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1. EINLEITUNG

1.1 DAS PROSTATAKARZINOM

1.1.1 EPIDEMIOLOGIE
Es ist mit einem Anteil von 23% der héaufigste maligne Tumor des Mannes und

mit 11.900 Todesfallen im Jahr 2014 allein in Deutschland liegt es an dritter Stelle
der todlich verlaufenden Krebserkrankungen — das Prostatakarzinom [1]. Noch
haufiger todlich verlaufen maligne Lungen- und Darmerkrankungen. Nachdem
die Zahl der neudiagnostizierten Prostatakarzinome bis 2010 auf ca. 65.800
kontinuierlich gestiegen ist, konnte in den letzten Jahren ein leichter Rickgang
der Erkrankungsrate beobachtet werden. Doch auch im Jahr 2014 betrug die Zahl
der Neuerkrankungen in Deutschland noch 57.370. Ein 65 jahriger Mann hat
damit ein Risiko von 5,9%, in den n&chsten 10 Jahren an einem
Prostatakarzinom zu erkranken [2]. In Anbetracht der steigenden
Lebenserwartung stellt diese hohe Pravalenz gesundheitspolitisch und
Okonomisch ein groRes Problem dar. Im Jahre 2050 werden 37% der
Bevolkerung Deutschlands tber 60 Jahre alt sein [3], das sind 10% mehr als
noch 2013. Im gleichen Mal3 wird auch die Erkrankungshaufigkeit des
Prostatakarzinoms steigen. Durch MafRnahmen zur Friherkennung wie die
regelmafige digital-rektale Untersuchung der Prostata und das kontrovers
diskutierte PSA-Screening wurde die Inzidenzrate beeinflusst [4]. Mit einer
mittleren 5-Jahres-Uberlebensrate von derzeit 93% ist die Prognose eines
Prostatakarzinoms relativ gunstig, doch auch nach Jahren treten noch Sterbefélle
durch Rezidive auf [2].

1.1.2 ATIOLOGIE
Der groRte Risikofaktor fur die Entwicklung eines Prostatakarzinoms ist das Alter.

Liegt das Erkrankungsrisiko im Alter von 45 Jahren noch bei 0,4%, steigt es im
Alter von 65 Jahren auf 5,4% an. Das Risiko, jemals an einem Prostatakarzinom

zu erkranken, liegt bei 11,8%, was ca. jedem achten Mann entspricht [5].



Einleitung 10

Doch auch die genetische Herkunft spielt eine Rolle [6]. Im internationalen
Vergleich liegt die Erkrankungsrate in Deutschland im Mittel, es erkranken
weniger Patienten als in den USA, Australien oder der Schweiz, aber trotzdem
deutlich mehr als in den stideuropéaischen Landern und im asiatischen Raum.
Untersuchungen haben gezeigt, dass Schwarzafrikaner doppelt so héufig

erkranken wie Européer.

Eine familidre Disposition liegt ebenfalls vor, doch wahrscheinlich ist nur ein
kleiner Teil (ca. 9%) der Tumore hereditar bedingt [7, 8]. Dies ist vor allem fur
den Patienten relevant, da sich das Risiko, ebenfalls zu erkranken, fir erstgradig
Verwandte verdoppelt. Sind mehrere Verwandten ersten Grades erkrankt, steigt

das Erkrankungsrisiko weiter an.

Weitere Risiken fur die Entstehung eines Prostatakarzinoms, wie auch fur viele
andere Krebsarten, sind Erndhrung und Strahlenbelastung sowie eine
chronische Entzindung der Prostata [9]. Entgegen vieler Erwartungen konnte
noch kein signifikanter Zusammenhang zwischen dem Auftreten eines
Prostatakarzinoms und dem Testosteronlevel eines Patienten hergestellt werden
[10] . Da androgensensitive Prostatatumore in Anwesenheit von Testosteron
jedoch deutlich schneller wachsen und ein Prostatakarzinom bei Eunuchen nicht

auftritt, gelten Androgene zumindest als Tumorpromotor.

1.1.3 ANATOMIE
Die Prostata ist ein kastaniengrof3es, ca. 20g schweres Organ und gehért zu den

akzessorischen Geschlechtsdrisen des Mannes. Sie besitzt die Form einer
umgekehrten Pyramide, dabei grenzt die Basis kranial an die Harnblase, der
Apex weil3t nach kaudal. Dorsal grenzt die Prostata an das Rektum. Sie
umschliel3t den Anfangsteil der Harnrohre, was bei einer Vergrof3erung der
Prostata zu Harnabflussstorungen fihren kann. Die 30 — 50 tubuloalveolaren
Einzeldrisen der Prostata muinden in Ausfuhrungsgangen rund um den
Colliculus seminalis im Pars prostatica der Harnrohre und produzieren ein Sekret,

welches 30% des Ejakulats ausmacht. Dieses Sekret besitzt einen pH-Wert von
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6,4 und dient zur Verflissigung des Ejakulats und férdert die Beweglichkeit und

Befruchtungsfahigkeit der Spermien.

Innerviert wird die Prostata aus sympathischen Fasern des Plexus hypogastricus
inferior und parasympathischen Fasern der Nervi splanchnici pelvici. Die
arterielle Versorgung der Prostata erfolgt aus Asten der Arteriae vesicalis inferior,
pudendae interna und rectalis media. Der vendse Abfluss erfolgt tiber den Plexus

venosus prostaticus in die Vena iliaca interna.

Im Querschnitt kann die Prostata in 3 Zonen, die periphere Zone, die
Transitionalzone und die zentrale Zone, aufgeteilt werden. Der
Hauptentstehungsort fur Prostatakarzinome (90%) liegt in der peripheren Zone,
die mit ca. 70% der Organmasse auch den grof3ten Teil der Prostata ausmacht.
Die Transitionalzone, die den proximalen Teil der Harnréhre umschliel3t, ist vor
allem Entstehungsort der benignen Prostatahyperplasie, nur ca. 10% der

Prostatakarzinome entwickeln sich hier.

1.1.4 DIAGNOSTIK
Ab dem 45. Lebensjahr kdnnen Manner die gesetzliche Friherkennung in

Anspruch nehmen. Bei familiar vorbelasteten Mannern zahlt die Krankenkasse
schon ab dem 40. Lebensjahr diese Untersuchung. Je friher die Diagnose eines
Prostatakarzinoms erfolgt, desto hdher ist die Chance auf eine kurative Therapie.
Dabei wird bei der digital-rektalen Untersuchung (DRU) mit dem Finger der
Enddarm und dabei der rektumnahe Anteil der Prostata des Patienten
ausgetastet. Mehrere Faktoren tragen jedoch dazu bei, dass diese Untersuchung
nicht als alleinige Friherkennung ausreichend ist [11]. Erstens kbnnen nur grol3e
und oberflachliche Tumoren getastet werden, zweitens wird nicht die gesamte
Prostata, sondern nur die rektumnahe periphere Zone erfasst und drittens ist sie
stark von der Erfahrung des Untersuchenden abhéngig. Trotzdem hat diese am
wenigsten invasive Methode, gerade bei Patienten mit erh6htem PSA-Wert, ihren

Stellenwert.

