tabelle 18 und 19 gibt es 11
Substanzen, die eine statistisch (hoch)signifikante Verminderung der Zellzahl der PC-3-
Zellen bewirken. Das deutet auf eine Interaktion mit anderen Steroidhormonrezeptoren
hin.

Alle Substanzen sind mit Namen bzw. der internen Substanzbezeichnung der IPB-
Substanzdatenbank (3LC) und, soweit vorhanden, ihrer dazugehorigen Molekiil-
Identititsnummer (MolID) angegeben. Die entsprechenden Strukturformeln befinden
sich in Teil A des Anhangs.

Tabelle 18: Substanzen mit statistisch hochsignifikanter LNCaP-Zellproliferationssteigerung mit vermin-
derter bzw. keiner signifikanten Proliferation der PC-3-Zellen

Substanz LNCaP-Proliferation % PC-3- Proliferation %
Name bzw. 3LC MolID 10 nM 10uM 10 nM 10uM
B-Sitosterol (57) - 33+34 1+12 31x8
QDM255 (70) 2669 30+7 17+6 8+3
QDM276 (71) 2670 -1+11 4+38
Stigmasterol (56) - 12+8 3+6
24 Epicastasteron (72) - - 8 +3 6+4 6+5
MAD919 (73) 2113 28+7 752
MAD968 (74) 1594 ﬂ: 33+ 13 8+4
Trisepicastasteron-
tetraaietat (75) 16=10 S=l4 -
ZAC000 (76) 1266 18+ 10 -7+7 6+8
QDM101 (77) 3114 S2+14 S14+8 -
QDM103 (78) 3115 -3+4 17+ 10
QDM376 (79) 3118 11+4 20+5 S11+22
QDM441 (80) 3122 -10+6 -5+29 -
DRTI173 (81) 5084 -8+5 -17+7
ZAB000 (82) 496 - 39 +£57 -33+55
ZAC000 (83) 1482 -88%2 882
ZAC000 (84) 1286 -12+16 -29+38 2209
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Tabelle 19: Substanzen mit statistisch signifikanter LNCaP-Zellproliferationssteigerung mit verminderter
bzw. keiner signifikanten Proliferation der PC-3-Zellen

Substanz LNCaP-Proliferation % PC-3- Proliferation %
Name bzw. 3LC MolID 10 nM 10uM 10 nM 10uM
QDM520 (85) 2671 71 £ 15 137 £ 51 1516 6+20
QDM438 (86) 2673 28+ 15 48+ 9 7+4 14+4
24-Epibrassinolid (87) - 9+5 10+£3 6+3 4+11
24-Epiteasteron (88) - 11+1 206 10+ 8 -23+9
MAD970 (89) 1592 14+ 6 13+7 36+5 -14+5
MAD980 (90) 1587 20+ 10 -18+7 38+ 10 18+ 13
DBCO051 (91) 1569 -15+6 163 34+ 19 41£20
QDM100 (92) 3113 -7+4 13£5 -1+£25 -16+13
QDM407 (93) 3119 -4+6 13+£4 4+9 -33+15
QDM494 (94) 3125 6+10 17+9 24 + 8 -5+£8
XSA108 (95) 2400 3+9 20+ 5 1+13 3+13
DFK043 (96) 966 13+£20 35+ 10 -15+4 6+3
DBCO032 (97) 1742 -31+31 51+13 -55+11 -53+7
GUG333 (98) 3321 -38+£25 40+ 8 -56+9 -59+4

Tabelle 20: Substanzen mit hochsignifikanter Proliferationssteigerung der LNCaP-Zellen und gleichzeiti-
ger Proliferationssteigerung der PC-3-Zellen

Substanz LNCaP-Proliferation % PC-3- Proliferation %
Name bzw. 3LC MolID 10 nM 10 uM 10 nM 10 uM
QDM458 (99) 2672 27+7 34+6 -0,3+5 14+3
MAD994 (67) 1800 04=£5 141 £6 1+4 29+4
MAD998 (68) 1801 15+4 86+ 6 22+7 33+6
MAD925 (69) 1795 18+3 110+ 16 27+9 30+ 5

3.3.2.2QDM276, QDM255 und B-Sitosterol

Von den 35 potentiellen Androgenrezeptorbindern aus den Tabellen 18, 19 und 20 sind
29 Substanzen im Androgenrezeptorbindungsassay (Kapitel 3.4.2) auf Bindung am An-
drogenrezeptor iiberpriift worden. Davon haben sich gute bis sehr gute Bindungseigen-
schaften fiir QDM276 (71), QDM255 (70) und B-Sitosterol (57) bestitigen lassen. Von
diesen drei Bindern wurden die ECsy-Werte der LNCaP-Zellproliferation bestimmt.
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Abbildung 51: QDM276 [17p-Hydroxy-19-norandrost-4,9-dien-3-on-7a-carboxymethylester] (71)
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Abbildung 52: QDM255 [17B-Hydroxy-19-norandrost-4,9-dien-3-on-7a-carbonséure] (70)

Abbildung 53: B-Sitosterol (57)

Aus den Werten der Tabelle 21 ist ersichtlich, dass QDM276 (71) die stérkste
Proliferationssteigerung bei der kleinsten Konzentration hervorrufen kann. Die
Proliferation steigt tiberméBig sogar bis auf 380 % an. Der ECsp mit einem Wert von 2,5
nM ist vergleichbar mit den Werten von Testosteron (2) oder 17B-Ostradiol (4). Der
Hillslope von anndhernd 1,0 deutet auf eine einfache kompetitive Bindung an eine
Bindestelle hin, die diesen Effekt auslost und schlieBBt Assayartefakte aus. Die ECs-
Werte von QDM255 (70) und B-Sitosterol (57) unterliegen stiarkeren Schwankungen, so
dass beide als méBig stark, mit einem ECsp-Wert im hdheren nanomolaren Bereich
eingestuft werden konnen. QDM255 (70) weist eine maximale Proliferation auf, die mit
den Werten von DHT (1) und Testosteron (2) vergleichbar ist. Auffillig ist hier jedoch
der sehr grof3e Betrag des Hillslopes, der auf Assayartefakte hindeutet. Die Verbindung
B-Sitosterol (57) zeigt verglichen mit den Standardsubstanzen eine relativ geringe
maximale Proliferation von nur 191 %, aber einen unauffilligen Hillslope.
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Tabelle 21: ECs5o-Werte und LNCaP-Zellproliferationsparameter fiir QDM276 (71), QDM255 (70) und
B-Sitosterol (57)

Substanz Min (%) Max (%) ECso (NM) Hillslope (nM)
QDM276 (71) 109 £ 12 380 + 12 2,49 + 0,84 -0,9+0,2
QDM255 (70) 132+5 275+7 99,00 +19,35 8,8+94
B-Sitosterol (57) 109 20 192 +27 35,02 65,69 -1,0£1,5

3.3.2.3 Extrakte und Fraktionen

Alle Extrakte und Fraktionen sind in einer Eingangskonzentration von 25 pg/ml an
LNCaP- und PC-3-Zellen getestet worden. Eine Reduktion des Testaufwandes durch
Beschrinkung der Testung auf Rohextrakte ist leider nicht moglich gewesen, wie sich
an den Daten von Salvia miltiorrhiza verdeutlichen ldsst (Abb. 54). Die Rohextrakte
(der MTBE-EtOH-Extrakt BOC251 SMI 3R, der MeOH-Extrakt BOC251 SMI 4R)
zeigen eine deutlich niedrigere LNCaP-Zellproliferation als einige Fraktionen dieser
Extrakte. Dieser Effekt kommt durch die als zytotoxisch bekannten Hexanfraktionen
BOC251 SMI 1H und 2H zustande. Sie enthalten die lipophilen Tanshinone, iiber deren
zytotoxische Wirkung gegeniiber humanen Krebszelllinien in der Literatur berichtet
worden ist '°”1%. Bei alleiniger Testung der Rohextrakte wire z. B. der proliferations-
steigernde Effekt der Fraktion BOC251 SMI 1E unentdeckt geblieben.
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Abbildung 54: LNCaP-Zellproliferation unter Einfluss von Salvia-miltiorrhiza-Fraktionen
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Von den 23 préparierten Organismen zeigten die Fraktionen von 17 Organismen eine
statistisch signifikante Proliferationssteigerung. Allerdings wiesen auffallig viele Frak-
tionen eine gleichzeitig verminderte Zellproliferation bei den PC-3-Zellen auf (Tab. 23).
Das ist ein Indiz dafiir, dass viele Fraktionen der pflanzlichen Extrakte Substanzen
beinhalten, die mit anderen Steroidhormonrezeptoren wie z. B. dem Ostrogenrezeptor
oder dem Glukokortikoidrezeptor interagieren oder gleichzeitg zytotoxische Kompo-
nenten enthalten. Die Fraktionen mit der stidrksten LNCaP-Proliferationssteigerung sind
in Tabelle 22 und in Abbildung 55 dargestellt.

Tabelle 22: Fraktionen mit der stirksten LNCaP-Proliferationssteigerung

Fraktionsbezeichnung Pflanze Fraktion
BOC270 CBA 2A Cibotium barometz Acetonfraktion
BOC270 CBA 4R Cibotium barometz Rohextrakt (methanolisch)
BOC267 HCH 1H Heteropterys chrysophylla Hexanfraktion
BOC370 TRG H Trimeria grandifolia Hexanfraktion
BOC370 TRG E Trimeria grandifolia Ethylacetatfraktion
BOC370 TRG EtOH Trimeria grandifolia Rohextrakt (ethanolisch)
BOC378 TRE E Trichilia emetica Ethylacetatfraktion
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Abbildung 55: Fraktionen mit der starksten LNCaP-Proliferationssteigerung
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Die Fraktionen der kenianischen Pflanzen Trimeria grandifolia (Hexanfraktion
BOC370 TRG H, Ethylacetatfraktion BOC370 TRG E) und Trichilia emetica (Ethyl-
acetatfraktion BOC370 TRE E) weisen zwar hohe LNCaP-Proliferationswerte ohne
grofle Schwankungen auf, aber leider war fiir die weitergehende Analyse nicht ausrei-
chend Pflanzenmaterial vorhanden. Die Proliferationswerte von Heteropterys chry-
sophylla (Hexanfraktion BOC267 HCH 1H) waren sehr starken Schwankungen unter-
worfen. Mit zunehmender Anzahl von Versuchen, nahmen die Proliferationswerte ab.
Eventuell fand hier mit der Zeit ein Zersetzungsprozess statt. Fiir die weitere Bearbei-
tung wurde Cibotium barometz ausgewéhlt, da die Werte fiir die zwei Fraktionen aus-
reichend stabile und konzentrationsabhéngige Ergebnisse lieferten und ausreichendes
Material fiir die fortfiihrende Analytik zur Verfiigung stand (Fraktionierungsschema
siche Anhang Teil F, Abb. §2).

Tabelle 23: Extrakte und Fraktionen mit statistisch signifikanter Proliferationssteigerung der LNCaP-
Zellen und nicht signifikantem Effekt an PC-3-Zellen bzw. mit vermindertem Wachstum der PC-3-Zellen

Proliferation %

Organismus Fraktion
LNCaP PC-3
Aglaia gigantea LAWS39 H 8=l -803
LAWS539 M 207 -17+14
Artemisia afra BOC377 ARA H 58 +£40
BOC377 ARA A
BOC377 ARAM -2+6
Bumelia sartorum 500 pg/ml _
100 pg/ml 18+ 6
Carthamus tinctorius BOC245 1H 16 £ 18 1£10
BOC245 1E -4£12
BOC245 1A -12+£15
BOC245 2A 9+38

Cibotium barometz

BOC270 CBA 1E
BOC270 CBA 1A
BOC270 CBA IM

-20+21

BOC270 CBA 2H -21+26
BOC270 CBA 2A 4+11
BOC270 CBA 2M -8+9
BOC270 CBA 3R

BOC270 CBA 4R -6+10
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Cortinarius brunneus BOC275 CBR 1H 35+24 9+12
Cyrtomium falcatum BOC269 CFA 1M 13+3 62x2
Excoecaria bussei BOC371 EXBH 77 + 36 n.b.

BOC371 EXB A n.b.

BOC373 EXB EtOH -32+33
Heteropterys chrysophylla ~ BOC267 HCH 1H PRES3 T -26+34

BOC267 HCH 1E 10£7 -23+13

BOC267 HCH 1A L29%10 | -21+13
Monanthotaxis buchananii ~ BOC375 MOB A PeEiy -10+4
Polygonum multiflorum BOC268 PMU 1E -15+12

BOC268 PMU 1A 32s3

BOC268 PMU 2A 26+ 13 -5+10

BOC268 PMU 3R 14+5 -62+9
Salvia miltiorrhiza BOC251 SMI 1E

BOC251 SMI 1A

BOC251 SMI 2E 33+61

BOC251 SMI 2A 13+ 14 -13+17

Suregada zanzibariensis BOC374 SUZE
BOC374 SUZ A
Teclea nobilis BOC377 TEN E [Fae=3T [Eesas T
BOC377 TEN A 45+ 11 -12+£22
Trichilia emetica BOC378 TRE E P8asor 0 7+11
Trimeria grandifolia BOC370 TRG H 105 +25 17+3
BOC370 TRG E -11+11
BOC370 TRG A ECET
BOC370 TRG EtOH -2+2
Turraea cornucopia BOC371 TUC H 3717
BOC371 TUC A 24+ 11
BOC371 TUCM 17+5
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3.3.2.4 Cibotium barometz

Fiir die nachfolgende Analytik wurde ein methanolischer Rohextrakt von Cibotium ba-
rometz aus Vietnam verwendet. Der mittels Gradientenextrographie fraktionierte me-
thanolische Extrakt (Fraktionierungsschema sieche Anhang Teil F, Abb. 84, mittlerer
Teil) zeigte vergleichbare Proliferationswerte wie die Extrakte und Fraktionen der Ori-
ginalpflanzenprobe. Alle Proben dieses Extraktes sind mit dem Probennamen LAWS540
versehen worden. Der Ethylacetat- und Methanolextrakt der LAW540-Proben zeigte
keine Proliferationsminderung bei den PC-3-Zellen.

Wie in Abbildung 56 sichtbar wird, l4sst sich die proliferationssteigernde Wirkung des
LAWS540-Extraktes durch Bicalutamid (30) und durch Fulvestrant (60) inhibieren. Dies
deutet auf eine Aktivierung des mutierten AR in LNCaP-Zellen hin. Eine 6strogen- oder
glukokortikoidartige Wirkung ist unwahrscheinlich, da keine statistisch signifikante
Verringerung der PC-3-Zellzahl gemessen werden konnte. Bei gleichzeitiger Gabe von
Testosteron (2) 1nM ist allerdings keine Verminderung der durch Testosteron (2) stimu-
lierten Proliferation durch LAWS540 zu beobachten. Eine antiandrogene Wirkung am
mutierten AR in LNCaP-Zellen ist somit auszuschlieBen. Insgesamt deuten die LNCaP-
und PC-3-Zellproliferationsdaten auf ein Eingreifen in die hormonellen Signalwege der
LNCaP-Zellen hin. Eine eindeutige Aussage, ob die Inhaltsstoffe dieses Extraktes am
Androgenrezeptor binden, ist nicht mdglich. Durch weiterfilhrende Untersuchungen,
wie z. B. die Expression androgenabhingiger Gene konnen aussagekriftigere Ergebnis-
se erhalten werden (Kap. 3.5).

250 -
200 - '1[
150 -

100 A

Zellwachstum (%)

50 -

HE Testosteron 1 nM

1 DMSO

[ LAWS540 25 pg/ml

LAWS540 + Bicalutamid 1 pM
I LAW540 + Testosteron 1 nM
Wz LAW 540 + Fulvestrant 1 uM

Abbildung 56: Wirkung von Bicalutamid (30), Fulvestrant (60) und Testosteron (2) auf die durch
LAWS540 vermittelte LNCaP-Zellproliferation
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Um die proliferative Wirkung des Extraktes LAWS540 stirker auf bestimmte Fraktionen
eingrenzen zu konnen, wurde der methanolische Extrakt LAWS540 mittels HPLC an
einer RP18-Sdule mit einem Acetonitril/Wasser-Gradienten prédparativ getrennt, um zu
sehen, in welchem Polarititsbereich die proliferationssteigernden Fraktionen liegen
(Abb. 57). Es wurden 17 Fraktionen LAWS540-1 bis LAW540-17 gewonnen (Fraktio-
nierungsschema sieche Anhang Teil F, Abb. 83). Die polareren Fraktionen LAWS540-3
bis LAW540-6 zeigen eine sehr starke proliferationsfordernde Wirkung, die teilweise
sogar iiber der von 1 nM Testosteron (2) liegt. Im unpolareren Bereich ist nach Fraktio-
nen ohne Aktivitdt wieder ein proliferativer, aber schwicherer Effekt von fiinf Fraktio-
nen LAWS540-11 bis LAW540-15 zu finden. Davon zeigen aber nur die Fraktionen
LAWS540-11, LAWS540-14 und LAWS540-15 eine statistische Signifikanz. Die Wirkung
erstreckt sich iiber zwei Polaritdtsbereiche. Das deutet auf eine Substanzklasse hin, die
eventuell als Konjugat mit anderen niedermolekularen Substanzen, wie z. B. Zuckern,
vorkommt. Die Aktivitdt zieht sich auch jeweils liber mehrere aneinandergrenzende
Fraktionen. Das bedeutet, dass es viele dhnliche Molekiile gibt, die sich so nicht ausrei-
chend trennen lassen.
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Abbildung 57: Einfluss der LAW540-HPLC-Fraktionen auf das LNCaP-Wachstum

Die HPLC-Fraktion LAW540-5 des LAW540-Extraktes zeigt die stirkste proliferative
Wirkung. Durch DC-Analytik wurde festgestellt, dass sich die Komponenten der aceto-
nischen Fraktion LAW540 A und der Ethylacetatfraktion LAWS540 E verglichen mit
der HPLC-Fraktion LAW540-5 sehr dhneln. Diese wurden vereinigt und 1 Gramm die-
ser Probe der Saulenchromatographie mittels Sephadex LH20 unterzogen (Fraktionie-
rungsschema siehe Anhang Teil F, Abb. 84).
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Die so erhaltenen Fraktionen wurden am Proliferationsassay getestet. In Abbildung 58
ist ersichtlich, dass die Fraktionen BOC414 242 380, BOC414 381 480,
BOC414 481 540 und BOC414 541 660 eine starke und signifikante proliferations-
steigernde Wirkung an den LNCaP-Zellen haben. Von diesen vier Fraktionen weist nur
BOC414 381 480 eine Reduktion der PC-3-Zellproliferation auf. Die proliferations-
steigernde Wirkung nimmt mit abnehmender MolekiilgroBBe zu, denn diese werden in
dem vernetzten Dextrangel zuletzt von der Sdule eluiert. Nur die letzte Fraktion zeigt
eine Abnahme der proliferierenden, aber immer noch statistisch signifikanten Wirkung.
Diese interessanten letzten vier Fraktionen zeigen mit abnehmender Molekiilgro3e der
Fraktionsbestandteile eine zunehmende Verringerung des additiven proliferativen Ef-
fektes von durch Testosteron (2) stimulierten LNCaP-Zellen (Abb. 59). Nur die letzte
Fraktion BOC414 541 660 zeigt eine statistisch signifikante Verringerung des Zell-
wachstums von durch Testosteron (2) stimulierten LNCaP-Zellen im Vergleich zur Te-
stosteron-Kontrolle. Diese Fraktion ist hinsichtlich ihrer potentiellen antiandrogenen
Wirkung interessant.
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Abbildung 58: LNCaP- und PC-3-Zellproliferationswerte der LAW540-Fraktionen nach Séulenchroma-
tographie
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Abbildung 59: Einfluss der LAW540-Saulenchromatographiefraktionen auf durch Testosteron (2)
stimulierte LNCaP-Zellen

Vergleich mit der Wirkung von Cibotium regale- und Cibotium schiedei-Extrakten

Cibotium barometz (chin.: Gou Ji; engl.: Scythian Lamb, golden chicken fern, wolly
fern) ist in Siidostasien beheimatet (Abb. 60). Das Rhizom dieses Baumfarnes wird in
der traditionellen chinesischen Medizin zur Unterstiitzung bei der Heilung von Knochen
und Gelenken, bei Beschwerden des Riickens und des Knies, gegen Inkontinenz und

- - 169
Scheidenausfluss eingesetzt .

