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Zusammenfassung/Summary

1 Zusammenfassung/Summary

Das Prostatakarzinom zdhlt weltweit zu den héufigsten malignen Erkrankungen des Mannes. Es
manifestiert sich vorwiegend im hohen Lebensalter und ist nach wie vor mit einer hohen Morbiditét
und Mortalitdt vergesellschaftet. Die Relevanz dieser Tumorerkrankung wird in Anbetracht des
demographischen Wandels stetig zunehmen.

Die diagnostischen und therapeutischen Optionen sind aufgrund des mangelnden Verstéindnisses der
ausgesprochen komplexen und heterogenen Biologie des Prostatakarzinoms limitiert. Bislang sind
préklinische Modelle zur Erfassung und Abbildung dieser Tumorbiologie in In-vitro und In-vivo-
Systemen rar. In den letzten Jahren sind in der onkologischen Forschung verstdrkt dreidimensionale
Zellkulturmodelle in den wissenschaftlichen Fokus geriickt. Dreidimensionale Sphéroid-Kulturen sind
multizellulire Tumore, welche einen natiirlichen Sauerstoff- und Nahrstoffgradienten ausbilden und
somit das natiirliche Tumormilieu représentativer rekapitulieren als konventionelle zweidimensionale
Zellkulturmodelle.

Bisher existieren fiir das Prostatakarzinom keine detaillierten Untersuchungen iiber die Generierung
und Charakterisierung von Sphéroiden aus Monolayer-Zellen in vitro. In-vivo-Xenograft-Modelle in
der Prostatakarzinomforschung verwenden {iberwiegend zweidimensionale Monolayer-Zellen als
Ausgangsmaterial. Orthotop sind bislang keine Prostatakarzinomzellen in dreidimensionaler Form
implantiert worden. Es existieren also bisher keine Informationen zu potenziellen Effekten der
dreidimensionalen Struktur auf das Tumorverhalten nach Implantation im In-vivo-Xenograft-Modell.
Folglich war das Ziel dieser Arbeit, zunidchst die Etablierung einer zuverldssigen Methode zur
Herstellung von dreidimensionalen Prostatakarzinom-Sphéroiden aus LNCaP Monolayer-Zellen und
anschlieBend die Analyse der Proliferation und Viabilitit. Darauthin wurde eine Methodik zur
intraprostatischen Implantation von LNCaP-Sphéroiden etabliert, um schlieSlich das Tumorwachstum
und die Metastasierung von LNCaP-Sphéroiden und LNCaP Monolayer-Zellen im orthotopen
Xenograftmodell zu vergleichen. Hierfiir wurde das lokale Tumorwachstum mittels hochauflosender
dreidimensionaler Kleintiersonographie und Serum PSA-Bestimmungen iiber 20 Wochen beobachtet.
Die Detektion von Metastasen erfolgte mit Kleintier-Computertomographie und einer abschlieenden
Autopsie. Die dabei gewonnenen Organprdparate wurden auf die Expression von
prostatakarzinomtypischen Markern untersucht.

LNCaP-Zellen bildeten in Ultra-Low-Attachment Rundboden-Platten binnen drei Tagen spontan
LNCaP-Sphiroide, welche im Verlauf kondensierten. Die Sphéroide proliferierten kontinuierlich und
erreichten eine drei- bis zehnfache Zellzahl nach zehn Tagen. Die hochste Zellviabilidt (ca. 70%) war
nach sechs Tagen zu verzeichnen. In der Peripherie der Sphéiroide waren Zellen stark proliferativ,

wiahrend zentral Nekrosen zu erkennen waren. Sie zeigten positiv Signale fiir Ki67, Androgen-
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Zusammenfassung/Summary

Rezeptor, CK8, alpha-Methyl-CoA-Racemase und E-Cadherin, wihrend CK5 sowie Vimentin negativ
waren.

LNCaP-Sphiroide konnten erfolgreich in die Prostata von immundefizienten SCID-Méusen injiziert
werden. Die Entwicklung eines Prostatakarzinoms wurde in 50 % (4/8) der Mause nach Sphéroid-
Inokulation und 50 % (4/8) der Miuse nach Implantation einer Einzelzellsuspension beobachtet.
Sphéroid-Karzinome bildeten zu 75 % Lungen- und Lymphknotenmetastasen, wohingegen nur jedes
zweite Versuchstier nach Injektion einer Einzelzellsuspension aus einer Monolayerkultur Metastasen
aufwies. Die Primédrtumore von LNCaP-Sphéroiden entwickelten sich deutlich frither und zeigten eine
kiirzere Tumorverdopplungszeit mit Ausbildung von erheblich groferen Tumorvolumina. Dies
spiegelte sich in einer stirkeren immunhistochemischen Expression des Proliferationsmarkes Ki-67
und des Androgenrezeptors wider. Weiterhin korrelierten die Serum PSA-Werte stark mit dem
sonographischem Tumorvolumen.

Zusammenfassend ist es gelungen, ein dreidimensionales In-vivo-Sphéiroid-Modell des
Prostatakarzinoms zu etablieren, welches als Grundstein fir die Implementierung von
dreidimensionalen In-vivo-Modellen fungiert und die Entwicklung von neuen therapeutischen und

diagnostischen Ansitzen anstofen kann.

Summary

Monolayer versus spheroid: the impact on local progression and metastasis in an orthotopic

prostate cancer mouse model

Prostate cancer is one of the most frequent malignant diseases in men worldwide. It predominantly
occurs in the elderly and remains linked to a high morbidity and mortality rate. The relevance of
prostate cancer will steadily increase in view of the demographic transformation.

Diagnostic and therapeutic options are limited due to the lack of understanding of the distinctly
complex and heterogeneous biology of prostate cancer. To date, preclinical models to capture and
recapitulate this complex tumor biology are scarce. In recent years, three-dimensional cell culture
models have gained increased scientific interest in oncologic research. Three-dimensional spheroid
cultures are multicellular tumors that form a natural oxygen and nutrient gradient and thus recapitulate
the natural tumor environment more representatively than conventional two-dimensional cell culture
models.

As for prostate cancer, detailed studies on the generation and characterization of spheroids from
monolayer cells in vitro do not exist. In vivo xenograft models in prostate cancer research
overwhelmingly utilize two-dimensional monolayer cells for implantation. Orthotopically, three-

dimensional prostate cancer cells have not been implanted to date. Hence, information on potential
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Zusammenfassung/Summary

effects of the three-dimensional structure on tumor characteristics in in-vivo models do not exist up to
this point. Consequently, the objective of this thesis was to first establish a reliable method for
generating three-dimensional prostate cancer spheroids from LNCaP monolayer cells and to analyze
their proliferation and viability. Subsequently, a methodology for intraprostatic implantation of
LNCaP spheroids was established to ultimately compare tumor progression and metastasis of LNCaP
spheroids and LNCaP monolayer cells in our orthotopic xenograft model. Herein, local tumor growth
was monitored by high-resolution three-dimensional small animal ultrasonography and serum PSA
measurements over 20 weeks. Metastases were detected by small animal computed tomography and
by terminal autopsy. Retrieved organs were histologically analyzed for the expression of prostate
carcinoma typical markers.

LNCaP cells spontaneously formed LNCaP spheroids in ultra-low attachment round-bottom plates
within three days and progressively densified. The spheroids proliferated with a three- to tenfold
increase in cell number by ten days. Cell viability peaked after six days (about 70%). The spheroids
revealed proliferating cells in the periphery and central necrosis. They were positive for Ki67, CKS8,
androgen receptor, alpha-methyl-CoA racemase, and E-cadherin and negative for CK5 and vimentin.
LNCaP spheroids were successfully injected into the prostates of immunodeficient SCID mice.
Prostatic tumor development was observed in 50% (4/8) of mice after spheroid implantation and 50%
(4/8) of mice after implantation of a single cell suspension. Spheroid tumors formed lung and lymph
node metastases in 75%, whereas only every second experimental animal showed metastases after
monolayer cell injection. The primary tumors of LNCaP spheroids noticeably evolved at an earlier
stage and exhibited a reduced tumor doubling time whilst developing substantially greater tumor
volumes. Indeed, this was reflected in a stronger immunohistochemical expression of the proliferation
marker Ki-67 and the androgen receptor in spheroid tumors. Furthermore, serum PSA levels correlated
strongly with sonographic tumor volume.

In conclusion, we successfully established a three-dimensional in vivo spheroid model of prostate
cancer, which may serve as a landmark for the implementation of three-dimensional orthotopic in vivo

models and may stimulate the discovery of new therapeutic and diagnostic approaches.
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Einleitung

2 Einleitung

2.1 Das Prostatakarzinom
2.1.1 Epidemiologie und Atiologie

Das Prostatakarzinom ist mit 1,4 Millionen Neudiagnosen im Jahr 2020 der weltweit zweithaufigste
maligne Tumor und mit 375.000 Todesféllen die flinfthdufigste Krebstodesursache unter Ménnern
[174]. Die altersstandardisierte Inzidenz ist in entwickelten Ldndern mit einem hohen Human
Development Index iiber 3-fach hoher als in Entwicklungs- und Schwellenldandern (37,5 bzw. 11,3 pro
100.000). Die hochsten regionsspezifischen Inzidenzen liegen in Nord- und Westeuropa, in der
Karibik, Ozeanien und in Nordamerika und die geringsten in Asien und Nordafrika. Vergleichsweise
variiert die Mortalitdtsrate weniger, mit den hochsten Raten in der Karibik und Subsahara-Afrika und
den niedrigsten in Asien und Nordafrika [174]. Innerhalb Europas divergieren die Inzidenzraten um
den Faktor 7 (25 bzw. 193 pro 100.000) zu einem Nord/West- Siid/Ost Gefille bei invariablen
Mortalitétsraten (13 bzw. 36 pro 100.000) [62]. Im europdischen Vergleich liegt die Inzidenz in
Deutschland im unteren Drittel [58]. In Deutschland hat das Prostatakarzinom das Lungenkarzinom im
Jahre 1998 als héufigste maligne Tumorerkrankung bei Ménnern abgelost. 2018 machten 65.200
Prostatakarzinom-Neuerkrankungen mit 24,6% die hdufigste Tumorentitit und mit 12% die
zweithdufigste zum Tode fithrende Krebserkrankung unter Ménnern in Deutschland aus [58]. Nach
einem leichten Anstieg der Neuerkrankungsrate Anfang der 2000er Jahre mit der Einfiihrung neuer
Methoden zur Fritherkennung ist die Inzidenz seit 2011 leicht riickldufig und in den letzten Jahren
weitgehend konstant bei 99 je 100.000 Ménnern [58].

Das Alter gilt als wichtigster Risikofaktor fiir das Auftreten eines Prostatakarzinoms. Das
durchschnittliche Erkrankungsalter im Jahr 2018 betrug 72 Jahre [58]. Ein 35- jdhriger Mann erkrankt
in den nichsten 10 Jahren mit einem Risiko von unter 0,1%, wéhrend das Risiko eines 75-jdhrigen
Mannes etwa 6% betrigt [58]. Diese Alterserkrankung stellt das deutsche Gesundheitssystem im
Hinblick auf die demographische Entwicklung vor neue Herausforderungen, denn der Anteil der iiber
60- jéhrigen wird bis zum Jahre 2060 von nur 27% im Jahre 2015 auf ca. 40% steigen. Zudem wiéchst
das Durchschnittsalter der Bevolkerung um 6 Jahre auf 50 Jahre im Jahre 2060 [140]. Schon 2018
waren beinah eine halbe Millionen Menschen in Deutschland mit einem bis zu zehn Jahre
zuriickliegenden Prostatakarzinom diagnostiziert worden [58]. Dieser demografischen Alterung
miissen Diagnostik, Therapie und Nachsorge des Prostatakarzinoms Rechnung tragen [107].

Neben dem Alter als gesichertem Risikofaktor geht eine positive Familienanamnese mit einem tiiber

zweifach hoheren Risiko, an einem Prostatakarzinom zu erkranken, einher [97]. Zudem werden
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weitere mogliche Assoziationen wie sozioOkonomische Faktoren, Erndhrung und Prostatitis als

Risikofaktoren diskutiert [44][81].

2.1.2  Friiherkennung und Diagnostik

Die Zielgruppe der Fritherkennung des Prostatakarzinoms sind insbesondere asymptomatische
Patienten mit einem organbegrenzten, aggressiven Tumor und einer Lebenserwartung von iiber zehn
Jahren. Dieses Konzept entspringt der Tatsache, dass das Prostatakarzinom nur im organbegrenzten
Stadium kurativ behandelbar ist und unbehandelt oft einen langsamen Verlauf hat [107]. Eine
systematische Fritherkennung bedingt auch unvermeidlich ein gewisses MaB an Uberdiagnose und
Ubertherapie von Prostatakarzinomen mit den damit verbundenen Nebenwirkungen [159].

Das gesetzliche Fritherkennungsangebot in Deutschland beinhaltet die Anamnese, die Untersuchung
der &ufleren Geschlechtsorgane und der Lymphknoten sowie die digital-rektale Tastuntersuchung der
Prostata fiir Ménner ab 45 Jahren, bei positiver Familienanamnese ab 40 Jahren [20]. Hingegen wird
der PSA-Test als Fritherkennungsmethode ausschlieBlich als individuelle Gesundheitsleistung
angeboten [180]. Dies begriindet das Institut fiir Qualitidt und Wirtschaftlichkeit im Gesundheitswesen
(IQWiG) damit, dass das Prostatakarzinomscreening mittels PSA- Test keinen Anhaltspunkt fiir einen
Nutzen oder Schaden beziiglich des Gesamtiiberlebens bietet und die Nachteile die Vorteile eines
PSA-Screenings liberwiegen [70]. Die Deutsche Gesellschaft fiir Urologie hat in einem
Positionspapier entgegengehalten, dass vom PSA-Screening ein klarer Nutzen ausgeht, insbesondere
in  Hinblick auf die Reduktion der prostatakarzinomspezifischen Mortalitdt, der
Metastasenentwicklung und die Verhinderung von nebenwirkungstriachtigen Systemtherapien [181].
Zweifelsohne sollte der Patient durch eine ausfiihrliche Aufkldrung befdhigt werden, selbst zu
entscheiden, inwieweit eine Fritherkennung erwiinscht ist.

Bei Vorliegen eines erhohten PSA-Wertes gilt es, diesen zundchst mindestens einmalig zu
kontrollieren, ehe eine weitere Diagnostik veranlasst wird. Besteht im Rahmen der Fritherkennung der
Verdacht auf ein Prostatakarzinom, beispielsweise durch eine karzinomsuspekte digital-rektale
Untersuchung, einen auffilligen PSA-Anstieg oder einen im Verhidltnis zu Patientenalter und
Prostatavolumen zu hohen absoluten PSA-Wert, so wird eine Prostatastanzbiopsie empfohlen [16][21].
Hierbei wird die Prostata transrektal-sonographisch gesteuert systematisch oder bei Vorliegen einer
multiparametrischen MRT (mpMRT) gezielt biopsiert. Bei einer systematischen Biopsie sollten zehn
bis zwolf Gewebezylinder entnommen werden [107]. Die Kombination einer gezielten mpMRT
gestiitzten Biopsie mit einer systematischen perinealen Biopsie erreicht bislang die hochste Sensitivitét
[4].

Bei bestitigter Diagnose ist fiir die weitere Therapieplanung die Bestimmung der lokalen
Tumorausbreitung und des Metastasierungs- und Rezidivrisikos entscheidend. Die Beurteilung der

lokalen Tumorinfiltration gelingt vorrangig anhand der DRU und der pathomorphologischen Befunde
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der Biopsie [107] unter Beriicksichtigung der bildgebenden Diagnostik, insbesondere des mpMRTs
[17]. Die Feststellung des Rezidivrisikos erfolgt aus den Ergebnissen der PSA-Messung und dem
Gleason Score anhand der D’Amico Klassifikation fiir lokal begrenzte Tumore oder etablierter
Nomogramme [31][37][69]. Fiir Hochrisiko-Prostatakarzinome wird das Primérstaging mit weiteren
Untersuchungen ergénzt. So sollten Tumorpatienten mit einem Gleason Score > 8 oder einem PSA-
Wert > 10 ng/ml oder einem cT3/4 Befund oder Knochenschmerzen ergéinzend zum CT oder MRT
eine Skelettszintigraphie erhalten [2][107]. Supplementér erhoht eine kombinierte SPECT bzw.
SPECT/CT die Sensitivitit und Spezifitit der Knochenszintigrafie [60].

Aktuelle Ergebnisse der proPSMA Studie von Hofmann et. al fiihrten zu einer Neubewertung der
bisherigen Empfehlungen zur bildgebenden Diagnostik im Rahmen des Stagings. Die Studie ergab
eine hohere Prizision der Detektion von Metastasen von 97% bei initialer Bildgebung mittels Ga-68-
PSMA-11 PET/CT gegeniiber 75% in der Kontrollgruppe, welche konventionell ein CT mit einer
Knochenszintigrafie erhielt [85]. Dariiber hinaus offenbarte das PSMA-PET/CT eine hohere Spezifitét
und Sensitivitdt (98% bzw. 85% gegeniiber 91% bzw. 38%). Die neueste deutsche S3-Leitlinie sicht,
aufgrund der nicht belastbaren Datenlage zu Langzeitergebnissen, eine ,.Kann“- Empfehlung
beziiglich der Durchfiihrung des PSMA-PET/CT zum Staging bei high-risk Prostatakarzinomen vor
[107].

2.1.3 Therapie

Wenige Tumorentititen sind in ihrer klinischen Ausprédgung und ihrem klinischen Verlauf derart
heterogen wie das Prostatakarzinom. Diese Heterogenitit reicht von hochaggressiven friithzeitig
metastasierenden, iiber lokal langsam wachsende Karzinome, bis hin zu zunéchst insignifikanten
Tumoren, welche sich im Verlauf zu Hoch-Risiko-Prostatakarzinomen transformieren. Entsprechend
facettenreich und komplex gestaltet sich die Therapie.

Wie bereits erldutert, richtet sich die Therapieplanung in erster Linie nach dem Tumorstadium und
dem Metastasierungs- und Rezidivrisiko. Diese Befunde miissen ganzheitlich unter Einbeziehung des
Alters des Patienten, dessen Komorbiditdten und der damit verbundenen Lebenserwartung interpretiert
werden. Nichtsdestotrotz ist die Patientenpréferenz bei der Wahl der Therapie vordergriindig.
Prinzipiell wird zwischen dem metastasierten oder rezidivierten und nicht metastasierten
Prostatakarzinom differenziert. Zudem wird im nicht metastasierten Stadium das lokal begrenzte vom
lokal fortgeschrittenen Prostatakarzinom unterschieden. Die Metastasierung des Prostatakarzinoms ist
von grofler Relevanz, da in der Regel nur nicht metastasierte Prostatakarzinome kurativ behandelt
werden konnen.

Fiir die Therapie des nicht metastasierten Prostatakarzinoms kann in kurativer Intention eine radikale
Prostatektomie, eine extrakorporale Strahlentherapie (external beam radiation therapy, EBRT) oder

eine LDR (low dose rate) Brachytherapie angeboten werden. Die radikale Prostatektomie beinhaltet
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die vollstindige Entfernung der Prostata, der Samenblédschen, der Endstiicke der Samenleiter und ggf.
eine pelvine Lymphadenektomie. Hierbei kommt zum einen ein offener retropubischer, zum anderen
ein laparoskopischer Zugangsweg in Betracht. Die laparoskopischen Eingriffe werden zunehmend
roboterassistiert durchgefiihrt, wodurch nicht nur der intraoperative Blutverlust verringert, sondern
auch die Liegedauer verkiirzt und der Schmerzmittelbedarf reduziert wird [132].

Ziel der Operation ist, neben der in toto Resektion der Prostata, die Erhaltung der Harnkontinenz und
bei tumorchirurgisch geeigneten Patienten die Bewahrung der erektilen Funktion. Eine
potenzerhaltende Prostatektomie setzt eine hohe Wahrscheinlichkeit einer Resektion der Prostata mit
tumorfreien Resektionsrdndern voraus. Laut EAU- Leitlinie ist ein hohes Risiko fiir extrakapsuléres
Wachstum, beispielsweise bei einem Gleason-Score > 7 oder einem > c¢T2c¢ Karzinom, eine klare
Kontraindikation fiir eine nerverhaltende Operation, da in einem solchen Fall durch ein
nerverhaltendes Vorgehen die Wahrscheinlichkeit fiir eine R1-Resektion signifikant steigen wiirde
[52].

Eine pelvine Lymphadenektomie im Rahmen der radikalen Prostatektomie bietet die beste Methode
des Lymphknotenstagings, jedoch konnten ein prognostischer Vorteil der pelvinen
Lymphadenektomie bisher nicht bewiesen werden.

Alternativ zur radikalen Prostatektomie ist die perkutane Strahlentherapie eine weitere kurative
Therapieoption fiir lokale Prostatakarzinome. Hierbei wird eine Kombination aus bildgefiihrter
Strahlentherapie (IGRT) und Intensitdts-modulierter Strahlentherapie (IMRT) angewendet. Durch die
Kombination beider Techniken reduziert sich die Strahlendosis an Risikoorganen erheblich [83]. Beim
lokal begrenzten Prostatakarzinom des mittleren und hohen Risikos wird die perkutane
Strahlentherapie mit einer Hormontherapie fiir 6 Monate (mittleres Risiko) bzw. 2-3 Jahre (hohes
Risiko) kombiniert [38][89].

Dariiber hinaus ist eine kurative Therapie des lokal begrenzten Prostatakarzinoms mittels
Brachytherapie moglich. Mithilfe von transperineal implantierten Jod-125 bzw. Palladium-103-Seeds
kann die radioaktive Strahlung im Rahmen einer Low-Dose-Rate-Brachytherapie (LDR-
Brachytherapie) das Prostatakarzinom des niedrigen Risikoprofils destruieren. Vorteile der LDR-
Brachytherapie gegeniiber den anderen Therapiemethoden des lokalisierte niedrig-Risiko
Prostatakarzinoms zeigten sich hinsichtlich der Nebenwirkungen und der Lebensqualitit [68]. Fiir
Mittel- und Hochrisiko-Prostatakarzinome gilt die High-Dose-Rate-Brachytherapie (HDR-
Brachytherapie) in Kombination mit einer perkutanen Strahlentherapie als weitere Therapieoption,
welche jedoch nur in entsprechenden Zentren und sehr selten durchgefiihrt wird [43].

Doch nicht fiir jeden Patienten kommt eine aktive Therapie in Frage. Einige Patienten konnen
aufgrund ihrer Komorbidititen und des Alters nicht aktiv behandelt werden, andere Patienten
entscheiden sich bewusst gegen eine Therapie. Patienten mit einem lokal begrenzten Prostatakarzinom
von niedrigem Risikoprofil kénnen {iber eine aktive Uberwachung der Erkrankung als Alternative zu

einer lokal-kurativen Therapie informiert werden. Die Strategie der Aktiven Uberwachung setzt einen
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PSA-Wert < 10 ng/ml, einen Gleason-Score < 6, ein Tumorstadium c¢T1 oder cT2a sowie weniger als
drei positive Stanzen in der Biopsie voraus [105][107]. Dabei sind PSA-Kontrollen, die DRU, das
mpMRT und regelméBige Kontrollbiopsien probate Instrumente, um den Verlauf der Erkrankungen in
definierten Intervallen zu observieren. Im Falle der Uberschreitung der Einschlusskriterien oder einer
Verkiirzung der PSA-Verdopplungszeit auf unter drei Jahre, wird eine Therapie in kurativer Absicht
als sinnvoll erachtet [106][107].