Zusatzlich kbnnen Patienten das prostataspezifische Antigen (PSA) bestimmen

lassen. Das PSA ist eine Serinprotease, welche zur Verflissigung des Ejakulats
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dient. Die H6he des PSA-Spiegels im peripheren Blut wird durch die Menge des
Prostatagewebes beeinflusst, aber auch durch mechanische Beanspruchung der
Prostata durch Sport, sexuelle Aktivitat oder medizinische Eingriffe.
Grundsatzlich ist es kein Tumormarker, sondern ein Gewebemarker. Ein erhéhter
PSA-Wert kann auf eine benigne Hyperplasie der Prostata, eine Prostatitis oder
auf einen Tumor zurtickzufthren sein. Der pradiktive Wert fiir einen Tumor liegt
bei Werten tber 4ng/ml bei 17-20%. Zwischen Werten von 4-10 ng/ml liegt eine
diagnostische Grauzone, der Grof3teil der Biopsien fiuhrt nicht zum
Tumornachweis. Erst ab einem PSA-Wert von dber 10ng/ml liegt die
Tumorwahrscheinlichkeit bei Gber 50%; diese Tumoren sind dann aber meist
nicht mehr lokal begrenzt, was die Relevanz des PSA-Werts als Friiherkennung
ebenfalls negativ beeinflusst [12, 13]. Eine hodhere Genauigkeit zur
Risikoabschétzung bietet die PSA-Verdopplungsgeschwindigkeit.

Der dritte Teil der Friherkennungsuntersuchung besteht aus dem transrektalen
Ultraschall (TRUS) [14], mit dem die Prostata abgebildet und vermessen werden
kann. Dazu wird dem Patienten in Linksseitenlage eine Endorektalsonde
eingefuhrt. Es lasst sich hypoechogenes bis isoechogenes Tumorgewebe von
normalem Drisengewebe abgrenzen und dessen genaue Lage in der Prostata
darstellen. Die Karzinomdetektionsrate kann mit dieser Methode zusatzlich zur

DRU um mehr als 50% gesteigert werden.

Bei Verdacht auf ein Prostatakarzinom wird im weiteren Verlauf eine transrektale
Stanzbiopsie durchgefiihrt. Dies erfolgt entweder TRUS-gesteuert oder MRT-
gesteuert. Bei der TRUS-gesteuerten Biopsie werden systematisch insgesamt
10-12 Stanzen aus allen Zonen beider Prostatalappen entnommen. Sollte trotz
dringendem Malignomverdacht auch nach 1-2 maliger Biopsie kein Karzinom
nachgewiesen werden, wird die Saturationsbiopsie durchgefihrt. Dabei werden
20-30 Stanzen entnommen. Eine gezieltere Methode, eine Biopsie zu
entnehmen, stellt die MRT-gesteuerte Prostatabiopsie dar. Ein Radiologe
markiert dabei auffallige Bereiche im MRT, die dann intraoperativ mit den
Ultraschallbildern des Patienten fusioniert werden. So kénnen die auffalligen
Areale direkt biopsiert werden.  Trotz der deutlich geringeren Anzahl

entnommener Stanzen liefert die MRT-gesteuerte Prostatabiopsie gleich gute
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Erkennungsraten der Kklinisch signifikanten

systematische Biopsieentnahme. [15, 16].

Prostatakarzinome wie die
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1.1.5 TUMOREINTEILUNG
Wurde bei einem Patienten ein Prostatakarzinom diagnostiziert, gilt es, dieses

fur die weitere Therapieplanung zu klassifizieren. Der Grof3teil (85%) der
Prostatakarzinome wachst in der peripheren Zone, der Rest in der

Ubergangszone. Ein zentrales Wachstum tritt sehr selten auf.

Um die Ausbreitung des Primartumors zu erfassen, eignet sich das TNM-System
der internationalen Union gegen Krebs (UICC) und der
Weltgesundheitsorganisation (WHO) [17]. Der Tumor wird dabei anhand der
Tumorausbreitung T, der Ilymphogenen Metastasierung N und der
Fernmetastasen M eingeteilt.

TX Tumor nicht zu beurteilen
Tl Tumor nicht tastbar, nicht in bildgebenden Verfahren erkennbar, wird zufallig bei

Prostatektomie bei benigner Prostatahyperplasie oder durch erhéhten PSA-Wert

entdeckt
Tla Tumor befallt weniger als 5% des Gewebes
T1lb Tumor befallt mehr als 5% des Gewebes
Tlc Diagnosestellung mittels Nadelbiopsie
T2 Tumor innerhalb der Prostatakapsel
T2a Tumor befallt weniger als 50% eines Seitenlappens
T2b Tumor beféllt mehr als 50% eines Seitenlappens
T2c Tumor beféllt beide Seitenlappen
T3 Ausbreitung Uber Primarkapsel hinaus
T3a Samenblasen sind nicht betroffen
T3b Samenblasen sind mitbetroffen
T4 Tumor infiltriert Nachbarstrukturen/Tumor ist nicht verschieblich
Nx Keine Aussage zu regiondren Lymphknotenmetastasen maglich
NO Keine regionaren Lymphknotenmetastasen
N1 Metastasen in regionaren Lymphknoten vorhanden
MO Keine Fernmetastasen
M1 Fernmetastasen vorhanden
Mla Metastasen in anderen, nicht regionaren Lymphknoten
M1b Knochenmetastasen
Mlc Metastasen in anderen Organen/Strukturen

Tabelle 1 TNM-Klassifikation
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Weitere wichtige Prognosefaktoren sind der PSA-Wert und der Gleason-Score,
der die Differenzierung des Tumors beschreibt. Er wurde 1966 vom Pathologen
Donald F. Gleason entwickelt. Es werden je nach Entdifferenzierung des
Gewebes Punkte von 1 (gering) - 5 (stark) vergeben. Dann werden die Punkte
des vorherrschenden und des am schlechtesten differenzierten Grades addiert.
Dies ergibt den Gleason-Score. Dies gilt fur eine Biopsie. Wird Gewebe nach
Prostatektomie beurteilt, werden das haufigste und das zweithdufigste Muster
addiert. Ein Score bis 4 beschreibt gut differenzierte Tumore, die haufig im
Rahmen anderer Prostataoperationen entdeckt werden, ein Score von uber 8

wird aggressiven, meist schon fortgeschrittenen Tumoren zugeordnet [17].

Gleason Histologische Kriterien ‘

g@ <, 1-2 Knoten scharf begrenzt

oD

Dicht gepackte, scharf begrenzte
Driusen

Keine Stromainvasion

3 Knoten unscharf begrenzt
Kleine aber diskrete, ungleichmaRige
Drisen
Tumorinfiltrate in Stroma

4 Knoten unscharf begrenzt
Fusionierte, wenig differenzierte
Drisen, oft ohne Lumen

Unscharf begrenzte Tumorinfiltrate

5 Knoten unscharf begrenzt
Keine klaren Driisenformationen,
zentrale Nekrosen

Solide Tumormetastasen

Weitere Veranderungen

Tabelle 2 Gleason - Graduierung,
modifiziert durch die International Society
of Urologigal Pathology (ISUP) 2014
(Epstein et al., 2016)
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1.1.6 STAGING
Um nach Diagnosestellung eine Therapieplanung durchfihren und eine

Prognose stellen zu konnen, ist die Kenntnis Uber das Tumorstadium
entscheidend. Grundlage fur die Stadieneinteilung bildet beim Prostatakarzinom
die TNM-Klassifikation. Zusatzlich werden Ergebnisse der DRU, des PSA-Werts,
der Histologie (Gleason-Score) und weiterer diagnostischer Verfahren
miteinbezogen. Anhand des PSA-Werts und des Gleason-Scores lasst sich die
Risikoklassifizierung nach d’Amico vornehmen, die das Risiko einer frihzeitigen

Metastasierung beschreibt.