Abbildung 60: Junger Baumfarn, Cibotium barometz
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Um zu iiberpriifen, ob andere Baumfarne derselben Gattung eine dhnliche Wirkung an
den LNCaP- und PC-3-Zellen aufweisen, wurden Extrakte von den Rhizomen der in
Stidamerika beheimateten Spezies Cibotium regale (Abb. 61a)) und Cibotium schiedei
(Abb. 61b)) hergestellt, fraktioniert und im Zellproliferationsassay getestet.

a) b)

Abbildung 61: Rhizome von a) Cibotium regale und b) Cibotium schiedei

Die Fraktionen dieser zwei Cibotium-Arten zeigen bis auf die methanolischen Fraktio-
nen, verglichen mit den Cibotium-barometz-Fraktionen, ein dhnliches Verhalten (Abb.
62).
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Abbildung 62: Vergleich der Wirkungen der C. barometz-, C. regale- und C. schiedei-Fraktionen auf die
LNCaP-Zellproliferation
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Die Hexan-, Ethlyacetat- und Acetonfraktion des C.-regale-Extraktes stimulieren die
LNCaP-Zellproliferation stiarker als die entsprechenden Fraktionen des C.-barometz-
Extraktes. Auffillig ist, dass die methanolischen Fraktionen sowohl des MTBE/EtOH-
Extraktes (1M) als auch des MeOH-Extraktes (2M) von C. barometz eine proliferati-
onssteigernde Wirkung aufweisen, wiahrend die entsprechenden Fraktionen von C. rega-
le und C. schiedei eine mehr oder weniger deutliche Zellzahlverminderung bewirken.
Ein Vorkommen zytotoxischer Komponenten ist in den C.-regale- und C.-schiedei-
Fraktionen zu vermuten, da auch bei den PC-3-Zellen eine deutliche Verminderung der
Zellzahl bei diesen Fraktionen eingetreten ist. Tatsdchlich wird dies auch in einer Publi-
kation von Creasey aus dem Jahre 1969 fiir Cibotium schiedei bestitigt '”°. Die wissrige
Fraktion des methanolischen Extraktes der Blatter von Cibotium schiedei inhibierte in
einem in-vivo-Versuch das Wachstum von Tumoren in Mausen. Leider ist eine struktu-
relle Aufklarung der dafiir verantwortlichen Substanz nicht erfolgt. Fiir Cibotium regale
und Cibotium barometz ist keine Antitumoraktivitdt in der Literatur dokumentiert. Ex-
trakte der Blétter von Cibotium barometz weisen eine antioxidative und antibakterielle
Wirkung auf '”'. Eine antioxidative Wirkung des Extraktes des Rhizomes von Cibotium
barometz wird auch bei Ryu et al. beschrieben '’
auf das verstirkte Vorkommen von Polyphenolen in verholzten Pflanzenteilen, wie ei-
nem Rhizom. Ein Extrakt des Rhizoms von Cibotium barometz bewirkt laut Li et al.
auBerdem eine Verbesserung der FlieBeigenschaften des Blutes bei Méusen mit adju-

. Zurickzufiihren ist dies sicherlich

vanter Arthritis '”*. Uber eine genaue Aufklirung des Mechanismus, die Art der Appli-
kation oder die verantwortliche chemische Substanz wird allerdings nicht berichtet.
Uber Wirkungen von Cibotium-Extrakten an Prostatakrebszellen ist in der Literatur
nichts dokumentiert. Von Murakami et al. wurden die Pterosinderivate Onitin (100), die
Glykoside Onitin-2"-O-f-D-glukosid (101) und Onitin-2"-O-B-D-allosid (102) , sowie
Pterosin R (103) aus den oberen Pflanzenteilen von Cibotium barometz isoliert und cha-
rakterisiert '"*. Aus den Wurzeln von Cibotium barometz wurden von Kim et al. eben-
falls das Pterosinderivat Onitin (100), das B-Sitosterolglucosid Daucosterol (104) und
Shinbarometin (105, Abb. 63) als Inhaltsstoffe isoliert ' . Shinbarometin (105) fordert
die neuronale Regeneration an mit Nogo-A induzierten Neuroblastomazellen.
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Abbildung 63: Shinbarometin (105)
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Es wurden auflerdem die Protocatechusdure (106), 5-Hydroxymethyl-2-furancarbox-
aldehyd (107), B-Sitosterol (57), Stearinsdure (40) und Kaffeesdure (108) als In-
haltsstoffe des Cibotium-barometz-Rhizomes identifiziert '’*'"’

Die Ethylacetatfraktion LAW540 E wurde mittels praparativer Umkehrphasenchroma-
tographie fraktioniert (ACN/H,O, 5 %—60 %, 20 min). Als Hauptinhaltsstoff von
LAWS540 E konnte aus der Fraktion LAW540 E11 die Verbindung Onitin (100, Abb.
64) isoliert werden (Fraktionierungsschema siche Anhang Teil F, Abb. 85).

HO
O

OH

Abbildung 64: Onitin (100)

Zur Identifizierung der Substanz wurden die 'H-NMR-Spektroskopie und die hochauf-
l6sende Massenspektrometrie herangezogen (siche Anhang Teil E). Onitin (100) wurde
im Androgenrezeptor-Fluoreszenzpolarisationsbindungsassay getestet. Leider wurde die
Totalintensitdt wahrend des Assays durch Onitin (100) veréndert, so dass eine Aussage
iiber die Bindungsfihigkeit von Onitin (100) an den Androgenrezeptor nicht getroffen
werden kann.

3.3.3 Potentielle antiandrogene Effekte

Potentielle antiandrogene Effekte lassen sich durch eine verminderte Zellproliferation
der durch Testosteron (2) stimulierten LNCaP-Zellen feststellen. Die PC-3-
Zellproliferation sollte dabei unbeeinflusst bleiben. Dieser antiandrogene Effekt kann
sowohl auf eine kompetitive Inhibierung der Ligandenbindungsdomine des mutierten
AR, eine Hemmung von Enzymen, die im Steroidmetabolismus eine Rolle spielen, der
Herunterregulation von AR-mRNA oder einer gechemmten Translokation des Ligand-
AR-Komplexes zuriickzufiihren sein. Eine Beteiligung der AR-Bindung als Ursache
dieser Wirkung kann nachfolgend durch den AR-Bindungsassay festgestellt werden.

3.3.3.1 Reinsubstanzen

In Tabelle 24 sind alle 21 Substanzen, die einen statistisch hochsignifikanten potentiell
antiandrogenen Effekt an den LNCaP-Zellen zeigen, aufgelistet. Sie enthélt die Prolife-
rationswerte der Substanzen bei einer Konzentration von 10 puM.
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Tabelle 24: Substanzen mit verminderter LNCaP-Zellproliferation wahrend Testosteronzugabe 1nM

Substanz Proliferation (%)
AR Aktivitdt
Name bzw. 3LC MolID LNCaP PC-3
MAD969 (109) 1593 -30+18 17+4 k.A.
MAD®955 (110) 1790 -25+4 8+8 78 +4 %
MAD?952 (111) 1789 -83+4 69+7 22+ 11 uM
MAD?958 (112) 1786 -97+7 103 +4 s.A.
MAD961 (113) 1781 -22+9 9+2 k.A.
MAD968 (74) 1594 -146+5 8+4 s.A.
MAD980 (90) 1587 -58+9 18+13 66+21 %
QDM237 (114) 2668 -56+ 14 26+8 S.A.
TPT094 (115) 1988 -18+5 25+6 k.A.
TPT095 (116) 1990 -92+ 14 25+8 S.A.
TPT097 (117) 1992 -17+12 449 s.A.
TPT100 (118) 1995 -41+13 20+5 S.A.
TPT101 (119) 1996 -44+5 19+5 S.A.
XSA006 (120) 1885 -19+10 10£6 k.A.
NHVO015 (121) 1124 -49+ 1 2+10 Eigenfluoreszenz
QDMS507 (122) 3126 -11+8 14+ 16 S.A.
QDMS501 (123) 3111 -35+5 65 k.A.
ZAB000 (124) 535 -2+3 100 + 24 66+ 6 %
ZAB000 (82) 496 -16+3 -33+55 s.A.
XSA164 (125) 2415 -20+3 1+13 18 +4 uM
XSA134 (126) 2573 -79+15 -90+2 4+0,5uM
Finasterid (58) -48+3 10+ 12 n.b.
Bicalutamid (30) -125+ 10 5£6 97+2%

n.b. = nicht bestimmt

k.A. = keine Aktivitit (relative prozentuale Bindungsaffinitét bei 100 uM < 10 %)

s.A. = schwache Aktivitit (relative prozentuale Bindungsaffinitit bei 100 uM < 50 %)

angegeben sind bei AR Aktivitit die relativen Bindungswerte bei 100 uM Substanzkonzentration im
Verhdltnis zur maximalen Verdringung der DHT-Positivkontrolle in % oder der IC50-Wert in uM

Aufgenommen wurden auch solche Substanzen, die eine Proliferationssteigerung der
PC-3-Zellen bewirkten, da das auf eine mogliche Interaktion mit dem XTT-Reagenz
zurlickzufiihren sein kdnnte. Diese Vermutung hat sich durch die nachfolgende Analyse
mittels AR-Bindungsassay bestétigt. Von den 21 Substanzen konnten 6 als Binder am
Androgenrezeptor bestdtigt werden (110, 111, 90, 124, 125, 126). Von diesen 6 Sub-
stanzen wiesen drei eine statistisch signifikante Proliferationssteigerung der PC-3-
Zellen auf (111, 90, 124). XSA134 (126) wurde im AR-Bindungsassay getestet, obwohl
sie eine Verminderung der PC-3-Zellzahl verursachte. Fiir XSA134 (126) war von den 6
identifizierten AR-Bindern der beste ICso-Wert nachweisbar. Bei weiterer Untersuchung
der Bindungsaktivitdt von XSA134 (126) konnte eine Kreuzreaktivitit zum ERo und
GR im submikromolaren und nanomolaren Bereich festgestellt werden (siehe Kapitel
3.4.4). Das bestitigt die Vermutung, dass Substanzen, die gleichzeitig die durch Testo-
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steron (2) stimulierte LNCaP-Zellproliferation und die PC-3-Zellproliferation inhibie-
ren, sowohl mit dem Androgenrezeptor als auch mit dem Ostrogen- bzw. Glukokorti-

koidrezeptor interagieren.

3.3.3.2 Extrakte und Fraktionen
Fiir 11 Fraktionen von 6 Organismen konnte eine Verminderung der durch Testosteron
(2) stimulierten LNCaP-Zellproliferation festgestellt werden (Tab. 25). Dabei wurden
nur die Fraktionen ausgewihlt, die keine statistisch signifikante Verminderung der

PC-3-Zellproliferation zeigten, da in Pflanzenextrakten héufig Stoffe vorkommen, die

mit dem Ostrogenrezeptor interagieren kdnnen.

Tabelle 25: Extrakte und Fraktionen mit verminderter LNCaP-Zellproliferation wiahrend Testosteronzu-

gabe 1 nM
Proliferation %
Organismus Fraktion Konzentration
LNCaP PC-3
Bumelia sartorum Wiissriger Rohextrakt 1 pg/ml -25+11 6+5
BOC356 2E 25 pg/ml -103 +26 3017
QBR007 25 pg/ml 56+ 14 3+8
Cibotium barometz LAWS540 3M 25 pg/ml 235+£2 7£9
BOC414 541 660 25 pg/ml 98 +22 1245
Cortinarius speciosissimus BOC274 CSP 3R 25 ug/ml 3247 -11£11
Cyrtomium falcatum BOC269 CFA 2E 25 pg/ml -17+4 7+12
Nephrolepis exaltata BOC263 NEX 2A 25 pg/ml -86 £ 19 27+19
BOC263 NEX 2M 25 ng/ml -71 £30 43+ 16
BOC371 TUC 4R 25 pug/ml 17+5 29+ 12
Salvia miltiorrhiza BOC251 SMI 2AH 25 pg/ml -51+34 2+31

Der wissrige Rohextrakt von Bumelia sartorum zeigte schon bei einer Konzentration

von | pg/ml eine statistisch signifikante Verminderung der durch Testosteron (2) indu-

zierten Zellproliferation und wurde deshalb néher untersucht.
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3.3.3.3 Bumelia sartorum

Bumelia sartorum, in Brasilien auch als Qixabeira bezeichnet, wird in der traditionellen
brasilianischen Medizin duflerlich als wéssriger Extrakt der Rinde gegen Mykosen ein-
gesetzt. Eine solche antifungische Aktivitit konnte fiir Bumelia sartorum aber nicht

179 und

nachgewiesen werden '®. Allerdings wurde eine hypoglykdmische Aktivitit
eine antientziindliche Aktivitit '** fiir den ethanolischen Extrakt der Rinde von Bumelia
sartorum bestatigt. Fiir polyphenolische Verbindungen, Sterole, Tocopherole und Sapo-
nine des nativen Argandls des Arganbaums Argania spinosa, der ebenfalls wie Bumelia
sartorum zur Familie der Sapotaceae gehort, ist eine antiproliferative Wirkung an den

Prostatakrebszellen DU145, LNCaP und PC-3 nachgewiesen worden '*"'*2,

Tabelle 26: Zellproliferationsdaten des wéssrigen Extraktes von Bumelia sartorum

Konzentration LNCaP PC-3
Bumelia Zellproliferation Inhibierung de? Testosteron ' '
sartorum (%) 2 Vgﬁnltt;lten Zellproliferation (%)
Zellproliferation (%)
100 ug/ml 3+4 -102+£7 -46+0,6
50 pg/ml -12+6 -126 £4 -31+£2
1 pg/ml 6+5 -25+11 -3+6
100 ng/ml -19+3 -23+11 -13+7

Die Testung und anschlieende statistische Priifung ergab eine Inhibierung der Testo-
steron (2) vermittelten Proliferation der LNCaP-Zellen (Testosteronzugabe 1 nM) (Tab.
26). Besonders deutlich wird das bei der Testkonzentration von 1 pg/ml. In hdheren
Konzentrationen wird auch das Wachstum von PC-3-Zellen gehemmt. Da hier ein Roh-
extrakt vorliegt, konnten eventuell ebenfalls vorhandene zytotoxische Substanzen oder
eine Interaktion von Substanzen mit den anderen Steroidhormonrezeptoren dafiir ver-
antwortlich sein. Die Inhibierung der durch Androgene vermittelten LNCaP-
Zellproliferation fallt insgesamt viel stdrker aus, als die Proliferationshemmung bei den
PC-3-Zellen.

Um die wirksamen Fraktionen in ihrem Polaritdtsbereich stirker einschrianken zu koén-
nen, wurden mittels praparativer HPLC die Fraktionen BOC 356 2 A bis BOC 356 2]
gewonnen (RP18, MeOH 5 % —> H20 80 %, 40 min). Das Fraktionierungsschema und
die Elutionszeiten der einzelnen Fraktionen sind im Anhang Teil F zu finden (Abb. 81).
Diese Fraktionen wurden dann der Testung am Zellproliferationsassay unterzogen (Tab.
27).



3 Ergebnisse und Diskussion 98

Tabelle 27: Zellproliferationsdaten der HPLC-Fraktionen von Bumelia sartorum

LNCaP PC-3
BOC356 2 ... ' ' Inhibier}lng der Testost§ron Zellproliferation
Zellproliferation (%) (2) vermittelten Zellprolifera- o

tion (%) (%)

A 28+9 39+22 -2+6
B 32+12 26 £ 28 13+4
C 83+ 16 20+ 36 -8£10
D 7+7 9+11 -2+9
E -22+17 - 103 £26 30+17
F -34+£27 32+25 -67+16
G -11+13 34+ 19 -22+21
H 16 £20 13+18 -3+17
I -26+10 5+£11 -7+£27
J -69+13 -36+16 26 £ 47

Die Fraktion BOC356 2 E zeigt eine proliferationshemmende Wirkung bei gleichzeiti-
ger Zugabe von Testosteron (2) 1 nM. Dies deutet auf eine antiandrogene Wirkung der
Fraktion hin, besonders da sie das Zellwachstum der PC-3-Zellen nicht statistisch signi-
fikant beeinflusst. Eine allgemeine zytotoxische Wirkung und Effekte auf andere Ste-
roidhormonrezeptoren sind hier auszuschlieBen.

Eine Steigerung der Anzahl der LNCaP-Zellen ist fiir die Fraktion BOC356 2 C nach-
weisbar. Damit enthilt diese Fraktion potentiell am Androgenrezeptor wirksame Sub-
stanzen, denn eine proliferationssteigernde Wirkung ist sowohl fiir Androgene typisch,
aufgrund der Punktmutation in der Ligandenbindungsdoméine des Androgenrezeptors in
den LNCaP-Zellen aber auch fiir manche Antiandrogene. In diesem Assay ldsst sich fiir
eine androgene bzw. antiandrogene Wirkweise dieser Fraktion keine eindeutige Aussa-
ge treffen.

Die HPLC-Fraktion BOC356 2 J schlieft sich direkt an die Fraktion BOC356 2 E an.
Vermutlich stammt ein Teil der Substanzen, der in der HPLC-Fraktion BOC356 2 J fiir
die proliferationshemmende Wirkung verantwortlich ist, aus der HPLC-Fraktion
BOC356 2 E. FEine schwache proliferationshemmende Wirkung der Fraktion
BOC356 2 ] ist auch unter Testosteroneinfluss zu beobachten, die allerdings nicht sta-
tistisch signifikant ist. Da sich diese Wirkung wieder nur auf die LNCaP- und nicht auf
die PC-3-Zellen erstreckt, ist eine allgemeine Zytotoxizitit auszuschlieBen.

Durch weiterfithrende analytische Untersuchungen haben sich Hinweise auf das Vor-
handensein von Catechinen ergeben. Da aber Proanthocyanidine und andere polypheno-
lische Verbindungen aufgrund ihrer Struktur eine prinzipielle Affinitdt zu proteinartigen
Verbindungen haben, sind sie fiir eine genauere weiterfithrende Analytik hinsichtlich
ihrer biologischen Aktivitit kritisch zu sehen.
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Um zu tberpriifen, ob sich die Aktivitdt nur auf den wissrigen Extrakt der Rinde be-
schriankt, sind weitere Extrakte und Fraktionen von unserem Kooperationspartner Pro-
fessor Kuster aus Brasilien von Bumelia sartorum im Zellproliferationsassay getestet
worden (Tab. 28).

Tabelle 28: Testung weiterer Bumelia sartorum Extrakte und Fraktionen

LNCaP PC-3
. . Inhibierung der
Bezeichnung Extrakt/Fraktion Zellproliferation Testosteroi (2) Zellproliferation
(%) vermittelten Proli- (%)
feration (%)
QBR004 Methanol-Extrakt 19+12 16 £39 -9+5
QBRO005 Hexan-Extrakt 7+7 -24+ 18 -11+11
QBRO006 Dichlormethan-Extrakt 22 +20 -17+27 -T7+5
QBRO007 Ethylacetat-Extrakt 35+17 -56+13 - 8+8
QBR008 Butanol-Extrakt 17 +24 23 +25 - 1+4
QBR009 Polymere Tannine (PPT 1) -11+£9 -25+15 -29+4
QBRO11 methanolunldsliche -5+25 -23+48 -6+4
Saponine
QBRO12 methanolldsliche Saponine 2+23 21+23 -13+£2
Testosteron (2) 100 =31 -1+£2

Eine zytotoxische Wirkung ist fiir die Fraktionen QBR009 und QBRO012 (methanollds-
liche Saponine) nachgewiesen worden. QBR009 zeigt auch bei den LNCaP-Zellen eine
Verminderung der Zellzahl, die aber statistisch nicht signifikant ist. Die Fraktion der
methanolldslichen Saponine QBRO12 zeigt ausschlieBlich bei den PC-3-Zellen eine
Verminderung der Zellzahl.

Sehr interessant ist der Ethylacetatextrakt von Bumelia sartorum QBRO007, da er cine
deutliche Verminderung der durch Testosteron (2) vermittelten Proliferation zeigt. Da er
das PC-3-Zellwachstum nicht signifikant beeinflusst spricht dies gegen eine allgemeine
zytotoxische Komponente oder eine Beteiligung anderer Steroidhormonrezeptoren. Eine
weiterfithrende Analyse des Ethylacetatextraktes bietet sich demzufolge an.