Uberdies bestehen fokale Therapiemdglichkeiten, um beim lokal begrenzten Prostatakarzinom
minimalinvasiv lediglich die Karzinomherde der Prostatadriise zu zerstoren. Die Teildriisentherapie
steht der hiufigen Multifokalitdt und Heterogenitit des Prostatakarzinoms entgegen, weshalb hierbei
eine engmaschige Kontrolle und genaue Diagnostik der Karzinomherde vorausgesetzt wird [107].
Aufgrund des niedrigen Nebenwirkungsprofils sind fokale Therapien, wie die vaskulédr-gezielte
photodynamische Therapie, bei Patienten sehr gefragt, jedoch ist die Datenlage beziiglich einer
langfristigen onkologischen Effektivitit mangelhaft, weshalb die Indikationsstellung auf Niedrig-
Risiko Karzinome beschréankt ist [107].

Im Falle einer metastasierten Erkrankung ist das primére Behandlungsziel, das Fortschreiten der
Erkrankung unter Erhaltung der Lebensqualitit zu verzogern, da eine kurative Therapie
ausgeschlossen ist. Im metastasierten Stadium sind alleinige lokale Therapien unzureichend,
weswegen systemische Therapien erforderlich werden. Dabei kommen als systemische Therapien eine
Chemotherapie oder hormonablative Verfahren, ggf. in Kombination mit einer perkutanen
Bestrahlung, zum Einsatz. Zu den hormonablativen Verfahren gehdren die Orchiektomie und die
chemische Androgendeprivation. Die chemische Androgendeprivation gelingt mithilfe von LHRH-
Analoga, z.B. Goserelin und Leuprorelin oder mit den LHRH-Antagonisten wie Degarelix und
Relugolix. Dariiber hinaus kann eine Antagonisierung des Testosteronrezeptors mittels des
Antiandrogens Bicalutamid erreicht werden.

Im metastasierten, kastrationssensitiven Stadium wird zusitzlich zur Androgendeprivation mittels
LHRH-Analoga oder -Antagonisten das Chemotherapeutikum Docetaxel kombiniert, um ein
verbessertes Gesamtiiberleben zu erreichen [32]. Alternativ kann zusétzlich zur Androgendeprivation
eine Hormontherapie mit einem Hormonprédparat der neuen Generation angeboten werden, wie
Abirateron, Enzalutamid oder Apalutamid [107]. Grundlage fiir diese Empfehlungen sind die
Ergebnisse aus den STAMPEDE, LATITUDE, ARCHES und TITAN- Studien [9][26][64][95].
Neueste Studiendaten deuten darauf hin, dass die Systemtherapie bei Patienten mit metastasiertem
kastrationssensitivem Prostatakarzinom sogar weiter hin zu einer Triple-Therapie intensiviert werden
sollte, um ein moglichst langes Gesamtiiberleben bei guter Vertraglichkeit zu erreichen [167]. Diese
Triple-Therapie besteht aus einer Kombination von LHRH-Analoga oder -Antagonisten, dem

Chemotherapeutikum Docetaxel und dem Androgenrezeptor-Antagonisten Darolutamid und hat sich
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aktuell zum neuen Standard in der Therapie des metastasierten, kastrationssensitiven
Prostatakarzinoms entwickelt.

Im Verlauf der Hormontherapie kann trotz niedriger Testosteronwerte das Prostatakarzinom
fortschreiten. In diesem Stadium spricht man vom kastrationsresistenten Prostatakarzinom. In dieser
Situation konnen neue antihormonelle Substanzen zum Einsatz kommen, wie beispielsweise die
Testosteronrezeptor-Hemmer Apalutamid, Enzalutamid und Darolutamid. Eine weitere neue
antihormonelle Substanz ist Abirateron, welches die Testosteronproduktion durch die Inhibition des
Enzyms CYP17A1 hemmt.

An dieser Stelle sei die erhebliche Relevanz der einhergehenden Nebenwirkungen der
Androgendeprivation erwéhnt, die den Patienten zwar belasten konnen aber nur vergleichsweise selten
zu einer Umstellung oder Abbruch der Therapie zwingen. Dazu gehdren die erektile Dysfunktion,
Libidoverlust, Gyndkomastie, Verlust an Knochendichte, Depressionen und Hitzewallungen [192].
Ansonsten kann im metastasierten kastrationsresistenten Stadium, neben den antihormonellen
Medikamenten der neuen Generation, eine Chemotherapie mit Docetaxel in Kombination mit
Prednison einen Uberlebensvorteil bieten [177]. Bei Progress nach einer Docetaxel-Chemotherapie
kann auch Cabazitaxel zum Einsatz kommen (TROPIC und CARD Studie) [41][42].

De Bono et. al zeigten fiir Patienten, die unter einer Therapie mit neuen antihormonellen
Medikamenten einen Progress erlitten, dass eine Therapie mit dem PARP-Inhibitor Olaparib, bei
Vorhandensein von Alterationen im BRCA 1/2- Gen im metastasierten kastrationsresistenten Stadium,
das progressionsfreie Uberleben und die mediane Gesamtiiberlebenszeit signifikant verbesserte [40].
Auf Grundlage neuester Studien wird auch die Kombination von PARP-Inhibitoren mit
antiandrogenen Substanzen der neuen Generation (z.B. Olaparib + Abirateron, Talazoparib +
Enzalutamid) ein neuer Standard in der Therapie des metastasierten, kastrationsresistenten
Prostatakarzinoms werden (PROPEL und TALAPRO?2 Studie) [3][28].

Letztlich kann nach Ausschopfung aller Therapieoptionen im metastasierten kastrationsresistenten
Stadium nach Beschluss einer interdisziplindren Tumorkonferenz auch eine Radionuklidtherapie mit
177-Lutetium-PSMA-Liganden angeboten werden [149]. Es handelt sich hierbei um einen B-Strahler,
der an einen Liganden des prostata-spezifischen Membran Antigens (PSMA) gekoppelt ist, welches
auf der Oberfldche von Prostatakarzinomzellen iiberexprimiert wird. Aktuelle wissenschaftliche
Entwicklungen deuten darauf hin, dass die effektive und gut vertragliche PSMA-Ligandentherapie in
den néchsten Jahren auch deutlich frilher im Therapiealgorithmus des metastasierten

Prostatakarzinoms eingesetzt werden wird.

Eine wichtige Sdule der palliativen Therapie ist die Behandlung von durch Metastasen verursachten
Schmerzen. Am hiufigsten metastasiert das Prostatakarzinom in den Knochen, weshalb vielfach
Knochenschmerzen die Erstmanifestation des Karzinoms darstellen. Typische Pradilektionsstellen

sind die Wirbelsdule, das Becken und der Brustkorb [51]. Symptomatische ossdre Metastasen werden
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insbesondere schmerztherapeutisch behandelt. Zusitzlich besteht die Moglichkeit einer lokalen
Bestrahlung der Metastasen, einer operativen Stabilisierung der pathologischen Fraktur sowie bei
hormonnaiven Patienten die Option einer Hormonentzugstherapie. Kastrationsresistenten Patienten
mit ossdren Metastasen sollte auBerdem der RANKL-Antikorper Denosumab oder das Bisphosphonat
Zoledronsdure als osteoprotektive Therapie empfohlen werden. Dabei gilt zu beachten, dass im
Rahmen dieser Therapie in 1-2 % der Fille schwere Osteonekrosen des Kiefergelenks und sekundére
Malignome auftreten konnen [63]. Daher sollte vor Einleitung einer solchen Therapie unbedingt eine
zahnirztliche Vorstellung erfolgen.

Entscheidet sich der Patient gegen eine kurative Therapie, kann auch im Rahmen des ,,Watchful-
Waiting* Konzeptes passiv zugewartet werden und sekundér symptomorientiert palliativ interveniert
werden. Diese Methode kommt insbesondere fiir Patienten mit einer eingeschriankten
Lebenserwartung von unter zehn Jahren in Betracht. Hierbei konnen mit dem Charlson-Score [24] und
der ASA-Klassifikation [10] Komorbidititsindizes zur Entscheidungsfindung herangezogen werden.
Zudem muss auch der Erndhrungsstatus [47] wie auch der Grad der Autonomie im tiglichen Leben
bewertet werden [103][110].

Ferner besteht die Moglichkeit, in einer palliativen Situation eine primédre Hormontherapie einzuleiten,

wodurch eine Verlingerung des progressionsfreien Uberlebens erreicht werden kann [137].

2.2 Limitationen der Diagnostik und Therapie

Durch verbesserte Diagnosemdglichkeiten und die weite Verbreitung des PSA-Screenings werden
Prostatakarzinome zunehmend im friithen, klinisch lokalisierten Stadium diagnostiziert. Eine korrekte
Risikostratifizierung ist hierbei ein Schliisselelement, um eine iiberfliissige Therapie zu vermeiden.
Zudem ist eine auf den Patienten zugeschnittene Therapie mit dem bestmoglichen onkologischen und
funktionellen Ergebnis eine zentrale Herausforderung [30].

Um der Heterogenitit des Prostatakarzinoms gerecht zu werden, bedarf es einer Vielzahl an
Paramatern, welche préoperativ die Einschdtzung der Aggressivitit und der weiteren Therapie
ermoglichen. Dazu gehoren der Gleason-Score, der PSA-Wert, das Prostatavolumen, die Anzahl
positiver Stanzen in der Biopsie, das Patientenalter und der Befund der digital-rektalen Untersuchung
2[161]. Um aus der Vielzahl an Parametern eine prognostische Wertigkeit abzuleiten, konnen
Nomogramme angewendet werden, beispielweise von Chun et. al und der Arbeitsgruppe um Kattan
[27][101]. Jedoch fehlen bislang Validierungen der Effektivitit dieser statistischen Modelle in
prospektiv randomisiert kontrollierten Studien [133]. Zudem zeigten Nomogramme interinstitutionell
substanziell unterschiedliche Ergebnisse in ihrer klinischen Anwendung, weshalb zukiinftig die
Entwicklung eines globalen Nomogramms angestrebt wird [184]. Es ist jedoch zu erwarten, dass in
Zukunft durch die Einbeziehung molekularbiologischer Faktoren und verbesserter statistischer

Methoden die Prognoseabschétzung priziser wird [72]. Beispielweise hat erst kiirzlich das National
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Comprehensive Cancer Network (NCCN) die neuen Biomarker Assays OncotypeDX®, Prolaris® und
Decipher® fiir die klinische Anwendung in den USA zugelassen [30].

Wie bereits erdrtert, werden die Patienten anhand der o.g. Kriterien in Risikogruppen eingeteilt, an
denen sich auch die ndtige Aggressivitdt der Therapie ableiten ldsst. Die Behandlung orientiert sich
dabei insbesondere am Gleason-Score, dem PSA-Wert und dem Staging als wichtigste prognostische
Faktoren [71]. Ein hoher Gleason-Score prognostiziert eine schnellere Progression und indiziert somit
eine aggressivere Therapie [121]. Ein wesentlicher Nachteil dieser Prognoseabschitzung ist allerdings
die mangelnde Differenzierung der Patienten innerhalb der Risikogruppen. Eine individuelle Therapie
im Rahmen einer personalisierten Medizin wird dem Patienten somit nicht gerecht. Zudem fehlt
bislang die Beriicksichtigung von molekularen Markern bei der Therapieentscheidung [121].
Weiterhin stellen klinisch insignifikante Karzinome ein Problem dar, die aufgrund ihrer langsamen
Wachstumsrate die Lebenserwartung des Patienten zwar nicht verkiirzen, jedoch pritherapeutisch von
klinisch signifikante Karzinomen schwierig zu differenzieren sind [72]. Zwar konnen -einige
Prognosemodelle eine Abgrenzung ermdglichen, doch diese sind durch eine mangelnde Spezifitit
limitiert [11][102]. Auch hier bedarf es neuer molekularbiologischer Faktoren, Serummarker und
préklinischer Modelle, damit durch eine bessere Differenzierung insignifikanter Karzinome von
klinisch relevanten Tumoren eine Ubertherapie vermieden werden kann.

Nicht nur eine Ubertherapie stellt eine wesentliche Problematik dar, sondern auch die Wahl der
Therapie im Progressionsverlauf des Karzinoms. Es ist bekannt, dass das Prostatakarzinom im
Krankheitsverlauf ein uneinheitliches Ansprechen auf Therapeutika zeigt. Beispielsweise ist im frithen
Stadium eine Androgendeprivation effektiver als eine Chemotherapie [74]. Im fortgeschrittenen,
kastrationsresistenten Stadium ist die Chemotherapie oft effektiver als die Hormonablation [54][128].
Bis dato ist die Transformation vom kastrationssensitiven zum kastrationsresistenten Prostatakarzinom
Gegenstand intensiver Forschung [25][39]. Durch ein verbessertes Verstindnis der individuellen
Tumorbiologie konnte der Einsatz einer radikalen Therapie bei Hoch-Risiko Karzinomen préziser
selektiert und im Verlauf das Ansprechen evaluiert werden. Beispielhaft konnten Antanorakis et. al
nachweisen, dass die Androgenrezeptor Splice-Variante AR-V7 in zirkulierenden Tumorzellen bei
Patienten mit kastrationsresistenten Prostatakarzinomen mit einer Abirateron- und Enzalutamid
Resistenz assoziiert ist [8]. Der Nachweis von Mutationen in DNA Mismatch-Reparaturgenen
rechtfertigt den Einsatz von Poly-ADP Ribose Polymerase (PARP)- Inhibitoren und einer Platin-
basierten Chemotherapie [33][178]. Daneben sind ETS-Fusionsgene und Mutationen am PTEN-Gen
und FOXA1-Gen Prédiktoren eines letalen metastasierten kastrationsresistenten Prostatakarzinoms und

konnten somit eine radikalere Therapie indizieren [73].

Insgesamt stellen die intra- und interindividuell heterogenen histomorphologischen und molekularen
Tumorcharakteristika eine groe Herausforderung dar [122][130][170]. Zusitzlich zur Komplexitét

des Primértumors zeigen Metastasen eine &dhnliche genomische und phénotypische Heterogenitdt zum
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Primarius [14][76]. Daraus ergibt sich die Schwierigkeit einer zielgerichteten individualisierten
Therapie [118]. Aus den dargestellten Uberlegungen und den zahlreichen offenen Fragestellungen
wird deutlich, dass neue préklinische Modelle zur Evaluation neuer Therapieansidtze und zur

Reevaluation etablierter Therapien notig sind.

2.3 In-vitro-Modelle des Prostatakarzinoms und ihre Limitationen

In-vitro-Modelle tragen entscheidend zum Versténdnis der Tumorbiologie des Prostatakarzinoms bei.
Insbesondere die Tumorgenese auf zellbiologischer Ebene, Resistenzentwicklungen und das
Ansprechen auf Therapeutika kdnnen mit priklinischen In-vitro-Modellen erforscht werden. Ein
eindrucksvolles Beispiel der Anwendung von préklinischen Modellen ist die Entdeckung des ber-abl
Onkogens und dessen Inhibierung durch den Tyrosinkinase-Inhibitor Imatinib im Rahmen der
chronisch myeloischen Leukémie [48]. Grundvoraussetzungen fiir funktionsfdhige préklinische
Modelle sind Reproduzierbarkeit, Expansionsfahigkeit und Kosteneffizienz [55].

Mit permanenten Karzinomzelllinien lassen sich am effektivsten In-vitro-Experimente durchfiihren.
Karzinomzelllinien haben den entscheidenden Vorteil, dass sie durch ihre Immortalitdt und ihre
Eignung fiir Hochdurchsatz-Screenings fiir préklinische Testungen von Medikamenten und
Resistenzentwicklungen geeignet sind [124]. Die weit verbreitete Verwendung von permanenten
Karzinomezelllinien verbessert die Vergleichbarkeit der Ergebnisse verschiedener Arbeitsgruppen. Thre
Féhigkeit, in immundefizienten Méusen Xenograft-Tumore zu formieren, machen sie auch fiir
methodisch komplexere In-vivo-Experimente einsetzbar.

Von iiber 1.700 etablierten Karzinomzelllinien lassen sich lediglich 11 dem Prostatakarzinom
zuordnen [94]. Im Gegensatz dazu existieren iiber 200 verschiedene Karzinomzelllinien des
Lungenkarzinoms und ca. 80 fiir das Mammakarzinom [94]. Zu den am hiufigsten verwendeten
Prostatakarzinomzellen gehoren LNCaP [86], DU145 [126], PC3 [100][168] und VCaP [165]. Diese
Zellen sind allesamt metastatischen Ursprungs. Wéhrend PC3 und DU145 weder PSA noch den AR
exprimieren, zeigt LNCaP eine mutierte Version des Androgenrezeptors [138]. Mittlerweile existieren
zahlreiche Subgruppen dieser Zelllinien, die u.a. durch eine Androgen- und Chemotherapie-Resistenz
gekennzeichnet sind [34][176]. Die einzigen etablierten priméren (aus einem nicht metastasierten
Tumor stammenden) Prostatakarzinomlinien sind P4E6, 22RV, SHMAC4, SHMACS und
WPEINA22 [94]. Ein wesentlicher Nachteil der permanenten priméren Prostatakarzinom-Zelllinien
gegeniiber den etablierten Zelllinien metastatischen Ursprungs sind deren anspruchsvolle
Kultivierungsbedingungen [ 145].

Obwohl die genannten Zelllinien entscheidend zum Verstdndnis der Prostatakarzinom-Biologie
beigetragen haben, ist die wissenschaftliche Aussagekraft von In-vitro-Modellen limitiert [145]. Zum
einen sind die am hiufigsten verwendeten Zelllinien metastatischen Ursprungs, wodurch Riickschliisse

auf das Verhalten des priméren Prostatakarzinoms nicht uneingeschriankt moglich sind. Insbesondere
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wird man hierdurch der Tatsache nicht gerecht, dass die Mehrzahl der diagnostizierten
Prostatakarzinome, dank weitverbreiteten PSA-Screenings, organbeschrinkt sind [160]. Zum anderen
filhren die héiufigen Passagierungen zu Verdnderungen der Genexpression und Wachstumsrate,
wodurch sich die Zelllinien immer weiter von der eigentlichen Biologie humaner Prostatakarzinome
entfernen und die mit ihnen durchgefiihrten Experimente fehleranféllig werden [59].

Einen essenziellen Nachteil stellt die Art der Kultivierung der Tumorzellen dar. Die Kultivierung der
Zellen erfolgt meist in zweidimensionaler Monolayer-Form, d.h. die Tumorzellen wachsen adhdrent
und einzeln im Kulturmedium auf dem Boden einer Zellkulturflasche. Dadurch gelingt zwar eine
effektive Kultivierung, jedoch ohne Beriicksichtigung der komplexen Dreidimensionalitidt eines
Tumors, da die Zellen lediglich 2D-Zell-Zell-Interaktionen eingehen [57].

Daher wurde in den letzten Jahren die Forschung an neueren Zellkultursystemen zur représentativeren
Nachbildung des Tumors intensiviert [57]. Dies hat zur Entwicklung von verschiedenen 3D Modellen
gefiihrt. Dazu zdhlen Sphdroide und Organoide. Diese konnen entweder in einem Gerlist, in
sogenannten scaffold-based Systemen, oder ohne Geriist formiert werden. Sphéroide konnen
monozelluldr oder multizelluldr aus etablierten Zelllinien oder aus Karzinomen von Patienten
kultiviert werden. Organoide entstehen aus embryonischen, adulten oder pluripotent induzierten
Stammzellen und bilden, eingebettet in einer extrazelluldren Matrix, selbstindig ein komplexes 3D-
Konstrukt [29][77]. Tumor Organoide werden héufig aus primidren Tumorgewebe hergestellt und
bilden das komplexe urspriingliche Karzinomgewebe histologisch nach [77]. Die anspruchsvolle
Kultivierung von Organoiden stellt allerdings einen Nachteil gegeniiber Sphéroiden dar [156].
Beispielsweise liegt die Rate erfolgreicher Generierungen von Organoiden aus dem Prostatakarzinom
bei lediglich 15-20%, da nicht-maligne Zellen héufig die Kulturen {iberwuchern [187].

Ein weiterer sehr komplexer Ansatz, die 3D-Struktur und das Mikromilieu nachzubilden, wird mit der
Organ-On-a-Chip Technologie verfolgt. Diese Technologie basiert auf einem 3D-Mikrofluidik-
Biochip aus einem Polymer, in dessen zahlreichen Kanélen die In-vivo-Architektur durch

Prostatakarzinomzellen und Zellen der extrazelluldren Matrix nachgebildet werden kann [65].

2.4 Charakteristika der Sphiroidkultur

Ein Sphéroid ist ein dreidimensionales Konstrukt aus Zellen. Ein wesentliches Merkmal ist die
selbstindige Formierung des Sphéroids durch ein nicht-adhidrentes Wachstum der Tumorzellen mit
Ausbildung von 3D-Zell-Zell-Kontakten. Die Zell-Zell Kontakte formen ein komplexes
Kommunikationsnetzwerk aus biochemischen und mechanischen Signalen, welche fiir die
Zellphysiologie essenziell sind [75][143]. Der Verlust dieser gewebespezifischen Charakteristika in
konventionellen 2D-Monolayer Kulturen hat zur intensivierten Forschung an Sphéroiden gefiihrt

[1][112].
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Es existieren verschiedene Mdglichkeiten, Sphéroide herzustellen. Die populdrste Methode ist die
Kultivierung der Tumorzellen in Ultra-Low-Attachment Platten, da die Herstellung effektiv, mit einer
hohen Erfolgsrate und niedrigen Materialkosten verbunden ist [112]. Eine weitere Option stellt die
,Hanging-Drop*“-Technik dar. Hierbei werden Tumorzellen nach dem gleichen Prinzip nicht-adhdrent
kultiviert, allerdings in einem ,hidngenden” Tropfen Kulturmedium, lokalisiert am Deckel der
Kulturflasche [66]. Dariiber hinaus kénnen Tumorzellen in scaffold-based Systemen, beispielsweise in
Kollagen, Matrigel oder Alginat, Sphéroide formieren [156].

Eine Option, Sphéroide in grolen Massen zu generieren, beispielsweise fiir Hochdurchsatz-Screenings,
gelingt mithilfe von Spinnerflaschen und rotatorischen Zellkultursystemen. Ein Nachteil ist allerdings
die durch die starken Scherkrifte verdnderte Zellphysiologie [93].

Aus der Architektur eines Sphiroids wird die Eignung zur Nachbildung der komplexen
Dreidimensionalitidt eines Tumors deutlich. Die Geometrie einer Sphire garantiert die maximale
Néhrstoffversorgung der Zellen. Dabei entstehen verschiedene Zonen innerhalb eines Sphéroids,
welche den urspriinglichen Tumorcharakteristika dhneln [5]. Die dufleren Zellen nehmen am stirksten
am Néhrstoff- und Gasaustausch teil, weshalb hier eine Schicht proliferierender Tumorzellen entsteht
(Abb. 1). Je =zentraler eine Tumorzelle innerhalb des Sphéroids liegt, desto geringer die
Lebensfahigkeit aufgrund des natiirlichen Néhr- und Sauerstoff-Gradienten. Unter Hypoxie,
Néhrstoffmangel und einem Anfall an metabolischen Abbauprodukten entwickelt sich hier eine
zentrale nekrotische Zone [36][134]. Im Ubergang zur proliferativen Zone verbleiben die Zellen in
einer nicht proliferativen ,,ruhigen* Zone [5].