Ein niedriges Risiko besteht fir Tumore mit einem PSA-Wert <10ng/ml und
Gleason-Score <6. Ein mittleres Risiko wird bei einem PSA-Wert zwischen 10-
20ng/ml und einem Gleason-Score von 7 angegeben. Als Hochrisikopatienten
gelten Patienten mit einem PSA-Wert >20ng/ml und Gleason-Score >7 [18]. Als
weiterer Risikofaktor gilt der Anstieg des PSA-Werts im Jahr vor Beginn der
Therapie. Als risikobehaftet gilt ein Anstieg von >2ng/ml [19].

1.1.7 KLINIK
Zu Beginn der Erkrankung ist das Prostatakarzinom in den meisten Fallen

symptomlos. Es entsteht zu 90% in der peripheren Zone der Prostata und lasst
sich gut von rektal ertasten, bereitet dem Patienten jedoch kaum Beschwerden.
Erst bei einem Fortschreiten der Erkrankung kénnen sich Beschwerden aus der
Nahe der Prostata zu umliegenden Strukturen ergeben. Bei Einengung der
Harnrohre kann es zu Miktionsstorungen mit erhdhtem Restharnvolumen
kommen, bei Schadigung durch Druck auf die Nerven konnen
Erektionsstérungen auftreten. Ist die Erkrankung noch weiter fortgeschritten,
erfolgt die Metastasierung zunachst lymphogen dber die regionaren
Lymphknoten der Fossa obturatoria und der Iliakalgefal3e, spater hamatogen vor
allem in das Skelettsystem [20]. Die ossare Metastasierung und damit
verbundene Beschwerden kénnen auch erstes Anzeichen der Erkrankung sein,
die haufig als degenerative Erkrankung fehlgedeutet werden. Viszerale

Metastasierungen sind beim Prostatakarzinom nicht die Regel.
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1.1.8 THERAPIE
Je nach Tumoreinteilung wird nun tber die weitere Therapie entschieden [21].

Bei niedrigem Risiko (PSA<10ng/ml, bis Gleason 6 bzw. einem Tumoranteil unter
50% in den Stanzzylindern der Biopsie in maximal 2 von 10-12 Stanzen)
empfiehlt man die Methode der aktiven Uberwachung, insbesondere bei alteren
Patienten mit einer Lebenserwartung von unter 10 Jahren. Dabei werden im
Abstand von 3 Monaten regelmaf3ig der PSA-Wert bestimmt und eine DRU
durchgefuhrt. Nach 12 Monaten wird eine nochmalige Stanzbiopsie empfohlen.

Bei schnellerem Voranschreiten des Tumors werden weitere Schritte eingeleitet.

Patienten mit niedrigem Risikoprofil bis Gleason 7 kann die Low-Dose-Rate-
Brachytherapie empfohlen werden [22]. Hierbei werden bis zu 80 radioaktive,
sogenannte ,Seeds‘ aus 125Jod, 103Palladium oder 198Gold in die Prostata
eingebracht. Die Position der Seeds wird anhand von 3D-Bildern genau

berechnet, um die optimale Strahlendosis an den Tumor applizieren zu kénnen.

Bei mittlerem bis hohem Risiko (ab PSA 10ng/ml bzw. ab Gleason 7) empfiehlt
die Leitlinie eine radikale Prostatektomie (RPE) mit Lymphadenektomie. Ein Jahr
nach der OP waren 88% der Patienten kontinent, fast 40% litten jedoch unter
einer mittleren bis schweren erektilen Dysfunktion. Die guten
karzinomspezifischen Uberlebensraten von 81-98%, je nach Tumorstadium,

sprechen aber eindeutig fur diese Methode [23].

Ahnlich gute Uberlebensraten werden durch die perkutane Strahlentherapie
erreicht. Dazu wird mit Hilfe eines CT eine Strahlendosis von ca. 74-80 Gy,
verteilt auf 1,8-2 Gy pro Wochentag, verabreicht. Umliegende Strukturen werden
geschont. Es konnten dadurch deutlich bessere Ergebnisse in Bezug auf die
Inkontinenz erzielt werden. Trotzdem kommt es etwa gleich héaufig zu einer
posttherapeutischen Impotenz wie nach der RPE. Auch das Langzeitrisiko, einen
sekundaren strahleninduzierten Tumor zu entwickeln, steigt. Bei einer
Lebenserwartung von unter 10 Jahren ist eine kurative Strahlentherapie mit
adjuvanter Hormontherapie Mittel der Wahl. Die Strahlentherapie wird auch
adjuvant nach RPE mit tumorpositiven Schnittrandern angewendet, und um das

Auftreten von Metastasen zu verhindern eingesetzt [24, 25].
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Um die Bestrahlung moglichst effizient zu gestalten, kann die perkutane
Strahlentherapie mit der Afterload Brachytherapie kombiniert werden. Nach der
Bestrahlung von aul3en werden kurzzeitig Hochdosisstrahlungsquellen an genau
definierte Orte der Prostata eingebracht. Dies geschieht unter Ultraschallkontrolle
mittels spezieller Hohlnadeln, durch die dann die Strahlungsquellen ins Gewebe
eingebracht werden. Auf diese Weise werden die umliegenden Gewebe und

Organe geschont, wahrend die maximale Strahlendosis den Tumor erreicht.

Ein weiterer Ansatz zur Behandlung des Prostatakarzinoms ist die antiandrogene
Therapie. Sie wird vor allem bei Patienten im fortgeschrittenem hormonsensitiven
Stadium angewandt oder in Kombination mit Strahlentherapie oder RPE [26]. Da
das Wachstum des Prostatakarzinoms testosteronabhangig ist, versucht man
das Testosteronlevel auf Kastrationsniveau unter 0,2—-0,5 ng/ml abzusenken.
Dies kann durch eine chirurgische oder chemische Kastration erreicht werden.
Die Orchidektomie ist allerdings mit grof3er psychischer Belastung fur den
Patienten verbunden, weshalb die chemische Methode bevorzugt wird. Man
verwendet dazu am haufigsten GhnRH-Analoga, weitere Moglichkeiten bestehen
in  GnRH-Antagonisten, nichtsteroidalen Antiandrogenen, Ostrogenen oder
Hemmern der Testosteronsynthese. Die Nebenwirkungen lassen sich auf den
Hormonentzug zurtckfihren. Es kann zu Hitzewallungen, erektiler Dysfunktion,
Gynakomastie und verringerter Libido kommen und auch das Risiko fur

Osteoporose und Herzerkrankungen steigt.