3.3.4 Zytotoxische Effekte

Als zytotoxisch wurden Substanzen bewertet, die alleine ohne Koinkubation mit Tes-
tosteron (2) sowohl bei LNCaP- als auch bei PC-3-Zellen eine statistisch signifikante
Verminderung der Zellzahl gezeigt haben.
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3.3.4.1 Reinsubstanzen

Eine statistisch hochsignifikante Zellzahlverminderung hat sich in diesem Kontext nur
fiir vier Substanzen bestétigt (Tab. 29). Als Positivkontrollen dienten der Mitosehemm-
stoff Vincristinsulfat (127) und der Topoisomerase-II-Hemmer Etoposid (128). Sowohl
Vincristinsulfat (127) als auch Etoposid (128) zeigten unter Assaybedingungen eine
bedeutend stirkere Verminderung der PC-3-Zellzahl als der LNCaP-Zellzahl. Das ist
auf die prinzipiell langsamere Zellteilung der LNCaP-Zellen unter Assaybedingungen

zurilickzufiihren.
Tabelle 29: Zytotoxisch wirkende Substanzen
Substanz (10uM) Zellproliferation %
Name bzw. 3LC MolID PC-3 LNCaP
24-Epiteasteron (88) - 23+ 9 20+ 6
ZHM118-10 (129) 1678 -69+ 9 -37+24
MMKO009 (130) 1913 92+ 0,6 15+ 3
ZABO000 (131) 363 -67+ 15 -12+ 4
Vincristinsulfat (127) 90+ 1 27+ 3
Etoposid (128) 714+ 5 27+ 8

Besonders aktiv ist die Verbindung 17a-H-Periplogenin (MMKO009) (130, Abb. 65). Sie

ist von Myint Myint Khine aus der Pflanze Streptocaulon tomentosum isoliert worden
183

OH

HO

OH

Abbildung 65: MMK009 (130)

Die Verbindung gehort zur Gruppe der Cardenolide und ist ein 5-Hydroxyderivat des
Digitoxigenins. Die tumorspezifische Zytotoxizitit von Cardenoliden im Allgemeinen
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und von 17a-H-Periplogenin im Speziellen wurde gegeniiber anderen Zelllinien besti-

tigt 183;184

3.3.4.2 Extrakte und Fraktionen
In Tabelle 30 sind 14 Fraktionen aus 7 Organismen aufgelistet, die als zytotoxisch ein-
zustufen sind.

Tabelle 30: Zytotoxisch wirkende Extrakte bzw. Fraktionen

. Proliferation %
Fraktion ’

(25 pg/ml)

Organismus
PC-3 LNCaP

Aglaia gigantea LAWS39 E -lot£01 103l

Carthamus tinctorius BOC245 2 AH 12+11 15+13

Cortinarius brunneus BOC275 CBR 2M _ 21+9

Cortinarius speciosissimus BOC274 CSP 2M ﬁ -18+6

Nephrolepis exaltata BOC263 NEX 1E -51+8 _

BOC263 NEX IM 59+8 21+10
BOC263NEX IAH  |-147£15

BOC263 NEX 2H 44 +8

BOC263 NEX 2E

Ozoroa insignis BOC374 OZIM s5xa ] [B7s5 ]

Salvia miltiorrhiza BOC251 SMI 1H
BOC251 SMI 3R
BOC251 SMI 2H
BOC251 SMI 4R

Die stirkste Zytotoxizitdt findet sich in den Hexanfraktionen von Salvia miltiorrhiza
und in der Ethylacetatfraktion von Aglaia gigantea. Wie in Kapitel 3.3.2.3 verdeutlicht,
ist die zytotoxische Wirkung der lipophilen Hexanfraktionen von Salvia miltiorrhiza auf
die Wirkung der Tanshinone zuriickzufiihren. Aglaia gigantea wurde auf seine insekti-
zide Wirkung in der Dissertation von Duong untersucht und zeigt eine 60 %ige Mortali-

tdt gegeniiber Larven von Spodoptera littoralis. Isoliert wurden die Putrescin-Bisamid-
Derivate Dasyclamid (132), Grandiamid D (133), Gigantamid A (134) und das Damma-
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ran-Triterpen Foveolin B (135) '®. Eine zytotoxische Wirkung gegeniiber humanen
Zelllinien wird in der Literatur nicht beschrieben. Fiir die Verbindung Zhu-xiang aus
einer Formulierung, die Ginseng und Carthamus tinctorius enthilt, wird eine antiproli-
ferative und apoptotische Wirkung gegeniiber der Brustkrebszelllinie MDA-MB-231
beschrieben '*. Allerdings geht aus dieser Publikation nicht hervor, ob diese Verbin-
dung aus Ginseng oder Carthamus tinctorius stammt. Bei Rea et al. wurde eine zytoto-
xische Aktivitdt fiir den Rohextrakt aus der Rinde von Ozoroa insignis gegeniiber Hep-
G2-Zellen, MDA-MB-231-Zellen und die humane Blasenkarzinomzelllinie 5637 be-
schrieben '*”. Die zytotoxische Aktivitit konnte dabei den Verbindungen Anacardséiure
(136) und Ginkgolsédure (137) zugeordnet werden. Fiir Nephrolepis exaltata wurde kei-
ne zytotoxische Aktivitit gegeniiber humanen Zelllinien in der Literatur beschrieben.
Ebensowenig sind fiir Cortinarius brunneus zytotoxische Aktivitdten dokumentiert. Die
von Teichert et al. isolierte Verbindung Brunnein A (138) wurde in dem hier durchge-
fiilhrten Assay getestet und zeigte keine statistisch signifikante Zytotoxizitit '**. Die
zytotoxische Wirkung muss demnach auf andere Inhaltsstoffe zuriickzufiihren sein.
Cortinarius speciosissimus zeigt nur eine mafig zytotoxische Wirkung. Das steht im
Gegensatz zu der bekannten Giftwirkung dieses Pilzes, woflir der Inhaltsstoff Orellanin
(139) verantwortlich ist. Orellanin (139) hemmt kompetitiv die alkalische Phosphatase
und die RNA- und DNA-Synthese '*°. Allerdings ist die Giftwirkung auf die Niere be-
schrinkt. Da in Prostatazellen keine alkalische Phosphatase, sondern die saure Phospha-
tase vorkommt, wire das eine mogliche Erklarung fiir die nur méBig starke im Zellproli-
ferationsassay gemessene Toxizitat.

Weiterfithrende Untersuchungen der zytotoxischen Wirkung, wie z. B. ein Eingreifen in
den Zellzyklus oder Messung von apoptotischer Aktivitidt wire unter Beriicksichtigung
der Daten aus der Literatur fiir Aglaia gigantea, Nephrolepis exaltata und Cortinarius
brunneus von besonderem Interesse.
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3.4 Rezeptorbindungsassay

Die durch den Zellproliferationsassay als potentiell am AR wirksam eingestuften Sub-
stanzen wurden auf ihre Bindungsaffinitit an die AR-LBD mittels eines auf Fluores-
zenzpolarisation basierenden Rezeptorbindungsassays untersucht. Binder des AR wur-
den anschlieBend hinsichtlich einer Kreuzreaktivitdt mit anderen Steroidhormonrezepto-
ren wie dem GR, PR, ERa und ERp analysiert.

3.4.1 Validierung der Fluoreszenzpolarisations-Rezeptorbindungsassays

Die Bezeichnungen der verwendeten Rezeptorbindungsassays sind im Anhang Teil B
aufgelistet (Tab. 38). Die Rezeptorbindungsassays wurden von Invitrogen hinsichtlich
des Verhiltnisses von Rezeptor und markiertem Ligand so optimiert, dass ein Messfen-
ster von 100 mP zu erreichen war. Fiir jeden Rezeptorbindungsassay wurde tiberpriift,
ob der erhaltene 1Cs5o-Wert der Positivkontrolle mit dem theoretischen Wert des Invitro-
gen-Assay-Protokolls iibereinstimmte (Tab. 31).

Tabelle 31: Bestimmung der ICso-Werte fiir die Positivkontrollen

Assay Positivkontrolle Soll- 1Csp-Wert  Ist-1Cso-Wert
AR-Bindungsassay Dihydrotestosteron (1) 20 nM 26,4+3,4nM
ERa-Bindungsassay 17B-Ostradiol (4) 5,7 nM 11,6 + 4 nM
ERB-Bindungsassay 17B-Ostradiol (4) 5,6 nM 44+ 1,6nM
GR-Bindungsassay Dexamethason (55) 4,3 nM 56+19nM
PR-Bindungsassay Progesteron (5) 33 nM 95,6 £2,6 nM

3.4.2 Testung der potentiellen Androgenrezeptorbinder

Tabelle 32 enthélt fiir 29 der 35 Substanzen, die im Zellproliferationsassay eine Steige-
rung der LNCaP-Zellzahl hervorgerufen haben, ihre relativen Bindungsaffinititen
(RBA) und die Standardabweichung (SD). Fiir 11 dieser Verbindungen konnte eine re-
lative AR-Bindungsaffinitit von liber 50 % bestétigt werden (grau unterlegt). Sie sind
somit als Androgenrezeptorbinder einzustufen. Allerdings erwies sich die Bestimmung
der I1Cso-Werte nur fiir Verbindungen mit einer RBA > 80 % als lohnenswert. Fiir drei
Verbindungen, B-Sitosterol (57), QDM255 (70) und QDM276 (71) wurden 1Cso-Werte
ermittelt, die in Tabelle 34 aufgelistet sind. Fiir sieben der Verbindungen konnten keine
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Werte bestimmt werden, da sie mit der Messung der Fluoreszenzpolarisation interferier-

ten.

Tabelle 32: Relative AR-Bindungsaffinititen der LNCaP-zellproliferationssteigernden Substanzen

Substanz 100 uM 10 uM
Name bzw. 3LC MolID RBA % SD % RBA % SD %
B-Sitosterol (57) - 3,7 15,3
QDM255 (70) 2669 3,7 11,0
QDM276 (71) 2670 4,2 4,9
Stigmasterol (56) - 6,5 -0,3 7,5
24 Epicastasteron (72) - 25,6 7,9 28,7
MAD919 (73) 2113 erhohte Totalintensitét erhohte Totalintensitét
MADY68 (74) 1594 29,1 4,1 20,9 1,4
Trisepicastasterontetraacetat (75) - 39,2 10,9 0,6 2.3
ZAC000 (76) 1266 n.b. - n.b. -
QDMI101 (77) 3114 21,0 9,9 24,6 14,0
QDM103 (78) 3115 erhohte Totalintensitét erhohte Totalintensitét
QDM376 (79) 3118 erhohte Totalintensitét erhohte Totalintensitét
QDM441 (80) 3122 n.b. - n.b. -
DRT173 (81) 5084 n.b. - n.b. -
ZABO000 (82) 496 36,7 3,2 6,9 5,2
ZACO000 (83) 1482 7,1 15,2 4.4
ZACO000 (84) 1286 erhohte Totalintensitét erhohte Totalintensitét
QDM520 (85) 2671 erhohte Totalintensitét erhohte Totalintensitét
QDM438 (86) 2673 3,2 31,4 5,6
24-Epibrassinolid (87) - 40,6 11,4 -1,8 12,0
24-Epiteasteron (88) - 4,77 28,4 4.4 19,8
MAD970 (89) 1592 40,6 1,6 20,7 2,5
MAD980 (90) 1587 21,3 17,1 10,5
DBCO051 (91) 1569 38,9 2,7 11,6 7,9
QDMI100 (92) 3113 n.b. - n.b. -
QDM407 (93) 3119 n.b. - n.b. -
QDM494 (94) 3125 21,0 10,3 13,7 6,2
XSA108 (95) 2400 n.b. - n.b. -
DFKO043 (96) 966 erhohte Totalintensitét erhohte Totalintensitét
DBCO032 (97) 1742 47,4 15,6 10,9 5,7
GUG333 (98) 3321 27,5 3,0 -5,5 3,6
QDM458 (99) 2672 erhohte Totalintensitét erhohte Totalintensitét
MADY994 (67) 1800 22,8 24,7 2.4
MAD998 (68) 1801 2,6 21,3 9,6
MAD?925 (69) 1795 0,8 28,0 2,8

n.b. = nicht bestimmt
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Fiir alle 21 Verbindungen, die eine Verminderung der durch Testosteron (2) stimulier-
ten LNCaP-Zellproliferation bewirkt hatten, wurden die relativen Bindungsaffinititen
an die AR-LBD ebenfalls mittels Fluoreszenzpolarisationsassay bestimmt (Tab. 33).

Tabelle 33: Relative AR-Bindungsaffinitdten der potentiell antiandrogen wirkenden Substanzen

Substanz 100 uM 10 uM
Name bzw. 3LC MolID RBA % SD % RBA % SD %
MADY969 (109) 1593 8,8 7,3 7,3 5,9
MAD955 (110) 1790 71,7 3.8 15,2 0,7
MAD®952 (111) 1789 98,5 7,0 434 8,0
MAD958 (112) 1786 21,7 1,6 12,9 2,4
MAD961 (113) 1781 9,6 2,0 -3,4 2,3
MAD968 (74) 1594 29,1 4,1 20,9 1,7
MAD980 (90) 1587 66,1 21,3 17,1 10,5
QDM237 (114) 2668 20,3 7,1 3,3 6,1
TPT094 (115) 1988 1,6 0,9 -2,7 1,9
TPTO095 (116) 1990 32,8 4,9 -1,1 1,0
TPT097 (117) 1992 24,7 4,5 14,7 32
TPT100 (118) 1995 46,5 43 32 3,5
TPT101 (119) 1996 49,2 7,5 6,5 2,3
XSA006 (120) 1885 2,9 3,6 -8,3 2,3
NHVO015 (121) 1124 erhohte Totalintensitét erhohte Totalintensitét
QDMS507 (122) 3126 33,1 1,1 4,6 0,9
QDMS501 (123) 3111 5,5 3,6 -2,2 5,0
ZABO000 (124) 535 65,8 6,0 33,9 7,0
ZAB000 (82) 496 36,7 32 6,9 5,2
XSA164 (125) 2415 72,6 7,8 25,3 42
XSA134 (126) 2573 57,5 1,5 77,0 6,3

Dabei zeigten die sechs Verbindungen MAD955 (110), MAD952 (111), MAD980 (90),
ZABO000 (MolID 535, 124), XSA164 (125) und XSA134 (126) eine relative Bindungs-
affinitdt von liber 50 % und konnten als Binder des Androgenrezeptors eingestuft wer-
den (grau unterlegt). Von diesen sechs Verbindungen wurden fiir MAD952 (111),
XSA164 (125) und XSA134 (126) die jeweiligen 1Csp-Werte gemessen (Tab. 34). Fiir
die Verbindung NHVO015 (121) konnten keine Werte ermittelt werden, da die Totalin-
tensitédt durch die Substanz erhoht worden ist.

In den Abbildungen 66 und 67 sind die Ergebnisse des Proliferationsassays und des
nachfolgenden Androgenrezeptorbindungsassays zusammenfassend dargestellt. Daraus
ist ersichtlich, dass es einen deutlichen Unterschied zwischen der Gruppe der Substan-
zen mit einer hochsignifikanten Proliferationsdnderung (o = 1 %) und der Gruppe der

Substanzen mit einer signifikanten Anderung (o =5 %) gibt.
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Abbildung 66: Ubersicht LNCaP-Proliferationsdaten aller Testsubstanzen
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Abbildung 67: Ubersicht LNCaP-Proliferationsdaten aller Testsubstanzen mit Testosteron-Koinkubation
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Die Gruppe der Substanzen, die eine hochsignifikante Proliferationssteigerung der
LNCaP-Zellen verursacht hat, hat einen hoheren Anteil von 8 % der gesamten Testsub-
stanzen mit einer Bindung an den AR, wéhrend die Gruppe der signifikanten Prolifera-
tionssteigerer nur einen Anteil von 1,8 % an AR-Bindern beinhaltet. Dieser Unterschied
ist in noch stirkerem Malle bei den LNCaP-Zellproliferationsdaten mit Testosteron-
Koinkubation (2) zu beobachten (Abb. 67). Androgenrezeptorbinder sind hier mit einem
Anteil von 4,5 % aller Testsubstanzen nur in der Gruppe der Substanzen, die eine hoch-
signifikante Verminderung der LNCaP-Zellzahl unter Testosteron-Koinkubation (2)
verursacht hatten, zu finden. Die Mehrheit der Substanzen, die im Proliferationsassay
eine Steigerung der LNCaP-Zellzahl bzw. eine Verminderung der durch Testosteron (2)
stimulierten LNCaP-Zellzahl hervorgerufen hat, wirkt allerdings nicht {iber eine Ligan-
denbindung an den AR, sondern iiber alternative Regulationsmechanismen, wie zum
Beispiel die Cofaktor-Regulation, Bindung an den zwar gering, aber doch vorhandenen
Ostrogenrezeptor B oder Beeinflussung des Steroidmetabolismus.

Insgesamt stellt der Proliferationsassay ein schnelles Vorscreeningsystem dar, um po-
tentielle Binder des Androgenrezeptors zu identifizieren. Zusatzlich werden Informatio-
nen iiber Substanzen wie Zytotoxizitit oder antiandrogene Wirkungen, die {iber alterna-
tive Regulationsmechanismen ablaufen, aufgedeckt. Die nachgeschaltete Uberpriifung
der AR-Bindungsaffinitét erlaubt eine konkrete Einstufung der Substanzen in Andro-
genrezeptorbinder, die den im Zellproliferationsassay gemessenen Effekt iiber eine li-
gandenabhéngige Reaktion des AR verursachen bzw. in Substanzen, die iiber alternative
Mechanismen in die Hormonregulation der Zelle eingreifen.

3.4.3 Bestimmung der ICso- und K;-Werte

Die ICsp-Werte und die entsprechenden Ki-Werte der in der Arbeit identifizierten An-
drogenrezeptorbinder sind in der Reihenfolge ihrer Bindungsaffinitit zusammen mit
dem Hillslope in Tabelle 34 aufgefiihrt. Zum Vergleich enthilt die Tabelle im unteren
Teil die Androgenrezeptorbinder Guggulsteron Z (140) und Guggulsteron E (141), die
im Rahmen einer Staatsexamensarbeit von Kristin Palberg mit denselben Methoden
ermittelt worden sind '°. Die Substanz mit der hichsten Bindungsaffinitit zur Ligan-
denbindungsdoméne des Androgenrezeptors, vergleichbar mit der von DHT (1), ist die
Verbindung QDM276 (71). Interessanterweise bewirkt die geringe strukturelle Ab-
wandlung durch Austausch der Methylestergruppe durch eine Carboxygruppe am C7 in
QDM255 (70) einen starken Abfall der Bindungsaffinitit. QDM255 (70) bindet nur
noch im niedrigen mikromolaren Bereich. Die Verbindungen XSA134 (126), QDM255
(70) und B-Sitosterol (57) weisen miBig starke Bindungsaffinititen im niedrigen mi-
kromolaren Bereich auf.
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Tabelle 34: Am Androgenrezeptor bindende Substanzen mit ihren Bindungsparametern
Substanz Struktur Hillslope  ICso-Wert K (nM)
(nM)
QDM276 (71) 0,9+0,2 24+ 6 10,8
XSA134 (126) 0,9+0,1 3759 + 463 1664
QDM255 (70) 1,0+£0,2 4109 £ 1182 1819
B-Sitosterol (57) 1,4+0,3 7048 + 1000 3120
MAD952 (111) 0,9+0,2 18278 £ 6098 8090
XSA164 (125) 20742 + 3458 9181
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Guggulsteron Z 1,0+ 0,1 7608 + 1362 3368
(140)
Guggulsteron E 1,1£0,2 9798 + 1772 4337
(141)

Der Hillslope ist bei den meisten Substanzen anndhernd 1,0 und weist damit auf eine
kompetitive und reversible Bindung hin. Gro3ere Abweichungen liegen bei -Sitosterol
(57) (1,43) und bei XSA164 (125) (0,60) vor. Diese Abweichungen liegen aber noch im
normalen Bereich. Hat eine Hillslope einen viel groBeren Wert als 1,0, d.h. ab 3,0, so
sollten die Werte kritisch betrachtet werden '*'. Wie in Kapitel 2.6.3 erldutert konnen
die Ursachen dafiir bei einer unzureichenden Ldslichkeit der Testsubtanz oder das Vor-
kommen von Assayartefakten sein. Diese Substanzen folgen in ihrer initialen Bindung

dann nicht dem Massenwirkungsgesetz '*2.

3.4.4 Rezeptorbindungsassays an weiteren Steroidhormonrezeptoren

Um die Androgenrezeptorbinder auf Kreuzreaktivitit mit anderen Steroidhormonrezep-
toren zu iiberpriifen, wurde ihre Bindungsaffinitit zu den jeweiligen Rezeptoren (ERa,
ERB, GR und PR) mittels Fluoreszenzpolarisationsassays bestimmt. Keiner der Andro-
genrezeptorbinder weist eine spezifische Bindung an den AR auf. QDM276 (71) und
QDM255 (70) haben aber zum Androgenrezeptor im Vergleich zu den anderen Rezep-
toren die stirkste Affinitdt. B-Sitosterol (57) weist die hochste Bindungsaffinitit zum
GR auf (K; = 1,3 uM). XSA134 (126) bindet im nanomolaren Bereich an den GR und
ERa und weist damit zu diesen beiden Rezeptoren eine stirkere Affinitdt als zum AR
auf. XSA164 (125) bindet an den PR mit hoherer Bindungsaffinitét als an den AR und
ist auch ein Ligand des ERp. Interessant ist die Tatsache, dass die im LNCaP-
Zellproliferationsassay antiandrogen wirkenden Substanzen XSA134 und XSA164 im
Vergleich zum AR mit stirkerer Affinitdt an andere Steroidhormonrezeptoren binden.
Eventuell ist die Interaktion mit anderen Steroidhormonrezeptoren, insbesondere mit
dem GR und dem ERp, fiir die proliferationsmindernde Wirkung mitverantwortlich.