Neben den dargestellten Gradienten fiir den Nahrstoff- und Gasaustausch existiert auch ein Gefélle der
Penetration von Medikamenten. Dies bedingt eine erhohte Resistenz von Sphiroiden gegeniiber einer
Chemo- und Radiotherapie im Vergleich zu konventionellen Monolayer Modellen [45][50][108].
Vermittelt werden die Resistenzen u.a. durch eine erhdhte Expression von E-Cadherin und Integrinen
im Rahmen des Aggregationsprozesses [13][171]. Beispielsweise konnten Chambers et. al eine
erhohte Sensitivitdt von LNCaP-Zellen gegeniiber Docetaxel in Monolayer-Form gegeniiber LNCaP-
Zellen zeigen, welche als Sphiroide kultiviert wurden [23]. Dieser Effekt annihilierte nach
Dissoziation der Sphéroide in die Monolayer-Form. Hierdurch wird das Ansprechen von Therapeutika
in 2D Kulturen womoglich iiberschitzt. Diese Beobachtung untermauert erneut die fundamentalen
Unterschiede der 2D und 3D Kultur und zeigt eindriicklich, dass in Zukunft die Forschung an 3D-

Zellkulturmodellen intensiviert werden muss.

24



Einleitung

CO, , Abfallprodukte

_—

Oz, Nihrstoffe, Wachstumsfaktoren

Medikamentenpenetration

Proliferative Zone

Stille lebensfahige
Zone

Nekrotische Zone

Abbildung 1: Aufbau eines Sphdroids. Modifiziert nach Lin, R. Z., & Chang, H. Y. (2008). Recent
advances in three-dimensional multicellular spheroid culture for biomedical research. Biotechnology

journal [112]

2.5 In-vivo-Modelle des Prostatakarzinoms und ihre Limitationen

Obwohl In-vitro-Modelle sicherlich weitreichende Erkenntnisse iiber das Prostatakarzinom erbracht
haben, so sind diese Ergebnisse nicht vollkommen reprédsentativ und nur eingeschrénkt auf das
humane In-vivo-Prostatakarzinom zu iibertragen. Schlielich fehlen fiir viele Fragestellungen,
beispielsweise das Ansprechen auf Therapeutika und Resistenzentwicklungen, die komplexe
Komposition aus Immunsystem, Tumormikromilieu, Angiogenese und Metastasierung [57]. Daraus
ergibt sich die logische Konsequenz der Ergéinzung von In-vitro-Experimenten durch Versuche im In-
vivo-Modell.

Am haufigsten werden humane Prostatakarzinom-Zelllinien als Xenograft im Mausmodell
transplantiert [ 146]. Dabei existieren drei Implantationsmethoden: subkutan, orthotop und subkapsulér
renal (SCR).

Die erste subkutane Xenograft Transplantation gelang Ende der 1970er Jahre durch die Arbeitsgruppe
um Schrdder [84]. Diese technisch einfache Methode zeigt allerdings eine geringe Rate erfolgreicher
Implantationen, die in der Literatur lediglich bei 3 % bis 58 % beschrieben wird [185]. Grund dafiir ist
die spirliche Vaskularisation der Subkutis, wodurch es nur selten zu einem stabilen Anwachsen des
Transplantats kommt und dessen metastatisches Potenzial, wenn {iberhaupt vorhanden, nur sehr gering
ausgepragt ist [35].

Stephenson et. al erkannten diese Problematik und entwickelten das orthotope Xenograft Modell, bei
dem Prostatakarzinomzellen orthotop in das Prostatagewebe der Maus transplantiert werden [172].
Daraus resultiert eine hohere Anwachsrate von bis zu 72 % [188] und eine vermehrte Metastasierung

[7][172]. Zudem gelingt, im Gegensatz zur subkutanen Methode [188], auch die erfolgreiche

25



Einleitung

Transplantation von weniger aggressiven Karzinomen [35]. Das orthtotope Xenograft Modell
rekapituliert das prostataspezifische Mikromilieu und ermdoglicht dadurch Experimente zu Stroma-
Tumor Interaktionen, welche fiir die Entwicklungen neuer Therapeutika und das Verstindnis der
Prostatakarzinombiologie entscheidend sind [85][144][156][190]. Fiir Fragestellungen beziiglich
Tumorprogression und Metastasierung ist das orthotope Modell ideal. Problematisch sind hingegen
die limitierte Menge injizierbarer Zellen und die anspruchsvolle Implantationstechnik [35].

Renal subkapsuldre Xenograft Transplantationen wurden zuerst von Wang et. al 2005 beschrieben und
gehdren somit zu den neueren In-vivo-Transplantationstechniken. Obwohl renal subkapsulér nicht das
physiologische Prostatamilieu herrscht, konnte eine Anwachsrate von bis zu 93 % erreicht werden.
Die Arbeitsgruppe um Wang weist jedoch darauf hin, dass diese je nach individueller Erfahrung des
Operateurs stark variiert [188]. Des weiteren beschréankt sich die Prostatakarzinom-Forschung anhand
von SCR-Transplantationen eher auf Fragestellungen zum Primarius als zur Metastasierung [35].

Ein weiterer wichtiger Aspekt von Xenograft-Transplantationen ist die Wahl der Trégersubstanz fiir
den Transfer des Transplantats in das vivo Modell. Hier liefern Matrigel™, Poleythylenglykol oder
Kollagen in einer Zellsuspension das notige Tumormikromilieu fiir das initiale Tumorwachstum. Fiir
Xenograft-Implantationen hat sich Matrigel™ in den letzten Jahren bewihrt. Gleichartig wie die
extrazelluldre Matrix besteht Matrigel vor allem aus Laminin, Kollagen Typ IV, Proteoglykanen,
Wachstumsfaktoren und Proteasen [15].

Ferner sei an dieser Stelle erwéhnt, dass Transplantationen von humanen Xenografts ausschlieflich
bei Verwendung immundefizienter Méause gelingen. Der FEinfluss von Immunzellen auf die
Tumorprogression und Metastasierung kann somit in diesen Modellen nicht untersucht werden. Dazu
bedarf es einer Inokulation von Maus-Prostatakarzinomzellen in immunkompetente Méause
(sogenannte Allografts). Duan et. al gelang dies durch die Co-Implantation der Maus-
Prostatakarzinomzellen MPC2-luc mit T-Helfer 17 polarisierten Maus-Splenozyten in
immunkompetenten C57B1/6J Miusen [49]. Dariiber hinaus konnten zukiinftig humanisierte Mause
die Untersuchung der Rolle des Immunsystems und der Effektivitit von immunbasierten Therapien
beschleunigen [186]. Allerdings beschrinkt sich die translationale Prostatakarzinomforschung an
humanisierten Mausen, vornehmlich aufgrund der hohen Kosten, bislang auf wenige Publikationen

[152][182].

Bereits im Jahre 2007 hat die Prostate Cancer Model Working Group (PCMWG) fehlende Fortschritte
zu Erkenntnissen iiber die Tumorgenese und die Entwicklung von effektiven Préventionen und
therapeutischen Interventionen auf den Mangel an reprisentativen priklinischen Modellen
zuriickgefiihrt [146]. Insbesondere Modelle, welche die molekulare und biologische Heterogenitit des
humanen Prostatakarzinoms reflektieren, sind rar [141]. Hierflir sind praklinische In-vivo-Modelle am
chesten geeignet. Doch in aktuellen In-vivo-Studien werden Xenografts hauptsichlich in

konventionellen Einzelzellsuspensionen in Form von Monolayern implantiert. Diese wesentliche
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Limitation wird dem komplexen dreidimensionalen Tumormikromilieu nicht gerecht. Arbeiten zu
heterotopen Injektionen von 3D-Zellverbidnden wurden zwar schon publiziert [19][131][191], jedoch
existieren fiir das Prostatakarzinom bis dato kaum etablierte orthotope Implantationstechniken fiir
praformierte dreidimensionale Zellkultursysteme. Bislang konnten Patienten-abgeleitete Xenografts,
welche bei Kultivierung zu Sphéroiden kleinere Zellverbiande bilden, erfolgreich orthotop implantiert
werden [116][115][114][183]. Die orthotope Implantation von groBeren praformierten 3D-
Zellverbianden, welche die Tumorarchitektur prazise nachbilden, gelang bis dato noch nicht. Dies stellt
eine grofe Liicke der préklinischen Forschung dar. Diese Liicke gilt es mit dieser Promotionsarbeit zu

schlief3en.

2.6 Zielsetzung

Ziel dieser Arbeit ist die Etablierung eines préklinischen In-vivo-Modells, welches die prézisere
Abbildung der Heterogenitit des Prostatakarzinoms ermdglicht. Das Modell sollte die komplexe
Dreidimensionalitit des Tumors und das pathophysiologische Prostatamikromilieu beriicksichtigen.
So konnten zukiinftig die bisher unzulénglich erforschten Mechanismen der intra- und interzelluléren
Interaktionen von Tumor und Stroma und ihr Einfluss auf die Tumorprogression untersucht werden.
Im néchsten Schritt konnte die Entwicklung neuer therapeutischer Ansétze anhand dieses Modells
systematisch und kostengiinstig vorangetrieben werden.
Fir die Entwicklung dieses Modells bedarf es zundchst der Entwicklung von dreidimensionalen
Prostatakarzinom-Sphédroiden in vitro. Sobald diese typische Tumorcharakteristika vorweisen,
beispielsweise das Vorhandensein von verschiedenen Proliferationszonen, konnen die Tumore in vivo
im orthotopen Xenograft Modell transplantiert werden. Dadurch wird, im Gegensatz zur Inokulation
von 2D-Einzelzellsuspension, die natiirliche 3D-Form des Tumors bereits vor der Implantation
realisiert.
Daraus ergeben sich folgende konkrete Fragestellungen:
1) Welches Wachstumsverhalten zeigen Sphéroide im Gegensatz zu Monolayer-Zellkulturen und
welche Viabilitit demonstrieren Sphéroide im zeitlichen Verlauf?
2) Welche Marker exprimieren Prostatakarzinomsphéroide und welche morphologischen
Verinderungen finden im Verlauf statt?
3) Durch welche Methodik gelingt der Transfer von Sphéroiden in das In-vivo-Modell?
4) Hat die 3-Dimensionalitdt von Prostatatumoren bei Implantation einen Einfluss auf die
Tumorprogression und Metastasierung im orthotopen Xenograft Modell?
5) Verdndert sich im orthotopen Xenograft Modell nach Implantation von Sphéroiden im
Vergleich zu Monolayer-Zellkulturen die Markerexpression von Primértumoren und

Metastasen nach Autopsie?
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3 Material und Methodik

3.1 Material

3.1.1 Zelllinie

LNCaP gehort zu den am hdufigsten verwendeten Zelllinien der Prostatakarzinom-Forschung. Die

humanen, androgensensitiven Prostatakarzinomzellen wurden 1977 von einer Lymphknotenmetastase

eines 50- jahrigen Kaukasiers entnommen [86]. LNCaP-Zellen fiir diese Arbeit wurden vom Leibniz-

Institut DSMZ bezogen.

3.1.2  Zellkulturmedien und Reagenzien fiir Zellkultur und In-vivo-Experimente

Produkt Hersteller Bestellnummer
DMSO Serva 20385.01
Dulbecco’s PBS Sigma- Aldrich D8573

Fetal Bovine Serum (FCS) Sigma- Aldrich F7524
Matrigel Matrix High Concentration Corning 354262

RPMI- 1640 Medium Sigma- Aldrich R8758
Trypanblau 0,4% Sigma- Aldrich T8154
Trypsin-EDTA- Lésung Sigma- Aldrich T3924

3.1.3 Verbrauchsmaterialien Zellkultur

Produkt Hersteller Bestellnummer
96 Well Ultra Low Attachment Round Bottom  Corning 7007
Combitips 5 ml Eppendorf 0030 089.669
Deckglas 24 x 60 mm R. Langenbrinck 7110405
Easystrainer 40 um Greiner Bio- One 542040
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Einbettkassette grof3
Einfrierampullen
Filterpapier

LoBind Tubes 1,5 ml

Luna Cell Counting Slides

Objekttrager Superfrost 25 x 75 mm

Paraffinfilm

Pasteur Pipette 150 mm
Pasteur Pipetten 230 mm
Pasteur Plastik Pipetten
Petrischale

Pipette 1 ml

Pipette 10 ml

Pipette 2 ml

Pipette 25 ml

Pipette 5 ml
Pipettenspitze 10 pl
Pipettenspitze 1000 pl
Pipettenspitze 200 pl
Pipettenspitze 3 pl
Tubes 0,2 ml

Tubes 50 ml Cellstar
Zellkulturflasche 25 cm?

Zellkulturflasche 75 cm?

Zentrifugenrohrchen Rundboden 14 ml

Roth

Tpp

GE Healthcare Life Sciences

Eppendorf

Logos Biosystems
R. Langenbrinck
American National Can
Hirschmann
Hirschmann
Ratiolab

Falcon

Corning

Greiner Bio- One
Corning

Greiner Bio- One
Greiner Bio- One
Ratiolab

Sarstedt AG & Co.
Sarstedt AG & Co.
Sorenson BioScience
Brand

Greiner Bio- One
Greiner Bio- One
Greiner Bio- One

Greiner Bio- One

EEl6.1

8904

10311 651

0030 108.051

01191807

17019063

701851

197734145

7106804

RL2600111

353004

357521

607180

357507

760180

606180

2530173

1053321

1050821

078450

5059539

227261

690175

658175

101180
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3.1.4 Chemikalien

Produkt Hersteller Bestellnummer
Agarose High Resolution Roth K297.1

Aqua. Dest Ampuwa Fresenius Kabi 13QKP271
Biotinblock- Losung LabLine BLO016R020
Dako Real Detection System Kit Dako K5005
Entellan Zentr. Chem. Lager der UdS 1.079.610.500
Eosin G- Losung 15% Carl Roth 3137.2
Ethanol 99% vergillt mit MEK Zentr. Chem. Lager der UdS 702543

HCI 37% Zentr. Chem. Lager der UdS 700998
Mayer’s Hdmalaun Zentr. Chem. Lager der UdS 1.092.490.500
Mayer’s Hdmatoxylin Sigma- Aldrich MHS32-1L
Paraffinpellet Engelbrecht 17932A
Paraformaldehyd 4% Otto Fischar GmbH 27246

Xylol Zentr. Chem. Lager der UdS 703440

3.1.5 Reagenzien und Kit filr immunhistochemische Charakterisierungen

Zur immunhistochemischen Firbung mussten verschiedene Reagenzien vorbereitet werden. Zum
einen wurden zwei verschiedene Demaskierungs-Puffer verwendet. Tris-EDTA Retrieval Puffer setzte
sich aus 296,4 ml destilliertes Wasser, 3 ml 1 molarer Tris- Losung und 600 pl 0,5 molarer EDTA-
Losung zusammen. Tris- Losung wurde durch Vermengung von 12,11 g Tris mit 100 ml destilliertem
Wasser hergestellt. Fiir die Fertigung der EDTA-L6sung wurden 93,06 g EDTA-Dinatriumsalz-
Dihydrat in 300 ml destilliertem Wasser gelost, anschlieBend der pH-Wert auf 8,0 eingestellt und
zuletzt auf 500 ml mit destilliertem Wasser aufgefiillt. Die Tris-EDTA Losung wurde stets frisch
angesetzt und mittels HCI auf einen pH-Wert von 9,0 eingestellt.

Zudem wurde ein Citrat-Puffer zur Demaskierung verwendet. Dieser bestand erstens aus 9 ml 0,1
molarer Zitronenséure, die in 1000 ml Aqua dest. verdiinnt wurden. Zweitens enthielt der Citrat-Puffer
41 ml 0,1 molares Natriumcitrat, welches in 1000 ml Aqua dest. vermischt wurde. Letztlich wurde zu

den beiden Stammlosungen 450 ml destilliertes Wasser hinzugefiigt und der pH-Wert auf 6,0
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angepasst. Wie der Tris-EDTA Puffer, wurde auch der Citrat-Puffer stets frisch generiert. Alle
Reagenzien zur Herstellung der Puffer wurden bei 2-8 °C im Kiihlschrank gelagert.

Fiir die Blockierung unspezifischer Proteinbindungsstellen wurde 3 % BSA genutzt. Hierfiir wurden 6
g BSA mit 190 ml PBS vermengt, danach der pH-Wert auf 7,2 eingestellt und schlielich die Losung
mit PBS auf 200 ml aufgefiillt.

Das ,,Antibody Diluent” als Verdiinnungsmittel fiir Antikdrper wurde aus einer Losung von 195 ml
PBS und 2 g BSA hergestellt. Damit entstand eine 1 %- BSA Losung in PBS. Wieder erfolgte die
Einstellung des pH-Wertes auf 7,2 und die Auffiillung des Gemisches auf 200 ml mit PBS.

Zur Farbung wurde das Dako Real Detection Kit eingesetzt, welches als Detektionssystem mit der
labelled Streptavidin Biotin (LSAB) Methode arbeitet. Dieses bestand aus einem biotinylierten
Sekundar-Antikdrper, einem Streptavidin-Alkalische-Phosphatase-Komplex, Alkalischer Phosphatase,
Levamisol sowie drei Chromogenen. Das ,,Fast Red Chromogen* musste 10 Minuten vor Gebrauch
aus fiinf Komponenten des Kits generiert werden. Das Verhéltnis von Alkalischer Phosphatase zu
Chromogen 1, 2 und 3 musste 75:3:3:3 betragen. Zudem kam auf 10 ml Alkalische Phosphatase 50 pl
Levamisol zur Blockierung der endogenen Alkalischen Phosphatase im Gewebe. Somit konnten fiir
die Farbung von 8 Schnitten 750 ul Alkalische Phosphatase mit jeweils 30 pl der drei verschiedenen
Chromogene, sowie 3,75 ul Levamisol vermengt werden.

Als weitere Reagenzien wurden Mayer‘s Hamatoxylin und Mayer‘s Hémalaun fiir die Gegenfarbung
vorbereitet. Mayers Hamalaun Losung setzte sich aus 270 ml Aqua dest. und 30 ml Mayer’s
Héamatoxylin zusammen. Sowohl das Hdmatoxylin als auch die daraus hergestellte Haimalaun-Losung

mussten vor Gebrauch durch ein Filterpapier gereinigt werden.

3.1.6 Gerite und Programme

Name Hersteller

Brutschrank Heracell Heraeus

Camera Control Unit Nikon

cellSens Standard Software Olympus

Combitip Dispenser Eppendorf

Einbettstation Shandon Histocentre 2 Thermo electron corporation
Exsikkator Set Duran Typ Novus Carl Roth

Farbekasten aus Plastik Kartell
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lustrator (27.9.0)

Inkubator Incucell

inoLab pH Level 1

LUNA II Automated Cell Counter
Magnetriihrer MR 2002

Microtom RM 2125RT
Mikroliterpipette (2, 10, 20, 100, 200, 1000 pl)
Mikroskop BX61

Mikrowelle ,,1026E*

NIS- Elements BR Software
Objekttriagereinsatz fiir Farbekasten
Pen fiir Schnittumrandung
Pipettierhilfe Pipetboy acu
PowerPoint (16.73)

Prism (9.3.1)

Reiskocher ,,Classic 2

SPSS Statistics 27

Sterilbank HER Asafe
Stickstofftank Arpege
Thermometer ,,IP65 LT-101¢
Tischzentrifuge MiniSpin plus
Umkehrmikroskop Axiovert S100

Umkehrmikroskop Eclipse TS100

Vakuum- Infiltrationsprozesser ,, Tissue-Tek VIP 5 Jr.

Vakuumpumpe, Vacusafe
Vortex Genie 2
Waage 770-12

Wasserbad ,,1000¢

Adobe Acrobat
MMM- Group
WTW

Logos Biosystems
Heidolph

Leica

Gilson

Olympus

Privileg

Nikon

Kartell

Dako

Integra Biosciences
Microsoft
GraphPad Software
Tefal

IBM

Heraeus

Air liquid medical
TFA Dostmann
Eppendorf

Zeiss

Nikon

Sakura Finetek Japan
Integra Biosciences
Scientific Industries
Kern

pfm medical ag
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Wasserbad 1003 GFL
Zentrifuge 5804 Eppendorf
Zentrifuge 5804 R mit A-2-DWP Einsatz Eppendorf
Zentrifuge Hyspin 16K Anachem

3.1.7 Priméirantikorper fiir Inmunhistochemie

Sowohl die Sphéroide vor Implantation in die Méiuse als auch die bei Autopsie gewonnenen
Organpriparate wurden mittels immunhistochemischen Férbungen auf die Expressionen der gleichen
Marker hin untersucht. Die Préiparate wurden auf die Proteine Androgenrezeptor (AR), Ki-67,
AMACR (Alpha-Methylacyl-CoA-Racemase), Cytokeratin 8 (CKS8), Cytokeratin 5 (CKS5), Vimentin
und E-Cadherin analysiert.

Dabei existierten je nach verwendetem Antikorper methodische Unterschiede. So wurden die Epitope
des Androgenrezeptors, von CK8 und AMACR mit Citrat-Puffer demaskiert, wohingegen die Epitope
von Ki-67, CK5, Vimentin und E-Cadherin mit Tris-EDTA Puffer demaskiert wurden.

Zudem variierten die Konzentrationen der Antikdrper fiir die Férbung der Sphéroide im Vergleich zur
immunhistochemischen Charakterisierung der In-vivo-Experimente. Der Anti-Androgenrezeptor
Antikorper wurde fiir die Farbung der Sphéroide und der Primértumore 1:2000 verdiinnt, fiir die
Metastasen-Priparate wurde eine Konzentration von 1:4000 genutzt.