Leider kommt es in vielen Fallen nach einiger Zeit zu einem Fortschreiten des
Karzinoms unter antiandrogener Therapie. Hier kann mit einer Chemotherapie
begonnen werden. Da das Prostatakarzinom sehr langsam wachst und dadurch
schlecht mit Zytostatika behandelbar ist, kann durch die Chemotherapie keine
Heilung, wohl aber eine Steigerung der Lebensqualitat und eine Verlangerung
der Uberlebenszeit bewirkt werden. Die Leitlinie sieht eine dreiwdchige Gabe von

Docetaxel in Kombination mit Prednisolon vor.

Docetaxel ist ein Zytostatikum aus der Gruppe der Taxane. Es bindet an den
Mikrotubuliapparat der Zelle und verhindert dessen Depolimerisation, wodurch

es zu einer Blockierung der Mitose der Zelle kommt. In vitro zeigte sich eine
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zytotoxische Wirkung auf verschiedenste solide Tumoren wie Mammakarzinom,
Ovarialkarzinom, Prostatakarzinom und Melanom. Die empfohlene Dosierung
von Docetaxel betrdgt 75 mg/m 2 in Kombination mit Prednisolon fir das
Prostatakarzinom. In klinischen Studien konnten Plasma cmax — Werte von 0,5-
4 pg/ml = 0,620 — 5 pM erreicht werden [27]. Wie viele andere
Chemotherapeutika hat auch Docetaxel viele, teils schwerwiegende
Nebenwirkungen. Bei rund 30% der Patienten mit Prostatakarzinom verursachte
die Behandlung eine Neutropenie, auf3erdem kam es zu toxischen Auswirkungen
auf Haut, Haare und N&gel und ca. 2% der Patienten entwickelten periphere

Neuropathien [28].

Andere Therapieoptionen sind Cabazitaxel, ebenfalls ein Zytostatikum und
Radium-223, welches sich vor allem in den Knochen anreichert und so durch

Bestrahlung aus der Nahe das Wachstum von Knochenmetastasen hemmen soll.

Des Weiteren kann die Androgendeprivationsherapie zur maximalen
Androgentherapie erweitert werden, indem medikamentds die Produktion von
Testosteron wie Ostrogen in der Nebenniere inhibiert wird. Dies geschieht unter
Fortfihrung der Therapie mit GnRH-Analoga zusammen mit Abirateron oder
Enzalutamid. Die optimale Sequenz der verschiedenen Optionen wird derzeit

noch diskutiert.

Die Wirksamkeit von Enzalutamid entsteht durch die Hemmung des
Androgenrezeptorsignalweges an 3 verschiedenen Stellen. Es hemmt kompetitiv
die Bindung von Testosteron bzw. Dihydrotestosteron an den Androgenrezeptor,
verhindert die Translokation aktivierter Rezeptoren in den Nukleus und inhibiert
die Bindung an die DNA, sowie die Rekrutierung von Kofaktoren fur die
Transkription. Durch diese Behandlung verringert sich das Wachstum der
Tumorzellen und es kann zum Zelltod kommen [29]. Enzalutamid wird als Dosis
von 160mg pro Tag oral als Kapsel verabreicht. In klinischen Studien konnten
Plasma-cmax-Werte von 14.5 + 3.3ug/ml bei 150mg Tagesdosis erreicht werden
[30].

Aktuell wurde untersucht, ob Docetaxel in Kombination mit der

Androgendeprivationstherapie bereits im hormonsensitiven Stadium im Vergleich
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zur alleinigen Androgendeprivationstherapie einen Uberlebensvorteil bietet [31].
In 2 grof3en Studien wurde eine Verlangerung des Gesamtuberlebens um 14
Monate bei Kombination von Chemotherapie und Androgendeprivationstherapie
beobachtet [32, 33]. Besonders grol3 war der Vorteil fur Patienten im sehr
fortgeschrittenen Stadium mit Knochen- und/oder viszeralen Metastasten. Es
deutet sich also ein Paradigmenwechsel an, und es stellt sich auch hier die

Frage, welche Therapie fur den Patienten in Frage kommt.

Ein neuer Ansatz in der Krebstherapie ist die Immuntherapie. In den USA ist zur
Behandlung des Prostatakarzinoms seit 2010 der Impfstoff Sipuleucel
zugelassen [34]. Dabei handelt es sich um dendritische Zellen des Patienten, die
ex vivo mit einem kombinierten Protein aus prostataspezifischer saurer
Phosphatase (PAP) und humanem Granulozyten-Makrophagen-Kolonie
stimulierendem Faktor inkubiert wurden. Nach dem Ex-vivo-Kontakt der Zellen
mit dem Antigen PAP werden die Zellen dem Patienten wieder verabreicht und
sollen nun im aktivierten Zustand die Krebszellen erkennen, die in 95% der

Karzinome ebenfalls das Antigen PAP exprimieren.

Ein weiteres Forschungsfeld in der Immuntherapie sind Checkpoint-Inhibitoren.
Dazu zahlen Ipilimumab und Nivolumab. Bei Ipilimumab handelt es sich um einen
monoklonalen 1gG-Antikérper gegen das Antigen 4 auf zytotoxischen T-Zellen
(CTLA-4). CTLA-4 dient als Rezeptor zur Regulierung und Abschwéchung der
Immunantwort. Ipilimumab wirkt als Antagonist dieses Rezeptors, wodurch die T-
Zell-Antwort hochreguliert wird. Derzeit ist Ipilimumab nur zur Behandlung des
Melanoms zugelassen [35]. Doch auch Studien zur Behandlung des
Prostatakarzinoms allein oder in Kombination mit anderen Therapien wie
Docetaxel oder Bestrahlung zeigen erste Ergebnisse [36]. In bisherigen Studien
mit Ipilimumab konnten allerdings noch keine zufriedenstellenden Ergebnisse
erreicht werden [37]. Es kam zwar zur Senkung des PSA-Werts, brachte aber
keinen Vorteil im Gesamtuberleben. Der groldte Nutzen war fur die Untergruppe
der Patienten mit metastasiertem kastrationsresistentem Prostatakarzinom ohne
viszerale Metastasen sichtbar. Bis zur etablierten Therapie liegt hier also noch
ein weiter Weg. Bei Nivolumab handelt es sich ebenfalls um einen monoklonalen

IgG-Antikorper gegen den PD-1-Rezeptor auf T-Zellen. Dadurch wird die
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Interaktion dieses Rezeptors mit dem Liganden PD-L1 auf Karzinomzellen
inhibiert. Die Bindung der Liganden wirde normalerweise zu einer Inhibition des
Immunsystems flhren, was nicht stattfinden kann, wenn der Rezeptor durch
Nivolumab blockiert ist. Natirlich ist dieses Prinzip nur dann wirksam, wenn die
Tumorzellen PD-L1 exprimieren. In klinischen Studien zeigten Patienten mit
Prostatakarzinom kein Ansprechen auf Nivolumab, es ist derzeit nicht zur
Therapie des Prostatakarzinoms zugelassen. Es gibt jedoch erste Hinweise
darauf, dass die immunmodulatorische Funktion einer antiandrogenen Therapie
mit Enzalutamid die Wirkung einer Immuntherapie gegen PD-1-Rezeptoren

fordern konnte [38].