Rezeptorspezifische Bindungen sind hinsichtlich einer potentiellen klinischen Applika-
tion zwar wiinschenswert, um mogliche Nebenwirkungen auszuschlielen, aber fiir ste-
roidale Substanzen sehr unwahrscheinlich. Trotzdem konnen nichtspezifische Rezeptor-
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binder erfolgreich in der klinischen Anwendung sein. Dies beweist das Beispiel von

Cyproteronacetat (6), welches neben der antiandrogenen auch iiber eine gestagene

Komponente verfiigt und durch den hormonellen Riickkopplungsmechanismus den Te-

stosteronspiegel senkt '°. Interessant ist in diesem Zusammenhang auch das neue syn-
thetische Steroid und potenticlle SARM S42 (142; TZP-3157; TZCL050709), das in
vivo gewebespezifisch antiandrogene Eigenschaften besitzt und sowohl an den AR als
auch den PR bindet '*°.

Tabelle 35: Identifizierte Androgenrezeptorbinder und ihre Bindungsparameter an anderen Steroidhor-

monrezeptoren

Substanz AR ERa ERS GR PR
QDM276 | ICs 24 + 6 nM 144+62uM 46,2+104 1,6 £0,1 uM 0,3+0,1 uM
(71) M

K 10,8 nM 3,1 uM 13,2 uM 123,6 nM 66,1 nM
XSA134 ICs 3,8+0,5 uM 1,0£0,2 uM 2,0+ 0,6 uM 0,4+0,1 uM 4,1+0,5uM
(126)

K 1,7 uM 201,6 nM 566,1 nM 30,6 nM 827,4 nM
QDM255 | ICs 41+1,1 uM 9,6 + 1,6 uM 10,1 £57uM  83,7+338% 58,0+29%
(70) IRBA (%)

K; 1,8 uM 2,0 uM 2,9 uM - -
B-Sito- ICs 7,0+ 1,0 uM 274+3,9% 473+12,6% 17,5+28uM  30,2+99uM
sterol (57) | /rBa (%)

K 3,1 uM - - 1,3 uM 6,1 uM
MAD952 | ICs, 18,3+ 6,1 uM  Quenching Quenching n.b. n.b.
(111)

Ki 8,1 }/lM - - _ _
XSAl64 ICs 20,7+3,5uM  459+20,7% 247+08uM  524+£27% 14,0+ 1,1 uM
(125) /RBA (%)

K 9,2 uM - 7,1 uM - 2,8 uM
Guggul- ICs 7,6 1,4 uM 5,3+9,3% 2,1+2,9% 346+£21,5% 14,7+ 1,5uM
steron Z /RBA (%)
(140) K; 3,4 uM - - - 3,0 uM
Guggul- ICs 9,8+ 1,8 uM -0,7+£4,2% 23,6+72% 0,2 + 0,002 32+04 M
steron E /RBA (%) uM
(141) K; 43 uM - - 17,3 nM 652,1 nM

RBA = wenn kein ICso-Wert bestimmt werden konnte, sind fiir die Testkonzentration von 100 uM im
Bezug zur max. Verdringung durch die Positivkontrolle die relativen Bindungsaffinititen in % angegeben
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3.5 Genexpressionsassay

Die Expression androgenabhingig regulierter Gene wurde zur funktionellen Analyse
der Androgenrezeptorbinder herangezogen. Dieser Assay wurde anstelle eines Repor-
tergenassays mit der stabil transfizierten Zelllinie MDA-kb2 (siehe 2.2.1) etabliert. In
unserem Labor konnte mit dem Androgen Dihydrotestosteron (1) nur ein maximal drei-
faches Ansprechen der MDA-kb2-Zellen beobachtet werden, was auf einen teilweisen
Verlust des Plasmids zuriickzufiihren war.

Zur Untersuchung der Wirkung der drei identifizierten Androgenrezeptorbinder
QDM255 (70), QDM276 (71) und B-Sitosterol (57) auf die transkriptionelle Aktivitét
des Androgenrezeptors wurde die PSA-mRNA-Expression in LNCaP-Zellen und die
PSA- und AR-mRNA-Expression in VCaP-Zellen mittels Real-Time-PCR analysiert.
Ebenso wurde der Cibotium-barometz-Extrakt LAW540 im Genexpressionsassay unter-
sucht.

3.5.1 Bestimmung der PSA-mRNA-Expression in LNCaP-Zellen

Die PSA-mRNA-Regulation in den LNCaP-Zellen funktioniert iiber den Androgenre-
zeptor. Es konnte eine PSA-Hochregulation durch Androgene wie DHT (1), aber nicht
durch synthetische Glukokortikoide wie Dexamethason (55) oder das synthetische Os-
trogen Diethylstilbestrol (65) induziert werden '**. Dies entspricht auch der mangelnden

Bindungsaffinitit dieser Verbindungen an den mutierten AR der LNCaP-Zellen '*°,

Die Inkubation der LNCaP-Zellen mit Dihydrotestosteron (1) (1 nM) ergab eine dreifa-
che Steigerung der PSA-mRNA-Expression (Abb. 68).

PSA Molekdile / 10 Molekule B-Aktin

Abbildung 68: Einfluss des Androgens DHT (1) und des Antiandrogens OHF (8) auf die PSA-mRNA-
Expression in LNCaP-Zellen



3 Ergebnisse und Diskussion 112

Diese Steigerung konnte durch Koinkubation mit dem nichtsteroidalen Antiandrogen
Hydroxyflutamid (8) (1 uM) wieder aufgehoben werden. Trotz der relativ hohen Mess-
schwankungen bei der PSA-mRNA-Bestimmung nach DHT-Inkubation ist dieser ant-
agonistische Effekt statistisch signifikant. Hydroxyflutamid (8) selbst weist in der Kon-
zentration von 1 upM einen schwachen, aber signifikanten PSA-mRNA-
expressionssteigernden Effekt auf, was auf die Mutation in der LBD des AR in den
LNCaP-Zellen zuriickzufiihren ist.

Die drei Androgenrezeptorbinder QDM276 (71), QDM255 (70) und B-Sitosterol (57)
bewirken alleine eine Steigerung der PSA-mRNA-Expression, wobei diese bei
QDM255 (70) nicht statistisch hochsignifikant ist (Abb. 69). Bei gleichzeitiger Inkuba-
tion mit DHT (1) in der Konzentration von 1 nM trat ein sich gegenseitig verstiarkender
Effekt der Testsubstanzen und DHT (1) ein. Eine Koinkubation mit Hydroxyflutamid
(8) in 1 mikromolarer Konzentration bewirkte bei QDM276 (71) und QDM255 (70)
keine signifikante Anderung der PSA-Expression. Interessanterweise konnte aber bei -
Sitosterol (57) eine Reduktion der PSA-mRNA-Expression unter OHF-Einfluss beo-
bachtet werden. Hinsichtlich der PSA-mRNA-Expression in den LNCaP-Zellen wirken
alle drei Substanzen agonistisch. Eine antagonistische Komponente ist nicht zu belegen.
Ob dies aber durch die Punktmutation in der LBD des AR in den LNCaP-Zellen zu-
rliickzufiihren ist, ldsst sich nur durch einen Vergleich mit Zellen mit wtAR feststellen.
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Abbildung 69: Wirkung der Androgenrezeptorbinder QDM276 (71), QDM255 (70) und B-Sitosterol (57)
auf die PSA-Expression in LNCaP-Zellen
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In Abbildung 70 sind die Einfliisse der Fraktionen des Extraktes LAWS540 auf die PSA-
mRNA-Expression in LNCaP-Zellen dargestellt. Die methanolische Fraktion LAW540-
M und der Rohextrakt LAWS540 bewirken eine Steigerung der PSA-mRNA-Expression,
wihrend die anderen Fraktionen diese alleine nicht beeinflussen. Interessanterweise ist
auch die methanolische Fraktion in der Inhibierung der durch DHT (1) ausgelGsten
Steigerung der PSA-mRNA-Expression am effektivsten. Die Ethylacetatfraktion
LAW540 E, die acetonische Fraktion LAWS540 A und der Rohextrakt LAW540 ver-
mindern ebenso die durch DHT (1) ausgeloste PSA-Hochregulation. Ein Einfluss von
OHF (8) konnte nicht beobachtet werden. Insgesamt zeigen in den LNCaP-Zellen der
methanolische Extrakt LAWS540 M und der Rohextrakt LAW540 einen partiell agoni-
stischen und partiell antagonistischen Effekt. Die Ethylacetatfraktion LAW540 E und
die acetonische Fraktion LAWS540 A wirken in diesem System rein antagonistisch. Die
Hexanfraktion LAW540 H hat weder selbst einen Einfluss noch wéhrend der Koinkuba-
tion mit DHT (1).

PSA Molekile / 10 Molekile B-Aktin
w

[ Testfraktion/Testextrakt
Lz Testfraktion/Testextrakt + DHT 1 nM

Abbildung 70: Cibotium-barometz-(LAWS540)-Fraktionen und ihre Wirkung auf die PSA-Expression in
LNCaP-Zellen (Extraktionsschema sieche Anhang Teil F)

3.5.2 Bestimmung der PSA-mRNA- und AR-mRNA-Expression in VCaP-Zellen

Die epitheliale Prostatakrebszelllinie VCaP besitzt einen wtAndrogenrezeptor '*'%%¢,

keinen Ostrogenrezeptor o. und nur geringe Mengen an Ostrogenrezeptor B '*°. Das
Vorkommen eines Glukokortikoidrezeptors und Progesteronrezeptors wird in der Lite-
ratur nicht erwéhnt. Wie in Abbildung 71 ersichtlich sind VCaP-Zellen breit auslaufen-
de Zellen, die bei hoher Konfluenz Zellcluster bilden. Sie exprimieren das PSA und sind
deshalb zur Untersuchung der androgenabhéngigen Regulation geeignet.
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Abbildung 71: VCaP-Zellen, 3.Passage

Durch Darstellung der Daten in Abbildung 72 ist ersichtlich, dass die PSA-mRNA-
Expression durch Inkubation der VCaP-Zellen mit DHT (1) in 1 nanomolarer Konzen-
tration um das 4,3-fache erhoht ist. Dieser Effekt wird durch die Zugabe von Hydroxy-
flutamid (8) in der Konzentration von 1 uM inhibiert, so dass dort die PSA-Regulation
nur noch um das zweifache erhoht ist. Hydroxyflutamid (8) selbst zeigt im Gegensatz
zu den LNCaP-Zellen in den VCaP-Zellen eine Erniedrigung der PSA-mRNA-
Regulation um die Hilfte. In den VCaP-Zellen wirkt Hydroxyflutamid (8) somit als
reiner Antagonist. Vermutlich sind trotz der 24stiindigen serumfreien Vorinkubation
nicht alle Liganden des AR aus den Zellen entfernt worden, so dass ein antagonistischer
Effekt durch alleinige Hydroxyflutamid-Inkubation beobachtet werden konnte.

—

PSA Molekdle / 10 Molekiile B-Actin
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Abbildung 72: Suppression der PSA-Expression in VCaP-Zellen durch OHF (8) nach Stimulation mit
DHT (1)
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Maogliche Interaktionen mit anderen Signalwegen

Die PSA-Regulation hingt nicht nur von der ligandenabhingigen transkriptionellen
genotropen Reaktion des AR ab, sondern wird auch iiber den nichtgenotropen Andro-
genrezeptorsignalweg der Kinasen beeinflusst 2**'°'*®, Es wurde auch der EinfluB des
Orphan-Rezeptors ERRo. auf Steroidhormonrezeptorsignalwege beschrieben . Der
ERRa aktiviert Promotoren, die Androgen-Response-Elemente enthalten, so z. B. auch
den des prostataspezifischen Antigens. Deshalb liefern die Ergebnisse aus dem VCaP-
PSA-Regulationsexperiment keine Aussage iiber die Bindungsfahigkeit von Substanzen
am wtAR. Die Untersuchung der androgenabhéngigen Gene beschreibt die Funktionali-
tit der Substanzen bzw. Extrakte hinsichtlich der Beeinflussung der Androgenrezeptor-
signalwege. Da hier nachweislich Substanzen getestet wurden, die hauptsachlich am AR
binden, kann man fiir die Reinsubstanzen von einer vorrangigen Einflussnahme auf den
Androgenrezeptorsignalweg ausgehen. Fiir den Extrakt LAWS540 ist dies allerdings
nicht zutreffend und es kann nur eine Aussage iiber die Funktionalitit getroffen werden.

Es wurde der Einfluss der drei identifizierten Androgenrezeptorbinder QDM276 (71),
QDM255 (70) und B-Sitosterol (57) auf die PSA- und AR-mRNA-Regulation in den
VCaP-Zellen untersucht. Da dieser Assay nicht im Mikrotiterplattenformat durchgefiihrt
werden kann, sind groBere Substanzmengen erforderlich und es konnen aufgrund der
Wachstumseigenschaften der Zellen nur wenige Parallelproben gemessen werden. Des-
halb wurde der Assay zur ndheren Charakterisierung des Extraktes LAW540 mit dem
Rohextrakt durchgefiihrt. Der Versuch wurde zusétzlich zu den in den LNCaP-Zellen
getesteten Substanzen noch auf die von Kristin Palberg in ihrer Staatsexamensarbeit
durch den Zellproliferationsassay und die Rezeptorbindungsassays charakterisierten
Substanzen Guggulsteron E (141) und Guggulsteron Z (140) ausgeweitet "*°. Sie weisen
laut Burris et al. eine Stimulation der PSA-Expression in LNCaP-Zellen auf, welche

durch Bicalutamid (30) antagonisierbar ist 200

. Eine Aussage iiber eine agonistische
bzw. antagonistische Wirkung ist aufgrund des mutierten AR in den LNCaP-Zellen al-
lerdings nicht moglich. Zusétzlich wurden bei Burris et al. die Guggulsterone in mit
einem GAL4-AR-chimiren Rezeptor transfizierten HEK293-Zellen und in C2C12-
Zellen, die mit einem wtAR transfiziert wurden, getestet. Burris et al. beschreiben eine
antagonistische Wirkung der Guggulsterone E (141) und Z (140) auf die durch R1881
(9) stimulierte PSA-Expression in diesen Zellsystemen. Aufgrund dessen wurden die
Guggulsterone als Antagonisten eingestuft. Die Verwendung dieser Zelllinien als Basis
zur Uberpriifung der transkriptionellen Aktivitit erscheint allerdings nicht gut geeignet
zu sein. Da HEK-293-Zellen per se schon mit Fremd-DNA transfiziert wurden, ist ihr
Verhalten mit dem normaler Zellen nicht vergleichbar. Sie verfiigen zudem nicht iiber
einen endogen exprimierten AR, so dass die Expression von ndtigen Cofaktoren even-
tuell nicht gegeben ist. Bei der C2C12-Zelllinie sind ihre Herkunft aus einer anderen
Spezies und ebenfalls die eventuell fehlende Expression von Cofaktoren von Nachteil.
Der Vergleich der Daten aus dem VCaP-Zell-Experiment mit den von Burris et al. er-
haltenen Daten ist somit von besonderem Interesse.
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PSA-mRNA-Expression

Die Substanzen QDM?276 (71), QDM255 (70), B-Sitosterol (57) und Guggulsteron E
(141) steigern die PSA-mRNA-Expression und besitzen demzufolge eine agonistische
Komponente (Abb. 73). Davon werden allerdings nur die Wirkungen von QDM255 (70)
und Guggulsteron E (141) statistisch signifikant durch Hydroxyflutamid (8) antagoni-
siert. Die agonistische Wirkung von B-Sitosterol (57) wird zwar durch OHF (8) vermin-
dert, aber ist statistisch nicht signifikant. Eine mogliche Ursache fiir die fehlende Ant-
agonisierbarkeit von QDM276 (71) durch Hydroxyflutamid (8) wére eine eventuelle
Interaktion von 71 mit dem Glukokortikoidrezepetor. Laut Cleutjens et al. wird PSA
zelltypspezifisch und nicht nur iiber den AR, sondern auch iiber den GR reguliert *°'. 71
bindet im niedrigen mikromolaren Bereich an den GR (Tab. 35). Im Gegensatz dazu
haben sowohl QDM255 (70), als auch B-Sitosterol (57) und Guggulsteron Z (140) eine
viel schwéchere Bindungsaffinitidt an den GR. Da aber Guggulsteron E (141) mit noch
stiarkerer Affinitit als QDM276 (71) an den GR bindet und dort eine fehlende Antagoni-
sierbarkeit durch OHF (8) nicht zu beobachten ist, deutet dies auf einen konzentrations-
bedingten Einfluss der Testsubstanz 71 hin. Da QDM276 (71) mit einem ICsp-Wert dhn-
lich dem von DHT (1) an den AR bindet und die Testkonzentration in dem Genexpres-
sionsassay 10uM betrégt, scheint OHF (8) die starke agonistische Wirkung von 71 unter
diesen Bedingungen nicht mehr antagonisieren zu konnen.

Eine antagonistische Komponente durch Inhibierung der durch DHT (1) induzierten
PSA-Hochregulation wird bei B-Sitosterol (57), LAW540, Guggulsteron E (141) und
Guggulsteron Z (140) beobachtet.
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Abbildung 73: PSA-mRNA-Expression in VCaP-Zellen nach Behandlung mit QDM276 (71), QDM255
(70), B-Sitosterol (57), LAW540, Guggulsteron E (141) bzw. Z (140)
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AR-mRNA-Expression

Die Expression des Androgenrezeptorproteins wird durch Androgene selbst reguliert.
Sie inhibieren die AR-mRNA-Expression (Abb. 74). Verglichen mit den DHT-
behandelten VCaP-Zellen exprimieren die Kontrollzellen 6,8-fach mehr AR-mRNA.
Hydroxyflutamid (8) hat keinen Einfluss auf die AR-mRNA-Regulation. Die gleichzei-
tige Applikation von DHT (1) (1 nM) und OHF (8) (1 uM) kann zwar die durch DHT
(1) vermittelte AR-Expressionsminderung nicht komplett autheben, aber die so behan-
delten Zellen zeigen im Vergleich zu den mit DHT (1) behandelten Zellen eine 4,6-fach
erhohte AR-mRNA-Expression. Hydroxyflutamid (8) wirkt auch hier als reiner Andro-
genrezeptorantagonist.

10 q

PSA Molekile / 10 Molekiile B-Actin

Abbildung 74: Suppression der AR-mRNA-Expression in VCaP-Zellen durch Dihydrotestosteron (1) und
Antagonisierung durch Hydroxyflutamid (8)

Alle Testsubstanzen bzw. der Testextrakt bewirken eine verminderte AR-mRNA-
Expression in folgender Reihenfolge B-Sitosterol (57) > QDM276 (71) > QDM255 (70)
> Guggulsteron E (141) > Guggulsteron Z (140) > LAW540 (Abb. 75).
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Abbildung 75: AR-mRNA-Expression in VCaP-Zellen nach Behandlung mit QDM276 (71), QDM255
(70), B-Sitosterol (57), LAW540, Guggulsteron E (141) bzw. Z (140)

Durch Hydroxyflutamid (8) antagonisierbar ist dieser Effekt bei QDM255 (70), B-
Sitosterol (57), Guggulsteron E (141) und in schwachem Ausmal} auch bei QDM276
(71). Diese Substanzen besitzen eine zumindest partielle agonistische Wirkkomponente.
Bei Guggulsteron Z (140) und bei LAWS540 lésst sich diese Wirkung allerdings nicht
durch die Gabe von Hydroxyflutamid (8) antagonisieren. Demzufolge scheint hier ein
anderer Wirkmechanismus fiir die Herunterregulation des AR verantwortlich zu sein.
Sie sind deshalb nicht als Agonisten des AR einzustufen. Eine AR antagonistische Wir-
kung zeigen LAWS540, Guggulsteron E (141) und Guggulsteron Z (140). Sie heben die
durch DHT (1) verminderte AR-mRNA-Expression teilweise wieder auf. Be1t LAWS540
ist dieser Effekt zwar nur schwach ausgeprégt, aber statistisch signifikant. Diese Ergeb-
nisse stimmen nur teilweise mit den Messungen der PSA-mRNA-Expression iiberein
und sind deshalb in der Tabelle 36 den PSA-mRNA-Daten gegeniibergestellt.