AuBerdem wurde fiir die Sphéroid-Féarbung fiir AMACR eine Verdiinnung von 1:500, fiir CK8 1:200
und fiir E-Cadherin 1:800 ausgewdhlt. Hingegen wurde bei der Farbung der Primértumore und der
Metastasen der Anti- CK8 Antikdrper mit einer Verdiinnung von 1:800 verwendet. Der Anti-E-
Cadherin- Antikorper wurde fiir die Primirtumore und Lymphknotenmetastasen gleichermalien
1:1600 verdiinnt. AMACR wurde fiir die Primartumore 1:200, fiir die Lymphknotenmetastasen 1:1000
und fiir die Lungenmetastasen 1:500 konzentriert. Sowohl die Organschnitte als auch die Sphéroide
wurden mit der gleichen Antikdrper- Konzentration fiir CKS5 (1:50), Vimentin (1:100) und Ki-67
(1:100) geférbt.
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Tabelle 1: Primdrantikérper fiir die immunhistochemische Charakterisierung von Sphdroiden und von

Organprdparaten aus In-vivo-Experimenten

Antikorper | Bezeichnung Hersteller und | Konz. Konz. Konz. Konz.
Bestellnummer | Sphéroide | Primér- | Lymphknoten | Lungen
Tumor | Metastase Mets.
AR Polyclonal Rabbit Sigma-Aldrich | 1:2000 1:2000 | 1:4000 1:4000
Anti-Androgen A9853
Receptor Antibody
AMACR | Polyclonal Rabbit Invitrogen 1:500 1:200 1:1000 1:500
Anti Alpha- PA5-23619
Methylacyl-CoA
racemase
Antibody
CK5 Monoclonal Mouse | Diagnostik 1:50 1:50 1:50 1:50
Anti- Cytokeratin 5 | Biosystems
Antibody MOB361
Klon XM26
CK 8 Monoclonal Mouse | Sigma-Aldrich | 1:200 1:800 1:800 1:800
Anti-Cytokeratin C5301
Peptide 8 Antibody | Klon M20
E- Monoclonal Mouse | Invitrogen 1:800 1:1600 | 1:1600 1:3000
Cadherin | Anti- E-Cadherin 13-1700
Antibody (HECD-1)
Ki- 67 Monoclonal Mouse | Dako 1:100 1:100 1:100 1:100
Anti-Ki-67 M7240
Antibody Klon MIB-1
Vimentin | Monoclonal Rabbit | Cell Signaling | 1:100 1:100 1:100 1:100
Vimentin (D21H3) | 5741
XP Antibody
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3.1.8 Utensilien und Geriite fiir In-vivo-Experimente

Name Hersteller

5/0 Vicryl- rapid Faden Ethicon

Aesculap Exacta GT 416 Tierhaarschneider Kleintiere Braun

Aquasonic 100 Ultraschallgel Parker

COBAS 1 Immunoassay System Roche

Dil Uni Elecsys Losung Roche
Eclipse-Needle 20Gx 1 /2 TW Becton Dickinson
Einbettkassette Histosette mit Deckel Simport
Einbettkassette Macrosette mit Deckel Simport

Electro- ChemiLuminescence ImmunoAssay (ECLIA) Roche
Enthaarungscreme Balea

Extra Feine Graefe Zange No. 11150-10 Fine Science Tools
Federschere No. 15024-10 Fine Science Tools
Feine Schere No. 14084-08 Fine Science Tools
Gewebezange No. 11021-12 Fine Science Tools
Graefe Zange No. 11050-10 Fine Science Tools
Hamilton Mikroliter Spritze Roth

iPhone 12 Apple

Isofluran Baxter

Jod Kontrastmittel Accupaque 300 GE healthcare, Chalfont St. Gile
Ketamin Urostamin 100 mg/ml Serumwerk
Kompressen steril Gazin

Leukotape BSN medical
Mehrzweck-Becher fiir Biopsien Sarstedt
Mikrokapillare Glas Sigma- Aldrich
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Nadelhalter Halsey

NRecon Rekonostruktions Software
Osteosoft Entkalkungslosung
Skyscan 1176 micro CT system
Stereomikroskop M651

Tramadol

Transducer MS400

Vevo 2100 Small Animal Ultrasonography System

Vevo Lab Software
Wattestdbchen steril

Xylazin Rompun 2% 25 ml

Fine Science Tools
Bruker Corporation
Sigma

Bruker Corporation
Leica Microsystems AG
Winthrop GmbH, Berlin
FUJIFILM Visual Sonics
FUJIFILM Visual Sonics
FUJIFILM Visual Sonics
Hartmann

Bayer
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3.2 In-vitro-Methodik

3.2.1 Zellkultur

LNCaP-Zellen wurden in einer 75 cm’® Zellkulturflasche mit 12 ml Medium ausgesit. In einem

Inkubator wurden die Zellen bei 37 °C, 95 % Luftfeuchtigkeit und 5 % CO, kultiviert.

3.2.2 Auftauen von Zellen aus Stickstoff

Die Zellen wurden in einem Fliissigstickstoff-Tank aufbewahrt. Um die Zellen fiir die Zellkultur
einzusetzen, mussten sie zunédchst aufgetaut werden.

Unter einer sterilen Werkbank wurde ein 15 ml Zentrifugenréhrchen mit 8 ml Medium vorbereitet.
Zudem mussten eine 75 cm* Zellkulturflasche und ein Styroporbehilter mit Eis gerichtet werden.

Die Kryorohrchen mit Zellen wurden aus dem Stickstoff Tank entfernt und auf Eis zur Werkbank
transportiert. Damit eventuell eingedrungener Stickstoff entweichen konnte, wurde das Kryorohrchen
etwas aufgedreht.

Nun wurde mit Hilfe einer 150 mm Pasteur Pipette schrittweise Medium aus dem gerichteten
Reagenzglas in die Caps tiberfiillt, LNCaP-Zellen anschlieend aufgezogen und schlieBlich wieder in
das Zentrifugenrohrchen iiberfiihrt. Dieser Vorgang wurde bis zur vollstdndigen Entleerung des Caps
wiederholt.

Die in den Caps enthaltene DMSO-L6sung wurde mit der Zentrifuge 5804 fiir 3 Minuten bei 1100
Umdrehungen pro Minute (=U) von den Zellen getrennt und anschlieBend abgesaugt, ohne das
Zellpellet zu 16sen. Als nichstes erfolgte eine Resuspension mit 3 ml Medium und die Uberfiihrung
der Suspension in die 75 cm? Kulturflasche.

Die Zellkulturflasche wurde in den Brutschrank gesetzt und am néchsten Tag ein Medienwechsel

durchgefiihrt.

3.2.3 Medienwechsel

LNCaP-Zellen wurden mit einem Medium bestehend aus RPMI und 10 % fetalem Kélberserum
kultiviert. Der Medienwechsel erfolgte im 48 Stunden Rhythmus. Durch Absaugen des Mediums mit
einer Vakuumpumpe und einer 230 mm Pasteur Pipette konnte das alte Medium entfernt werden.
AnschlieBend wurde durch vorsichtiges Hinzugeben von 12 ml Medium mit einer 20 ml Pipette an der

nicht mit Zellen benetzten Flaschenseite frisches Medium zugesetzt.
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3.2.4 Subkultivieren adhirenter Zellen

Subkultivierung ist ein wesentlicher Bestandteil der Zellkulturarbeit. Hierzu wurde das Medium in der
Flasche zunéchst abgesaugt. Darauthin wurde 5 ml PBS-Puffer zum Waschen der Zellen hinzugesetzt.
Nach Entfernung von PBS wurden die Zellen fiir 8-10 Minuten bei 37 °C, 95 % Luftfeuchtigkeit und
5 % CO2 mit 2 ml Trypsin-EDTA L&sung benetzt. RegelméBiges Beklopfen der Flasche verstérkte das
Losen der Zellen von der Oberfldche. Nachfolgend wurde mit 5 ml Medium eine Suspension erzeugt,
die bei 1100 U mit der Zentrifuge 5804 zentrifugiert wurde. AnschlieBend wurde der Uberstand
abgesaugt, 3 ml Medium hinzugegeben und das Zellpellet resuspendiert. Mit einer Pipette konnte die
gewiinschte Verdiinnung in eine mit 12 ml Medium befiillten 75 cm? Kulturflasche iiberfiihrt werden.

LNCaP-Zellen wurden iiberwiegend in einer 1:10 Verdiinnung subkultiviert.

3.2.5 Kryokonservierung von Zellen in Stickstoff

Das Einfrieren der Zellen verlief zunichst wie das ,,Subkultivieren adhirenter Zellen®. Im Gegensatz
zur Subkultivierung, wurden die Zellen im letzten Schritt nicht mit Medium resuspendiert, sondern mit
2 ml DMSO. Dimethylsulfoxid hemmt die Bildung von zellschddigenden Eiskristallen wahrend des
Einfrierprozesses. AnschlieBend erfolgte eine kurze Resuspendierung und die Aufnahme in die
vorbereitete sterile Einfrierampulle (KryorShrchen). Das Rohrchen musste ziligig auf Eis gestellt und
schnellstmoglich zu einem -80 °C Kiihlregal befordert werden. Nach einem Tag konnte das

Kryordhrchen dann in einen Stickstofftank hineinsortiert werden.

3.2.6 Bestimmung der Verdopplungszeit und Anzahl vitaler Zellen

Die Verdopplungszeit (Generationszeit) ist die Zeit, in der sich die Anzahl der Zellen verdoppelt.
Diese wurde zum einen fiir LNCaP-Zellen in Monolayerkultur und zum anderen fiir LNCaP-
Sphéroide bestimmt. Hierfiir musste vor dem Ausséden die zu kultivierende Anfangszellzahl ermittelt
werden.

Dazu wurde ein 0.2 ml Eppendorf Tube mit 10 pl Trypanblau gerichtet. Bevor das Trypanblau
aufgezogen wurde, mussten eventuelle Verklumpungen mit einem Vortex aufgelost werden.
Trypanblau diente der Bestimmung der Lebensféhigkeit der Zellen. Vitale Zellen nahmen Trypanblau
nicht auf, wohingegen abgestorbene oder Zellen mit defekter Zellmembran sich dunkel verférbten.
Aus der letzten Zellsuspension in 3.2.4 wurden 10 pl aufgenommen und mit 10 pl Trypanblau
vermengt.

Die Suspension wurde auf einen ,,L.una Cell Counting Objekttrager gegeben und schlieBlich mit der

LUNA II Zahlkammer ausgewertet.
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Nun konnte mit der zu Beginn ausgesdten Zellzahl und der Zellzahl zum Zeitpunkt des

Subkultivierens die Verdopplungszeit mit Hilfe folgender Formel berechnet werden:

Verdopplungszeit = log (2) x Kulturdauer / log (N) — log (No)
wobei: N = Zellzahl nach Kulturdauer
No= Zellzahl zum Zeitpunkt 0

3.27 Kaultivierung von Sphiiroiden

Die Sphiroide wurden mittels einer Ultra-Low-Attachment (ULA) 96-Well Platte hergestellt. Zu
diesem Zweck wurden die Schritte des ,,Subkultivierens adhirenter Zellen* und die Bestimmung der
Anzahl vitaler Zellen durch LUNA II durchgefiihrt.

Das Gesamtmedienvolumen pro Well musste 200 pl betragen. Entsprechend des zu pipettierenden
Volumens der Zellsuspension wurde die Differenz an Medium, vor Hinzugabe der Zellsuspension, in
die Wells hinzugesetzt. Im Anschluss konnte die gewiinschte Zellzahl in die Wells pipettiert werden.
Durch Kultivierung von 5000, 10000, 25000, 50000, 100000, 250000, und 500000 Zellen pro Well
wurden Sphéroide verschiedenster Groflen generiert. Diese wurden dann 10-12 Tage in Kultur

gehalten.

o ° (4]
) oo . ° o®
L2 VRN
° o
LNCaP-Zellen in Aggregation Sphéroid
96-well ultra-low Formation
attachment Platte

Abbildung 2: Herstellung eines LNCaP-Sphdroids

3.2.8 Medienwechsel von Sphiiroiden

Im 48 Stunden Rhythmus war ein Medienwechsel notwendig. Hierflir wurde vorsichtig am Rand des
Wells 100 pl Medium mit einer 100 pl Pipette entnommen und anschlieBend langsam 100 pl Medium
mit einem 5 ml Combitip in das Well pipettiert. Dabei war eine Sichtkontrolle ausschlaggebend, denn
insbesondere in den ersten Tagen der Kultivierung von Sphéroiden war die Gefahr einer Destruktion

sehr grof.
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3.2.9 Fotodokumentation

Mit dem Umkehrmikroskop Eclipse TS100 und einem 40x Objektiv wurde téglich eine
Fotodokumentation der Sphédroide durchgefiihrt. Die Bilder wurden mit der Nikon Software NIS-
Elements BR verarbeitet.

Die intraoperative Fotodokumentation der In-vivo-Experimente wurde mit einer iPhone 12 Kamera

ausgefiihrt.

3.2.10 Ermittlung von Wachstumskurven durch Dissoziation von Sphiiroiden

Die Bestimmung der Zellzahl der Sphiroide wurde im 48 Stunden Rhythmus bis zum zehnten Tag
durchgefiihrt.

Zu Beginn wurden die Sphéroide fiir 5 Minuten bei 1700 U mit der Zentrifuge 5804 R zentrifugiert.
Im néchsten Schritt wurde gleichermaf3en, wie bei der Subkultivierung adhirenter Zellen, das Medium
mit einer 200 pl Pipette entfernt und daraufhin das Well mit 200 pl PBS fiir eine Minute benetzt. Nach
vorsichtigem Abpipettieren von PBS wurde 100 pl Trypsin hinzugegeben und die Well-Platte fiir 8-10
Minuten in den Inkubator gesetzt.

Nachfolgend musste eine mechanische Dissoziation der in Trypsin befindlichen Sphéroide mit einer
100 pl Pipette erfolgen. Nach mikroskopischer Kontrolle der vollstindigen Losung der Zell-Zell-
Verbindungen konnte die Suspension aus Trypsin und LNCaP-Zellen in ein mit 2 ml Medium
befiilltes Reagenzrohrchen hinzugesetzt werden. Es erfolgte eine Zentrifugation bei 1100 U fiir 3
Minuten.

Nachfolgend wurde der Uberstand abgesaugt und eine Resuspension mit 1 ml Medium vollzogen.
Nun konnte die Bestimmung der Anzahl vitaler Zellen, wie im Abschnitt ,Bestimmung der

Verdopplungszeit und Zellviabilitit™ beschrieben, erfolgen.

3.2.11 Fixierung und Einbettung von Sphiiroiden in Agarosegel

Vorbereitend fiir die Agarosegel-Einbettung der Sphéroide wurde von einem 200 pul Eppendorf Tube
der Deckel abgetrennt, sodass ein Zylinder entstand. Dieser Zylinder wurde zur Fixierung in eine mit
Paraffin benetzte Petrischale senkrecht gesetzt. Als Nachstes mussten die Sphéroide gewaschen und
fixiert werden.

Dazu wurden die Sphéroide mit einer 1000 ul Pipette, deren Offnung zuvor mit einer Schere erweitert
und autoklaviert wurde, in ein 1,5 ml LoBind Eppendorf Tube iiberfiihrt. Darauthin erfolgte mit der
Tischzentrifuge MiniSpin eine Zentrifugierung fiir 5 Minuten mit 4000 U. Nach behutsamen
Absaugen des Uberstands wurde 1 ml PBS hinzugesetzt. Darauffolgend wurde dieselbe Zentrifugation

durchgefiihrt, der Uberstand abgesaugt und schlieBlich zum Fixieren 4-prozentiges PFA hinzugegeben
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und das Tube iiber Nacht in einem Kiihlschrank platziert. Am nédchsten Tag wurde erneut
gleicherweise zentrifugiert, mit 1 ml PBS gewaschen und zuletzt nach einer weiteren Zentrifugation
der Uberstand entfernt.

In der Folge galt es, das Agarosegel herzustellen. Hierzu wurden 200 mg Agarose in 10 ml PBS gelost.
In einer Mikrowelle wurde bei 180 W fiir 120 Sekunden die Agarose aufgekocht. Sobald die Agarose
kochte, war ziigiges Arbeiten essenziell. Durch abgeschnittene 200 pl Pipetten wurden die Zylinder
mit 80 pl Agarosegel befiillt. Nun wurden die Sphéroide mit einer abgeschnittenen 200 pl Pipette mit
80 pl Agarosegel aufgenommen und in den vorbereiteten Zylinder mit Agarosegel pipettiert. In einer

feuchten Kammer wurden die Zylinder, bis zum Zeitpunkt des Einbettens in Paraffin, im Kiihlschrank

gelagert.
%o U%
= O 80 ul
= 00!
- I 2
- 180 W - :
= J 120’5 » = 3.
200 mg Agarose Agarosegel 1\
in 10 ml PBS

Petrischale mit Sphiroid
eingebettet in Agarosezylinder

Abbildung 3: Schematische Darstellung der Einbettung von Sphdroiden in Agarosegel

3.2.12 Einbettung von Agarosegelzylinder mit Sphiiroiden in Paraffinblocke

Die iiber Nacht im Kiihlschrank gelagerten Gelzylinder wurden in eine Einbettkassette gelegt. Diese
war mit einem Faden versehen, sodass die Kassette in einer Glasschliffkiivette héngen konnte. In
dieser Kiivette wurden die Agarosegelzylinder in einer aufsteigenden Alkoholreihe dreimal mit 70 %
und dreimal mit 100 % Alkohol fiir je zwei Stunden dehydriert. Nach zwei weiteren Waschungen in
Xylol verweilten die Préparate iiber Nacht im letzten Behélter Xylol.

Am darauffolgenden Tag wurden die Kassetten in einem Exsikkator mit auf 60 °C erhitztem Paraffin

versetzt. Der Exsikkator wurde in einem zuvor auf 70 °C erwdrmten Wasserbad platziert und an eine
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Wasserstrahlpumpe angeschlossen (2 x 1 h). Durch das Vakuum wurde den Zylindern das Xylol
entzogen und durch Paraffin ersetzt.

Nach Beendigung des Vorgangs musste der Exsikkator kurz in einen Wérmeschrank gelegt werden,
um den Deckel des Exsikkators leichter 6ffnen zu konnen.

An der Einbettstation wurden die Kassetten in die Paraffinwanne befordert. Darauthin wurde 3-4 mm
Paraffin in ein Férmchen gegossen, der Agarosegel-Zylinder aus der Kassette entnommen und in das
Paraffin-Férmchen gestellt. Nach Erstarren auf der Cooling-Platte konnte das Kassettengitter auf das
Formchen aufgelegt und Paraffin aufgegossen werden. Nach erneutem Erstarren auf der Cooling-
Platte wurden die eingeblockten Sphéroide iiber Nacht im Kiihlschrank aufbewahrt und waren damit
bereit zum Schneiden.

Mit einem Rotationsmikrotom wurden 4 pum diinne Schnitte schwimmend in einem Wasserbad auf
Superfrost-Objekttrager aufgezogen. Schlieflich trockneten die Objekttriger vor der Fiarbeprozedur
iiber Nacht bei 37 °C oder bei Raumtemperatur {iber 48 Stunden.

3.2.13 Immunhistochemische Charakterisierung

Zu Beginn wurden die Objekttrager fiir 1-2 Stunden bei iiber 60 °C in einem Inkubator erwiarmt. Bei
groBeren Schnitten war eine langere Warmebehandlung vonnoéten. Im Anschluss wurden die Préparate
fir 3 x 10 Minuten in Xylol deparaffiniert und fiir jeweils 5 Minuten in einer absteigenden
Alkoholreihe (100% - 100% - 70%- 70%- Ethanol) rehydriert.

Im néchsten Schritt fand das Demaskieren der Epitope statt. Hierfiir musste der Puffer vor der
Inkubation in einer Mikrowelle gekocht und in einem Wasserbad auf iiber 95 °C erhitzt werden.
Konstante Temperaturen wurden durch den Einsatz eines Reiskochers als Wasserbad erreicht. Bei
Erreichen der Temperatur konnten die Schnitte fiir 12,5 Minuten im Demaskierungspuffer inkubieren.
Danach wurden die Kiivetten aus dem Wasserbad entfernt und kiihlten bei Raumtemperatur auf unter
50 °C ab.

Im Anschluss an drei Waschungen mit PBS (je 2 Minuten) fand die erste Blockierung unspezifischer
Proteinbindungsstellen statt. Hierfiir mussten die Riickseiten und die schnittfreien Flachen der
Objekttrager getrocknet und der Schnitt mit einem Wachsstift (Dako Pen) umrandet werden. In einer
feuchten Farbekammer konnten dann die Schnitte mit 200 pl 3%- BSA benetzt werden. Nach 45
Minuten wurden die Schnitte erneut mit PBS fiir 2 Minuten gewaschen. Es folgte die zweite
Blockierung.

Der Biotinblock bestand aus zwei Losungen, die fiir jeweils 20 Minuten aufgetragen wurden.
Dazwischen wurden die Schnitte kurz mit PBS gewaschen. Nach Inkubation der zweiten Losung des

Biotinblocks wurde die Losung lediglich abgeklopft.
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Darauthin konnte der Primérantikdrper appliziert werden. Dieser wurde zuvor in der gewiinschten
Konzentration mit 1%- BSA verdiinnt. Pro Schnitt wurden 100 pl Primérantikorperldsung pipettiert
und tiber Nacht bei 4 °C in einem Kiihlschrank aufbewahrt.

Am darauffolgenden Tag wurden die Schnitte 5-mal fiir je 2 Minuten in PBS gewaschen. Nun konnte
der biotinylierte Sekundérantikérper aus dem DAKO Real Detection Kit auf die Schnitte getraufelt
werden. Nach einer Inkubation von 30 Minuten bei Raumtemperatur wurden die Objekttrager in PBS
gesplilt (3 x 2 Minuten). AnschlieBend wurde der Streptavidin-Alkalische-Phosphatase-Komplex fiir
30 Minuten bei Raumtemperatur auf die Schnitte getraufelt. Wéhrend die Schnitte im Anschluss 3 x 2
Minuten mit PBS umspiilt wurden, wurde das Chromogensubstrat vorbereitet. Im Anschluss daran
wurden die Schnitte fiir 10 Minuten mit 100 pl Chromogensubstrat bedeckt und darauthin dreimal
kurz mit destilliertem Wasser gewaschen.

Es folgte die Gegenfirbung mit dem angerichteten Mayer’s Himatoxylin fiir 5 Minuten oder Mayer’s
Himalaun fiir 120 Sekunden und 5- miniitiges Blduen in flieBendem kaltem Leitungswasser. Die
Kernfarbung bei Einsatz des Citrat-Puffers wurde mit Mayer’s Himalaun umgesetzt, hingegen wurde
bei Verwendung des EDTA- Puffers Mayer’s Himatoxylin eingesetzt.

Nachfolgend wurde eine Dehydrierung mit einer aufsteigenden Alkoholreihe (70%- 100%- 100%-
100%- Ethanol) und eine dreimalige Behandlung mit Xylol fiir je 2 Minuten durchgefiihrt. Schlieflich

wurden die Objekttrager mit Entellan und einem Deckglas eingedeckt.

3.2.14 Quantitative Analyse der Inmunhistochemie

Eine quantitative Analyse der Immunhistochemie gelang mit einem Add-on Java Plugin fiir
Imagel/F1JI. Das Plugin ,,Colour Deconvolution 2 wurde von Gabriel Landini [109] entwickelt. Die
Grundlage fiir die Separation und Quantifizierung immunhistochemischer Farbungen lieferten Ruifrok

und Johnston [154]. Die Analysen wurden mithilfe des Protokolls von Jie Shu [164] umgesetzt.

43



Material und Methodik

3.3 In-vivo-Methodik

3.3.1 Versuchstiere

Die In-vivo-Experimente wurden mit 6-8 Wochen alten ménnlichen immundefizienten CB17-SCID
Maiusen der Charles River Laboratories durchgefiihrt. SCID-Maiuse sind homozygote Triger des

scid

mutierten Prkdc®™¢ Allels auf Chromosom 16, wodurch eine schwere kombinierte Immundefizienz
entsteht. Die Mause wurden unter kontrollierten Temperatur- und Luftfeuchtigkeitsbedingungen bei
12 Stunden Umgebungsbeleuchtung in ventilierten und pathogenfreien Kéfigen der Tierhaltung des
Instituts fiir klinische-experimentelle Chirurgie der Universitét des Saarlandes gehalten. Die Kleintiere
hatten freien Zugang zu Trinkwasser und Futter und ihr Gesundheitsstatus wurde téglich kontrolliert.
Die Experimente wurden von der zustindigen Landesbehorde genehmigt (Nr. 26/2020) und im

Einklang mit dem deutschen Tierschutzgesetz umgesetzt.

3.3.2 Orthotope Xenograft Inokulation und Follow-Up

Sechzehn Méuse wurden in eine Experimentgruppe (n=8) und eine Kontrollgruppe (n=8) aufgeteilt.
Mittels einer orthotopen Inokulation in die Prostata wurden der Versuchsgruppe LNCaP-Sphiroide
implantiert. Die Kontrollgruppe erhielt orthotope Injektionen einer Einzelzellsuspension von LNCaP-
Zellen einer Monolayerkultur.