1.2 BISHERIGE ANSATZE

Es wurden schon mehrere Versuche gemacht, ein Modell fir das
Prostatakarzinom zu etablieren. Allen voran stehen hier natirlich die
Prostatakarzinom-Zelllinien [39]. Die im Vergleich zur Zahl der Neuerkrankungen
verschwindend geringe Anzahl an etablierten Zelllinien kann die Heterogenitét
der verschiedenen auftretenden Mutationen jedoch nicht gut reprasentieren.
Hinzu kommt, dass viele der Zelllinien androgenunabhangig sind, was die
Testung von Therapien fur Patienten mit hormonsensiblem Prostatakarzinom
nicht moglich macht. Auch sind diese Zelllinien seit Jahren im Labor kultiviert und
erlauben keine Aussage Uber das Therapieansprechen individueller Patienten.
Ein grol3er Nachteil der Zelllinie ist auch deren Zweidimensionalitat. Unter
physiologischen Bedingungen wéchst ein Tumor als dreidimensionale Struktur,
wodurch chemische Gradienten und Zell-Zell-Interaktionen entstehen, dies wird
in der Zellkultur nicht wiedergespiegelt. Die Zellen wachsen unnatirlich auf
hartem Untergrund und die Architektur das Zellverbands geht verloren, wodurch
sich die mechanischen und biochemischen Signale andern und die Tumorzellen

in vitro anders reagieren, als sie das im Korper tun wirden.

Ein weiterer Ansatz ist das patientenabgeleitete Xenograft [40]. Hierbei werden

thymusaplastischen Mausen Tumorzellen injiziert. Dadurch kann das Wachstum
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des Tumors im Organismus erforscht werden. Dieses Verfahren ist allerdings
sowohl technisch sehr aufwandig wie auch zeitintensiv. Naturlich hat auch das
Mé&ausestroma einen Einfluss auf das Tumorwachstum. Da die Mause durch das
Fehlen des Thymus stark immunsupprimiert sind, was gewtnscht ist, um keine
AbstoRungsreaktion zu verhindern, kann der Einfluss des Immunsystems auf die
Therapie und eine eventuelle Immuntherapie nicht erforscht werden. Des
Weiteren zeigte sich, dass sich nach Implantation von Prostatakarzinomen in die
Mé&use in einem hohen Anteil der Tiere ein Lymphom entwickelte, an welchem
die Erforschung von Medikamenten gegen das Prostatakarzinom unmaoglich ist
[41]. Ein dritter Ansatz ist die Kultivierung als 3D-Modell.

1.33D-MODELLE

1.3.1 ALLGEMEINE GRUNDLAGEN DER 3D-ZELLKULTUR
Im 3D-Modell werden Tumorzellen in vitro kultiviert, jedoch im Unterschied zur

klassischen Zellkultur derart, dass sie im Zellverband wachsen kdnnen [42]. So
kommt es zu den Gradienten von Sauerstoff, Nahrstoffen, Stoffwechselprodukten
und Signalmolekilen. Je nach Fragestellung gibt es verschiedene Ansétze, die

Zellen zu kultivieren.

Vaira et al. kultivierten organotypische Scheiben des Krebsgewebes [43]. Hierzu
wurde der Tumor in sehr dinne Scheiben geschnitten und dann auf einem

Untergrund fixiert. Die Gewebestruktur konnte so sehr gut erhalten werden.

Alastair H. Kyle et al. schichteten mehrere Lagen Zellen aus Zellkultur
Ubereinander, um so den Durchfluss und die Eindringtiefe von

Chemotherapeutika zu bestimmen [44].

Claudia Fischbach et al. entwickelten ein 3-D-Tumormodell anhand eines
Polymergerists, um das Tumorwachstum und die Angiogenesefaktoren im

Vergleich zur 2-D-Zellkultur zu erforschen [45].

Und schlie3lich gibt es den Ansatz, den Tumor als sogenannte Spharoide zu
kultivieren. Diese Spahroidkulturen haben gemein, dass der Tumor frei im
Medium schwimmt und nicht anwachst, wodurch die runde Morphologie der

Sphéaroide mdglich wird.
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1.3.2 SPHAROIDE
Es existieren zahlreiche Moglichkeiten, ein spharoidahnliches Modell zu

kultivieren. Da die Terminologie in der Literatur nicht einheitlich ist, hier ein kurzer

Uberblick tiber die gangigsten Methoden [46].

Schon in den frihen 70ern entwickelten Sutherland et al. die ersten
Sphéaroidkulturen, sogenannte multizellulare Tumorspharoide [47]. Daftr werden
einzelne Zellen, meist aus Zellkultur stammend, unter Bedingungen kultiviert, in
denen die Adhasionskrafte zwischen den Zellen héher sind als zwischen den
Zellen und dem Untergrund. Dadurch lagern sich die Zellen zusammen und

formen Spharoide.
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Abbildung 1 Einzelne Zellen aggregieren und bilden multizellulareTumorsphéaroide aus
Weiswald et all, Spherical cancer models in tumor biology [46]

Sogenannte Tumerosphéren aus Tumorstammzellen wurden zum ersten Mal
durch Singh et al. Beschrieben [48]. Durch enzymatischen Verdau werden Zellen
aus dem Tumor losgeldst. Durch Kultivierung in Stammzellmedium bilden sich
aus den Tumorstammzellen Tumorsphéaroide, wobei alle Zellen eines Spharoids

von einer einzigen Stammzelle abstammen.
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Abbildung 2 Tumorstammzellen proliferieren und bilden Sphéaroide aus Weiswald et all,
Spherical cancer models in tumor biology [46]
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Um multizellulare organotypische Spharoide zu erhalten, wird der Tumor des
Patienten manuell zerkleinert und direkt mit Medium in Kultur gegeben. Nach

einigen Tagen runden sich die Sticke ab und formen Sphéaroide.

Partial Compaction
dissaciation Remodelling

Abbildung 3 Tumor wird zerkleinert und bildet im Medium Sphéaroide aus Weiswald et all,
Spherical cancer models in tumor biology [46]

Ganz ahnlich werden tumorgewebeabgeleitete Spharoide hergestellt. Auch hier
wird das Gewebe erst mechanisch zerkleinert, dann folgt allerdings noch ein
enzymatischer Verdau [49]. Der Ansatz wird schlie3lich durch ein Zellsieb gefiltert
und in Nahrmedium kultiviert. Nach dieser Methode wurden auch die
Prostatakarzinomproben aufgearbeitet. Da die Prostatakarzinom-Zellen jedoch
keine komplett runden Sphéaroide formen, wurde der Name Mikrotumore
festgelegt. Die grundlegende Eigenschaft der Spharoide, der frei im Medium

schwimmenden 3D-Struktur, bleibt allerdings erhalten.