Zusammenfassend lassen sich die getesteten Substanzen folgendermallen in Agonisten
bzw. Antagonisten des Androgenrezeptors einteilen (Tab. 36). Ubereinstimmung zwi-
schen den gemessenen PSA-mRNA-Daten und den AR-mRNA-Daten findet sich bei
QDM276 (71), QDM255 (70), Guggulsteron E (141), Guggulsteron Z (140) und
LAWS540. Als Agonisten fungieren QDM276 (71) und QDM255 (70), Guggulsteron E
(141) als partieller Agonist bzw. Antagonist, Guggulsteron Z (140) und LAWS540 als
Antagonisten. LAW540 scheint jedoch nicht nur tiber den Androgenrezeptor zu wirken,
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da die Expression der AR-mRNA erniedrigt ist, sich aber nicht durch Hydroxyflutamid
(8) antagonisieren ldsst. Die Regulation des AR wird ebenso wie die PSA-Regulation
iiber verschiedene andere Wege beeinflusst. So wird die AR-mRNA-Expression durch
B-Catenin induzierte Wnt-Signalaktivierung stimuliert **>. Der Transkripstionsfaktor
p53, der fiir die normale Zellfunktion wichtige Prozesse wie Arrest des Zellwachstums,
Apoptose oder Seneszenz reguliert, inhibiert die Expression des AR ***. Glukokortikoi-

204 Dies konn-

de beeinflussen die Expression der AR-mRNA in einem negativen Weg
ten auch Ursachen fiir die abweichenden Ergebnisse beim Vergleich der PSA-mRNA-
und der AR-mRNA-Daten fiir B-Sitosterol (57) sein. B-Sitosterol (57) antagonisiert
zwar die durch DHT (1) induzierte PSA-mRNA-Hochregulation aber nicht die durch
DHT (1) induzierte AR-mRNA-Herunterregulation. Vermutlich beeinflusst 3-Sitosterol

(57) die AR-mRNA-Expression iiber einen zusétzlichen AR-unabhidngigen Mechanis-

mus.

Tabelle 36: Einstufung der AR-Binder in Agonisten bzw. Antagonisten
Substanz/Extrakt PSA-mRNA-Expression AR-mRNA-Expression
QDM276 (71) Agonist Agonist
QDM255 (70) Agonist Agonist
B-Sitosterol (57) Partieller Agonist/Antagonist Agonist
Cibotium barometz Antagonist Antagonist
(LAWS540)

Guggulsteron E (141) Partieller Agonist/Antagonist Partieller Agonist/Antagonist
Guggulsteron Z (140) Antagonist Antagonist

Im Vergleich zu den von Burris et al. erhaltenen Daten ergibt sich fiir die Einstufung
der Guggulsterone ein differenzierteres Bild. Gulggulsteron E (141) ist im Gegensatz zu
Guggulsteron Z (140) in dem hier durchgefiihrten Assay ein partieller Ago-
nist/Antagonist und kein reiner Antagonist.

3.6 Zusammenfassende Diskussion

3.6.1 QDMZ276 und QDM255

Das erstmalig von Siinnemann et al. mittels einer Stille-Heck-Kopplungssequenz und
nachfolgender thermischer 6m-Elektrozyklisierung synthetisierte 3-Oxo-7-carboxyl-
steroidanalogon QDM255 (70) und sein Methylester QDM276 (71) weisen strukturelle
Ahnlichkeit mit dem 7a-Methyl-19-Nortestosteron (MENT (143); Abb. 76) auf **.
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Abbildung 76: MENT (7oa-Methyl-19-nortestosteron) (143)

7 a-Methyl-19-Nortestosteron (MENT))

MENT (143) wurde hinsichtlich einer Anwendung als hormonelles Kontrazeptivum fiir
Mainner untersucht. Noe et al. bestétigten eine Suppression von Gonadotropin und An-
drogenen nach subdermaler Insertion von MENT-azetat in gesunden Mannern . Eine
sehr hohe Effizienz (100 % Unfruchtbarkeitsrate) von MENT (143) als hormonelles
Kontrazeptivum wurde allein oder in Kombination von Ostradiol (4) in ausgewachsenen
indischen Hutaffen beobachtet **’. Die Reversibilitit von MENT (143) als hormonelles
Kontrazeptivum des Mannes und sein moglicher Einsatz im Einzelregime ist in der frii-

208

hen Phase klinischer Studien belegt “. Pharmakologische Studien in Affen zeigten,

dass die Applikation der minimalen Dosis von MENT (143), die notwendig ist, um die
Produktion von LH zu unterdriicken, nicht zu einer VergroBerung der Prostata fiihrt **.
Aufgrund dieser vielversprechenden Studien wurde 2007 von Walton et al. untersucht,
wie sich MENT (143) in Kombination mit Etonogestrel (144) als hormonelles Kontra-
zeptivum im Vergleich zu Testosteron/Etonogestrel verhilt *'°. Leider gab es ein Abfal-
len der MENT-Freisetzung aus den Implantaten, so dass die Daten vorsichtig zu inter-
pretieren sind. In beiden Gruppen wurden ein Abfall von HDL und ein Anstieg der Hé-
moglobinkonzentration beobachtet. Ein Vorteil der MENT/Etonogestrel-Kombination
gegeniiber der Testosteron/Etonogestrel-Kombination konnte in den getesteten Konzen-
trationen nicht gezeigt werden. Fiir MENT (143) wurde von Anderson et al. Gewebese-
lektivitdt nachgewiesen 211 Verabreicht in Dosen, die eine Erhaltung aller androgenab-
hingigen Funktionen bewirken, wurde ein selektives Aussparen des Prostatagewebes
dokumentiert. Dies untermauert einerseits die Vermutung, dass unerwiinschte Neben-
wirkungen, wie das Wachstum der Prostata, konzentrationsabhingig sind, und unter-
stiitzt andererseits die Hypothese, dass MENT (143) im Vergleich zu Testosteron (2) ein
geeigneteres hormonelles Kontrazeptivum ist. Distribution, Metabolismus und Exkreti-
on wurde 2009 in einer Studie an Sprague-Dawley Ratten mit *"H-MENT untersucht *'2.
Dabei wurde gezeigt, dass MENT (143) und seine Metaboliten zu gleichen Teilen in
Fézes und Urin innerhalb von 30 h ausgeschieden werden. Folgende Metaboliten wur-
den erhalten, 3-Hydroxyl-MENT in Ratten und humanem Leberzytosol, 16a-Hydroxyl-
MENT in Ratten und humanen Lebermikrosomen und 7a-Methyl-19-norandrostendion
in humanen Lebermikrosomen. Die fiir die Metabolisierung von MENT (143) verant-
wortlichen  spezifischen Enzyme sind in der Ratte CYP 2C11 und
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3-HSD, wihrend beim Menschen die Metabolisierung durch CYP 3A4, 173-HSD und
die 3-HSD erfolgt 12 Das Enzym CYP 3A4 weist eine hohe interindividuelle Varianz
auf und wird zudem noch von vielen Medikamenten oder Xenobiotika beeinflusst, was
bei einer eventuellen Applikation von MENT (143) als hormonelles Kontrazeptivum
beriicksichtigt werden miisste. Bei der Untersuchung der Distribution ergab die Studie,
dass nach 30 min die hochste Konzentration im Duodenum festgestellt wurde, und nach
6 h eine spezifische Aufnahme in die Zielgewebe wie die ventrale Prostata und der Sa-
menblédschen. Eine Anreicherung in anderen Geweben konnte nicht beobachtet werden.
MENT (143) wird durch die Aromatase umgesetzt 213214 allerdings sehr langsam wie
bei Attardi et al. dokumentiert **°. Eine Umsetzung durch die 5a-Reduktase 27 er-
folgt nicht. Somit hat MENT (143) einen geringeren Einfluss auf das Prostatgewebe als
Testosteron (2), welches im Prostatagewebe durch die Umwandlung zu DHT (1) eine
Potenzierung erreicht. In einem transgenen Mausmodell konnte eine Dosisabhidngigkeit
hinsichtlich des Wachstums der Prostata, der Samenblédschen oder des Musculus levator
ani im Vergleich zu Testosteron (2) festgestellt werden. Bei niedriger Dosierung wird
bei MENT (143) im Vergleich zu Testosteron (2) eine geringere Steigerung an
DNA/mg Prostatagewebe festgestellt >'®. Der Einfluss von MENT (143) auf Primérzel-
len des Prostatakarzinoms und der benignen Prostatahyperplasie zeigte einen geringeren
proliferationssteigernden Effekt als DHT (1), aber groBer als Testosteron (2) 2"

Vergleich von MENT mit QDM276 und QDM255

In der kiirzlich verdffentlichten Arbeit von Mendoza et al. wurde der Einfluss von
MENT (143) auf das Proliferationsverhalten von priméren Zellen der benignen Prosta-
tahyperplasie und des Prostatakarzinoms beschrieben *'°. Dabei wurde in hoheren Do-
sen (ab 100 nM) eine stirkere proliferationssteigernde Wirkung von MENT (143) im
Vergleich zu Testosteron (2) festgestellt. Die therapeutischen Dosen betragen fiir
MENT (143) jedoch nur 1,4 nM. In dem hier verwendeten Zellproliferationsassay ist
die proliferationssteigernde Wirkung von QDM276 (71) im Vergleich zu Testosteron
(2) signifikant erhoht. Der ECsp-Wert ist jedoch vergleichbar mit dem von Testosteron
(2), aber schwicher als der von DHT (1). QDM255 (70) weist hinsichtlich der maxima-
len Proliferation einen mit Testosteron (2) und DHT (1) vergleichbaren Wert auf. Der
ECso-Wert ist aber deutlich schwécher als der entsprechende Wert von Testosteron (2)
bzw. DHT (1). Die fehlende Umsetzung von MENT (143) durch die 5So-Reduktase ist
auf die Substitution am C7-Atom zuriickzufiihren. Vermutlich werden also auch die
Substanzen QDM276 (71) und QDM255 (70) nicht an C5 reduziert. Bei einer fehlenden
C19-Methylgruppe erfolgt laut Attardi et al. eine Aromatisierung des A-Ringes entwe-
der nur sehr langsam oder gar nicht 213 50 dass QDM276 (71) und QDM255 (70) mit
hoher Wahrscheinlichkeit ebenso wie MENT (143), wenn iiberhaupt, nur sehr langsam
aromatisiert werden. Interessant sind die schwéchere Bindungsaffinitit und die schwa-
chere proliferationssteigernde Aktivitdt von QDM255 (70) im Vergleich zu QDM276
(71). Der Methylester (71) besitzt eine im Vergleich zur Sdure (70) verbesserte Zellgén-
gigkeit, was die stirkere proliferationssteigernde Wirkung der Verbindung QDM276
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(71) erkldren wiirde. Die unterschiedliche Bindungsaffinitit der beiden Verbindungen
kann ebenfalls nur auf das Vorhandensein der Sdurefunktion an C7 bei QDM255 (70)
im Vergleich zur Methoxygruppe bei QDM276 (71) zuriickzufiihren sein. In den Abbil-
dungen 77a) und 77b) sind die Verbindungen QDM?276 (71) und QDM255 (70) in die
Ligandenbindungsdoméne des Androgenrezeptors gedockt worden.
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Abbildung 77: Docking von a) QDM276 (71) und b) QDM255 (70) in AR-Ligandenbindungstasche

Eine Erklarung fiir die stirkere Bindungsaffinitit des 7a-Methoxy-Derivates QDM276
(71) im Vergleich zum 7a-Carbonsdure-Derivate QDM255 (70) ist die bessere Interak-
tion der Methoxy-Gruppe iiber Van-der-Waals-Krifte mit der Aminosdure Methionin

780 (Abb. 78). Eine ausfiihrliche Analyse der Dockingergebnisse findet sich in der Ar-
122

beit von Stephanie Tennstedt

" Met780 (1T65)

Abbildung 78: Interaktion der 7a-Methoxygruppe von QDM276 (71) mit dem Methionin 780 der AR-
Ligandenbindungstasche

Fir MENT (143) wurde durch radioaktive Verdrangungsexperimente in Rattenuterus-
gewebe eine 3500mal schwichere Bindung an den ER im Vergleich zu E2 (4) nachge-
wiesen, wiahrend eine mit Progesteron (5) vergleichbare Bindungsaffinitit zum PR fest-
gestellt werden konnte **. Dieser progestagene Effekt von MENT (143) wurde ebenso

221

in einem zellbasierten Assay von Markiewicz et al. dokumentiert ““'. In beiden Assay-
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systemen ist die Anwesenheit von mehreren Steroidhormonrezeptoren nicht auszu-
schlieBen, weshalb die Ergebnisse kritisch zu bewerten sind. Neuere Bindungsdaten von
MENT (143) an Steroidhormonrezeptoren sind leider nicht publiziert, weshalb diesbe-
ziiglich ein Vergleich mit QDM276 (71) und QDM255 (70) nicht moglich ist. Sowohl
QDM276 (71) als auch QDM255 (70) wirken nicht spezifisch am Androgenrezeptor.
QDM276 (71) zeigt eine relativ starke Bindungsaffinitit zum Progesteronrezeptor mit
einem K;-Wert von 66 nM und eine méBig starke Bindungsaffinitdt zum Glukokortikoi-
drezeptor mit einem Kj-Wert von 124 nM. QDM255 (70) zeigt gegeniiber diesen beiden
Rezeptoren keine (PR) bis eine sehr schwache (GR) Bindungsaffinitit. QDM255 (70)
weist eine hohere, aber trotzdem nur méBig starke Bindungsaffinitit zum Ostrogenre-
zeptor a (K; =2 puM) und B (K; =3 uM) im Vergleich zu QDM276 (71) auf. Diese Un-
terschiede in der Bindung zu anderen Steroidhormonrezeptoren sind durch die Docking-
studien, die in der Arbeit von Stephanie Tennstedt ndher analysiert werden, nicht ein-

deutig zu erkldren '**,

3.6.2 B-Sitosterol

B-Sitosterol (BSS) (57) gehort neben Campesterol (145) und Stigmasterol (56) zu den
hauptsédchlich vorkommenden Pflanzensterolen, die vorwiegend in fettreichen Pflanzen-
teilen, wie Niissen, Friichten und Samen akkumuliert werden. Der Anteil von
B-Sitosterol (57) an der in der Nahrung konsumierten Menge an Phytosterolen betrigt
ca. 65 %, gefolgt von Campesterol (145) mit einem Anteil von 30 %. Phytosterole wer-
den effektiv zur Reduktion des Plasmacholesterolspiegels eingesetzt. AuBBerdem werden
sie hinsichtlich ihrer antikanzerogenen Wirkung und ihrer moglichen Eigenschaft als
endokriner Disruptor untersucht. Hinsichtlich ihrer potentiellen Toxizitit gibt es in der
Literatur keine Hinweise auf mogliche Nebenwirkungen, mit Ausnahme bei den Men-
schen, die an der seltenen genetisch bedingten Erkrankung der Phytosteroldmie leiden.

BSS (57) stimuliert das Wachstum der Brustkrebszelllinie MCF-7, schiitzt aber vor E2-
stimuliertem MCF-7-Tumorwachstum in Méusen und reduziert den E2-Plasmaspiegel
22 Gegensitzliche Aussagen finden sich bei Awad et al. **’. Die Autoren beschreiben
eine Inhibierung der Zellzahl der Brustkrebszelllinie MDA-MB-231 und eine Stimulati-
on der Apoptose durch BSS-Behandlung. Allerdings findet die Inkubation bei Awad et
al. in normalem Medium statt und BSS (57) wird als Cyclodextrin-Komplex appliziert,
wihrend bei den MCF-7-Daten explizit auf eine Ostradiolfreie Inkubationsumgebung
geachtet wird. Interessanterweise wird der Konsum von Phytosterolen wie BSS (57) mit
einem vermehrten Auftreten der agressiveren Form des Brustkrebses, der ER-negativen

Form beobachtet >

. Von den Autoren wird ein moglicher Weg der ER-Regulation dis-
kutiert, da Phytosterole die Fluiditét von cholesterolreichen Zellmembranen ohne Sto-
rung ihrer Integritét beeinflussen konnen. Sie konnten so durch eine Inhibierung von
membrangebundenen Molekiilen indirekt zellulire Prozesse wie Ostrogenmetabolismus,

ER-Funktion und ER-Expression modifizieren. Diese Annahme wird gestiitzt durch die
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Untersuchungen von Awad et al., die einen Einfluss von BSS (57) auf die Phospholipa-
se D Aktivitit ergeben haben **. Da die Phospholipase D ein membrangebundenes En-
zym ist, vermuten die Autoren einen Zusammenhang zwischen der Inkorporation von
BSS (57) in die Zellmembran, Verdnderung der Fluiditdt und damit der Beeinflussung
der Aktivitdit membrangebundener Proteine. Zusétzlich liefern die Autoren in ihrer Pu-
blikation aber Daten, die einen anderen Wirkmechanismus fiir die antiproliferative Wir-
kung von BSS (57) beschreiben. BSS (57) stimuliert demnach die Ceramid-Produktion,
welches wiederum die Protein-Phosphatase-2A aktiviert und die Phospholipase D-
Aktivitdt vermindert, was sich in einer Inhibierung des Zellwachstums duflert. Wider-
spriichliche Aussagen zur Wirkung von BSS (57) in LNCaP-Zellen entstehen durch die
unterschiedlichen Kulturbedingungen. So dokumentieren Holtz et al. eine Reduzierung
der LNCaP-Zellzahl nach BSS-Applikation und keinen Einfluss von BSS (57) auf die
PSA-Sekretion **°. Allerdings findet die Inkubation in normalem und nicht in ADFKS-
Medium statt, so dass Androgene und andere Steroide gleichzeitig vorhanden sind. BSS
(57) wurde auBerdem in einem Cyclodextrin-Komplex appliziert und das Medium jeden
Tag erneuert. Eventuell ist eine Metabolisierung von BSS (57) ebenfalls eine mogliche
Ursache fiir die von unseren Daten abweichenden Ergebnisse. Interessanterweise wird
bei Malikova et al. nur eine sehr schwache zytotoxische Aktivitdt von BSS (57) gegen-
iber der T-Lymphoblastenzelllinie CEM (ICsy = >50 uM), der multiplen Myelomzellli-
nie RPMI 8226 (ICsp = 32 uM), der malignen Melanomzelllinie G31 (ICsp = >50 uM)
und der normalen BJ-Fibroblastenzelllinie BJ h-TERT (ICso = >50 uM) beschrieben **’.
Gegeniiber der chronisch myeloischen Leukdmiezelllinie K562, der Lungenkrebszellli-
nie A-549, der Zervixkarzinomzelllinie HeLa und der Osteosarkomzelllinie HOS konn-
te keine zytotoxische Aktivitit festgestellt werden. Ebenso wird fiir BSS (57) ein Man-
gel an Zytotoxizitit gegeniiber der humanen epithelialen kolorektalen Adenokarzinom-
2% BSS (57) entfaltet also keine prinzipielle
Zytotoxizitit gegeniiber normalen Zellen oder verschiedenen Krebszelllinien, sondern

zelllinie Caco-2 von Fahy et al. bestatigt

wirkt anscheinend nur bei Prostata- oder Brustkrebszelllinien und auch dort nur unter
bestimmten Kulturbedingungen zytotoxisch. Dies legt eine Beeinflussung der Steroid-
hormonrezeptorsignalwege oder des Steroidhormonmetabolismus nahe. So konnte eine
Phytosterolmischung aus 56 % BSS (57), 28 % Campesterol (145), 10 % Stigmasterol
(56) und 6 % Dihydrobrassicasterol (146) einen verdnderten Testosteronmetabolismus

in Rattengewebe bewirken **°

. Nachgewiesen wurde dieser Sachverhalt durch eine ver-
minderte Serumkonzentration von Testosteron (2), eine reduzierte Sa-Reduktase-
Aktivitdt in der Leber und in der Prostata und eine reduzierte Aromataseaktivitit in der
Prostata. Zusétzlich erhoht BSS (57) in BPH-Zellen die Expression und Sekretion des
Wachstumsfaktors TGF-B1 **°. Dies spricht ebenso fiir eine Beeinflussung des Andro-
genrezeptorsignalwegs durch BSS (57), da von Qi et al. die TGF-B1-Regulation durch
»1 Der TGF-B1-Promoter enthilt drei ent-

fernte und drei nahe ARE, die nachweislich mit der DBD des AR interagieren. Interes-

den Androgenrezeptor beschrieben wurde

santerweise waren sowohl negative als auch positive ARE funktionell in der Androgen-

regulierten Transkription des TGF-B1-Promoters aktiv. Das bedeutet, dass je nach Ein-
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fluss von zusédtzlichen Signalen oder milieubedingt entweder eine negative oder ein po-
sitive Regulation von TGF-1 durch den AR erfolgen kann. Diese neuen Erkenntnisse
untermauern die Wirkung von BSS (57) auf den Androgenrezeptorsignalweg und erkla-
ren die milieubedingten Unterschiede unserer Ergebnisse im Vergleich zu denen aus der
Literatur.