Die intraprostatische Tumorzellinjektion wurde unter intraperitoneal applizierter Anésthesie mit 75
mg/kg Ketamin und 15 mg/kg Xylazin mithilfe eines Stereomikroskops (Leica M651) ausgefiihrt.
Nach Fixierung der Tiere in Riickenlage wurde die Haut des unteren Abdomens median iiber ca. 10
mm inzidiert. Durch eine mediane Laparotomie konnten die Blase, die Vesiculae seminales und der
anteriore Prostatalappen mobilisiert und auBlerhalb der Inzision exponiert werden. Der Kontrollgruppe
wurden im 1:1 Verhéltnis 10 pl einer Suspension aus Matrigel und Medium mit 40000 LNCaP
Einzelzellen in den links-anterioren Prostatalappen mit einer gekiihlten Hamilton Spritze injiziert.
Hierfiir wurde die Prostatakapsel unterhalb des linken Vas deferens penetriert, die Spritze 5-6 mm
lateral in die Prostata eingefiihrt und langsam die Tumorzellsuspension injiziert. Zur Verhinderung
eines Riickflusses von Tumorzellen wurde, nach Entfernung der Nadel, die Einstichstelle fiir 60 s mit
einem feuchten Wattestéibchen leicht komprimiert.

Sphéroide wurden in einer 96 Ultra-Low Attachment Platte in 100 pl einer 1:1 Matrigel zu Medium
Suspension vorbereitet. Mithilfe einer 1 ml Spritze und einer 20 G Kaniile wurde ein sechs Tage reifer
Sphiroid aufgezogen und dieser im Anschluss mit 10-30 ul der Suspension unter Sichtkontrolle
gleichermallen in den links-anterioren vorderen Prostatalappen injiziert.

Nach der intraprostatischen Injektion wurden die Muskelschicht und die Haut separat mit einem

schnellresorbierenden 5/0 Vicryl-rapid Faden verschlossen. Zur Schmerzlinderung erhielten die Méuse
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am Ende der Operation subkutan 4 mg/kg Carprofen und am ersten praoperativen Tag bis zum dritten
postoperativen Tag 20 mg/kg Tramadol iiber das Trinkwasser.

Um das Tumorwachstum nachzuverfolgen, wurden alle Maiuse ab der vierten Woche im
zweiwoOchigen Rhythmus sonographiert und es wurden ihnen Blutproben fiir PSA-Analysen
entnommen. Abschliefend erfolgte 20 Wochen nach Tumorzellinjektion eine CT-Untersuchung. Im
Anschluss daran wurden die Maiuse unter Narkose zervikal disloziert und in der Autopsie der
Prostatatumor, die Lungen, ein Femur-Knochen, die Leber, aortale Lymphknoten, das Gehirn und die

Milz fiir histologische Analysen entfernt.

LNCaP Sphiroid -

-

et

Orthotope Sphiéroid
Injektion in 8§ Miusen

Sonographie
Micro-CT
Serum-PSA

20 Wochen

LNCaP Monolayer

Histologie &
IHC

Orthotope Monolayer
Injektion in 8 Mausen

CrramH €

Abbildung 4: Schematische Darstellung der Methodik des In-vivo-Experiments

3.3.3 Sonographie und Blutentnahme

Eine hochauflosende Ultraschalluntersuchung des Primértumors wurde ab 4 Wochen nach der
Tumorzellimplantation im 14-tdgigen Rhythmus mithilfe des Visual Sonics Vevo 2100 Small Animal
Ultrasonography Systems durchgefiihrt. Eine mit 400 ml/min umspiilte Kammer von 4 % Isofluran
diente der Narkoseeinleitung. Nach vollstindiger Sedierung konnten die Miuse auf die Sonographie-
Einrichtung in Riickenlage mit Tapes fixiert werden und iiber einer Maske die Narkose mit 2 %
Isofluran und 200 ml/min Durchfluss fortgesetzt werden. Es folgte eine Rasur des Abdomens und die
Auftragung einer Enthaarungscreme. Nach Entfernung der restlichen Haare, konnte das Aquasonic
Kontaktgel groBziigig in Aprikosen-Grofle aufgetragen werden. Nachdem die Prostata im Fokus mit
dem Transducer MS400 zentriert wurde, konnte die 3D Erfassung gestartet werden. Ein motorisierter
Mechanismus verschob den Ultraschall Kopf iiber die Haut des Abdomens hinweg und generierte
hierbei in regelmiBigen 200 pm Intervallen iiber eine Lénge von 2 cm 2D Aufnahmen der
Prostataregion in transversaler Ausrichtung. Sobald die Aufnahmen generiert wurden, konnte die

Isofluran Zufuhr unterbunden und die Maus von der Einrichtung entfernt werden.
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Im Anschluss erfolgte noch im sedierten Zustand eine retroorbitale vendse Blutentnahme. Mit einer
Mikrokapillare aus Glas lieen sich ca. 50-100 pl Blut entnehmen. Hierzu mussten die Halsvenen der
Maus durch einen Nackengriff gestaut werden, um so im medialen Augenwinkel, von ventral-kaudal
in Richtung des kontralateralen Ohres, bis zum retroorbitalen Sinus einzustechen. Das Blut wurde in
einem 0,5 ml Eppendorf-Gefill gesammelt. Nach vorsichtigem Abtupfen des Auges, wurden die
Mause schlieBlich in die Aufwachkammer versetzt und weiter beobachtet. Die Blutentnahme verlief
alle zwei Wochen im jeweils anderem Auge.

Die gesammelten Blutproben wurden fiir 10 Minuten bei 6000 U mit der Zentrifuge Hyspin 16K
zentrifugiert und das Serum abpipettiert. Dieses wurde fiir die PSA-Bestimmung eingefroren.
SchlieBlich erfolgte die Berechnung des Tumorvolumens durch die Markierung der Tumorperimetrie

in der Vevo LAB Software.

3.3.4 PSA-Analysen

Die PSA-Analysen wurden durch das Zentrallabor des Universititsklinikkums des Saarlandes
durchgefiihrt. Hierfiir mussten die Serumproben aufgetaut und in spezielle Proben-Réhrchen des
Zentrallabors pipettiert werden. Daraufhin mussten die Serumproben mit einer Verdiinnungslosung
von Roche auf 120 ul aufgefiillt werden. Die Serumproben wurden mittels eines Electro-
ChemiLuminescence ImmunoAssay (ECLIA) in einem COBAS 1 Immunoassay System (Roche,
Basel, Schweiz) analysiert. Zunédchst wurden die Proben mit einem biotinylierten monoklonalen PSA-
spezifischen Antikdrper als auch einem Ruthenium markierten PSA- spezifischen Antikdrper inkubiert.
Zu dem gebildetem Sandwich Komplex wurden Streptavidin- markierte Mikropartikel hinzugefiigt,
die nun an dem Sandwich Komplex via Biotin-Streptavidin Interaktionen banden. Schlielich wurde
die Losung in das Immunoassay System transferiert, in dem die Mikropartikel an den
Elektrodenoberflachen durch magnetische Interaktion hafteten. Nach einer Waschung zur Entfernung
von ungebundenen Substanzen wurde eine Chemiluminescence durch Anbringung einer
Elektrodenspannung induziert, die mit einem Photoelektronenvervielfacher gemessen wurde. Die
Sensitivitidt des Assays betrug 0,03 ng/ml. Die Ergebnisse der PSA-Messungen des Zentrallabors

mussten schlielich mit einem Umrechnungsfaktor verrechnet werden:

Faktor = 120 ul / Volumen (Serum)

3.3.5 Computertomographie

Kontrastmittelgestiitzte Thorax- und Abdomen Computertomographie Aufnahmen wurden durch das
Bruker Skyscan Kleintier- CT einmalig am Ende des Experiments angefertigt. Wie in 3.3.3.

beschrieben, wurden die Mause zunéchst in eine mit 400 ml/min umspiilte Kammer von 4 % Isofluran
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narkotisiert. Unmittelbar nach Sedierung konnte jodhaltiges Kontrastmittel intravends retroorbital
appliziert werden (300 mg Jod /ml und 0,5 pl/g Kérpergewicht). Danach wurden die Miuse in der CT-
Einrichtung in Riickenlage fixiert. Unter Atemfrequenzkontrolle wurde wéhrend der Untersuchung die
Narkotisierung durch eine Maske aufrechterhalten. Nach einem allgemeinen Korperscan zur
Identifizierung der Region of Interest (ROI), wurde der CT Scan mit folgenden Einstellungen gestartet:
A1l 0,5 mm Filter, Staffelung 2, 180° Scanning, 0,7° Schritte, 18 um Auflosung, Expositionszeit 220
ms pro Aufnahme mit 304 erforderlichen Aufnahmen pro Scan, Quellenstrom 497 pA,
Quellenspannung 50 kV. Zur Sichtbarmachung des Primértumors als auch pulmonaler oder skelettaler
Metastasen wurden Aufnahmen des gesamten Thorax, des Beckens und des Abdomens angefertigt.
Die CT- Bilder wurden mit einem etablierten Protokoll mithilfe der NRecon Software rekonstruiert.

Nach Beendigung des Scans wurden die Méuse in einem Aufwachkéfig versetzt und beobachtet.

3.3.6 Autopsie

Eine Autopsie wurde 14-20 Wochen nach Tumorzellinjektion zur pathologischen Feststellung von
orthotop wachsenden Tumoren und Metastasen durchgefiihrt. Hierzu wurden die Méuse unter
intraperitoneal applizierter Anédsthesie mit 75 mg/kg Ketamin und 15 mg/kg Xylazin in Riickenlage
fixiert und das Abdomen rasiert. Nach einer medianen Laparotomie wurden mittels eines
Stereomikroskops in 250-facher VergroBerung der Peritonealraum und die intraperitonealen Organe
auf Metastasen untersucht. Dafiir wurden die Glandulae vesiculosae, die Harnblase sowie die Prostata
sauber dargestellt. Nach Freilegung des gastrointestinalen Traktes und Darstellung der Vena cava
inferior, wurde mit einer Kaniile aus dieser 1 ml Blut enthommen. Bei Vorliegen eines Primarius
wurden der Prostatatumor und sichtbare Lymphknoten reseziert. Zudem waren die Milz, die Leber, die
Lungen, das Gehirn und ein Tibia-Knochen Gegenstand histologischer Evaluationen. Alle Préparate
wurden in 4%- PFA iiber Nacht fixiert. Die Knochenpriparate wurden 2 bis 4 Tage in einer
Entkalkungslosung enthirtet. Am Ende der Autopsie erfolgte zur Sicherheit zusétzlich eine zervikale

Dislokation der Tiere.

3.3.7 Anfertigung von Organschnitten

Nach erfolgter Fixierung der Organe in 4 %- PFA und Erweichen der Knochenpriparate wurden die
organenthaltenden Kassetten zur automatischen Dehydrierung im Tissue-Tek VIP 5 Jr. platziert. Am
nichsten Tag folgte die Einbettung in Paraffin wie in 3.2.12 beschrieben. Von diesen FFPE-Blocken
wurden fiir histologische und immunhistochemische Analysen mittels eines Rotationsmikrotoms 4 pm
diinne Schnitte angefertigt und auf Superfrost Objekttréigern aufgezogen. Alle Préparate wurden

zunéchst histologisch mit Hdmatoxylin und Eosin gefarbt und morphologisch auf das Vorhandensein

47



Material und Methodik

von Metastasen analysiert. Die Primértumore und Metastasen wurden anschlieBend weiter

immunhistochemisch charakterisiert wie in 3.2.73 beschrieben.

3.3.8 Himatoxylin und Eosin Firbung

Im ersten Schritt der Himatoxylin-Eosin-Féarbung wurden die Paraffinschnitte in Xylol deparaffiniert
(3 x 10 Minuten). Darauthin wurden die Schnitte in einer absteigenden Alkoholreihe (3 x 99%- und 3
x 70%- Ethanol) rehydriert, in Aqua dest. versetzt und im nichsten Schritt in Mayer’s Himalaun fiir
10 Minuten inkubiert. Nach einer Spiilung in drei mit Wasser gefiillten Kiivetten erfolgte die
Differenzierung mit HCI- Alkohol durch dreimaliges Eintauchen in die HCI- Kiivette. Im Anschluss
wurden die Préparate fiir 10 Minuten in flieBendem kaltem Wasser gebldut, wodurch die Zellkerne
sich blauviolett farbten. Darauthin konnten die Schnitte mit 1 % Eosin fiir 30 Sekunden tingiert und
danach in Wasser gespiilt werden. Darauffolgend wurden die Préparate mit einer aufsteigenden
Alkoholreihe (70%- 100%- 100%- 100%- Ethanol) und dreimalig Xylol dehydriert (je 2 Minuten).

Letztlich konnten die Objekttridger mit einem Deckglas und Entellan eingedeckt werden.

3.4 Statistik

Die statistischen Analysen wurden unter Verwendung von IBM SPSS Statistics 27 ausgefiihrt. Hierbei
wurden flir die Auswertung des sonographischen Tumorvolumens als auch der Entwicklung der PSA-
Werte und der immunhistochemischen Expressionen des Androgenrezeptors und Ki-67 Mann-
Whitney-U-Tests flir zwei unabhéngige Stichproben durchgefiihrt. Weiterhin wurden die
Verdopplungszeiten mit Mann-Whitney-U-Tests auf ihre statistische Signifikanz iiberpriift. Die zwei
unabhéngigen Stichproben waren zum einen die Kontrollgruppe mit Inokulation -einer
Einzelzellsuspension aus einer Monolayerkultur und zum anderen die Experimentalgruppe mit
Sphéroid-Injektion. Ein Signifikanzniveau von p < 0.05 wurde angenommen. Zudem konnte durch
eine umgekehrte Uberlebenskurve der kumulative Anteil der Miuse mit Tumor iiber die Zeit grafisch
dargestellt werden. Dartiber hinaus konnte mit einer linearen Korrelationsanalyse der Zusammenhang
zwischen Tumorprogression und dem PSA-Wert ermittelt werden. Die graphischen Darstellungen der
Ergebnisse wurden mit GraphPad Prism 9 realisiert und die schematischen Abbildungen wurden mit

Microsoft® PowerPoint (Version 16.73) und Adobe Acrobat Illustrator (Version 27.9.0) erstellt.
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4 Ergebnisse

4.1 In-vitro-Vorversuche

4.1.1 LNCaP Verdopplungszeit

Die Verdopplungszeit von LNCaP-Monolayer war 60 Stunden, wihrend sich die durchschnittliche
Generationszeit in Sphéroiden mit zunehmender Anfangsgréfle verlangerte (Abb. 5). Sphiroide mit
einer Anfangszellzahl von 5000 LNCaP-Zellen verdoppelten ihre Anzahl an Zellen nach 77 Stunden,
wiahrend Sphéroide mit einer initialen Zellzahl von 10000 nach 97 Stunden eine Verdopplung
erreichten. Die grofiten Sphiroide, welche zu Beginn aus 25000 Zellen entstanden, zeigten

dementsprechend die ldngste Generationszeit von 150 Stunden.
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Abbildung 5: Verdopplungszeit LNCaP in Monolayer und Sphdroiden
unterschiedlicher Gréfle (**** 2 p<0,0001; ** 2 p<0,01)
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4.1.2 Wachstums- und Viabilititsanalysen von LNCaP Sphiroiden

Sphéroide aus LNCaP-Zellen wiesen iiber zehn Tage ein stetiges Wachstum auf. Zwei Tage nach
initialer Kultivierung verringerte sich die Gesamtzellzahl in wenigen Sphéroiden. Alle Sphiroide
erreichten ihre grofite totale Zellzahl nach zehn Tagen (Abb. 6). Je hoher die Anfangszellzahl, desto
hoher war auch die final errechnete Anzahl an LNCaP-Zellen. Dabei erreichten Sphéroide mit initial
25000 Zellen eine Zellzahl von im Durchschnitt 77000 nach zehn Tagen, wahrend Sphéroide mit
10000 Zellen auf eine Grofle von 59000 nach zehn Tagen anwuchsen. Die kleinsten Sphéroide mit

5000 LNCaP-Zellen erreichten eine totale Anzahl von 44000 Zellen nach zehn Tagen.

Anzahl Zellen in LNCaP Sphiiroiden
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Abbildung 6: Anzahl Zellen in LNCaP Sphdroiden

Der Lebendzellanteil in allen drei Sphéroid-Gruppen variierte zwischen 50 % und 85 % (Abb. 7). Die
Zellviabilitdt in der Gruppe der 25000 und 5000 Sphéroide nach sechs Tagen war mit iiber 70 % im
Durchschnitt am hochsten innerhalb der zehn Tage. Wéahrend Sphéroide mit einer Anfangszellzahl von
10000 eine geringe Abnahme der Zellviabilitiat von im Mittel 75 % auf 65 % erkennen lieBen, konnte

dieser Abfall fiir die anderen Gruppen nicht eruiert werden.
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LNCaP Sphiroid Zellviabilitit
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Abbildung 7: LNCaP Sphdroid Zellviabilitdt

4.1.3 Morphologische Verinderungen von LNCaP Sphiiroiden

Die Kultivierung von 25000 LNCaP-Zellen in nicht-adhérenten Kulturplatten fiihrte nach einem Tag
zur Etablierung kleinerer Zellnester. Nach zunehmender Aggregation war nach drei Tagen ein
zusammenhéngendes dreidimensionales Zellkonstrukt in Form eines Sphéroids zu erkennen. Bis zum

zehnten Tag konsolidierte der Sphéroid bis zu einer konstanten Grofe von ca. 1000 pum.

Tag 1 Tag 2 Tag3 Tag 4 Tag 5

Tag 6 Tag 8 Tag 9 Tag 10

Abbildung 8: Morphologische Verdnderungen von LNCaP Sphdroiden in vitro
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4.1.4 Immunhistochemische Charakterisierung von LNCaP Sphéroiden in vitro

Die immunhistochemischen Analysen der LNCaP-Sphéroide in vitro offenbarten ein
Prostatakarzinom-typisches Marker-Expressionsmuster (Abb. 9). Die Zellen der dufleren proliferativen
Zone des Sphiroids exprimierten mehr Ki-67 und Androgrenrezeptor als in der Transformationszone
und im nekrotischen Kern. Die Expression von E-Cadherin, Cytokeratin 8 und AMACR war in der
Proliferationszone und Ubergangszone gleichermafBen zu erkennen. Dariiber hinaus waren Vimentin

und Cytokeratin 5 in allen in LNCaP-Sphéroiden negativ.

Androgenrezeptor E-Cadherin

Negativ

Abbildung 9: Immunhistochemische Charakterisierung von LNCaP Sphdroiden in vitro. Mafstab = 50
um

4.1.5 Integritit von LNCaP Sphiiroiden post injectionem

Eine nicht zu vernachlidssigende Problematik der intraprostatischen Injektion von Sphiroiden war die
Frage der Integritit der dreidimensionalen Struktur der Sphéroide nach Injektion durch die 20 G
Kaniile. Lichtmikroskopisch konnte die morphologische Unversehrtheit der sphiroidalen Struktur
bewiesen werden (Abb. 10).

Abbildung 10: Integritit von LNCaP Sphdroiden post

injectionem in vitro
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4.2 In-vivo-Ergebnisse

4.2.1 Entwicklung von orthotopen Tumoren und Metastasen

Von insgesamt acht operierten Versuchstieren, welche konventionell mit LNCaP-Monolayer Zellen
transplantiert wurden, konnten an vier Mausen Tumore detektiert werden (Tabelle 2). Dabei gingen
aus zwei Prostatakarzinomen jeweils Lungen- und Lymphknotenmetastasen hervor. Eine Sphéroid-
Inokulation in acht Miusen resultierte in einer Tumorentwicklung in vier Mausen. Aus drei dieser

Tumore entsprangen Lungen- und Lymphknotenmetastasen.

Tumor Lungenmetastasen Lymphknotenmetastasen
LNCaP Monolayer n=4 n=2 n=2
(n=8)
LNCaP Sphéroid n=4 n=3 n=3
(n=8)

Tabelle 2: Tumorentwicklung und Metastasierung

Die ersten detektierbaren Tumore waren bereits nach vier Wochen in der Gruppe der Sphéroide zu
identifizieren (Abb. 11). Hier konnten bei drei Mausen Tumore festgestellt werden, wihrend in der
Monolayer-Injektions-Gruppe nach vier Wochen keine Tumore nachgewiesen werden konnten. Diese
waren erst nach sechs bzw. zehn Wochen detektierbar. Eine detektierbare Tumorprogression von
Sphiroiden konnte zwei bzw. sechs Wochen frither als in Monolayer-Tumoren festgestellt werden.

Nach vierzehn Wochen zeigte eine weitere Maus in beiden Gruppen eine Tumorentwicklung.

Tumorentwicklung
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Abbildung 11: Sequenz der Tumorentwicklung
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Die orthotope Sphéroid-Transplantation mithilfe einer 20 G Kaniile gelang unter mikroskopischer
Kontrolle. Ein Riicklauf von injizierten Zellen bzw. Matrigel konnte nicht identifiziert werden. Die
prostatische Kapsel wurde in zwei Féllen bei Inokulation von Sphéroiden rupturiert (25%), woraufthin
eine Inokulation in den kontralateralen rechts-anterioren Prostatalappen erfolgte. Der intraoperative
Situs (Abb. 12) visualisiert exemplarisch die erfolgreiche intraprostatische Implantation eines LNCaP-
Sphéroiden (griiner Pfeil). Zu erkennen sind die Glandulae vesiculosae (Gv), die Glandulae
praeputiales (Gp), die Harnblase (BI), die Nieren (Ni) und der links-anteriore Prostatalappen (Pr).
Nach zwanzig Wochen proliferierte der implantierte Sphéroid zu einem groflen Tumor (Tu) mit
Ausbildung von Lymphknotenmetastasen (Lk). Ebenso waren nach Monolayer-Injektionen
makroskopisch Tumorentwicklungen in der Autopsie zu identifizieren, welche exemplarisch im

rechten Bild dargestellt sind.

Sphiroid nach Injektion Monolayer Tumor

Abbildung 12: Intraoperativer Situs nach intraprostatischer Injektion eines Sphdroids und
intraoperativer Situs nach 20 Wochen mit Ausbildung eines Tumors (Tu) nach Sphdroid und

Monolayer-Implantation (10-fache Vergrofserung).
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4.2.2 PSA-Werte im Verlauf der Tumorprogression

Die PSA-Werte in Sphéroid-Tumoren lagen zwischen 0,11 ng/ml und 238,29 ng/ml, wihrend sich der
Wertebereich von Monolayer-Tumoren zwischen 0,27 ng/ml und 260 ng/ml erstreckte (Abb. 13).
Bereits vor sonographischer Detektion von soliden Tumoren konnte die Analyse der PSA-Werte die
Entwicklung eines Prostatakarzinoms nachweisen. Beispielsweise konnte an zwei Méusen nach
Monolayer-Inokulation nach vier Wochen eine leichte Erhohung des PSA-Werts auf 3,52 ng/ml und
1,32 ng/ml gemessen werden, allerdings ohne sonographische Darstellung eines Prostatakarzinoms.
Auf der anderen Seite wiesen fliinf Méuse nach orthotoper Sphéroid-Transplantation bereits nach vier
Wochen erhohte PSA-Werte auf, von denen drei im selbem Follow-Up sonographisch
Prostatakarzinome bildeten. Die restlichen zwei Mause der Sphéroid-Gruppe zeigten im gesamten
Beobachtungszeitraum leicht erhohte PSA-Werte unter 1 ng/ml, wobei eine Maus ein
Prostatakarzinom entwickelte. Ein Versuchstier der Monolayer-Gruppe zeigte erst nach vierzehn
Wochen einen PSA-Anstieg auf 7,35 ng /ml, bei dem im Verlauf ein Prostatakarzinom detektiert
wurde. In den darauffolgenden sechs Wochen stiegen die PSA-Werte dieses Versuchstieres bis auf
230 ng/ml an. In Woche vierzehn waren die PSA-Werte nach intraprostatischer Sphéroid- Injektion
mit einem Mittelwert von 88,75 ng/ml deutlich hoher als nach Monolayer-Injektion mit im Mittel

23,15 ng/ml.