Cutting Rounding

Abbildung 4 Tumor wird zerkleinert und verdaut und bildet dann Sphéroide aus Weiswald et
all, Spherical cancer models in tumor biology [46]

1.4PROSTATAKARZINOM-ZELLLINIEN

Zuséatzlich zu den Tests an patientenabgeleiteten Mikrotumoren wurden
Testungen an Sphéaroiden, gebildet aus Zelllinien, vorgenommen.
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1.4.1 LNCAP
Die Zelllinie LNCaP wurde 1977 aus einer supraklavikularen Metastase eines

Prostatakarzinoms  gewonnen. Diese  Zelllinie  wachst wie die

patientenabgeleiteten Mikrotumoren hormonsensitiv. [39]

1.4.2DU145
Die Zelllinie DU145 stammt aus einer Metastase des zentralen Nervensystems

und gehort wie LNCaP zu den klassischen Zelllinien. Im Gegensatz zu dieser

wéchst sie allerdings androgenunabhangig.

1.4.3 PC3-M
Die Zelllinie PC3-M stammt aus einer Knochenmetastase und wurde 1979

gewonnen. Auch sie wachst androgenunabhangig.

1.5ZIELSETZUNG

Aufgrund der diversen Therapiemdglichkeiten beim  metastasierten
hormonsensitiven wie auch beim metastasierten kastrationsresistenten
Prostatakarzinom stellt sich die Frage, welche Therapie fiur den individuellen
Patienten die geeignete ist. Bisher fehlen sowohl klinische wie auch molekulare
Marker, anhand derer das Therapieansprechen abgeleitet werden kann.
Aufgrund der Komplexitat von fortgeschrittenen Krebserkrankungen kann ein
einzelner molekularer Marker kaum ausreichend sein. Zuséatzlich variieren das
lokale wie das systemische Umfeld von Patient zu Patient, und andere
korpereigene Zellen wie Endothelzellen, Fibroblasten und Immunzellen
beeinflussen das Tumorwachstum. Dies kann weder im Modell des Xenografts
noch durch Zelllinien ausreichend nachgebildet werden. Folglich besteht ein
grolRer Bedarf an einem préklinischen Modell, das die Nachahmung des
Tumorwachstums im Patienten ermdglicht. Es wird nach einem schnellen und

kosteneffizienten Modell gesucht, mit welchem innerhalb von 2 — 3 Wochen aus
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patientenabgeleitetem Material eine Identifizierung individueller

Therapieoptionen maoglich ist.

Auch fur die praklinische Forschung héatte die Etablierung eines solchen Modells
einen hohen Nutzen. Bereits vor der klinischen Versuchsphase kdnnten
Medikamente realitditsnah getestet werden. Dies erhtéht die Effizienz des
Testverfahrens, da sich schon deutlich friiher abzeichnet, welches Medikament
wirkungsvoll eingesetzt werden kann. Zusatzlich kbnnte durch ein Ex-vivo-Modell

der Einsatz von Tierversuchen reduziert werden.

Den ersten Schritt dazu soll die Etablierung eines Ex-vivo-Modellsystems aus
Mikrotumoren der Prostata legen. Im Modell des Mikrotumors bleiben die
Charakteristika des Patiententumors erhalten und im natdrlichen Tumor
vorkommende Gradienten von z.B. Sauerstoff und Nahrstoffen werden
nachgeahmt. An diesem Modell sollen dann im zweiten Schritt
Substanztestungen vorgenommen werden um das Ansprechen des Modells auf

einzelne Wirkstoffe zu zeigen.

Zur genaueren Charakterisierung der Mikrotumore soll eine histologische
Einbettung der Mikrotumore in Paraffin erfolgen. Diese Mikrotumore sollen dann
sowohl HE als auch immunhistochemisch gefarbt werden. Es soll gezeigt
werden, inwieweit der Verdau und die Kultivierung ex vivo den Tumor in seinen

immunologischen Eigenschaften und seinem Erscheinungsbild verandern.
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2. MATERIAL UND METHODEN

2.1 MATERIAL

2.1.1 PATIENTENGEWEBE
Zur Etablierung des Ex-Vivo Mikrotumormodels wurde

Prostatakarzinomfrischgewebe verwendet. Dies wurde im Rahmen einer
radikalen Prostatektomie (RPE) gewonnen. Samtliche Gewebeproben stammen
aus der Klinik fir Urologie der Universitatsklinik Tubingen. Im Zeitraum vom
9.10.2017 bis zum 31.03.2018 wurden 18 Proben gewonnen. Bei Patienten mit
histologisch gesichertem Prostatakarzinom erfolgte eine RPE, im Rahmen
dessen wurde das bendétigte Tumorgewebe entnommen. Das Durchschnittsalter
der Patienten betrug 67,3 Jahre, (Minimum 53, Maximum 84 Jahre). Angaben
zum TNM-Stadium, beziehungsweise zum Gleason-Score stammen aus der
histologischen Aufarbeitung des Prostatektomiepraparates. Aus den erhaltenen
Proben konnten aus 15 Tumoren Spharoide gewonnen werden. Eine Ubersicht

Uber Eigenschaften der Patienten- und Karzinomcharakteristika liefert folgende

Tabelle:
17.261 63 T2c 7 12
17.262 68 T2c 7 8,2
17.265 67 T2c 7 6,7
17.271 72 T2c 7 9
17.272 65 T3b 7 4,7
17.276 67 T2c 7 3,8
17.282 T2c 7
17.293 74 T3a 7 6,8
17.314 72 T2c 9 45
17.315 58 T2c 7 55
18.005 77 T2c 8 19
18.002 74 T2c 7 6,9
18.024 70 T2c 7 16
18.025 59 T2c 7 7,3
18.033 57 T2c 7 54
18.047 84 T3b 9 12
18.048 53 T2a 7 16,4
18.049 69 T3a 9 36

Tabelle 3: Auflistung der Patientenprobendaten.
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2.1.2 GERATSCHAFTEN

Abzug Captair:

Cell Observer Spinning Disc Mikroskop:

Deckglaser:

Einbettschalchen:

Envision Multilabel Reader:
Erlenmeyerkolben steril:
FACS Melody:

Feinwaage:

GrofRraum-Gefrierbehalter N2:

Inkubator:

Magnetruhrer:

MikroCam:

Mikroskop Axiophot:
Mikroskop Axiovert 200M:
Mikroskop Eclipse TE300:
Mikroskop:

Mikrowelle:

Modulares Paraffineinbettsystem:

Multiwellplatten:

Objekttrager Strecktisch:

Objekttrager:
Orbitalschiittler:

Paraffinstreckbad:

pH-Meter:
Pipetten:
Pipetten:

Erlab, Frankreich
Zeiss, Deutschland

Thermo Fisher Scientific, USA,
Roth, Deutschland

Tissue Tec, Sakura Finek, USA
Perkin Elmer, USA

Corning, USA

BD, USA

Mettler Toledo, USA

teclab GmBH, Worthington
Industrie, USA

Binder, Deutschland

IKA Labortechnik, Deutschland
Bresser, Deutschland

Zeiss, Deutschland

Zeiss, Deutschland

Nikon, Japan

Nikon, Japan

Sharp, Japan

medite Medizintechnik,
Deutschland

Corning, USA

medite Medizintechnik,
Deutschland

Thermo Fisher Scientific, USA
Neolab Deutschland

medite Medizintechnik,
Deutschland

Mettler Toledo, USA
Corning, USA
Eppendorf, Deutschland
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Rohrchen 15ml, 50mi:
Rohrchen:
Rotationsmikrotom:
Sepmate Réhrchen:

Skalpell:

Spritze:
Stereomikroskop:
Sterilbank HERAsafe:
Sterilfilter 0,45um:
Tiefkuhltruhe -80°:
Waage:

Warmeschrank Histologie:

Wasserbad:

Zellkulturflasche 25ml, 75ml:
Zellkulturflaschen Ultra low Attachment:

Zellkulturplatte Ultra low Attachment:

Zellsieb 0,5mm:
Zellsieb 40um:
Zentrifuge 5810R:

Zentrifuge heraeus Instruments:

Zentrifuge Universal 2S:

greiner Bio one, Deutschland
Corning, USA

Leica Biosystems, Deutschland
Stemcell, USA

Schreiber Instrumente,
Deutschland

Braun, Deutschland

Novex, Holland

Thermo Fisher Scientific, USA
Corning, USA

Sanyo, Japan

Mettler Toledo, USA
Bachhofer, Deutschland

GFL, Deutschland

Corning, USA

greiner bio one, Deutschland
Corning, USA

VWR, USA

BD Falcon, USA

Eppendorf, Deutschland
Thermo Fisher Scientific, USA
Hettich, Deutschland

2.1.3 VERWENDETE LOSUNGEN, MEDIEN UND SUBSTANZEN

Chemikalien:

Abirateronacetat 1mM:

Agar-Agar bakteriologisch:

Avidin Novocastra:

Biotin LOsung:

BSA: Albumin Fraktion 5:

Selleckchem, USA
Roth, Deutschland
Leica, Deutschland
Leica, Deutschland
Roth, Deutschland
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Calcein AM:

Carboplatin 1mM:

Celltox green Dye:
Choleratoxin:
Collagenase/Hyaluronidase:
CV Mount:

Cytofix/Cytoperm Fixation:
Permeabilization Kit

DAB Chromogen Novocastra:
DAB Substrate Buffer Novolink:

Dihydrotestestosteron 1.0 mg/ml:

DMEM:
DMSO:
Docetaxel 1mM:

Dynabeads Human Activator:
CD3 CD28

EDTA:
Enzalutamid:
Eosin:
Essigsaure:
Ethanol:

Ethidium Homodimer:
2mM in 1:4 DMSO:H20

FKS:

Gelatine:

Glutamin:

HBSS:

Hematoxylin Novocastra:
Hematoxylin:

Histogel:

Histol:

Human IFN-y ELISpot PRO (ALP), strips:

Invitrogen, USA
Selleckchem, USA
Promega, USA

Sigma Aldrich, Deutschland
Stemcell, USA

Leica, Deutschland

BD, USA

Leica, Deutschland

Leica, Deutschland

Sigma Aldrich, Deutschland
Gibco, Grof3britannien

Roth, Deutschland
Selleckchem, USA

Thermo Fisher Scientific, USA

Roth, Deutschland
Selleckchem, USA

Leica, Deutschland

Sigma Aldrich, Deutschland
Roth, Deutschland
Invitrogen, USA

Gibco, Grof3britannien

Sigma Aldrich, Deutschland
Gibco, Grof3britannien

Gibco, Grof3britannien

Leica, Deutschland

Leica, Deutschland

Thermo Fisher Scientific, USA
Roth, Deutschland

Mabtech, Schweden
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IL15:

IL2:

IL7:

Ipilimumab:

Liberase:

Lymphoprep:

MEM Vitamin:

Nivolumab 10mg/ml:

Normal Goat Serum:

Novo Pen:

PBS:

Pen-Strep:

Peroxidase Block Novocastra:
Primocin:

Primocin:

R1881 (DHT):

Renaissance essential Tumor Media:
RETM Medium phenolrotfrei:
Roti Histofix 4%:

RPMI 1640:
Streptavidin-HRP Novocastra:
Supplement:

Sytox Orange 5mMin DMSO:
Triton:

Trizma base:

Trypsin-EDTA 0,05%:

IHC Staining Kit: Lab Vision™ UltraVision™

Detection System: anti-Polyvalent, AP

Peprotech, USA

Peprotech, USA

Peprotech, USA
Selleckchem, USA

Roche, Schweiz

Stemcell, USA

Thermo Fisher Scientific, USA
Bristol-Myers Squibb, USA
Jackson Immuno Research, USA
Leica, Deutschland

Gibco, Grof3britannien

Gibco, Grof3britannien

Leica, Deutschland

Invitrogen, USA

Invitrogen, USA

Sigma Aldrich, Deutschland
Cellaria, USA

Thermo Fisher Scientific, USA
Roth, Deutschland

Gibco, Grof3britannien

Leica, Deutschland

Cellaria, USA

Invitrogen, USA

Roth, Deutschland

Sigma Aldrich, Deutschland
Gibco, Grof3britannien

Thermo Fisher Scientific, USA
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Medien und Puffer:

Digestion Medium:

20 ml DMEM
1% Pen-Strep
430ul Liberase

Stammzellmedium:

500 ml Renaissance essential
Tumor Media

15ml Supplement
125ul Choleratoxin,

1ml Primocin

T-Zell-Medium:

500mI MEM Vitamin
25ml FKS
5ml Glutamin

1Iml Primocin

Medium DU145:
500mI DMEM

5ml Pen-Strep
50ml FKS

5ml Glutamin

Farbepuffer FACS:
PBS

Medium LNCaP:

500ml RPMI 1640
5ml Pen-Strep
50ml FKS

5ml Glutamin

0,1nM R1881 (DHT)

Medium PC3-M:
500mI RPMI 1640

5ml Pen-Strep
50ml FKS

5ml Glutamin

RETM-Medium phenolrotfrei

TE-Puffer IHC:

1l destilliertes Wasser
10mM Trizma base

1mM EDTA

Blockin- Medium IHC:

50ml PBS,
0,25% Triton (Roth)
10% Normal Goat Serum

10% FKS
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Zelllinien:

DU145:
LNCaP:
PC3-M:

Antikorper:

Erstantikdrper IHC:

Human PSA
Human KI-67
Human KI-67

Zweitantikorper IHC:

Biotin-SP (long spacer) AffiniPure F(ab"),
Fragment Goat Anti-Mouse IgG (H+L)

ELISpot:

Pos. Kontrolle: mAB CD3-2
Detection Antibody: 7-B6-ALP

FACS:

PE/Cy7 anti human CD4, SK3 Klon

FITC anti human CD8a

FITC anti human FOXP3
Zombie Violet Fixable Viability Kit

ATCC, USA
ATCC, USA
ATCC, USA

nsj Bioreagents, USA
RD Systems, USA
Dako, USA

Jackson Immuno Research, USA

Mabtech, Schweden
Mabtech, Schweden

Bioledgend, USA
Bioledgend, USA
Bioledgend, USA
Bioledgend, USA
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2.2 METHODEN

2.2.1 GEWINNUNG DER MIKROTUMORE
Samtliche Mikrotumore wurden im Brutschrank bei 37°C und 5% CO2-Begasung

kultiviert. Alle Arbeitsschritte wurden steril unter keimfreier Atmosphére in einer

Zelltkulturwerkbank durchgefuhrt.