Fiir das Phytosterol 3-Sitosterol (BSS) (57) wurde ein maximaler proliferationssteigern-
der Effekt von 191 % mit einem ECso-Wert von 35 nM auf die LNCaP-Zellen gemes-
sen. Durch die besonderen, auf eine Hormondetektion abgestimmten Kulturbedingun-
gen konnen die von der Literatur abweichenden proliferationssteigernden Ergebnisse
der Arbeit erkldrt werden. Fiir B-Sitosterol (57) konnte ein statistisch signifikanter zell-
zahlvermindernder Effekt auf das Wachstum der PC-3-Zellen von -31 % festgestellt
werden. Eventuell ist dies auf die oben in der Literatur dokumentierte Beeinflussung der
Ceramid-Produktion durch BSS (57) zuriickzufiihren. Die Zellzahlverminderung der
PC-3-Zellen durch BSS-Behandlung kann aber auch mit einer agonistischen Bindung
von BSS (57) an den Glukokortikoidrezeptor (K; = 1,3 uM) erklirt werden. Interessant
ist, warum dagegen die stark an den GR (K; = 124 nM) bindende Substanz QDM?276
(71) keine Zellzahlverminderung der PC-3-Zellen verursacht. Eventuell ist das ein Indiz
fiir eine mdgliche agonistische Wirkung von BSS (57) und eine antagonistische Wir-
kung von QDM276 (71) am GR, was mittels funktionaler GR-Assays iiberpriift werden
miisste. BSS (57) bindet im Vergleich zu den anderen Steroidhormonrezeptoren mit der
hochsten Affinitét an den GR (K = 1,3 uM), gefolgt von der Affinitdt zum AR (K;= 3,1
uM) und zum PR (K; = 6,1 uM). In der Literatur ist fiir den AR bei Fang et al. ein
schwicherer ICso-Wert von nur 42 pM beschrieben *®. Allerdings wurde dort als Assay-
system ein radioaktiver Verdringungsassay verwendet. Radioaktive Assays sind aber in
der Differenzierung schwicherer Liganden nicht so effektiv wie Fluoreszenzpolarisati-
onsassays. Dies konnte eine mogliche Ursache fiir die unterschiedlichen Werte sein. Die
von Kristin Palberg untersuchten Phytosterole Fucosterol (147), Stigmastanol (148),
B-Sitosteron (149) und Campesterol (145) zeigten in dem Proliferationsassay Wach-
stumssteigerungen von 12 bis 47 %, konnten aber nicht als Liganden des AR identifi-
ziert werden '°. Die relativen Bindungsaffinititen dieser Phytosterole an den ERa,
ERB, GR und PR sind sehr schwach (< 48 %) bzw. es konnte keine Bindungsaffinitit
detektiert werden. In Abbildung 79 ist B-Sitosterol (57) in der Ligandenbindungstasche
des Androgenrezeptors zu sehen. Die Hydroxygruppe an Position drei bildet Wasser-
stoffbriicken zu den Aminosduren Glutamin 711 und Arginin 752 aus. Die grofe Sei-
tenkette von B-Sitosterol (57) produziert eine Kollision mit der Aminosdure Phenylala-
nin 876. Die stirkere Bindungsaffinitit von B-Sitosterol (57) mit dem AR im Vergleich
zu den anderen von Kristin Palberg getesteten Phytosterolen ldsst sich nicht mit den
Ergebnissen aus dem Docking erklidren. Dies wére nur durch Berechnung der freien
Energie der Ligand-Rezeptor-Komplexe mittels Molekiildynamik-Simulationen und
Vergleich der freien Energie mdglich.
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Abbildung 79: Docking von B-Sitosterol (57) in AR-Ligandenbindungstasche

B-Sitosterol (57) ist aufgrund der PSA-mRNA-Expressionsdaten in den VCaP-Zellen
als partieller Agonist bzw. partieller Antagonist des Androgenrezeptors einzustufen. Da
BSS (57) aber die durch DHT (1) induzierte AR-mRNA-Herunterregulation in den
VCaP-Zellen nicht antagonisiert aber selbst die AR-mRNA-Expression herunterregu-
liert, was durch OHF (8) wiederum antagonisiert wird, spricht das fiir eine Kopplung
verschiedener Mechanismen. Einerseits wirkt B-Sitosterol (57) nachweislich iiber den
Androgenrezeptor, scheint aber auch iiber einen alternativen Weg die AR-mRNA-
Expression zu beeinflussen.
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4 Schlussfolgerung

Identifizierte Androgenrezeptorbinder

Zusammenfassend lassen sich folgende Aussagen treffen: Das 19-Nortestosteronderivat
QDM255 (70) und dessen Methylester QDM276 (71) besitzen eine Bindungsaffinitét
zum Androgenrezeptor, wobei der Methylester QDM276 (71) eine ca. 160fach stirkere
Bindungsaffinitit aufweist als die Sdure QDM255 (70). Die Bindung zum Androgenre-
zeptor ist allerdings nicht spezifisch. Im Vergleich zu den anderen Steroidhormonre-
zeptoren ist fiir beide Substanzen die Bindungsaftinitit zum Androgenrezeptor zwar am
groflten, QDM276 (71) weist aber auch zum Progesteron- und Glukokortikoidrezeptor
eine starke Bindungsaffinitét im nanomolaren Bereich und zu den Ostrogenrezeptoren
im niedrigen mikromolaren Bereich auf. Die Verbindung QDM?255 (70) zeigt nur mar-
ginale Unterschiede in der Bindungsaffinitit zum Androgenrezeptor und den Ostrogen-
rezeptoren. In den VCaP-Zellen konnte fiir diese Substanzen eine androgene Aktivitit
nachgewiesen werden. Demzufolge ist eine potentielle Anwendung dhnlich MENT
(143) als hormonelles Kontrazeptivum des Mannes denkbar, ebenso ein Einsatz zur
Substitutionstherapie oder bei Infertilitdt infolge Oligospermie.

Die Verbindungen XSA134 (126) und XSA164 (125) wirken im Zellproliferationsas-
say antiandrogen. Die Verbindung XSA134 (126) zeigt eine nichtspezifische sehr starke
Bindung an den Glukokortikoidrezeptor (K; = 30,6 nM). An die Ostrogenrezeptoren und
den Progesteronrezeptor bindet XSA134 (126) mit einer méBig starken Bindungsaffini-
tait mit K;-Werten im nanomolaren Bereich. Die schwiéchste Bindungsaffinitit zeigt
XSA134 (126) zum Androgenrezeptor (K; = 1,7 uM). XSA164 (125) bindet am stérk-
sten an den Progesteronrezeptor (K; = 2,8 uM). Die Unterschiede in der Bindungsaffini-
tit zum Ostrogenrezeptor B (K; = 7,1 pM) und Androgenrezeptor (K; = 9,2 uM) sind
allerdings marginal. Aufgrund der Mutation in der Ligandenbindungsdomine des An-
drogenrezeptors in den LNCaP-Zellen miisste die androgenrezeptorantagonistische
Wirkung in einem anderen Assay-System iiberpriift werden. Dafiir wiirde sich eine Un-
tersuchung der PSA-mRNA-Regulation in den VCaP-Zellen anbieten. Aufgrund der
starken Bindungsaffinititen der Verbindung XSA134 (126) am GR bzw. der Verbin-
dung XSA164 (125) am PR sind weiter fithrende Untersuchungen hinsichtlich einer
agonistischen bzw. antagonistischen Wirkung an diesen Rezeptoren zu empfehlen. Da-
fiir wiren die Coaktivator-Systeme von Invitrogen geeignet. Eventuell bietet sich fiir
XSA134 (126) eine Anwendung dhnlich der Substanz RU-486 (66) an, die sowohl
durch seine antigestagene Wirkung als Abortivum eingesetzt wird, aber auch als GR-
Antagonist wirkt. Aufgrund der antiproliferativen Wirkung bei den LNCaP- und PC-3-
Zellen, was auf die hauptsdchliche Bindung an den GR zuriickgefiihrt werden kann, ist
ein Einsatz als Antitumortherapeutikum denkbar. XSA164 (125) konnte bei nachgewie-
sener agonistischer Wirkung am Progesteronrezeptor bzw. den Ostrogenrezeptoren als
hormonales Kontrazeptivum fiir die Frau mit zusitzlicher antiandrogener Komponente
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eingesetzt werden. Die antiandrogene Komponente ermdglicht es, neben der kontrazep-
tiven Wirkung, Akne und Haarausfall (androgenetische Alopezie) zu therapieren. Als
Gestagen kann die Substanz auch bei Endometriose und fortgeschrittenem Uterus- und
Mammakarzinom eingesetzt werden.

Fiir das Phytosterol B-Sitosterol (57) ist ein Einfluss auf hormonelle Signalwege nach-
gewiesen worden. Im Vergleich zu anderen Phytosterolen, die mit denselben Methoden
auf ihre Bindungsaffinitit an den Steroidhormonrezeptoren iiberpriift worden sind, zeigt
B-Sitosterol (57) die stirkste Bindungsaffinitit zum Androgenrezeptor (K; = 3,1 uM).
Allerdings ist diese nicht spezifisch. B-Sitosterol (57) bindet mit etwas stirkerer Affini-
tdt an den Glukokortikoidrezeptor (K; = 1,3 pM). Hinsichtlich einer potentiellen An-
wendung von B-Sitosterol (57) empfehlen sich in vitro-Versuche mit Zielzellen von
Interesse. Dabei sollte auf moglichst physiologische Bedingungen geachtet werden.

Extrakte und Fraktionen

Da fiir den Ethylacetat-Extrakt QBR007 aus der Rinde von Bumelia sartorum im Zell-
proliferationsassay eine antiandrogene Wirkung nachweisbar war, ist eine tiefer gehen-
de Analyse zu empfehlen. Fiir den Extrakt oder daraus isolierte Substanzen bietet sich
hier ebenso die Messung der PSA-mRNA-Regulation in den VCaP-Zellen an. Fiir iso-
lierte Substanzen ist zusitzlich ein Nachweis der Bindungsaffinititen an den verschie-
denen Steroidhormonrezeptoren von Interesse.

Fiir den Rohextrakt des Rhizoms von Cibotium barometz wurde eine leichte antiandro-
gene Aktivitit nachgewiesen. Weiter flihrende analytische Untersuchungen nach Ab-
schluss der Experimente fiir diese Arbeit fithrten zur Aufklarung der hauptsichlich fiir
diese Wirkung verantwortlichen Strukturen. Diese neue Substanzklasse wurde kiirzlich
in einer Publikation von Nguyen et al. mit einer Inhibierung der Osteoklasten-Bildung

#2 Da die Osteoklasten-Aktivitit sowohl von Ostrogenen als

in Verbindung gebracht
auch von Androgenen gehemmt wird, sind auch hier weitere Untersuchungen hinsicht-
lich der Ablirung einer spezifischen Wirkung am Androgenrezeptor bzw. Ostrogenre-
zeptor nétig. Geeignet wire eine Uberpriifung der Bindungsaffinitit am Androgen- bzw.
Ostrogenrezeptor fiir die isolierten Substanzen oder Versuche hinsichtlich einer potenti-
ellen Anwendung an Zielzellen von Interesse, wie z. B. Prostatakrebszelllinien, Brust-

krebszelllinien oder Keratinozyten der Haarzwiebel.

Eine zytotoxische Wirkung war fiir die Fraktionen der Organismen Aglaia gigantea,
Nephrolepis exaltata und Cortinarius brunneus sowohl an LNCaP- als auch an PC-3-
Zellen nachweisbar. Eine mogliche Strukturaufklarung der dafiir verantwortlichen Sub-
stanzen ist bei diesen Organismen besonders interessant. Auerdem ist eine nihere Cha-
rakterisierung der zytotoxischen Wirkung durch Messung der apoptotischen Aktivitit
und des Eingriffs in den Zellzyklus zu empfehlen. Eventuell ergeben sich hieraus neue
Ansitze fiir Antikrebstherapeutika.
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5 Anhang
A Strukturformelverzeichnis

In der nachfolgenden Tabelle sind die Formelnummern, die Strukturformeln mit der in

der IPB-Substanzdatenbank angegebenen Stereochemie und der [PB-internen Substanz-
bezeichnung (MolID, 3LC) oder mit dem Trivialnamen und dem [UPAC-Namen aller
in der Arbeit erwdhnten Verbindungen angegeben. Der IUPAC-Name wurde mit
ChemDraw Ultra 8.0 (CambridgeSoft Corporation, Cambridge, USA) generiert. Die mit
* markierten [UPAC-Namen wurden mit Marvin Sketch (ChemAxon, Ungarn) benannt.

Tabelle 37: Strukturformelverzeichnis

Nr. Struktur Trivialname | MolID 3LC
1 Dihydrotestoste-
ron
(0]
(5S,8R,9S,108S,138,148S,17S)-tetradecahydro-17-
hydroxy-10,13-dimethyl-2H-
cyclopenta[a]phenanthren-3(4H)-one
2 Testosteron
o)
(8R,9S,10R,13S,1485,17S)-
1,7,8,9,10,11,12,13,14,15,16,17-dodecahydro-17-
hydroxy-10,13-dimethyl-2H-
cyclopenta[a]phenanthren-3(6H)-one
3 o cl Procymidon

o) cl
3-(3,5-dichlorophenyl)-1,5-dimethyl-3-aza-
bicyclo[3.1.0]hexane-2,4-dione
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HO
(8R,98,138,14S,17S)-7,8,9,11,12,13,14,15,16,17-
decahydro-13-methyl-6H-

17B-Ostradiol

cyclopenta[a]phenanthrene-3,17-diol
(@)

O,N
F3C: : “NH
o
OH

N-(3-(trifluoromethyl)-4-nitrophenyl)-2-hydroxy-2-
methylpropanamide

Progesteron

(0]

(8S,9S,10R,138,14S,17S)-17-acetyl-
1,7,8,9,10,11,12,13,14,15,16,17-dodecahydro-
10,13-dimethyl-2H-cyclopenta[a]phenanthren-

3(6H)-one
Cyproteronacetat
Cl
(1S,2S,3S,5R,11R,128S,15R,16S)-15-acetyl-9-
chloro-2,16-dimethyl-6-
oxopentacyclo[9.7.0.0%*.0°°.0'*'%]octadeca-7,9-
dien-15-yl acetate*
F Flutamid
F
VN
F
8 o
K
I
N-(3-(trifluoromethyl)-4-nitrophenyl)isobutyramide
Hydroxyflutamid
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9 OH Methyltrienolon,
A R1881
o
(8S,138,148,17S)-1,2,7,8,13,15,16,17-octahydro-
17-hydroxy-13,17-dimethyl-6H-
cyclopenta[a]phenanthren-3(14H)-one
10 Androstan
(8S,98,108,138S,14S)-hexadecahydro-10,13-
dimethyl-1H-cyclopenta[a]phenanthrene
11 Androstendion
o
(8R,9S,10R,13S,145)-1,7,8,9,10,11,12,13,15,16-
decahydro-10,13-dimethyl-2H-
cyclopenta[a]phenanthrene-3,17(6H,14H)-dione
12 9 Androstandion
o
(5S,8R,98,108,138S,14S)-dodecahydro-10,13-
dimethyl-2H-cyclopenta[a]phenanthrene-
3,17(4H,14H)-dione
13 Androsteron

Ny O\\\\\W

(3R,5S,8R,98,108,13S,14S)-tetradecahydro-3-
hydroxy-10,13-dimethyl-2H-
cyclopenta[a]phenanthren-17(14H)-one
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14 Actiocholandion
H
(5R,8R,9S,108,138S,14S)-dodecahydro-10,13-
dimethyl-2H-cyclopenta[a]phenanthrene-
3,17(4H,14H)-dione
15 Aetiocholanolon
o™
(3R,5R,8R,9S,108,13S,14S)-tetradecahydro-3-
hydroxy-10,13-dimethyl-2H-
cyclopenta[a]phenanthren-17(14H)-one
16 OH Androstandiol
o
m
(3R,58,8R,9S,108,138S,148S,17S)-hexadecahydro-
10,13-dimethyl-1H-cyclopenta[a]phenanthrene-
3,17-diol
17 9 Dehydroepian-
drosteron
HO
(3S,8R,9S,10R,13S,14S)-
1,3,4,7,8,9,10,11,12,13,15,16-dodecahydro-3-
hydroxy-10,13-dimethyl-2H-
cyclopenta[a]phenanthren-17(14H)-one
18 Ostriol

“nnlllOH

HO

(8R,98,13S,14S,16R,17R)-
7,8,9,11,12,13,14,15,16,17-decahydro-13-methyl-
6H-cyclopentala]phenanthrene-3,16,17-triol
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19 Ostron
HO
(8R,98,138,145)-7,8,9,11,12,13,15,16-octahydro-3-
hydroxy-13-methyl-6H-cyclopenta[a]phenanthren-
17(14H)-one
20 cl DDT
cl cl
cl cl
1,1,1-trichloro-2,2-bis(4-chlorophenyl)ethane
21 cl cl p,p’-DDE
cl l l cl
1,1-dichloro-2,2-bis(4-chlorophenyl)ethene
22 ‘ Linuron
H
cl N T N ~ -
o}
cl
3-(3,4-dichlorophenyl)-1-methoxy-1-methylurea
23 cl Vinclozolin
o}
cl N//JZ\
o
’ A\
3-(3,5-dichlorophenyl)-5-methyl-5-
vinyloxazolidine-2,4-dione
24 o OH Benzophenon-3

OCH;
(2-hydroxy-4-methoxyphenyl)(phenyl)methanone
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25 Homosalat
on O\\\\\\\. “u, y, ////
)
(18,5S)-3,3,5-trimethylcyclohexyl 2-
hydroxybenzoate
26 ", Euphol
HO
(3S,5R,108,138S,14S,17S)-
2,3,4,5,6,7,10,11,12,13,14,15,16,17-tetradecahydro-
4,4,10,13,14-pentamethyl-17-((R)-6-methylhept-5-
en-2-yl)-1H-cyclopenta[a]phenanthren-3-ol
27 HO o Daidzein
o)
OH
7-hydroxy-3-(4-hydroxyphenyl)-4H-chromen-4-one
28 “, Ganoderol B
OH
HO
(3S,5R,10S,13R,14R,17R)-
2,3,4,5,6,10,12,13,14,15,16,17-dodecahydro-17-
((R,E)-7-hydroxy-6-methylhept-5-en-2-yl)-
4,4,10,13,14-pentamethyl-1H-
cyclopenta[a]phenanthren-3-ol
29 3,3’-
Diindolylmethan

J

HN NH
di(1H-indol-3-yl)methane
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30 Q oH Bicalutamid
0
i
F
F " F
N
3-(4-fluorophenylsulfonyl)-N-(4-cyano-3-
(trifluoromethyl)phenyl)-3-hydroxybutanamide
31 N-
o Butylbenzensul-
! P N fonamid (NBBS)
i
N-butylbenzenesulfonamide
32 o OR Atrarsdure
R, CH, R1 32
Ho R2 33
R,  CH,CH; R3 34
R;  CH,CH,CH; R4 35
R,  CH,CH,CH,CH;
methyl 2, 4 d1hydroxy 3,6-dimethylbenzoate
36 \Oij Equol
OH
(S)-3,4-dihydro-3-(4-hydroxyphenyl)-2H-chromen-
7-ol
37 Naringenin
(S)-2,3- dlhydro 5,7 dihydroxy-2-(4-
hydroxyphenyl)chromen-4-one
38 OH Kémpferol
HO o ‘
OH
OH o
3,5,7-trihydroxy-2-(4-hydroxyphenyl)-4H-chromen-
4-one
39 i Palmitinséure

WMGH

palmitic acid
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40

NM Stearinsire
stearic acid
41 Q Palmitoleinsdure
= oH
(Z)-hexadec-9-enoic acid
42 W/\/\/\i Linolséure
(9Z,12Z)-octadeca-9,12-dienoic acid
43 Arachidonsdure
(52,872,117,147)-icosa-5,8,11,14-tetraenoic acid
44 OH Mesterolon
o
a
(1S,5S,8R,98,108,138S,14S,17S)-dodecahydro-17-
hydroxy-1,10,13-trimethyl-2H-
cyclopenta[a]phenanthren-3(4H,9H,14H)-one
45 Nandrolondeca-
noat

(8R,9S,10R,13S,1485,17S)-
2,3,6,7,8,9,10,11,12,13,14,15,16,17-tetradecahydro-
13-methyl-3-oxo-1H-cyclopenta[a]phenanthren-17-

yl decanoate
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46

cl
(8R,9S,10R,138,148S,17S)-4-chloro-
2,3,6,7,8,9,10,11,12,13,14,15,16,17-tetradecahydro-
10,13-dimethyl-3-oxo-1H-
cyclopenta[a]phenanthren-17-yl acetate

Clostebolacetat

47

(5S,8R,98,10S,138,148,17S)-
4,5,6,7,8,9,10,11,12,13,14,15,16,17-tetradecahydro-
1,10,13-trimethyl-3-ox0-3H-
cyclopenta[a]phenanthren-17-yl acetate

Metenolonacetat

48

H
(Z2,5S5,8R,95,108,138S,148,17S)-dodecahydro-17-
hydroxy-2-(hydroxymethylene)-10,13,17-trimethyl-
2H-cyclopenta[a]phenanthren-3(4H,9H,14H)-one

Oxymetholon

49

o

(4aS,4bS,6a8S,7S,9aS,9bR, 1 1aS)-tetradecahydro-7-
hydroxy-4a,6a,7-trimethylindeno[4,5-h]isochromen-
2(1H)-one

Oxandrolon
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50

2-(trifluoromethyl)-4-(3-(2-hydroxyethyl)-4,4-
dimethyl-2,5-dioxoimidazolidin-1-yl)benzonitrile

RU 58841

51

o /Y\O O O o /\/\CI
OH OH

3-(4-(2-(4-(3-chloro-2-
hydroxypropoxy)phenyl)propan-2-
yl)phenoxy)propane-1,2-diol
F

EPI-001

52

[}
) )7\
N—"
N N H
FaC
o

4-[7-(4-Cyano-3-trifluoromethyl-phenyl)-8-ox0-6-
thioxo-5,7-diaza-spiro[3.4]oct-5-yl]-2-fluoro-N-
methyl-benzamide

RD 162

53

=
o
NC S
N/U\N N/
FsC
4-(3-(4-cyano-3-(trifluoromethyl)phenyl)-5,5-

dimethyl-4-oxo0-2-thioxoimidazolidin-1-yl)-2-
fluoro-N-methylbenzamide

MDYV 3100

54

OH
H
N%o :
O
NC CN

CF,
3-(4-cyanophenoxy)-N-(4-cyano-3-
(trifluoromethyl)phenyl)-2-hydroxy-2-
methylpropanamide

0.