PSA Verlauf
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Abbildung 13: PSA-Anstieg im Verlauf der Tumorprogression
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Bei Betrachtung des PSA-Anstiegs im Verlauf der Tumorprogression (Abb. 13) sticht der abrupte
Abfall des PSA-Anstiegs nach Woche vierzehn hervor. Die Erklarung hierfiir liefert die Analyse der
individuellen PSA-Verlaufe der Méuse (Abb. 14). Diese illustriert den Abbruch zweier PSA-
Erhebungen nach Woche vierzehn in der Gruppe der Sphéroide, da hier zwei Méuse Abbruchkriterien
erreicht hatten und fiir weitere Analysen somit nicht beriicksichtigt werden konnten. Uberdies wird
hier deutlich, dass die hochsten PSA-Werte in Sphiroid-Tumoren mit 238 ng/ml und 168 ng/ml bereits
nach vierzehn Wochen erreicht wurden, wihrend die Spitzen-PSA-Werte von 260 ng/ml und 230

ng/ml der Monolayer-Gruppe nach zwanzig Wochen gemessen wurden.
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Abbildung 14: Individueller PSA-Verlauf der Mduse

4.2.3 Sonographische Tumorprogression und CT-graphische Detektion von Metastasen

Wihrend der Sonographie konnten wichtige Strukturen wie der Darm, die Hoden und Nebenhoden,
die Vasa deferentia und die Harnblase sicher von der Prostata differenziert werden. Das lokale
Tumorwachstum konnte an allen tumortragenden Méusen mittels Ultraschall visualisiert werden (Abb.
17B).

Die Primértumore wuchsen rasch und erreichten nach vierzehn Wochen ein mittleres Tumorvolumen
von 766 mm® in Sphiroid-Tumoren und 55 mm?® in Monolayer-Tumoren, bzw. 835 mm® und 850 mm®
nach zwanzig Wochen (Abb. 15). Die GréBe der Sphiroid-Tumoren lag zwischen 5,82 mm®und 2041
mm?®, wihrend sich der Wertebereich von Monolayer-Tumoren zwischen 7,71 mm® und 2395 mm?®
erstreckte. Nach vier Wochen waren die ersten sonographisch detektierbaren Tumore der Sphiroid-
Gruppe mit einem Tumorvolumen von 5 mm’® bis 10 mm® zu erkennen. Zwei dieser Tumore
proliferierten stark exponentiell und erreichten bereits nach vierzehn Wochen Volumina von ca. 700
mm?® und 2041 mm’®. Die dritte Maus mit einer friihen Tumordetektion erreichte eine TumorgrdBe von

iiber 700 mm® vier Wochen spiter.
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Auf der anderen Seite konnten die ersten Monolayer-Tumore nach sechs Wochen mit einem
Tumorvolumen von 8 mm® bzw. 13 mm® und nach zehn Wochen mit einer GréBe von 9 mm?
detektiert werden. Die zuerst detektierten Tumore proliferierten weniger exponentiell als Sphéaroid-
Tumore und erzielten nach zwanzig Wochen eine GroBe von 750 mm® bzw. 220 mm® (Abb. 16). Der
dritte Tumor mit einem Anfangsvolumen von 9 mm® proliferierte stark von einem Volumen von ca. 30
mm?® in Woche vierzehn auf ca. 1000 mm® zwei Wochen spiter. Dieser entwickelte sich zudem zum
groBten Tumor in der Gruppe der Monolayer mit 2395 mm?.

Nach vierzehn Wochen entwickelte jeweils eine Maus beider Gruppen ein Prostatakarzinom mit einem
Volumen von ca. 10 mm®. Diese erreichten lediglich eine GroBe von 14 mm® bzw. 35 mm® im
Beobachtungszeitraum.

Die individuelle Analyse der Tumorvolumina (Abb. 16) verdeutlicht, gleichermaBlen wie die
individuellen PSA-Verldufe in Abb. 14, den Abbruch der Beobachtungen zweier Mause nach Woche
vierzehn in der Sphédroid-Gruppe. Diese Maiuse trugen zu diesem Zeitpunkt die grofiten
Prostatakarzinome mit 700 mm® und 2041 mm®. Im Vergleich dazu maBen die beiden groBten
Monolayer-Tumore 130 mm® und 50 mm® zu diesem Follow-Up Zeitpunkt. CT-graphisch konnten in

diesem Experiment keine Metastasen zweifelsfrei differenziert werden (Abb. 17A).
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Abbildung 15: Sonographisches Tumorvolumen im zeitlichen

Verlauf
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Abbildung 16: Individuelle sonographische Tumorprogression

CT Abdomen CT Lunge 3D Skelett Rekonstruktion

Abbildung 17: Detektion von Primdrtumoren und Metastasen. A) Reprdsentative Abdomen- und
Lungen pCT-Querschnittsbilder [113]. Das Herz ist mit einem Sternchen (*) markiert. Reprdsentative
3D Skelett Rekonstruktion. Mafistab= 3 mm. B) Exemplarische sonographische Darstellung eines

Monolayer Tumors (50 mm’) und Sphéroid Tumors (700 mm’) nach 14 Wochen. Zu erkennen ist
zudem die gefiillte Harnblase (BI).
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4.2.4 Tumor- und PSA-Verdopplungszeiten

Das Tumorvolumen von LNCaP-Sphéroiden verdoppelte sich im Schnitt nach 10,5 Tagen, wahrend
Prostatakarzinome von Monolayern nach 19,5 Tagen ein verdoppeltes Tumorvolumen prisentierten
(Abb. 18). Die PSA-Verdopplungszeit in Méusen mit Sphéroid-Tumoren lag im Mittel bei 9 Tagen,

wohingegen sie bei Méusen mit Monolayer-Tumoren ca. 16 Tage betrug (Abb. 18).

Tumorverdopplungszeit | PSA-Verdopplungszeit
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Abbildung 18: Verdopplungszeiten von Primdrtumoren und der PSA-Werte in Tagen

4.2.5 Lineare Korrelationsanalyse des Tumorvolumens und des PSA-Wertes

Die Tumorvolumina von Monolayer- und Sphéroid-Tumoren zeigten einen starken positiven linearen

Zusammenhang mit dem PSA-Wert (Abb. 19; = 0,82 bzw. = 0,74 und p<0,0001).
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Abbildung 19: Lineare Korrelationsanalyse des Tumorvolumens

und des PSA-Wertes (**** 2 p<0,0001).
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4.2.6 Histologie und immunhistochemische Farbung der Primirtumore und Metastasen

Die histologische Auswertung der Primértumore nach Hdmatoxylin und Eosin Farbung offenbarte eine
solide Tumormasse mit gelegentlich zentralen Nekrosezonen und intratumoralen Hamorrhagien (Abb.
20). Die pleomorphen Tumorzellen présentierten einen vergroferten Zellkern und prominente
Nucleoli sowie eine hohe Kern-Plasma-Relation. Zudem konnten zahlreiche mitotische Figuren
erkannt werden. In der Tumorperipherie wurde ein infiltratives Tumorwachstum und teilweise die
Ausbildung einer pseudofibrotischen Kapsel beobachtet. Bei kleineren Primédrtumoren waren oft noch
gesunde Maus-Prostatadriisen zu erkennen (Abb. 20), wéhrend groBere Tumore die Mausprostata
komplett verdringt hatten. Tumormetastasen der Lungen présentierten sich in Form multipler
Tumorzellnester aus wenigen Zellen, welche sich teils auch zu tubulédren oder sphérischen Strukturen
organisierten. Dabei erreichten die grofiten Lungenmetastasen einen Durchmesser von ca. 200 pm.
Auch hier stellten sich die Tumorzellen als grofle pleomorphe Zellen mit prominentem Zellkern dar.
Lymphknotenmetastasen bestanden aus einer soliden kohésiven Tumormasse und nekrotischen Zonen.
Die Histoarchitektur aus Cortex, Paracortex und Medulla war in den meisten Féllen noch gut
differenzierbar. Zudem war die Lymphknotenkapsel mit Randsinus intakt. Auch diese Tumorzellen
waren pleomorph mit deutlich vergroBertem Zellkern und hohem Kem-Plasma-Verhéltnis.
Histomorphologische Unterschiede zwischen den Gruppen konnten weder bei den Primértumoren

noch bei den Tumormetastasen ausgemacht werden.
Himatoxylin und Eosin Fiarbung

Sphéroid Primértumor
i : g o :

Sphéroid Lymphknotenmetastase

& \

Sphéroid Lungenmetastase

Monolayer Primdrtumor ~ Monolayer Lymphknotenmetastase

Abbildung 20: Exemplarische histologische Evaluation (H&E-Féirbung) der Sphdroid- und
Monolayer-Primdrtumore und Metastasen. Tumor- und Metastasen sind mit Pfeilen markiert. Zentrale

Nekrosen sind mit einem Sternchen (*) markiert. Mafsstab= 200 um
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Die Primirtumore zeigten eine ausgeprigte Kernfirbung des Proliferationsmarkers Ki-67 und des
Androgenrezeptors (Abb. 21-22). Die Androgenrezeptorexpression war zudem zytoplasmatisch zu
detektieren. Dariiber hinaus war eine starke Expression des Intermedidrfilament- Proteins Cytokeratin
8 und ein negatives Signal fiir das Cytokeratin 5 zu erkennen. Ferner war E-Cadherin und AMACR
ubiquitdr exprimiert. Daneben waren positive Vimentin Signale im Stroma zu identifizieren.

Neben den Primértumoren zeigten auch die Lungen- und Lymphknotenmetastasen die
charakteristischen Marker Expressionen (Abb. 23-26). Unterschiede zwischen den beiden Gruppen
hinsichtlich ihrer Expression konnten nicht ausgemacht werden. Dariiber hinaus zeigte das gesunde
Lungenparenchym ebenfalls eine geringe zytoplasmatische Bindung des Androgenrezeptor-

Antikorpers.
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LNCaP Sphiroid Priméirtumor

Androgenrezeptor E-Cadherin
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Abbildung 21: Exemplarische immunhistochemische Darstellung der Expression von Ki-67, AR, E-
Cadherin, CK8, CK5, AMACR und Vimentin im Primdrtumor eines LNCaP Sphdroids. Mafsstab= 200

um
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Abbildung 22: Exemplarische immunhistochemische Darstellung der Expression von Ki-67, AR, E-
Cadherin, CK8, CK5, AMACR und Vimentin im Primdrtumor einer LNCaP Monolayerkultur.
Mapstab= 200 um
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LNCaP Sphiroid Lungenmetastase

Ki-67 Androgenrezeptor E-Cadherin CK8

Ko

Vimentin Negativkontrolle

Abbildung 23: Exemplarische immunhistochemische Darstellung der Expression von Ki-67, AR, E-

Cadherin, CK8, CK5, AMACR und Vimentin einer Lungenmetastase eines LNCaP Sphdroids.
Mapstab= 200 um

LNCaP Monolayer Lungenmetastase

Ki-67 Androgenrezeptor E-Cadherin

CK5 AMACR Vimentin Negativkontrolle
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Abbildung 24: Exemplarische immunhistochemische Darstellung der Expression von Ki-67, AR, E-
Cadherin, CKS8, CK5, AMACR und Vimentin einer Lungenmetastase einer LNCaP Monolayerkultur.
Mapstab= 200 um
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LNCaP Sphiiroid Lymphknotenmetastase

Androgenrezeptor E-Cadherin

CK5

Abbildung 25: Exemplarische immunhistochemische Darstellung der Expression von Ki-67, AR, E-
Cadherin, CK8, CK5, AMACR und Vimentin einer Lymphknotenmetastase eines LNCaP Sphdroids.
Mapstab= 200 um
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Abbildung 26: Exemplarische immunhistochemische Darstellung der Expression von Ki-67, AR, E-
Cadherin, CK8, CK5, AMACR wund Vimentin einer Lymphknotenmetastase einer LNCaP
Monolayerkultur. Mafstab= 200 um
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4.277 Immunhistochemische Analysen der Ki-67 und Androgenrezeptor Expression

Der Anteil an Androgenrezeptor exprimierenden Tumorzellen war in Sphéroid-Primartumoren mit
iber 60 % im Mittel hoher als in Monolayer Primirtumoren mit ca. 45 % (Abb. 27). In
Lungenmetastasen von Monolayer-Tumoren demonstrierten 60 % der Tumorzellen eine starke
Kernfirbung des Androgenrezeptors. Lungenmetastasen von Sphdroid-Tumoren zeigten im Schnitt
eine um 10 % hohere nukledre Expression des Androgenrezeptors im Vergleich zu Monolayer-
Metastasen. Die Expression in Lymphknotenmetastasen der Sphéroid-Gruppe lag ebenso wie in

Monolayer-Metastasen bei ca. 65 %.

Androgenrezeptor Expression
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Abbildung 27: Androgenrezeptor Expression in LNCaP-Primdrtumoren und

Metastasen

Die Expression des Proliferationsmarkers Ki-67 war im Schnitt in allen Préparaten der Sphéroid-
Gruppe hoher als in der Monolayergruppe (Abb. 28). Dabei war der Anteil positiver Zellen in
Sphéroid-Primértumoren mit ca. 60 % im Mittel 20 % hdher als in Monolayer-Primértumoren.
Weiterhin war der Anteil an positiven Kernfarbungen in Lungenmetastasen von Sphéroiden mit 60 %
ausgepragter im Vergleich zu Monolayer-Lungenmetastasen mit 50 %. In Lymphknotenmetastasen
beider Gruppen exprimierte ungefahr jede zweite Tumorzelle Ki-67, wobei der Anteil in Sphéroid-

Metastasen 4 % groBer war.
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Ki-67 Expression

I © | O Monolayer
T - ] =0,48 L
tmor —e— P ®  Sphéroid
e
Lungenmetastasen — :l p=04
—e—i
00—
Lymphknotenmetastasen - :l p=1
—eo—
T T T T 1

00 02 04 06 08 1.0
Anteil positiver Zellen

Abbildung 28: Ki-67 Expression in LNCaP-Primdrtumoren und Metastasen
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5 Diskussion

In dieser experimentellen Dissertation wurde ein Modell zur orthotopen Xenograft-Transplantation
von dreidimensionalen LNCaP-Sphiroiden entwickelt. Dabei wurde der FEinfluss der
Dreidimensionalitdt des Xenografts bei Implantation auf das Tumorwachstum und die Metastasierung
mit der konventionellen Transplantation von Zellsuspensionen aus zweidimensionalen LNCaP-
Monolayern verglichen. SchlieBlich wurden die Gruppen hinsichtlich ihrer Expression von

Prostatakarzinom-typischen Markern analysiert.

5.1 Diskussion der In-vitro-Vorversuche

Die Prostatakarzinom-Zelllinie LNCaP ist die am héufigsten verwendete Zelllinie mit iiber 9800
publizierten Verdffentlichungen auf PubMed® [125]. Demgegeniiber stehen ca. 6600 Publikationen,
die sich mit der am zweithdufigsten verwendeten Zelllinie DU145 auseinandersetzen [125]. Eine
bedeutende Limitation der verwendeten Zelllinie ist ihr metastatischer Ursprung, wodurch
Implikationen auf das nicht metastasierte primire Prostatakarzinom mit Einschrankungen verbunden
sind [86]. Weiterhin verdndern LNCaP-Zellen aufgrund von hochfrequenten Passagierungen ihre
Genexpression [59]. Daher wurden in dieser Dissertation lediglich LNCaP-Zellen mit bis zu acht
Passagierungen verwendet. Dem Bedarf nach priméren Prostatakarzinomzelllinien und patienten-
abgeleiteten Tumoren wird zunehmend nachgegangen, doch LNCaP-Zellen bleiben aufgrund ihrer
hervorragenden Kulturbedingungen fiir priklinische Forschungen essenziell [156]. Dennoch wire eine
perspektivisch  anzustrebende = Methode die  orthotope  Implantation von  primérem
Prostatakarzinomgewebe, welche in dreidimensionaler Form kultiviert wurden. Sphéroide aus dem

primédrem Prostatakarzinom wurden bereits erfolgreich generiert und in vitro charakterisiert [99][115].

Die Kultivierbarkeit von LNCaP-Tumorzellen in 96-Well Ultra-Low-Attachment (ULA) Platten
erwies sich als hervorragend. Nichtsdestotrotz traten bei der Herstellung von Sphéroiden in ULA-
Platten einige Probleme auf. Wahrend sich das Aussden der Zellen unproblematisch gestaltete, war der
Austausch des Mediums besonders diffizil, bedingt durch die schlechte Visibilitdt der Sphéroide.
Insbesondere kleinere Sphéroide mit einer Anfangszellzahl von 5000 konnten schlecht identifiziert
werden und wurden somit bei einem Medienwechsel hiufig destruiert oder aspiriert. Ein Schwenken
der Platte verbesserte durch die verschiedenen Reflexionen des Lichts die Sichtbarkeit der Sphéroide,
woraufthin das Medium miiheloser gewechselt werden konnte. Die Firma Corning, von denen die
ULA-Platten bezogen wurden, hat neuerdings ULA-Platten in schwarzer Farbe entwickelt, wodurch

eine verbesserte Sichtbarkeit von kleineren Sphéroiden zu erwarten ist [92].
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Die Generierung von Sphiroiden in ULA-Mikrowell-Platten erzeugt, im Gegensatz zur ,,Hanging
Drop“-Technik und Liquid-Overlay-Technik, Sphiroide in konstanter Grofle und Form [56]. Ein
Vergleich von Sphédroiden des Urothelkarzinoms in ULA-Mikrowell-Platten gegeniiber Hanging-
Drop-Sphéroiden zeigte eine fehlende Eignung der Hanging-Drop-Technik fiir Medikamenten- und
Zytotoxizitits-Assays [6]. Dies unterstreicht die gute methodische Eignung der ULA-Well-Platten fiir
die Generierung und weiterfilhrende Analysen von Sphéroiden. In dieser Arbeit konnten hingegen
leichte Variationen in der Form beobachtet werden. In den In-vitro-Vorversuchen entwickelten die
Sphiroide elliptische, runde und ldngliche Formen. Fiir die In-vitro und In-vivo-Experimente wurden
allerdings nur runde Sphéroide selektiert.

Methodische Schwierigkeiten ergaben sich im Rahmen der Dissoziation von Sphiroiden zur
Bestimmung ihrer Zellzahl. Sphéroide mit einer Anfangszellzahl von 5000 und 10000 besaB3en,
insbesondere vor dem dritten Tag in Kultur, nur spéarliche Zell-Zell Kontakte und bildeten zu diesem
Zeitpunkt nur kleinere Zellverbiande. Daher kann nicht ausgeschlossen werden, dass wie im obigen
Abschnitt beschrieben, einige Zellen beim Austausch des Mediums verloren gingen und damit die
tatsdchliche Zellanzahl unterschitzt wurde. Dariiber hinaus bestanden mdglicherweise
Messungenauigkeiten des Zellzéhl-Instruments LUNA 1I fiir sehr kleine Zellzahlen mit ca. 5000, da
LUNA II lediglich fiir die GroBenordnung zwischen 5 x 10* bis 1 x 107 pro ml konzipiert wurde [120].
Eine alternative Zéhlmethode, beispielsweise mit einer Neubauer-Zahlkammer, wire fiir die kleinsten
Sphéroide eine Option gewesen. Aufgrund der erwarteten Messungenauigkeiten, zum einen durch die
marginal unterschiedlichen Sphiroid-GréBen innerhalb einer Gruppe und zum anderen aufgrund des
Zellzahlinstruments, wurden mindestens zehn Analysen pro Sphéroid-Gruppe ausgefiihrt. Fiir die in
vivo eingesetzten Sphéroide (Tag 6) mit zu Beginn 25000 Zellen wurden doppelt so viele Zellzahl-
Analysen erhoben, um eine préazise Abbildung der tatsdchlichen Anzahl an Zellen nach sechs Tagen zu
erhalten.

Insgesamt existieren nur wenige Publikationen, welche sich mit der Charakterisierung von LNCaP-
Sphéroiden beschiftigen. Dadurch liefert die vorliegende Arbeit einen wesentlichen Beitrag zum
Versténdnis von LNCaP-Sphédroiden. Andererseits sind Vergleiche zu anderen Publikationen limitiert.
Die ermittelte Verdopplungszeit von LNCaP-Zellen in Monolayer-Form stimmte mit den in der
Literatur beschriebenen Verdopplungszeiten von 60 Stunden iiberein [168]. Die Generationszeiten der
LNCaP-Sphiroide unterschieden sich hingegen von den Verdopplungszeiten, welche von Ballangrud
et al. beschriecben wurden [12]. Ballangrud et. al ermittelten fiir LNCaP-Sphéroide eine
Verdopplungszeit von 30 Stunden in einem Beobachtungszeitraum von 60 Tagen, jedoch wurde hier
mit der Liquid-Overlay-Technik eine andere Methodik zur Generierung von Sphiroiden gewihlt und
ein ldngerer Beobachtungszeitraum beriicksichtigt. Obwohl die Arbeitsgruppe erheblich grofBere
Sphiroide mit einer Zellzahl von 2000000 verwendeten, ermittelten sie einen Durchmesser von
lediglich 500 pm nach zwdlf Tagen. Dies entspricht ungefdhr der Hélfte der errechneten Durchmesser

in Sphdroiden mit einer beginnenden Zellzahl von 25000 in der vorliegenden Arbeit. Die
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entscheidenden methodischen Unterschiede limitieren die Vergleichbarkeit der Ergebnisse, jedoch
untermauern die abweichenden Resultate die Relevanz der Methodik zur Herstellung von Sphéroiden.
Eine weitere Arbeit, die sich mit den Charakteristika von LNCaP-Sphéroiden auseinandersetzte,
stammt von einer japanischen Arbeitsgruppe um Watanabe und Takagi [189]. Im Einklang mit
Ballangrud konnten Watanabe et. al eine Differenzierung der Sphéroide in drei verschiedenen Zonen
erkennen. Ab einer Grole von 500 pm entwickelten die Sphéroide eine zentrale Nekrose, eine
Ubergangszone und eine #AuBere Proliferationszone. In der Proliferationszone exprimierten die
Tumorzellen vermehrt Ki-67, ebenso wie in der hier vorliegenden Arbeit.

Jouberton et. al ermittelten fiir LNCaP-Sphéroide mit 1000 Zellen, welche ebenso in nicht-adhérenten
Well-Platten generiert wurden, eine Verdopplungszeit von ca. 33 Stunden und eine Grofle von bis zu
500 pm nach 7 Tagen [98]. Die im Vergleich zu dieser Arbeit sehr kurze Verdopplungszeit war
wahrscheinlich bedingt durch die sehr geringe Generationszeit der analysierten LNCaP-Monolayer
von nur 19 Stunden. Dennoch korrespondiert die Anzahl an Zellen nach 6 Tagen von ca. 29000 mit
den errechneten Zellzahlen von 33000 der kleinsten Sphéroide in dieser Dissertation [98].

Eine Arbeit von Ohya et. al demonstrierte die morphologische Entwicklung von Sphéroiden aus
Einzelzellen in Ultra-Low-Attachment-Well-Platten nach 5-7 Tagen und beschrieb eine Gréfie von ca.
500 um nach 7 Tagen bei Kultivierung von 100000 Zellen [142]. Die Etablierungszeit von Sphéroiden
stimmt mit den Beobachtungen in dieser Arbeit iiberein. Allerdings waren die LNCaP-Sphéroide in
der vorliegenden Arbeit, trotz vierfach geringerer Anfangszellzahl, nach 7 Tagen nahezu zweimal
groBer. Eine Ursache fiir die abweichende Grofle der Sphéroide kann nicht vollends eruiert werden.
Ein moglicher Faktor konnten methodische Feinheiten darstellen, da beispielsweise beim Austausch
des Mediums ein allzu ziigiges Aspirieren die Integritdt der Sphiroide zerstort und die Zellen mit
schwachen interzelluléren Verbindungen folglich entfernt werden.

Untersuchungen hinsichtlich der Viabilitit von LNCaP-Sphéroiden verschiedener GroBen im
zeitlichen Verlauf existieren bis dato nicht. Die intensiv charakterisierten Sphiroide von Melanozyten
préasentieren allerdings vergleichbare Zellviabilititen von 70 % bis 90 % iiber einem Zeitraum von 9
Tagen [88]. Wie im obigen Abschnitt erwéhnt, bilden LNCaP-Sphéroide ab einer Gréfie von ca. 500
um einen nekrotischen Kern, welcher ca. die Hailfte des Sphéroids ausmacht [98][189].
Dementsprechend miisste der Anteil an vitalen Zellen zur Gesamtzahl an Zellen eine dhnliche Ratio
bilden. Die in dieser Arbeit errechneten Viabilitdten von 50 % bis 80 % untermauern diese Hypothese.
Es muss jedoch betont werden, dass die ermittelten Zellviabilititen eventuell unterschétzt wurden.
Aufgrund der mehrfachen Dissoziationen der Sphéroide waren die Zellmembranen Scherkréften
ausgesetzt, wodurch die moglicherweise nicht mehr intakten Zellmembranen der Tumorzellen einen
Einstrom von Trypanblau ermdglichten und somit fdlschlicherweise als avitale Zellen interpretiert
wurden. Die Ermittlung der Viabilitdt anhand anderer héufig verwendeter Assays, wie dem
CellTiterGlo® Assay (Promega), konnte perspektivisch als eine représentativere Option angewandt

werden [91][139].
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Eine weitere Herausforderung stellten die immunhistochemischen Farbungen der In-vitro-Sphiroide
und der Organpriparate dar. Zuallererst war die Einbettung von In-vitro-Sphéroiden in Agarosegel
methodisch auBerordentlich anspruchsvoll, da sich zum einen das Pipettieren von Sphéroiden ohne
Integritéitsverlust schwierig gestaltete und zum anderen die Fixierung in Agarosegel ein sehr zligiges
Arbeiten erforderte. Dies war dem schnellen Abkiihlen des Agarosegels geschuldet, wodurch dieses
erstarrte und die Sphéroide in der Pipettenspitze fixierte. Das groBziigige Erweitern des Lumens der
200 pl Pipettenspitze vereinfachte das Pipettieren des Sphéroids erheblich. Die néchste komplexe
Aufgabe ergab sich bei der Optimierung der immunhistochemischen Charakterisierung, denn das
Ausmall der Demaskierung der Epitope variierte bemerkenswert zwischen den Préparaten. Dies
konnte einerseits auf die unterschiedlichen Temperaturen der zahlreichen Objekttrager im Reiskocher
zuriickgefiihrt werden. Darauthin wurde die Anzahl der zu férbenden Objekttriger auf acht pro
Férbeprozedur beschrinkt, um so eine gleichméBige Hitze-Distribution zu erreichen. Andererseits
verringerte die Verkiirzung der Demaskierungsdauer von 20 Minuten auf 12,5 Minuten insignifikante
Féarbungen in der Immunhistochemie. Eine weitere entscheidende Verdnderung war die Auswahl des
Demaskierungspuffers. Ein Citrat-Puffer erwies sich als optimal fiir die Epitop-Demaskierung von
CKS8, AMACR und AR, wihrend die Epitope von Ki-67, CKS5, Vimentin und E-Cadherin mit Tris-
EDTA demaskiert wurden. Weiterhin differierten die Konzentrationen der Primérantikorper erheblich
von den empfohlenen Verdiinnungen der Hersteller. Eindriicklich war dies am Androgenrezeptor-
Antikdrper zu erkennen [166], der fiir die Farbung der In-vitro-Sphéroide mit 1:2000 verdiinnt wurde
und fiir die Charakterisierung der Lungenmetastasen sogar mit 1:4000 gewidhlt wurde und somit
weniger als ein Zehntel der empfohlenen Dosierung des Herstellers entsprach. Hdohere
Konzentrationen zeigten eine nahezu vollstdndige unspezifische Farbung des gesamten Priparats. Eine
mogliche Ursache fiir die hohe Bindungsaffinitit des Anti-Androgenrezeptor-Antikdrpers in
Lungenpréparaten kdnnte die konstitutive Expression des Androgenrezeptors in Typ II Pneumozyten
des Lungenepithels sein [127]. Die Auswahl der Konzentrationen fiir Ki-67, CK5 und Vimentin
stimmten mit zuvor publizierten Charakterisierungen von LNCaP-Tumoren iiberein [116]. Hingegen
wurden AMACR, CK8 und AR ungefdhr zehnfach stirker als in vorherigen Veroffentlichungen
verdiinnt [114].

Die anschlieBenden quantitativen Analysen der immunhistochemischen Firbung konnten mit der
Software von ImageJ und dem Plugin ,,Colour Deconvolution 2* fiir die Kernfiarbungen von AR und
Ki-67 problemlos angewendet werden. Im Vergleich zu anderen Methoden, in denen zumeist die
relativen Anteile an positiven Zellen manuell erfasst werden, konnte die verwendete Software in dieser
Arbeit das gesamte Priparat effizient und verlésslich analysieren und limitierte dabei Defizite von
beobachterbasierten subjektiven Methoden [164]. Anhand der entsprechenden Wellenlédngenbereiche

der Chromogene konnte das Auftreten einer Kernférbung kalkuliert werden. Dariiber hinaus konnte
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die Anzahl aller Tumorzellen im Préparat mit ImageJ schnell erfasst werden, woraus das Verhiltnis

der AR bzw. Ki-67 exprimierenden Zellen prizise ermittelt werden konnte.

Die immunhistochemischen Untersuchungen der Primartumore von LNCaP-Sphéiroiden und LNCaP-
Einzelzellsuspensionen aus Monolayerkultur demonstrierten ein Prostatakarzinom-typisches
Expressionsmuster.

In vorherigen Studien présentierten Patienten-abgeleitete Xenografts eine mit den Priméirtumoren von
LNCaP-Sphidroiden vergleichbare Ki-67 Expression von ca. 70 % und &hnliche CKS-
Auspriagungsmuster [147]. Eine Publikation von Song et. al illustrierte zudem einen abnehmenden
Gradienten von Ki-67 positiven Zellen innerhalb eines Sphéroids [169]. Dariiber hinaus zeigten sie
einen Anteil von ca. 70 % Ki-67 exprimierender Zellen in der dufleren Proliferationszone. Dies steht
im FEinklang zu den Beobachtungen der Immunhistochemie der In-vitro-Sphéroide in dieser
Promotionsarbeit. In einer In-vitro-Studie wurde in Western-Blot Analysen eine héhere Expression
von Ki-67 in zweidimensionalen LNCaP-Zellen im Gegensatz zu LNCaP-Sphéroiden beschrieben
[79]. Dies widerspricht der in dieser Arbeit ermittelten immunhistochemisch stirkeren Ki-67
Expression des In-vivo-Prostatakarzinoms nach Inokulation von Sphéiroiden im Vergleich zu
Monolayern. Allerdings muss auch an dieser Stelle angemerkt werden, dass die quantitative
Bestimmung des auf zellulirer Ebene vorrangig qualitativen Markers mittels Western-Blot
ungewohnlich ist.

Interessanterweise war eine bis zu 20 % hdohere Expression von Ki-67 in Priméirtumoren und
Metastasen von LNCaP-Sphdroiden zu erkennen. Dies spricht fiir einen positiven Einfluss der
dreidimensionalen Form auf die Proliferation von LNCaP-Zellen in vivo. Postulierend kénnten die
ausgepragten interzelluldren Verbindungen im dreidimensionalen Konstrukt pro-proliferatorische
Signalwege aktivieren, da die engen Zell-Zell-Kontakte eine intensive Chemokommunikation
befdhigen. Weiterhin konnte eine proliferationsfordernde Wirkung aus der speziellen Architektur des
Sphéroids mit der Ausbildung eines nekrotischen Kerns hervorgehen. Aufgrund der Nekrose der
zentral gelegenen LNCaP-Zellen kdnnte ein extrinsischer Proliferationsanreiz fiir die Zellen der
duleren Zone entstehen. Andererseits konnte die stirkere Proliferation auf das héhere Ressourcen-
Angebot in der duBeren Proliferationszone zuriickzufiihren sein, da die zentral gelegenen Zellen
weitestgehend vom Néhrstoffaustausch separiert sind. Letztlich muss festgehalten werden, dass die
hohen Proliferationsindizes in Sphiroid-Tumoren die hervorragende FEignung der orthotopen

Sphéroid-Implantation als priklinisches Modell untermauern.

Eine positive Androgenrezeptor- Expression konnte analog zu Harma et. al sowohl nukleér als auch
zytoplasmatisch festgestellt werden [79]. Vorherige Analysen der Expression des Androgenrezeptors
von In-vitro-Sphéroiden im Vergleich zu LNCaP-Zellen aus Monolayerkultur demonstrierten

unverdnderte AR-Expressionsniveaus [53]. Diese Ergebnisse sind nicht kohérent zu den bis zu 15 %

71



Diskussion

erhdhten AR-Expressionsniveaus der In-vivo-Sphéroid-Karzinome in dieser Arbeit. Eine plausible
Erkliarung konnte eine verdnderte Genexpression aufgrund des spezifischen Tumormikromilieus eines
Sphéroids und der In-vivo-Interaktion mit dem prostataspezifischen Milieu sein. Insbesondere Tumor-
assoziierte Fibroblasten (CAF) konnen malBgeblich die Androgensensitivitit und Chemoresistenz
beeinflussen [53][139]. Eine von Sharma et. al veroffentlichte Studie zeigte, dass in vitro kultivierte
2D-Zelllinien im Vergleich zu Xenotransplantaten und menschlichem PCa-Gewebe ein deutlich
divergierendes Profil von AR-regulierten Genen aufweisen [162]. So wies das AR-Promotor-
Bindungsprofil der Zelllinien LNCaP, VCaP und 22Rv1 nur eine dreiprozentige Uberschneidung mit
dem kastrationsresistenten Prostatakarzinom auf [157][162]. Dies deutet darauf hin, dass sich das AR-
Transkriptom im Gewebe von dem in kultivierten Zelllinien unterscheidet, was potenziell erhebliche
Auswirkungen auf préklinische Studien mit neuartigen AR-Wirkstoffen haben konnte [157].
Interessant wére die Analyse des AR-Transkriptionsprofils von LNCaP-Sphéroiden in vitro und in
vivo, um festzustellen, inwieweit sie das humane Prostatakarzinom préziser rekapitulieren als

zweldimensionale LNCaP-Zellen in vitro und in vivo.

Das Zell-Zell-Adhdsions Protein E-Cadherin nimmt eine Schliisselrolle in der epithelialen
Morphogenese und Differenzierung ein, da durch dessen Hochregulation das lokale Tumorwachstum
verstarkt wird, wohingegen die verminderte Expression eine Metastasierung fordert [22]. E-Cadherin
war ubiquitér in allen Tumorzellen stark exprimiert, wodurch eine starke interzelluldre Verbindung der
LNCaP-Zellen in allen Prédparaten bewiesen wurde. Unterschiede hinsichtlich der E-Cadherin-
Auspriagung konnten methodisch nicht ermittelt werden. Eine Studie von Eder et. al beobachtete einen
signifikanten Anstieg der E-Cadherin-Proteinspiegel in LNCaP-Sphéroiden im Vergleich zu LNCaP-
Monolayern, was filir eine Hochregulation der E-Cadherin-vermittelten Zell-Zell-Adhésion in
Sphiroiden spricht [53]. Auch Harmaé et. al konnten fiir dreidimensionale LNCaP-Zellen eine stirkere
E-Cadherin Expression im Vergleich zu 2D-LNCaP-Zellen identifizieren [79]. Dies steht im Einklang
mit fritheren Studien, in denen eine Uberexpression von E-Cadherin in Ovarialkarzinomzellen [173]
und primédren Hepatozyten [123] unter 3D-Bedingungen beschrieben wurde. Arbeiten zur
vergleichenden Expression von E-Cadherin in In-vivo-2D- und 3D- Prostatakarzinomen existieren
bislang nicht. Eine zukiinftige quantitative Analyse der E-Cadherin Expression (beispielsweise anhand
des Transkriptionsprofils oder Western-Blotting) in Sphéroid-Tumoren in vivo im zeitlichen Verlauf
in Vergleich zu 2D-Monolayern in vivo, kdnnte Hinweise fiir die in dieser Arbeit beobachtete hohere
Rate an Metastasierung in Sphéroid-Tumoren liefern. Demnach miisste zum Zeitpunkt der Migration
und Metastasierung E-Cadherin in Sphéroid-Tumoren vermehrt herunterreguliert werden, da das
metastatische Potenzial bekanntlich durch E-Cadherin beeinflusst wird [135].

Die epitheliale Differenzierung der LNCaP-Zellen wurde anhand der Expression des

Intermediarfilament-Proteins Cytokeratin § als luminalem epithelialem Marker [163] und des Verlusts
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des Cytokeratins 5-Signals als Basalzellmarker belegt [18]. Dies steht im Einklang mit systematischen
geno- und phénotypischen Charakterisierungen von LNCaP-Zellen [129].

Vimentin ist iiblicherweise mit einer mesenchymalen Differenzierung assoziiert, dennoch ist eine
Expression auch im Prostatakarzinom beschrieben worden [80], allerdings nicht fiir LNCaP-Zellen
[136]. Mitchell et. al wiesen eine Vimentin-Expression in nur 2 % der LNCaP-Zellen nach [129].
Diese Erhebungen stimmen mit dem fehlendem Nachweis von Vimentin in LNCaP-Zellen in dieser
Arbeit liberein. Positive Vimentin Signale konnten lediglich im umgebenden Stroma der LNCaP-
Zellen dokumentiert werden.

AMACR ist entscheidend an der Gallensiduresynthese und Beta-Oxidation von verzweigtkettigen
Fettsduren beteiligt. Dabei katalysiert das Enzym die Racemisierung von a-Methyl-verzweigten
Carboxyl-Coenzym-A-Thioestern in Peroxisomen und Mitochondrien [96]. Eine Uberexpression von
AMACR wurde u.a. fir das kolorektale Karzinom, das Mammakarzinom und insbesondere fiir das
Prostatakarzinom beschrieben [119]. Eine immunhistochemische AMACR-Expression in
Prostatagewebe ist diagnostisch hinweisend fiir ein Prostatakarzinom [96] und besitzt eine
prognostische Bedeutung [18]. In der vorliegenden Arbeit konnte eine konstitutive Uberexpression
von AMACR in allen LNCaP-Tumorzellen nachgewiesen werden.

Insgesamt sind Arbeiten zum Vergleich der Expressionsmuster von prostata-typischen Markern in
zweidimensionalen und dreidimensionalen Prostatakarzinomzellen rar. Hirma et. al analysierten die
alterierten mRNA-Genexpression, Transkriptionsfaktoren und Signalmolekiile in
Prostatakarzinomzelllinien [79]. Die relevanten Signalwege fiir die Formation von Sphiroiden waren
in erster Linie mit dem Lipid- und Steroidstoffwechsel assoziiert. Als prominenteste
Schliisselmolekiile wurden der IGF1/IGF2-Rezeptor, NFkB, proinflammatorische Chemokine (IL-1a,
TNFo und CCL2) sowie AKT und PI3-Kinase identifiziert [79]. Die Expression von
Transkriptionsfaktoren des NFkB-Signalwegs und JAK/STAT-Signalwegs war in Sphédroiden im
Vergleich zu 2D durchweg reduziert [79]. Als Korrelat dazu waren IkBa- und IxBe-Proteine als
Hemmer des proinflammatorischen NFkB vermehrt exprimiert [79]. Diese Ergebnisse suggerieren
eine gezielte Regulierung proinflammatorischer Prozesse in der Sphéiroid-Formation in
Prostatakarzinomzellen.

In der vorliegenden Arbeit konnten ergénzende quantitative Analysen der prostata-typischen Marker
anhand von Transkriptionsanalysen und Western-Blotting von LNCaP-Tumoren und Metastasen aus
Einzelzellsuspensionen von Monolayerkulturen im Vergleich zu Sphéroiden zusétzlich zur
immunhistochemischen Charakterisierung aufschlussreiche Informationen zur verénderten
Tumorbiologie in 3D-Tumoren liefern. Dadurch konnte perspektivisch eine priazisere Aussage zum
Ausmal} der biologischen Vergleichbarkeit von 3D-LNCaP Tumoren im In-vivo-Modell und dem

humanen Prostatakarzinom getroffen werden.
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5.2 Diskussion der In-vivo-Methodik

Das Ziel der In-vitro-Vorexperimente war u.a., einen Sphéiroiden mit optimaler Grofe fiir die
orthotope In-vivo-Injektion zu selektieren. Die Sphéroide sollten zur Erhhung der Rate erfolgreicher
Transplantationen einen groBtmoglichen Durchmesser mit einer hohen Viabilitit vorweisen. Der
limitierende Faktor war dabei die GroBe der Maus-Prostata und damit einhergehend der Durchmesser
der verwendeten Injektionskaniile. Eine Grofle der Injektionskaniile von 20 G bewahrte noch die
Integritit der Prostata. Zur orthotopen LNCaP-Sphéroid Transplantation wurden Tag 6 Sphéiroide mit
einer initialen Zellzahl von 25000 LNCaP-Zellen ausgewihlt. Dies liegt zum einen darin begriindet,
dass diese Sphiroide morphologisch eine solide sphéroidale Form présentierten und zum anderen im
Mittel eine hohe Zellviabilitdt aufwiesen. Sphéroide dieses Durchmessers bewahrten ihre Integritit bei
Aspiration und Injektion mit einer 20 G Injektionskaniile im Gegensatz zu Sphéroiden hoherer
Zellzahlen. Fiir Sphiroide mit zu Beginn 25000 LNCaP-Zellen wurde nach sechs Tagen eine
durchschnittliche Zellzahl von 40000 LNCaP-Zellen errechnet. Analog wurden in der
Vergleichsgruppe eine Suspension aus 40000 LNCaP-Zellen aus einer Monolayerkultur orthotop
inokuliert.

Pridoperativ wurden die Sphédroid-Xenografts in Matrigel versetzt, wohingegen die Zellen der
Monolayerkultur in Matrigel suspendiert wurden. Wie bereits erwihnt, ist Matrigel eine essenzielle
Tragersubstanz fiir das initiale Wachstum in vivo, da die enthaltenden Wachstumsfaktoren Laminin,
Kollagen und Proteoglykane ideale Wachstumsbedingungen gewéhrleisten [15]. Je hoher die
Matrigel-Konzentration, desto viskdser war die Suspension. Eine erfolgreiche Aspiration eines
Sphéroids gelang leichter unter geringer Viskositit. Aufgrund dessen wurde eine niedrige
Konzentration Zellkultur-Medium zu Matrigel von 1:1 gewihlt, welche in Relation zu bereits
publizierten orthotopen Xenograft Implantationen (Konz. Medium zu Matrigel 1:3) eine niedrige

Konzentration von Matrigel darstellte [116].

Eine Herausforderung stellte die methodisch komplexe intraprostatische Injektion des Sphéroids dar.
Zum einen war bei Aspiration des Sphéroids das aspirierte Volumen im Kontrast zur Injektion der
Einzelzellsuspension aus Monolayerkultur sehr variabel. Dadurch war die Menge an injiziertem
Matrigel nicht konstant und folglich der Anteil an Wachstumsfaktoren ungleich verteilt. Dies hatte
eventuell einen geringen Einfluss auf die initiale Anwachsrate.

Verkomplizierend war zum anderen die Notwendigkeit einer groen Kaniile fiir die intraprostatische
Injektion zur Bewahrung der Integritidt des Sphéroids. Dadurch resultierte in wenigen Fillen eine
Perforation der prostatischen Kapsel mit Integrititsverlust des links-anterioren Prostatalappens.
Aufgrund der paarigen Anlage der Prostata in Miusen konnte in diesen Fillen die Injektion im
kontralateralen Prostatalappen erfolgreich umgesetzt werden. Die routineméiflige orthotope Injektion

von LNCaP-Einzelzellsuspensionen verlief hingegen komplikationslos. Die orthotope Xenograft
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Transplantation von Prostatakarzinomzellen wird allerdings von nur wenigen Zentren beherrscht und
entsprechend selten in der Forschung implementiert. Bereits fiir die orthotope Injektion einer
Einzelzellsuspension aus einer Monolayerkultur bedarf es der Expertise eines geiibten
Kleintieroperateurs. Eine zukiinftige standardmifBige Implementierung von orthotopen Sphéroid-
Transplantation im Prostatakarzinom wird dementsprechend eine Herausforderung darstellen,
allerdings kann bei adidquatem Training dieses Modell in Forschungszentren mit etablierten
Kleintieroperationen hdchstwahrscheinlich umgesetzt werden.

Dariiber hinaus limitierend war die Tatsache, dass die implantierten Sphéroide ausschlieBlich aus
LNCaP-Zellen bestanden, weshalb sie korrekterweise als Homosphiroid bezeichnet werden miissen.
Allerdings werden durch Homosphéroide die essenziellen Interaktionen der Karzinomzellen mit
anderen Zellen des Tumormikromilieus nicht beriicksichtigt. Dabei beeinflussen Fibroblasten,
Endothelzellen, Adipozyten und Immunzellen entscheidend die Tumorproliferation und
Metastasierung [111]. Die genauen Mechanismen sind bis dato Gegenstand intensiver Forschung. Eine
relevante Rolle konnten dabei extrazelluldre Vesikel (EV) einnehmen [117]. Diese kleinen Partikel
werden von allen Zellen sezerniert und tragen entscheidend zur interzelluliren Kommunikation bei
[179]. Demnach wire in weiterflihrenden Experimenten die Analyse von LNCaP-Heterosphéroiden,
also Sphéroide bestehend aus LNCaP-Zellen und beispielsweise Tumor-assoziierten Fibroblasten
(CAF), von groBer Relevanz, insbesondere im Hinblick auf neue Therapieansitze. In vitro konnten
Neuwirt und Kollegen bereits eine durch Tumor-assoziierte Fibroblasten induzierte Steigerung der
Cholesterin- und Steroidsynthese und eine damit einhergehende Androgenresistenz nachweisen [139].
Gewiss wire eine Implantation von Heterosphéroiden anhand der in dieser Arbeit beschriebenen
orthotopen Injektion nur unter bestimmten Umstéinden mdglich. Die Heterosphéiroide miissten fiir eine
intraprostatische Injektion préoperativ in vitro kultiviert werden. Die Ko-Kultivierung von LNCaP-
Zellen und CAFs in dreidimensionaler Form wurde bereits mehrfach publiziert und ist methodisch
noch nicht vollends etabliert, da die Fibroblasten entweder nicht anwachsen oder die Kultur sogar
iberwuchern konnen [75]. Bereits publizierte Arbeiten zu In-vivo-Untersuchungen des
Tumormikromilieus wurden durch Ko-Injektionen von 2D-LNCaP-Zellen und Fibroblasten umgesetzt
[116]. Eine Transplantation von LNCaP-Sphéroiden zusammen mit Fibroblasten im Sinne einer Ko-
Injektion ist methodisch unerprobt, aufgrund der im obigem Abschnitt beschriebenen Variabilitét der
intraprostatisch injizierten Volumina. Eine sequentielle Injektion wiirde bei der unumgénglichen
GroBe der Injektionskaniile fiir Sphéroid-Inokulationen die Integritdt der prostatischen Kapsel
verletzen. Eine erfolgsversprechende alternative Transplantationsmoglichkeit wére die Transplantation
eines in einer ausreichend harten Trigersubstanz eingebetteten Heterosphiroids mithilfe einer Inzision
der Prostatakapsel.