SNARE-1

55

OH
iWOH

(o]
(8S,9R,108,118,138S,14S,16R,17R)-9-fluoro-
7,8,11,12,13,15,16,17-octahydro-11,17-dihydroxy-
17-(2-hydroxyacetyl)-10,13,16-trimethyl-6H-
cyclopenta[a]phenanthren-3(9H,10H,14H)-one

Dexamethason
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56

HO
(3S,8S,9S,10R,13R,14S,17R)-17-((E,2R,5S)-5-
ethyl-6-methylhept-3-en-2-yl)-
2,3,4,7,8,9,10,11,12,13,14,15,16,17-tetradecahydro-
10,13-dimethyl-1H-cyclopenta[a]phenanthren-3-ol

Stigmasterol

57

%,
7,
//,,'

A H

HO
(3S,8S,9S,10R,13R,14S,17R)-17-((2R,5R)-5-¢ethyl-
6-methylheptan-2-yl)-
2,3,4,7,8,9,10,11,12,13,14,15,16,17-tetradecahydro-
10,13-dimethyl-1H-cyclopenta[a]phenanthren-3-ol

B-Sitosterol

58

0.

Iz

=
(4aR,4bS,6a8S,7S,9aS,9bS,11aR)-N-tert-butyl-
2,4a,4b,5,6,6a,7,8,9,92,9b,10,11,11a-tetradecahydro-
4a,6a-dimethyl-2-oxo-1H-indeno[5,4-f]quinoline-7-
carboxamide

Finasterid

59

HO
(8R,98,13S,14S8,17R)-7,8,9,11,12,13,14,15,16,17-
decahydro-13-methyl-6H-
cyclopenta[a]phenanthrene-3,17-diol

170-Ostradiol
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60

F3C

(1S,9R,10R,118S,14S,15S)-15-methyl-9-{9-
[(4,4,5,5,5-
pentafluoropen-
tane)sulfinylJnonyl} tetracyclo[8.7.0.0*7.0'"*Thepta
deca-2,4,6-triene-5,14-diol*

Fulvestrant

61

Cl

v
o

)
\/NI O

2-(4-((Z)-4-chloro-1,2-diphenylbut-1-
enyl)phenoxy)-N,N-dimethylethanamine

Toremifen

62

OO
CJ
\/NIO

2-(4-((Z)-1,2-diphenylbut-1-enyl)phenoxy)-N,N-
dimethylethanamine

Tamoxifen

63

HO. 0.

OoH o)
OH
5,7-dihydroxy-3-(4-hydroxyphenyl)-4H-chromen-4-
one

Genistein
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64

(CHa)g

/N
(CH2)3

N-butyl-11-((7R,8R,9S,138S,148S,17S)-
7,8,9,11,12,13,14,15,16,17-decahydro-3,17-
dihydroxy-13-methyl-6H-
cyclopenta[a]phenanthren-7-yl)-N-
methylundecanamide

ICI 164 384

65

OH
/
OH

4-((E)-4-(4-hydroxyphenyl)hex-3-en-3-yl)phenol

Diethylstilbestrol

66

(8S,11R,13S,148,17S)-11-(4-
(dimethylamino)phenyl)-1,2,7,8,11,12,13,15,16,17-
decahydro-17-hydroxy-13-methyl-17-(prop-1-ynyl)-

6H-cyclopenta[a]phenanthren-3(14H)-one

Mifepriston (Ru-
486)

67

oo O
O T

OH
1-(2,5-dihydroxyphenyl)-2-(3-
methoxyphenyl)ethanone

1800

MADY94
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68

OH

1-(2,5-dihydroxyphenyl)-2-(4-

1801

MAD998

69

methoxyphenyl)ethanone
OH
()<

HO

1795

MAD925

70

1-(2,5-dihydroxyphenyl)-2-phenylethanone
OH

e 00m
(7R,8R,138S,148S,17S)-
2,3,6,7,8,11,12,13,14,15,16,17-dodecahydro-17-
hydroxy-13-methyl-3-oxo-1H-
cyclopenta[a]phenanthrene-7-carboxylic acid

[0)

2669

QDM255

71

OH

o “I500Me
(7R,8R,138,148S,17S)-methyl
2,3,6,7,8,11,12,13,14,15,16,17-dodecahydro-17-
hydroxy-13-methyl-3-oxo-1H-
cyclopenta[a]phenanthrene-7-carboxylate

OH

2670

QDM276

72

HOy, i,

9y O\\\\\\“

[e]
(2R,3S,5S,10R,13S,17R)-tetradecahydro-2,3-
dihydroxy-17-((2S,3R,4R,5R)-3,4-dihydroxy-5,6-
dimethylheptan-2-yl)-10,13-dimethyl-9H-
cyclopenta[a]phenanthren-6(14H)-one

OH

24-Epicastasteron

73

\ °
HO O_\

ethyl 3,6-dihydroxy-4-methoxy-2-methylbenzoate

2113

MAD919
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74

3-(4-methoxyphenyl)-8-methyl-2H-chromen-2-one

1594

MAD968

75

o 0

/J'\ ©

o

(2R,38,5S,10R,13S,17R)-17-[(2S,3S,4S,5R)-3,4-
diacetoxy-5,

6-dimethylheptan-2-yl]-2,3-diacetoxy-10,13-
dimethyl-1,2,3,4,5,7,8,9,11,

12,14,15,16,17-

tetradecahydrocyclopenta[a]phenanthren-6-one

Trisepicastaste-
rontetraacetat

76

1266

ZAC000

77

Br
1-(benzenesulfonyl)-3-bromopiperidin-4-one*

3114

QDMI101

78

O\\ AN

: ,S\\O Br

4-[(1S,3aR,7aS)-1-(tert-butoxy)-7a-methyl-
2,3,3a,6,7,7a-hexahydro-1H-inden-5-yl1]-1-
(benzenesulfonyl)-5-bromo-1,2,3,6-
tetrahydropyridine*

3115

QDM103
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79 3118 QDM376
(I’R,7’R,16’S,17°S,20°R)-17’~(tert-butoxy)-4°,16’-
dimethyl-4’-azaspiro[ 1,3-dioxolane-2,9’-
pentacyclo[11 7.0.0%°.0"12.0'**Jicosan]-12’-ene-
3’,5’-dione*
80 3122 QDM441
(7R,8R,138S,148S,17S)-tert-butyl 17-tert-butoxy-
2,3,6,7,8,11,12,13,14,15,16,17-dodecahydro-13-
methyl-3-oxo-1H-cyclopenta[a]phenanthrene-7-
carboxylate
81 5084 DRT173
(o]
\_/
OH
(E)-4-oxohexadec-2-enoic acid
82 ", 496 ZAB000
(0]
HoN =
H
(1R, 28, 4S, 9R, 10R, 118, 148, 158, 18S, 20S)-18-
amino-9, 11, 15-trimethyl-5-
oxapentacyclo[12.8.0.0%'".0*'°.0">*]docosan-6-
one*
83 P 1482 ZAC000

Z
7
7,

OH
(2R,38,6R,8R)-6,8-dihydroxy-2,3,10,10-
tetramethyltricyclo[6.3.0.0*¢Jundecan-4-one*
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84

OH
(6E)-6-(3,4-dihydroxybenzylidene)-3-hydroxy-4-(4-

1286

ZAC000

85

hydroxyphenyl)-6H-pyran-2,5-dione
OH

N
(58,6S,7S,8R,138,148S,17S)-
2,3,4,5,6,7,8,11,12,13,14,15,16,17-tetradecahydro-
17-hydroxy-13-methyl-3-oxo-1H-
cyclopenta[a]phenanthrene-6,7-dicarbonitrile

2671

QDM520

86

OH

(9R,11R,148S,15S)-14-hydroxy-15-methyl-5-
azatetracyclo[8.7.0.0%7.0'""*Jheptadeca-1(10),2(7)-
dien-5-ium-9-carboxylate*

2673

QDM438

87

OH

How

24-epi-(22R,23R)-2a,30,22,23-tetrahydroxy-7a-
homo-7-oxa-5a-campestan-6-one

24-Epibrassinolid
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88

0
(35,5S,8S,9S,10R,138S,14S,17R)-tetradecahydro-3-
hydroxy-17-((2S,3R,4R,5R)-3,4-dihydroxy-5,6-
dimethylheptan-2-yl)-10,13-dimethyl-9H-
cyclopenta[a]phenanthren—6( 14H)-one

24-Epiteasteron

89

6-hydroxy-3-phenyl-4H-chromen-4-one

1592

MAD970

90

00

o
2—(3-ﬂuorophenyl)-7—meth0xy-4H-chromen—4—0ne

1587

MAD980

91

Joqel

(4- ﬂuorophenyl)(2 4,6-trihydroxyphenyl)methanone

1569

DBCO051

92

22}3

2-bromo-4-[(tert-
butyldimethylsilyl)oxy]cyclohexan-1-one*

3113

QDM100

93

Y

tert-butyl 3- ((E) 2-(tert- butoxycarbonyl)vmyl) 4-
((1S,3aR,7aS)-1-tert-butoxy-2,3,3a,6,7,7a-
hexahydro-7a-methyl-1H-inden-5-yl)-5,6-

dihydropyridine-1(2H)-carboxylate

3119

QDM407
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94 >< 3125 QDM494
O
UG 8¢
N O.
[
I
tert-butyl (11R,148S,15S)-5-(benzenesulfonyl)-14-
(tert-butoxy)-15-methyl-5-
azatetracyclo[8.7.0.0%7.0'"""*Jheptadeca-1(10),2(7)-
diene-9-carboxylate*
95 2400 XSA108
H
(S)-4-((5R,8R,98,108,13R,148S,17S)-
hexadecahydro-10,13-dimethyl-3-oxo-1H-
cyclopenta[a]phenanthren-17-yl)pentanoic acid
96 P 966 DFK043
_° N X
HO’

(1E,3Z)-3-hydroxy-1-(4-hydroxy-3-

methoxyphenyl)deca-1,3-dien-5-one
97 o 1742 DBCO032

/@\ O
Br
3,5-dihydroxyphenyl 4-bromobenzoate
98 HO 3321 GUG333
Q O OH
HO

5-(4-ethylphenyl)benzene-1,3-diol*

99 OH 2672 QDM458

o
H

N

)

o

(1R,2S,6R,7S,16S,17S,20S)-17-hydroxy-4,16-
dimethyl-4-

azapentacyclo[11.7.0.0%¢.07'2,0'¢*
3,5,9-trione*

\‘ (A
\‘c
/

]icos-12-ene-
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100

HO
w
OH

2,3-dihydro-4-hydroxy-6-(2-hydroxyethyl)-2,2,5,7-
tetramethylinden-1-one

Onitin

101

HO
\CH2
OoH
o
OH
OH o
o
OH

6-(2-((2R,3S,4R,5S)-tetrahydro-2.4,5-trihydroxy-6-
(hydroxymethyl)-2H-pyran-3-yloxy)ethyl)-2,3-
dihydro-4-hydroxy-2,2,5,7-tetramethylinden-1-one

Onitin-2'-O-B-D-
glukosid

102

HO!
\cH2
OH
0
OH o
OH O
OH
6-(2-((2R,38,48S,5S)-tetrahydro-2,4,5-trihydroxy-6-

(hydroxymethyl)-2H-pyran-3-yloxy)ethyl)-2,3-
dihydro-4-hydroxy-2,2,5,7-tetramethylinden-1-one

Onitin-2'-O-a-D-
allosid

103

o
HO.
Cl

4-chloro-2,3-dihydro-6-(2-hydroxyethyl)-2,2,5,7-
tetramethylinden-1-one

Pterosin R

104

OH

(3R,4S,5S,6R)-2-((3S,8S,9S,10R,13R,14S,17R)-
2,3,4,7,8,9,10,11,12,13,14,15,16,17-tetradecahydro-
17-((2R,5R)-5-isopropylheptan-2-yl)-10,13-
dimethyl-1H-cyclopenta[a]phenanthren-3-yloxy)-
tetrahydro-6-(hydroxymethyl)-2H-pyran-3,4,5-triol

Daucosterol
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105 on /" Shinbarometin - -
H—O
HHO
OH
O\/‘E>)L(CH2)7/—\/j(CHQ)4
OH
2-0-(9z,12z-octadecadienoyl)-3-O-[a-D-
galactopyranosyl-(1°’-6")-O-a-D-
galactopyranosyl]glycerol
106 OH Protocatechusiu- | - -
HO e
OH
d
3,4-dihydroxybenzoic acid
107 /0 5- - -
‘ A\ Hydroxymethyl-
HO o 2-
furancarboxal-
5-(hydroxymethyl)furan-2-carbaldehyde dehyd
108 2 Kaffeesiure - -
J\/\Oiw
HO
OH
(E)-3-(3, 4—dihydr0xyphenyl)acrylic acid
109 - 1593 MAD969
% o
1 -(2-hydroxy-4- methoxyphenyl) 3-(4-
methoxyphenyl)propane 1,3-dione
110 \‘i)\i‘ - 1790 MAD?955
3,4- d1hydr0 7-hydroxy- 3—phenylchromen 2-one
111 3- 1789 MAD952
Phenylumbelli-
ferone
=
7-hydroxy-3-phenyl-2H- chromen 2-one
112 - 1786 MAD958

7-methoxy-3-phenyl-2H-chromen-2-one
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113 OAO o o 1781 MADY61
(I
v
7-(benzyloxy)-3-(4-methoxyphenyl)-2H-chromen-2-
one
114 OH 2668 QDM237
HO “s00m
(7R,8R,9R,138,148,17S)-
7,8,9,11,12,13,14,15,16,17-decahydro-3,17-
dihydroxy-13-methyl-6H-
cyclopenta[a]phenanthrene-7-carboxylic acid
115 Q 1988 TPT094
Q N
0
N-benzhydryl-2-phenylacetamide
116 |/\ 1990 TPTO095
=
N
$
o \/
2-phenyl-N-(2-phenylphenyl)acetamide*
117 >_© 1992 TPT097
NH
(o}
2-phenyl-N-((S)-1-phenylethyl)acetamide
118 1995 TPT100
/
o :
N-benzyl-N-methyl-2-phenylacetamide
119 @\/\ w 1996 TPT101
N
H
N-phenethyl-2-phenylacetamide
120 1885 XSA006

JORSE
O/\N H/\O

N-[4-(4-formamidophenoxy)phenylJformamide*
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121 1124 NHVO015
OH

(5—(9H—pyrid0 [3,4-b]indol-1-yl)furan-2-yl)methanol

122 % 3126 QDMS507
S/ O ~g
o” 7N\, /
2-bromo-4-[(tert-butyldimethylsilyl)oxy]cyclohex-
1-en-1-yl trifluoromethanesulfonate*
123 3111 QDMS501
/o o/
1,4-Dimethoxycyclohex-1-en
124 A(@ 535 ZAB000
5,5,9,14-
tetramethyltetracyclo[11.2.1.0"'°.0*’Thexadecan-14-
ol*

125 %, 2415 XSA164

HoN

(R)-4-((3S,5R,8R,9S,108,13R,14S,17R)-3-amino-
hexadecahydro-10,13-dimethyl-1H-
cyclopenta[a]phenanthren-17-yl)pentan-1-ol

126 2573 XSA134

(E)-N-[(2S)-2-[(1R, 2R, 5E, 10R, 11R, 14R, 15S)-5-
(hydroxyimino)-2,15-
dimethyltetracyclo[8.7.0.0>”.0"""*]heptadec-6-en-
14-yl]propylidene] hydroxylamine*
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127

H,S0,

(1R,9R,10S,11R,12R,19R)-11-(acetyloxy)-12-ethyl-
5-[(1R,13R,148,158S,17S)-17-ethyl-17-hydroxy-13-
(methoxycarbonyl)-1,11-
diazatetracyclo[13.3.1.0*'2.0>'%Inonadeca-
4(12),5,7,9-tetraen-1-ium-14-yl]-10-hydroxy-8-
(hydroxymethyl)-6-methoxy-10-
[methoxy(oxo)methane]-8,16-
diazapentacyclo[10.6.1.0"°.0*7.0'"?Inonadeca-
2(7),3,5,13-tetraen-16-ium sulfate*

Vincristinsulfat

128

OH

(10R,11R,15R)-16-{[(2R,4aR,6R,7R,8R,8a8S)-7,8-
dihydroxy-2-methyl-hexahydro-2H-pyrano[3,2-
d][1,3]dioxin-6-yl]oxy}-10-(4-hydroxy-3,5-
dimethoxyphenyl)-4,6,13-
trioxatetracyclo[7.7.0.0°7.0"""*]hexadeca-1,3(7),8-
trien-12-one*

Etoposid

129

Cl
HN Cl
% / Q
NH
(o] Cl

N'-(2,4,6-Trichlorophenyl)-2-phenylazetohydrazid

1678

ZHM118-
10
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130

OH
4-((3S,5S,8R,9S,10R,13R,14S,17R)-
Hexadecahydro-3,5,14-trihydroxy-10,13-dimethyl-
1H-cyclopenta[a]phenanthren-17-yl)furan-2(5H)-on

) o

1913

MMKO009

131

o
2-{[(2R, 3R, 4R, 58, 6R) -4,5-bis(acetyloxy)-6-
[(acetyloxy)methyl]-3-(2,2,2-
trifluoroacetamido)oxan-2-yl]acetic acid*

363

ZAB000

132

NS

(2E)-N-(4-(cinnamamido)butyl)-4-hydroxy-2-
methylbut-2-enamide

Dasyclamid

133

OH
HO,
o]
O/\J\NM/H
H
o]

(R)-N-(4-(cinnamamido)butyl)-3,4-dihydroxy-2-
methylenebutanamide

Grandiamid D

134

HO

oy~

(2E)-N-(4-(5-hydroxy-3-methyl-2-ox0-2H-pyrrol-
1(5H)-yl)butyl)cinnamamide

Gigantamid A
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135

e

Dodecahydro-7-(1-hydroxy-1-methylethyl)-6,9a,9b-
trimethyl-3-[(2,5)-
tetrahydro-5-(1-hydroxy-1-methylethyl)-2-methyl-
Anacardséure -

2-furanyl]-1H-benz[e]indene-6-
propionic acid
136 ° OH
2 hydroxy 6-pentadecylbenzoic acid
) iji”\/\/\@ . -
2-hydroxy-6-((Z)-pentadec-8-enyl)benzoic acid

138 HO, Brunnein A -
0

/N

HO N

(S)-4,9-dihydro-7-hydroxy-1-methyl-3H-pyrido[3,4-
bJindole-3-carboxylic acid

) ztgi%:\z
OH HO
Guggulsteron Z

Orellanin

2-(1,3-dihydroxy-4-oxopyridin- 2 yl)-1,3-
dihydroxypyridin-4-one

140

o)
(8R,9S,10R,138S,148,17Z)-17-ethylidene-
1,7,8,10,11,12,13,14,15,17-decahydro-10,13-

dimethyl-2H-cyclopenta[a]phenanthrene-
3,16(6H,9H)-dione
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141

(8R,98,10R,138S,14S,17E)-17-ethylidene-
1,7,8,10,11,12,13,14,15,17-decahydro-10,13-
dimethyl-2H-cyclopenta[a]phenanthrene-
3,16(6H,9H)-dione

Guggulsteron E

142

1-((13S,17S)-7,8,9,11,12,13,14,15,16,17-decahydro-
4,13-dimethyl-6H-cyclopenta[a]phenanthren-17-
yl)ethanone