Obwohl das orthotope Xenograft-Modell eine herausragende Moglichkeit darstellt, die Interaktion von

Prostatakarzinomzellen im natiirlichen Prostatamilieu zu analysieren, geht die Methodik mit einer
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entscheidenden Limitation einher. Wie bereits erldutert, konnen humane Prostatakarzinomzelllinien
lediglich in immundefizienten Versuchstieren transplantiert werden.

Durch die Verwendung von immundefizienten SCID-Maiusen bleibt ein mdglicher Effekt von
infiltrativen B- und T-Lymphozyten aus, da die unreifen Lymphozyten aufgrund einer Mutation auf
Chromosom 16 im CD4/CDS8" pro B-Lymphozyten Stadium verharren. Die Bildung von myeloiden
antigen-prasentierenden Zellen, Stammzellen und natiirlichen Killerzellen in SCID-Méusen ist
hingegen nicht beeintrichtigt [158].

Trotz dieser Limitation muss auch festgehalten werden, dass die Erforschung der Rolle des
Immunsystems in der Pathogenese des Prostatakarzinoms zwar erstrebenswert ist, andererseits
présentiert sich das Prostatakarzinom im Gegensatz zu anderen Tumorentititen wie dem Melanom als
schwach-immunogener Tumor [153]. In den letzten Jahren kam es jedoch zunehmend zu einer
Neubewertung der immunologischen Faktoren im Prostatakarzinom. Beispielsweise konnten
Tumorantigene wie Differenzierungs- und Cancer-Testis-Antigene im Prostatakarzinom entdeckt
werden [46]. Im Stroma lassen sich zudem spezifisch gegen Karzinomzellen gerichtete CD4- und
CDS8-Lymphozyten nachweisen [153]. Dies war zudem der Grundstein fiir die Erforschung von
antigenspezifischen Immuntherapien, die unter anderem in einer FDA-Zulassung von Sipuleucel-T fiir
Patienten mit metastasiertem, kastrationsresistentem Prostatakarzinom miindeten [82]. Demnach
konnten weitere Untersuchungen immunologischer Faktoren im In-vivo-Modell zukiinftig neue

therapeutische Perspektiven erdffnen.

In dieser Arbeit wurden das lokale Tumorwachstum und die Detektion von Metastasen anhand von
hochauflésender Sonographie, In-vivo-Micro-CT und histologischen bzw. immunhistochemischen
Analysen der explantierten Organe beurteilt. Diese Techniken ermdoglichen eine sehr sensitive und
spezifische Verlaufsbeobachtung des Tumorwachstums und der Metastasierung. Zur Darstellung des
Primértumors erwies sich allerdings der Weichteilkontrast im CT als unzureichend, weshalb hierfiir in
Zukunft eher andere bildgebende Methoden wie MRT herangezogen werden miissten. Weitere
moderne Methoden wie die Biolumineszenz und die PCR fiir humane Alu-Sequenzen konnten eine

noch exaktere Quantifizierung der Metastasierung realisieren [116].
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5.3 Diskussion der In-vivo-Ergebnisse

Die Hilfte der transplantierten Mé&use in beiden Gruppen bildeten nach orthtotoper Xenograft
Transplantation ein Prostatakarzinom. Die Rate erfolgreicher Transplantationen erscheint mit 50 %
zundchst gering. Indes muss diese Anwachsrate in Anbetracht der deutlich niedrigeren Anzahl an
transplantierten Zellen von 25000 als Erfolg gewertet werden. In aktuellen Publikationen zu
orthotopen Xenograft Implantationen von Prostatakarzinomzellen wurden zwar Anwachsraten von 90 %
erreicht, allerdings mit einer bis zu 20-fach hoheren Zellzahl zwischen 50000 und 500000 [114][155].
Dariiber hinaus verwendeten diese Arbeiten eine hohere Konzentration von Medium zu Matrigel von
1:3, im Gegensatz zu 1:1 in der vorliegenden Arbeit. Aufgrund des optimierten Nahrstoffmilieus
entfaltet Matrigel als Vehikel fiir Karzinomzellinokulationen eine wachstumsfordernde Wirkung
[67][104][148]. In Anbetracht der niedrigen Matrigel-Konzentration und der geringen Anzahl an
LNCaP-Zellen ist die erreichte Anwachsrate von 50 % als sehr positiv zu werten. Fiir orthotope
Inokulationen der Prostatakarzinomzelllinie DU-145 wurde allerdings kiirzlich ein ausbleibender
wachstumsfordernder Effekt von Matrigel beschrieben, doch die Autoren interpretierten dies als eine
modellspezifische Beobachtung [155].

Wie bereits erldutert, ist die in Relation niedrige Anwachsrate bedingt durch die geringe Zahl
transplantierter Zellen, welche unweigerlich an die Grofle der Maus-Prostata gebunden ist.
Implantationen mit einer gesteigerten Zahl an LNCaP-Zellen wiirden auch vermehrt in erfolgreichen
Transplantationen miinden. Potenziell konnte die Transplantation von groBeren Sphéroiden durch die
Einbettung von LNCaP-Sphéiroiden in einer soliden Trédgersubstanz und eine anschliefende
Transplantation des sogenannten ,,Plugs* unter die Prostatakapsel gelingen. Je nach Fragestellung
konnten entweder ein groBBer Sphéroid mit beispielsweise 100000 Zellen oder mehrere Sphéroide mit
kleineren Zellzahlen implantiert werden. Letztere Option wurde in unserer Arbeitsgruppe im Rahmen
einer HOMFOR-Forderung bereits untersucht. Dazu wurden fiinf LNCaP-Sphéroide zusammen in
einer soliden Kollagen-Matrix eingebettet und im Anschluss intraprostatisch implantiert. Um ein
Riickfluss zu verhindern, wurde die Inzision der Prostatakapsel mit Fibrinkleber verschlossen. Von
vier erfolgreich operierten Méausen entwickelten zwei Méuse Prostatakarzinome in einem
Beobachtungszeitraum von 10 Wochen.

Grundlage fiir den Versuch der Implantation mithilfe von Kollagen war eine aktuelle Publikation, in
der Melanom- und Lungenkarzinom-Sphéroide in Kollagen-Plugs eingebettet und im subkutanem
Gewebe erfolgreich transplantiert wurden [175]. Die Autoren entdeckten im Sphéroid-Plug-Modell
allerdings ein langsameres Tumorwachstum begleitet von einer reduzierten Nekrose.
Interessanterweise garantierte das Modell eine gesteigerte und stabilere Vaskularisation des Tumors
als bei klassischer subkutaner Injektion [175].

Trotz des Ausbleibens der erhofften Steigerung der Rate an erfolgreichen Transplantation mithilfe der

Implantation von mehr LNCaP-Sphéroiden im Sphéroid-Plug-Modell, bleibt dieses Modell fiir
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zukiinftige Experimente eine spannende Option und sollte mit weiteren soliden Trégersubstanzen
erneut erprobt werden. Eine Alternative zur Steigerung der Anwachsrate wire die Injektion von
LNCaP-Sphiroiden in groleren Versuchstieren, wodurch die Verwendung einer Kaniile mit hoherem

Lumen und damit die Transplantation von groferen Sphéroiden moglich wére.

Interessanterweise war das lokale Wachstum von Prostatakarzinomen in LNCaP-Sphéroiden im
Beobachtungszeitraum rascher als in Tumoren von einer Einzelzellsuspension aus Monolayerkultur.
Dies spiegelte sich in der kiirzeren Tumor- und PSA-Verdopplungszeit von LNCaP-Sphéroiden im
Vergleich zu Monolayer-Karzinomen wider. Die stirkere Proliferation von LNCaP-Sphéroiden
bedingte nicht nur eine frithere Entwicklung eines soliden Karzinoms, sondern auch die Ausbildung
von groferen Tumorvolumina innerhalb kiirzester Zeit. Nach vierzehn Wochen war das
Tumorvolumen von LNCaP-Sphéroiden im Mittel beinah 14-fach groBer als in LNCaP-Monolayer
Karzinomen. Die betrichtlichen Volumina der beiden volumindsesten LNCaP-Tumoren in Woche
vierzehn erzwangen die vorzeitige Opferung dieser Méuse, da ein vordefiniertes Abbruchkriterium
erreicht wurde. Bei weiterer Beobachtung wiéren bei dieser Wachstumsdynamik sicherlich der
Vergleich der Tumorvolumina statistisch signifikant zu erwarten gewesen. Vergleichbare
Tumorvolumina von LNCaP-Tumoren in Sphéroiden nach vierzehn Wochen wurden in Monolayer-
Tumoren erst zwei bis sechs Wochen spiter erreicht. Die hohen Mittelwerte des sonographischen
Tumorvolumens in Sphiroiden nach vierzehn Wochen waren in Monolayer-Tumoren erst nach
zwanzig Wochen zu erkennen. Diese Ergebnisse demonstrieren eindriicklich eine stirkere
Proliferation von Sphéroid-Tumoren.

Die Messung der PSA-Werte bestitigte die sonographisch observierte Wachstumsdynamik der
Tumore und lieferte somit eine ergdnzende Aussage. Die stark positive Korrelation des
Tumorvolumens mit dem PSA-Wert untermauerte die Relevanz des PSA-Wertes als Verlaufsmarker
des manifesten Prostatakarzinoms. Dies steht im Einklang mit fritheren Arbeiten zur orthotopen
Inokulation von Prostatakarzinomzellen [114][155].

Interessanterweise imponierten niedrig erhohte PSA-Werte in zwei Versuchstieren der Sphéroid-
Gruppe im gesamten Beobachtungszeitraum, von dem ein Tier ein Prostatakarzinom hatte. Dieses
Prostatakarzinom entwickelte sich gegeniiber den restlichen Sphéroid-Tumoren mit einer zeitlichen
Latenz bei erstmaliger sonographischer Detektion nach vierzehn Wochen. Entsprechend présentierte
dieses Versuchstier das kleinste Sphéroid-Karzinom. Ebenso konnte in der Monolayer-Gruppe die
spite Entwicklung eines Monolayer-Karzinoms nach vierzehn Wochen beobachtet werden. Dieser
Monolayer-Tumor bildete folglich auch fiir die Monolayer-Gruppe das kleinste Karzinom. Dieses
Phénomen der Entstehung von Tumoren mit einer zeitlichen Latenz ist iiberraschend und fiir das
orthotope Xenograft-Modell des Prostatakarzinoms noch nicht beschrieben. Urséchlich hierfiir konnte
die im Vergleich zu anderen Studien auflerordentlich geringe Zahl an transplantierten

Prostatakarzinomzellen sein. Die gering erhdhten PSA-Messungen des einen Versuchstieres der
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Sphiroid-Gruppe ohne Bildung eines Prostatakarzinoms konnte einerseits Artefakt bedingt sein oder
andererseits tatsdchlich auf das Vorhandensein eines kleinen LNCaP-Sphéroids sein, welcher kein
sonographisch detektierbares Prostatakarzinom bildete. Ein Prostatakarzinom konnte in der Autopsie
allerdings ebenso nicht detektiert werden. Fiir das Vorhandensein eines Prostatakarzinoms in diesem
Fall spricht eine Arbeit von Stephenson und Kollegen, in der erhhte PSA-Werte sogar in sehr kleinen
LNCaP-Tumoren von bis zu 1.5 mm Grofle gemessen wurden [172].

Zu diskutieren ist zudem das explosive Tumorwachstum des final volumindsesten Monolayer-
Prostatakarzinoms. Dieses war zundchst nach zehn Wochen detektierbar und wuchs in den
darauffolgenden vier Wochen nur langsam. Erstaunlicherweise expandierte das Volumen danach auf
iiber das 30-fache von ca. 30 mm® auf iiber 1000 mm® innerhalb von zwei Wochen. Eine derart
sprunghafte Tumorvolumenzunahme eines Karzinoms konnte in Sphéroid-Tumoren nicht gefunden
werden. Hier war eine ca. 6-fache Volumensteigerung eines Versuchstieres die rasanteste innerhalb
von zwei Wochen. Da die restlichen Prostatakarzinome der Monolayer-Kohorte lediglich ein geringes
exponentielles Wachstum vorwiesen, insbesondere im Vergleich zur Sphiroid-Gruppe, ist das
observierte Phdnomen am ehesten als Ausreifler zu bewerten.

Die Metastasierung wurde zum einen einmalig unmittelbar vor Opferung der Tiere CT-graphisch
untersucht und schlieBlich in der Autopsie und Histologie bestdtigt. CT- graphisch konnten keine
Metastasen sicher differenziert werden, da sie moglicherweise fiir die Detektion zu klein waren.
Zudem entstanden unerwartet nicht-behebbare Softwareprobleme, welche die Auswertung der CT-
Bilder behinderten. In der Autopsie und Histologie war die Feststellung der Metastasierung hingegen
zweifelsfrei moglich.

Im Einklang mit vorherigen Publikationen konnte nach orthotoper Inokulation von LNCaP-Zellen in
SCID-Méusen eine Metastasierung in Lymphknoten und Lungengewebe festgestellt werden
[116][151][158][172]. Zu diskutieren ist der fehlende Nachweis von Metastasen im Knochengewebe,
welche typischerweise im humanen Prostatakarzinom zu erwarten sind und nicht selten die klinische
Erstmanifestation des Prostatakarzinom darstellen [51]. Fiir die orthotope Transplantation von
LNCaP-Zellen ist dieses Phinomen schon mehrfach beschrieben worden [158][168]. Der Grund fiir
die ausbleibende Knochenmetastasierung bei orthotoper LNCaP-Transplantation bleibt offen und
muss sicherlich in Zukunft weiter erforscht werden. Eine spannende Beobachtung in dieser Arbeit ist
die hohere Rate an Metastasierungen in Miusen mit LNCaP-Sphiroiden von 75 % gegeniiber
Versuchstieren mit einer Einzelzellsuspension von LNCaP-Zellen aus einer Monolayerkultur mit einer

Metastasierungsrate von 50 %.

Die bemerkenswerten Unterschiede hinsichtlich der zeitlichen Entwicklung von lokalen
Prostatakarzinomen und der Entwicklung von Metastasen miissen an dieser Stelle diskutiert werden.
Die raschere Entstehung von detektierbaren Tumoren in der Sphéroid-Gruppe und die hohere

Metastasierungsrate  konnten, kongruent zu den erhohten Proliferationsindizes in der
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Immunhistochemie in Sphdroid Tumoren- und Metastasen, auf eine stérkere Proliferation von
Sphiroid-Tumoren zurlickzufiihren sein. Wie bereits erldutert, nechmen Prostatakarzinom-assoziierte
EV des Tumormikromilieus eine zentrale Rolle bei der Beeinflussung des Tumorverhaltens ein. Die
von LNCaP-Zellen unter hypoxischen Bedingungen sezernierten EV induzierten in einer Arbeit von
Ramteke und Kollegen beachtenswerte Verdnderungen des Tumormikromilieus [150]. Sie verstérkten
die Invasivitdt und Proliferation und verminderten die Apoptose in benachbarten Tumorzellen
[87][117]. Diese Beobachtungen konnten in Anbetracht der Charakteristika eines Sphéroids,
bestehend aus intensiven Zell-Zell-Kontakten im dreidimensionalen Konstrukt und einer ausgeprégten
zentralen Hypoxie, durchaus urséchlich fiir die starke Proliferation in Sphéroid-Tumoren in vivo sein.
Eine weitere Rationale fiir die stirkere Proliferation der Sphéroid-Tumore ist eine ausgeprigtere
Vaskularisation von Sphéroid-Tumoren. Eine aktuelle Arbeit von Szade et. al beschrieb eine stirkere
Vaskularisation von subkutan injizierten Sphéroid-Tumoren des B16-Melanoms und des Lewis-
Lungenkarzinoms im Vergleich zu konventionell transplantierten Einzelzellsuspensionen nach zwei
Wochen [175]. Zudem reichte in Spharoid-Tumoren die Neoangiogenese bis in den Kern des Tumors
im Gegensatz zu einer rein peripheren Vaskularisation in Monolayer-Tumoren [175].

Moglicherweise konnten die beschriebenen Zusammenhinge von Szade et. al auf das vorliegende
orthotope Sphéroid-Transplantationsmodell von LNCaP-Zellen {ibertragen werden (Abb. 29). Eine
ausgepragtere Neoangiogenese konnte die hohere Rate an Metastasierungen in LNCaP-Sphéroid
Tumoren erkldren. Um diese Hypothese zu beweisen, miisste in zukiinftigen Experimenten die Tumor-
Angiogenese,  beispielsweise =~ mit  hochauflésender =~ Doppler-Sonographie =~ und  der
immunhistochemischen Bestimmung der Dichte von MikrogefaBlen (sog. ,,microvessel density* /
,MVD) untersucht werden.

Die weitreichende Vaskularisation von Sphéroid-Tumoren konnte zudem die Infiltration von weiteren
Zellen erleichtern, welche die Tumorproliferation begiinstigen. Es ist bekannt, dass verschiedenste
Progenitorzellen nicht-hdmatopoetischen und hdmatopoetischen Ursprungs in Tumore einwandern und
die Tumorproliferation fordern konnen [61][90]. Tatsdchlich konnte in der Arbeit von Szade et. al eine
gesteigerte  Infiltration von  h@matopoetischen und nicht-hdmatopoetischen  Zellen mit
Progenitorphénotyp in Sphéroiden des B16-Melanoms im Vergleich zur Einzelzellsuspension gezeigt
werden [175]. Inwieweit diese Beobachtungen auf das Prostatakarzinom und im Besonderen auf
LNCaP-Zellen zu tibertragen sind, bleibt Gegenstand von zukiinftigen Forschungen.

Als weitere Ursache filir die raschere Tumorentwicklung in LNCaP-Sphiroiden konnte die
Priaformation des Sphéroids in vitro diskutiert werden. Die konventionelle Implantation von LNCaP-
Zellen in einer Einzelzellsuspension als Monolayer fiihrt zu einer Entwicklung von kleineren Tumor-
Kolonien, welche im zeitlichen Verlauf zu einer Tumormasse verschmelzen (Abb. 29) [175].
Hingegen ldsst die Transplantation einer bereits organisierten Tumormasse in Form eines Sphéroids
eine kursorische Proliferation vermuten. Die Organisation der Einzelzellsuspension ist hingegen mit

einer zeitlichen Latenz verbunden im Gegensatz zum Sphéiroid. Humane Karzinome entwickeln sich
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initial aus einer oder einigen normalen Zellen [78]. In diesem Zusammenhang muss betont werden,
dass die Etablierung eines Karzinoms aus einem Sphéroid die Entwicklung eines humanen Karzinoms
aus einer gesunden Zelle besser widerspiegelt als die Tumorentstehung aus einer Suspension von

mehreren Karzinomzellen (Abb. 29).

____________________________________________________________________________________________________________________________

Einzelzellsuspension-Inokulation = Transformation einer normalen Zelle Sphéroid-Inokulation
' in Tumorzelle '

i Einzelne Zellen proliferieren zu Primére Tumorformation durch Sphiroid imitiert
mehreren Primértumoren Proliferation einer malignen Zelle Primédrtumor

~_— ~_— ~_

Einzelne Tumorkolonien | I Tumore sind groBer | |
. verschmelzen zu einem Tumor Ausgeprigte Angiogenese mit Penetration bis zentral

Sparliche periphere Angiogenese v v
‘ /e L\ V\
) N
/,2*4 /7}&

Abbildung 29: Schematische Darstellung der hypothetischen Rationale fiir die raschere
Tumorprogression und Metastasierung in LNCaP-Sphdroiden gegeniiber LNCaP-Monolayern in
Bezug zur natiirlichen Tumorentwicklung. Modifiziert nach Szade et. al [175].
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5.4  Schlussfolgerung und Ausblick

Das Ziel dieser Dissertationsarbeit war die Etablierung einer Methode zur orthotopen Transplantation
von dreidimensionalen Prostatakarzinomzellaggregaten, um dabei den Vergleich zur konventionellen
orthotopen Inokulation von Einzelzellsuspensionen aus einer Monolayerkultur zu ermdglichen.
Hierbei stellte sich die zentrale Frage, inwieweit die Implantation eines dreidimensionalen
Prostatakarzinomzellaggregats die Tumorprogression und Metastasierung beeinflusst.

Die orthotope Inokulation von LNCaP-Sphéroiden stellt eine vielversprechende Methode zur
Erforschung des Prostatakarzinoms in vivo dar. Ein eindeutiger Vorteil gegeniiber konventionellen
Implantationen von Einzelzellsuspensionen ist die prézisere Abbildung der Tumorarchitektur des
Prostatakarzinoms bereits in vitro vor Implantation. Die intraprostatische Injektion von Sphéroiden
resultierte in dieser Arbeit in einer tendenziell friiheren Entwicklung von Prostatakarzinomen mit einer
héheren Rate an Lungen- und Lymphknotenmetastasierungen gegeniiber Monolayer-Tumoren.
Dariiber hinaus demonstrierten Prostatakarzinome aus Sphédroiden eine stirkere Proliferation, welche
sich in der Ausbildung von groeren Tumorvolumina und einer stirkeren immunhistochemischen
Expression des Proliferationsmarkers Ki-67 und des Androgenrezeptors ausdriickte. In diesem
Zusammenhang ergeben sich weitere interessante Forschungsfragen, wie die Frage der verdnderten
Angiogenese in Sphédroid-Tumoren und die Migration von tumorassoziierten Stromazellen als
mogliche Faktoren der fritheren Tumorentwicklung und der stirkeren Metastasierung. Die zeitliche
Dynamik der Neoangiogenese konnte anhand von Doppler-Sonographie und der Analyse der Tumor-
Microvessel-Density (MVD) besser nachvollzogen werden.

Eine Limitation dieses Modells stellte die geringe Rate erfolgreiche Transplantation von 50 % dar, die
mit hoher Wahrscheinlichkeit durch die sehr geringe Anzahl der transplantierten LNCaP-Zellen
bedingt war. Zukiinftig gilt es, dieser Limitation mit neuen methodischen Ansétzen entgegenzuwirken,
wie der Implantation von Sphéroiden, welche in soliden Trigersubstanzen wie Kollagen eingebettet
sind und der damit einhergehenden Option der Transplantation von Sphiroiden mit groBeren
Zellzahlen. Sofern es dadurch gelingen sollte, eine Anwachsrate vergleichbar zu konventionellen
orthotopen Injektionen von LNCaP-Einzelzellsuspensionen zu generieren, kann postuliert werden,
dass sich in Zukunft die orthotope Implantation von LNCaP-Sphiroiden gegeniiber der
Einzelzellsuspension aus  Monolayerkultur  als  priferierte  In-vivo-Methodik in  der
Prostatakarzinomforschung durchsetzen kann.

Diese Arbeit stellt somit eine fundierte Grundlage fiir den Transfer von zweidimensionalen zu
dreidimensionalen In-vivo-Modellen in der Prostatakarzinomforschung und damit fiir die Entwicklung

von neuartigen diagnostischen und therapeutischen Strategien dar.
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