S42

143

"y
(7R,8R,9S,10R,138,14S,17S)-
1,7,8,10,11,12,13,15,16,17-decahydro-17-hydroxy-
7,13-dimethyl-2H-cyclopenta[a]phenanthren-
3(6H,9H,14H)-one

MENT

144

(8S,9S,10R,138,14S,17S)-13-ethyl-17-ethynyl-
1,7,8,10,11,12,13,15,16,17-decahydro-17-hydroxy-
11-methylene-2H-cyclopenta[a]phenanthren-
3(6H,9H,14H)-one

H

Etonogestrel

145

(35,8S,9S,10R,13R,14S,17R)-
2,3,4,7,8,9,10,11,12,13,14,15,16,17-tetradecahydro-
10,13-dimethyl-17-((2R,5R)-5,6-dimethylheptan-2-
yl)-1H-cyclopenta[a]phenanthren-3-ol

Campesterol
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146 Dihydrobrassica-
sterol
(35,8S,9S,10R,13R,14S,17R)-
2,3,4,7,8,9,10,11,12,13,14,15,16,17-tetradecahydro-
10,13-dimethyl-17-((2R,5R)-5,6-dimethylheptan-2-
yl)-1H-cyclopenta[a]phenanthren-3-ol
147 s Fucosterol
(35,8S,9S,10R,13R,14S,17R)-
2,3,4,7,8,9,10,11,12,13,14,15,16,17-tetradecahydro-
17-((R,E)-5-isopropylhept-5-en-2-y1)-10,13-
dimethyl-1H-cyclopenta[a]phenanthren-3-ol
148 3 Stigmastanol
(3S,5R,8R,95,10S,13R,14S,17R)-17-((2R,5R)-5-
ethyl-6-methylheptan-2-yl)-hexadecahydro-10,13-
dimethyl-1H-cyclopenta[a]phenanthren-3-ol
149 ' B-Sitosteron

o}
(8S,9S,10R,13R,14S,17R)-17-((2R,5R)-5-ethyl-6-
methylheptan-2-yl)-1,7,8,10,11,12,13,15,16,17-
decahydro-10,13-dimethyl-2H-
cyclopenta[a]phenanthren-3(4H,9H,14H)-one
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B Verzeichnis der verwendeten Kits, Geridte und Materialien

Tabelle 38: Kits

Methode Verwendete Kits Firma
Zellproliferation Cell Proliferation Kit II, XTT Roche Diagnostics Ap-
plied Science (Mann-
heim, BRD)
Fluoreszenzpolarisation FP Standardization Reference Kit PanVera Corporation,
Invitrogen (Carlsbad,
CA, USA)
AR-Bindungsassay PolarScreen™ Androgen Receptor Invitrogen (Carlsbad,
Competitor Assay Kit, Green CA,USA)
ERa-Bindungsassay PolarScreen™ Estrogen Receptor-alpha Invitrogen
Competitor Assay Kit, Green
ERB-Bindungsassay PolarScreen™ Estrogen Receptor-beta Invitrogen
Competitor Assay Kit, Green
GR-Bindungsassay PolarScreen™ Glucocorticoid Receptor Invitrogen
Competitor Assay Kit, Red
PR-Bindungsassay PolarScreen™ Progesteron Receptor Invitrogen

RNA-Isolation
DNase-Verdau

Reverse Transkription

Quantitative
Real Time-PCR

Klonierung der Plasmide

Plasmidpréparation

Competitor Assay Kit, Red

RNeasy Mini Kit

Deoxyribonuclease I Amplification Grade Kit

Revert Aid H Minus First Strand cDNA Syn-

thesis Kit

Platinum Sybr Green qPCR Super Mix —
UDG Kit

pCR2.1-TOPO Klonierungsvektor

NucleoBond AX

Qiagen (Hilden, BRD)
Invitrogen

Fermentas (Ontario,
Kanada)

Invitrogen

Invitrogen

Macherey-Nagel (Dii-
ren, BRD)
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Tabelle 39: Gerite

Methode Geraét Firma

Zellproliferation ELISA Reader, MRX TC II Dynex Technologies (Ber-
lin, BRD)

Mikroskopie Umkehrmikroskop Telaval 3 Carl-Zeiss-Jena (Jena,
BRD)

Rezeptorbindungsassays GENiosPro Mikrotiterplattenle- Tecan (Méannedorf,

segerit Schweiz)
Bestimmung der RNA- BioPhotometer Eppendorf (Hamburg,
Konzentration BRD)

Reverse Transkription

Quantitative Real Time-PCR

Automatische Extraktion

T3 Thermocycler

Rotor Gene 2000

Dionex ASE 200®

Biometra (Gottingen, BRD)

Corbett Research
(Sydney, Australien)

Dionex (Sonnyvale, CA,
USA)

HPLC Pumpe, UV-Vis Detektor Knauer (Berlin, BRD)
Tabelle 40: Materialien
Methode Material Firma
Zellproliferation 96-Loch-Titerplatte (CellBIND Corning (NY, USA)
surface)
Mikroskopie Neubauer-Zihlkammer Optik Labor (Balgach,
BRD)

Rezeptorbindungsassays 96-Loch-Titerplatte, Schwarz, Corning

Molekularbiologische Methoden

Gradientenextrographie

Saulenchromatographie

Halbvolumen, Nonbinding (NBS™)

surface, 3686

RNAse-freies Wasser, Ampuwa
Wasser

Isolute HM-N

Sephadex LH20

Fresenius Kabi Austria
GmbH (Graz, Osterreich)

Biotage (Uppsala, Schwe-
den)

Pharmacia (Uppsala,
Schweden)
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C Nachweise und Reagenzien

Vanillin-Schwefelsaure
Spriihreagenz fiir die Diinnschichtchromatographie

Losung A: 5%ige Losung von konzentrierter Schwefelsdure in Ethanol
Losung B: 1%ige Losung von Vanillin in Ethanol
Die Platte wurde zuerst mit der Losung A und anschlieBend mit Losung B bespriiht.

Liebermann-Burchard-Reaktion

Nasschemischer Nachweis fur Steroide

Die zu priifenden Extrakte wurden im Rotationsverdampfer auf ein Volumen von ca. 5
ml eingeengt. Dazu wurden ca. 2 ml Chloroform, anschliefend ca. 2 ml Essigsdurean-
hydrid und zum Schluss 1 ml konzentrierte Schwefelsdure gegeben. Bei Vorhandensein
von Phytosterolen férbt sich die Losung kriftig smaragdgriin.

D Wertetabellen

Tabelle 41: Angabe der Minimum- und Maximum-Werte, die in die Berechnung der AR-IC5,-Werte mit
der 4-Parameter-Logistikkurve eingeflossen sind

Substanz Minimum (mP) Maximum (mP)
QDM276 (71) 172,06 + 2,87 256,99 + 3,37
XSA134 (126) 176,42 +3,78 340,17 +2,19
QDM255 (70) 160,14 7,12 253,31 £2.21
B-Sitosterol (57) 157,21 3,94 260,34 + 1,84
Guggulsteron Z (140) 151,51 2,74 218,85+ 1,12
Guggulsteron E (141) 154,79 £ 3,03 223,82 £ 1,21
XSA164 (125) 161,73 + 8,81 372,72 £ 16,05

MAD952 (111)

171,62 £ 11,03

291,77 £2,97
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E Strukturaufkldrung der Substanz aus LAW540 E11 (Onitin)

NMR-Messungen

NMR: Varian Unity 500 Spektrometer, 499,83 MHz (‘H) und 125,69 MHz ("°C), L&-
sungsmittel CD;OD.

Die chemischen Verschiebungen (ppm) wurden auf internes TMS (8 = 0 ppm) fir 'H
bzw. auf internes CD;0D (8 = 49,0 ppm) referenziert.

Abbildung 80: Onitin (100)

Tabelle 42: 'H- und *C-NMR-Daten von Onitin (100)

Losungsmittel: CD3OD

Position & (*H) [ppm] m (J [Hz]) 5 (*°C) [ppm]
a 3.578 £ (8.0) 61.8
b 2.982 £ (8.0) 33.4
c 137.8
d 130.1
e 131.9
f - 138.6
g 151.4
h - 132.5
i - 214.8
i 46.6
k 2799 s 39.6
1 25625 13.3
m 2.134s 13.0
n 1.160 s 25.9

0 1.160 s 259
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Die ermittelten chemischen Verschiebungen stimmen mit den chemischen Verschie-
bungen aus der Literatur iiberein **°. Damit konnte die Struktur aus LAW540 E11 als
Onitin (100) identifiziert werden.

Hochauflésende Massenspektrometrie

Die hochauflésenden ESI-Massenspektren wurden von einem Bruker Apex III 70 eV
FT-ICR-Massenspektrometer erhalten, welches mit einem 7,0 Tesla starken Hochlei-
stungsmagneten und einer externen ESI-Quelle ausgestattet ist. Die Probeldsung wurde
kontinuierlich mit einer Flussrate von 120 pl/h injiziert.

Fir [M+H]" m/z 249,1483120 wurde die Summenformel von C;sH, 03 ermittelt (fiir
Ci5H,,0; errechneter Wert [M+H]" m/z 249,1485210). Fiir [M-H]" m/z 247,1337010
wurde die Summenformel von C;sH;9O3 ermittelt (errechnet [M-H]” m/z 247,1339681).
Fiir die untersuchte Substanz ergibt sich daraus ein Molekulargewicht von 248 g/mol
und eine Summenformel von C;5H;(03.
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F Extraktionsschemata

Bumelia sartorum

Der wissrige Extrakt aus der Rinde von Bumelia sartorum, der in der Universitit von
Rio de Janeiro, Brasilien, pripariert wurde, ist mittels praparativer HPLC (RP18, MeOH
5% — H,0O 80%, 40 min) weiter fraktioniert worden. Es wurden 10 Fraktionen BOC
356 _2A bis BOC 356 2] erhalten. Die Elutionszeiten der Fraktionen sind in Abbildung
81 dargestellt. Aktive Fraktionen sind grau unterlegt.

Fraktionierung mittels praparativer HPLC

BOC 356 _2F (0-1,4 min)

BOC 356 2A (1,5-2,1 min)

BOC 356 2B (2,2-3,7 min)

BOC 356_2G (3,8-4,1 min)

BOC 356 _2C (4,2-5,4 min)

Wassriger
Extrakt

BOC 356 2H (5,5-5,7 min)

BOC 356 2D (5,8-6,3 min)

BOC 356_21(6,4-11,0 min)

BOC 356 2E (11,1-24,7 min)

BOC 356_2J (24,8-40 min)

Abbildung 81: Fraktionierungsschema Bumelia sartorum
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Cibotium barometz

Beschleunigte Lésungsmit-
telextraktion mit dem auto-
matischen Extraktor Dionex

Fraktionierung mittels
Gradientenextrographie

BOC270 CBA1H

BOC270 CBA1E

ASE 200®
Cibotium
giri‘;?;tz MTBE / EtOH-Extrakt
> B 2 BA 3R
(Lebend- 0C270C 3
sammlung
Vietnam)

MeOH-Extrakt

BOC270 CBA 1A

BOC 270 CBA 1M

BOC 270 CBA 1 AH

BOC270 CBA2H

BOC270 CBA2E

BOC 270 CBA 4R

MTBE / EtOH (80 / 20%)

BOC 270 CBA2 A

BOC 270 CBA2 M

BOC 270 CBA 2 AH

H =n-Hexan

E = Ethylacetat

A = Aceton

M = Methanol
AH = Aceton/HCl

Abbildung 82: Fraktionierungsschema Cibotium barometz (BOC270 CBA-Fraktionen)



5 Anhang

164

Fraktionierung mittels
praparativer HPLC

Methanolischer
Cibotium barometz
Extrakt LAW 540,
(Vietnam Academy
of Science and
Technology, Ha-
noi)

LAW 540 1

LAW 540 2

LAW 540 3

LAW 540 4

Abbildung 83: Fraktionierungsschema Cibotium barometz (LAWS540-Fraktionen)

LAW 540 5

LAW 540 6

LAW 540 7

LAW 540_8

LAW 540 9

LAW 540_10

LAW 540 11

LAW 540 12

LAW 540 13

LAW 540 14

LAW 540 15

LAW 540_16

LAW 540 17

RP18, ACN/H,0 (2 % — 100 %,
40 min, 10 ml/min)

Im Zellproliferationsassay stark aktive Fraktionen sind dunkelgrau, schwach aktive

Fraktionen im Fraktionierungsschema (Abb. 83) hellgrau unterlegt. Die aktivste Frak-

tion ist rot umrandet.
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Fraktionierung mittels Fraktionierung mittels
Gradientenextrographie Saulenchromatographie
LAW 540 H BOC 414 1 _80
Methanolischer
Cibotium barometz LAW 540 E BOC 414 81 117
Extrakt LAW 540, —
(Vietnam Academy LAW 540 A BOC 414_118_128
of Science and ——
Technol Ha-
nglc) nology, Ha LAW 540 M BOC 414 129 137
LAW 540 AH BOC 414 138 160
H = n-Hexan BOC 414_161_180
E = Ethylacetat
A = Aceton BOC 414_181 200
M = Methanol
il e BOC 414 201 241
BOC 414 242 380
BOC 414 381 480
BOC 414 481 540
BOC 414 541 660

Sephadex LH20
Elutionsmittel MeOH

Abbildung 84: Fraktionierungsschema Cibotium barometz (BOC414-Fraktionen)

Im Zellproliferationsassay aktive Fraktionen sind im Fraktionierungsschema (Abb. 84)
grau unterlegt.
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Methanolischer
Cibotium barometz
Extrakt LAWS540,
(Vietnam Academy
of Science and
Technology, Ha-
noi)

Fraktionierung mittels
Gradientenextrographie

LAW 540 H

Fraktionierung mittels
praparativer HPLC

LAW 540 E

LAWS540 E1

Abbildung 85: Fraktionierungsschema Cibotium barometz zur Isolierung von Onitin (100)

Die Onitin-haltige Fraktion ist im Fraktionierungsschema grau unterlegt (Abb. 85).

LAW 540 A

LAWS540 E2

LAW 540 M

LAWS540 E3

LAW 540 AH

LAWS540 E4

H =n-Hexan

E = Ethylacetat

A = Aceton

M = Methanol
AH = Aceton/HCl

LAWS540 ES

LAWS540 E6

LAWS540 E7

LAWS540 E8

LAWS540 E9

LAWS540 E10

LAWS540 E11

LAWS540 E12

RP18, ACN/H,0 (5 % — 60 %,

20 min)
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170-Ostradiol .......ccoeveveeenen. 68,71, 80 Dexamethason............coceeerveveeenenene. 103
17B-Ostradiol.................. 69, 71, 80, 103 Diethylstilbestrol.......................... 76,77
3,3’-Diindolylmethan ........................ 15 Dihydrotestosteron 61, 71, 80, 103, 111,
Aetiocholandion ...........ccccccevveeeneennnne. 10 114

Aetiocholanolon .o 10 Etoposid.......ccooevveeiiiiieiiieieeeee, 100
Aglaia gigantea ............ 31, 86, 101, 128 Eucommia ulmoides.........ccccuveeen...e. 13
AQONISIEN....eeeiiieiieeiieiie e 3 Euphol.....cocooiiis, 13
Androgene ..........cccccovuennn.. 2,9, 17, 61 Excoecaria bussei................... 30, 53, 87
Androgenrezeptor ............... 2,4,32,109 Finasterid ......cccoeeeeveeeeeenn. 67,71, 80
ANALOStAN. oo 9 Flutamid..........ccccoooeiiiiiiiiiieeie. 20
Androstandion .............cccoeeeeveeennn... 10 Fulvestrant ........... 71,72,74,76,77, 88
Androstendion ............c..ccooooeverrrennnn. 10 Ganoderma lucidum .............ccccc...... 14
Androsteron ..........cccceeeeeeiveeeeeeinieeeen, 10 Ganoderol B........cccoooiiiiiiiiinn 14
ANtAGONISLEN ..o 3 GeniSteIN ...cveeuveeeieieeierierieeeeeeeeene 75
Antiandrogene ...........cocceeveeenennne. 20, 64 genotroper Wirkmechanismus............. 4
Arachidonsaure..............ccoeeeeveeenn... 17 Glukokortikoidrezeptor.......... 2,32,109
Artemisia afra.........oocoeven.... 30, 53, 86 Gradientenextrographie ............... 28,51
ALTATSAULE ..o, 15 Guggulsteron E 109, 110, 115, 116, 119
Benzophenon-3...........c.cccceveveueuenennn. 13 Guggulsteron Z 109, 110, 115, 116, 119

Bicalutamid....15, 20, 64, 71, 72, 74, 80,
88

Brassica Napus..........cccceeveeveeeveeeeennenn. 16
Bumelia sartorum ......31, 86, 96, 97, 99,
128, 162

Carthamus tinctorius 30, 51, 53, 86, 101
Cibotium barometz ....30, 31, 53, 85, 86,
88,96, 119, 128, 163

Cibotium regale................. 30, 53,91, 92

Cibotium schiedei.............. 30, 53,91, 92

Coaktivator ........cccuveeeeeineeeeeeiiieeeeenns 2,3

Cofaktoren .........cccceeeeeeneeeieeinnieeenn, 6, 14

Cortinarius brunneus.....31, 53, 87, 101,
128

Cortinarius speciosissimus....31, 53, 96,
101

Cyproteronacetat............... 20, 66, 71, 80
Cyrtomium falcatum.......... 30, 53, 87, 96
Daidzein.......ccccoooeveiiiieiiiiiieeeiieeee, 14

Dehydroepiandrosteron ...................... 10

Heteropterys chrysophylla30, 53, 85, 87

Homosalat..........ccoceeviiniiiiiiien, 13
Hydroxyflutamid................ 12,112,114
ICs0-Wert ....oeeuveneeiiiniciecicne 45,107
ICT 164 384 ..o 75
Inverse Agonisten ..........cceeveeeeenneenne. 4
Ki-Wert ..oveeiiiiiiicececice 45,107
LAWS40 ....cccovvenenn. 88,113,116, 119
LinolSAure ......cocoevvieenieeiieiecieees 17
Linuron ......ooccoeveiiiiiniiieeeeeee 12
LNCaP-Zellen...................... 22,32, 111
MDA-kb2-Zellen................. 24,32, 111
MENT ....oiiiiiiiieeeeee 120, 127
Microglossa pyrifolia................... 30, 53
Mifepriston ........cceceeveeeieeneennen. 77,78
Mineralokortikoidrezeptor.................... 2
Monanthotaxis buchananii .... 30, 53, 87
Naringenin ........ccceeeeeeeeereeeneeeneeneenns 16
N-Butylbenzensulfonamid................. 15
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Nephrolepis exaltata......30, 53, 96, 101, RUS8S8AL ..o 21
128 Salvia miltiorrhiza.... 30, 53, 84, 87, 96,
nicht-genotroper Wirkmechanismus.....5 101
ONitin....cooeveerieieeieereeieeeen, 93, 94, 160 SARM ..o, 18
Ostrogenrezeptor Oi..................... 32,109 StearinSAuTre. ......ccoveerveerierieenieeeeee. 17
OStrogemezeptor B ,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, 32, 109 Stigmasterol.........ccccveevevieenciieeeieeenne, 50
Ozoroa insignis..................... 30, 53, 101 Suregada zanzibariensis........ 30, 53, 87
PalmitinSaure ............cccoeveveveveeeenennnn. 17 Tamoxifen.........cocooirininnnnnnn. 76,77
PalmitoleinSaure ............ccccoveveeeueunnn... 17 Teclea nobilis......................... 30, 53, 87
PC-3-Zellen .......cooveveeerreeeeeerrennn. 32 Testosteron.................. 9,17,62,71, 80
Phytoandrogene ...........cccccceveeverene... 13 Toremifen .........cccoovrriniiininnnnn, 76,77
Phytoantiandrogene ..............ccoo........ 14 Trichilia emetica.............. 31, 53, 85, 87
Polygonum multiflorum.......... 30, 53, 87 Trimeria grandifolia........ 31, 53, 85, 87
Progesteron ...........coeeeeeeueeeueeeeeeennns 103 Turraea cornucopia............... 31,53, 87
Progesterontezeptor ...................... 2,109 VCaP-Zellen ... 23,32,113
PSA oo 8,9,39 Vinclozolin ........ccceeeevieeiiieeiiiccie, 12
PSA-mRNA-Regulation...111, 113, 115 Vincristinsulfat ............cccooeevveeeennnnn. 100
Pygeum africanum.............c..ccccooeeee.... 15 XSAL34 . 95,105, 110, 127
QDM255......81, 82, 103, 104, 108, 110, XSA164 ... 105, 110, 127
112,115,116, 119, 127 XTT oo, 59
QDM276......81, 82, 103, 104, 108, 110, B-Sitosterol ... 81, 82, 94, 103, 104, 108,

112,115, 116, 119, 127
RIBBI oo 63,71, 80

110,112, 115, 116, 119, 123, 128
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