Die Gewinnung der Mikrotumore erfolgte am Tag der Operation nach dem
modifizierten Protokoll zur Spharoidgewinnung aus Colonkarzinom von Kondo et
al. [49]. Das entnommene Prostatakarzinomfrischgewebe wurde sofort nach der
Operation in Lagermedium gegeben und direkt zur Weiterverarbeitung ins Labor
transportiert. Dort wurde das Lagermedium verworfen und die Probe mit 20ml
HBSS gewaschen. Auch das Waschmedium wurde verworfen. Erneut wurden
20ml HBSS hinzugegeben und die Probe in eine 10cm-Kulturschale uberfihrt.
Dort wurden mithilfe einer Pinzette und eines Skalpells bei Bedarf nekrotische
Teile entfernt und dann das Gewebe in ca. 1 mm groRe Stlicke zerkleinert. Die
Probe wurde mitsamt dem Medium in einem 50ml-Zentrifugenréhrchen 5 Minuten
bei 4°C und 200g zentrifugiert. Diese Angaben gelten auch fur samtliche weiteren
Zentrifugationsschritte. Das Medium im Uberstand wurde nun verworfen, die
Probe erneut mit 20ml HBSS gewaschen und wiederum zentrifugiert. Die
Waschlosung wurde verworfen und das entstandene Pellet in 20ml des
Verdaumediums resuspendiert. Dazu wurde noch frisch 430pl Liberase gegeben.
Zum Verdau wurde alles in einem sterilen Kolben fir 2h bei 37°C und 5% CO2
auf einem Orbitalschuttler inkubiert. Nach 2 Stunden wurde das Medium in ein
50ml-Réhrchen Uberfuhrt und abzentrifugiert. Das Medium wurde verworfen und
die Probe noch einmal mit 20ml HBSS gewaschen. Mithilfe eines Drahtgitters
(Lochgrofe 500um) wurde die Probe gefiltert. Das Filtrat wurde in ein
Zentrifugenrohrchen Uberfihrt und abermals gefiltert, dieses Mal mit einem
Zellsieb (LochgroRe 40um). Der Durchfluss enthalt tumorinfiltrierende
Lymphozyten (TILs), diese wurden spater weiterverarbeitet. Die Unterseite des
Zellsiebs wurde in 20ml HBSS in einer 10cm-Kulturschale getaucht, um durch
vorsichtiges Herumschwenken Ablagerungen, einzelne Zellen und Zellklumpen

mit einem Durchmesser <40um zu entfernen. Das Zellsieb wurde dann in eine
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neue Kulturschale mit 30ml HBSS getaucht. Mithilfe einer 1000ul-Pipette konnten
nun die im Sieb verbliebenen Mikrotumore gesammelt und in ein 15mlI-Réhrchen

Uberfihrt werden.

Sep#XXV ’
: Gy X
500y fiiter

s@#xxvnl }4‘%‘
40 fmag organoids

!

flow through (FT)

Abbildung 5 Filtrationsschritte und Sammeln der Mikrotumore aus Kondo, J., et al., Retaining
cell-cell contact enables preparation and culture of spheroids composed of pure primary cancer
cells from colorectal cancer [49]

Nach einem weiteren Zentrifugationsschritt wurde die Probe mit 15ml HBSS
gewaschen und abzentrifugiert. Das HBSS wurde entfernt und zu dem Pellet 4ml
Stammzellmedium gegeben. Zu jedem Ansatz wurden zusatzlich noch 0,1nM
Dihydrotestosteron (DHT) pipettiert. Die Mikrotumore wurden dann in 6cm
Schélchen bei 37°C und 5% CO2 inkubiert. Ein Mediumwechsel erfolgte alle 3
Tage. Dazu wurden die Zellen in ein 15ml-Réhrchen Gberfihrt und
abzentrifugiert. Das alte Medium wurde verworfen und 4ml neues
Stammzellmedium und die entsprechende Konzentration an DHT auf die Zellen
gegeben. Nach ca. 2 Tagen verdichteten sich die Mikrotumore und konnten fir

weitere Experimente eingesetzt werden.

Der Durchfluss mit den enthaltenen TILs wurde abzentrifugiert, in 500ul T-Zell-
Medium resuspendiert und mit 400ul FKS und 100ul DMSO bei -80°C eingefroren

und nach 1-2 Tagen in flussigen Stickstoff Gberfuhrt.

Aufgrund der geringen Anzahl an erhaltenen Mikrotumoren wurden verschiede
Abanderungen des Protokolls durchgefihrt. Anstatt des zweistiindigen Verdaus
wurde das Gewebe 4h oder 16 h Gber Nacht verdaut. [50] Des Weiteren erfolgte
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ein Verdau mit 1ml Collagenase/Hyaluronidase, einer Enzymmischung speziell

fur den Verdau von Prostata und Brustgewebe in 10ml Verdaumedium.

2.2.2 VITALITATSFARBUNG
Zur Qualitatskontrolle wurde einige Tage nach der Praparation eine

Vitalitatsfarbung mit anschlieBender konfokaler Lebendzellmikroskopie
durchgefiihrt. Dazu wurden 150ul Medium mit Mikrotumoren entnommen und
auf eine 96-Well-Platte Uberfuhrt. Zu den Mikrotumoren wurde 2uM Calcein als
Lebendzellfarbstoff und 4uM Ethidium Homodimer oder Sytox Orange in einer
1:1000 Verdinnung als Totzellfarbstoff gegeben. Nach einer Inkubationszeit von
30 min wurden Bilder am konfokalen Mikroskop im Durchlichtkanal, GFP, und im

Roten Kanal angefertigt.

2.2.3 HYDROGELEXPERIMENTE
Aufgrund der geringen Anzahl an gewonnenen Mikrotumoren aus dem

Patientenmaterial wurde nach einer Mdoglichkeit gesucht, Zellen des
Patientengewebes in vitro auswachsen zu lassen. So sollten aus Einzelzellen
Mikrotumore gewonnen werden, die dann in weiteren Experimenten eingesetzt

werden kénnen.

Dazu wurden die gewonnenen Mikrotumore im ersten Schritt in PBS gewaschen
und in 1 ml Trypsin resuspendiert. Nach ca. 10 min waren fast alle Zellen
vereinzelt und die Zellen wurden in PBS mit 2% FKS wieder aufgenommen, um
den Verdau zu stoppen. Schlie3lich wurden die erhaltenen Einzelzellen wieder in
Medium resuspendiert. Die Zellen wurden nun auf ein kurz vor der Marktreife
stehendes Hydrogel gegeben, das den Zellen die Mdglichkeit bieten sollte, in das
Gel einzuwandern, dort auszuwachsen und neue Spharoide zu bilden. Die
Besonderheit dieses Hydrogels besteht in dessen Dichte, die vom Boden bis zur
Oberflache des Gels hin abnimmt und das Gel an der Oberflache schlie3lich zu
Wasser wird. Dadurch soll das Eindringen der Zellen erleichtert werden, ohne
dass weitere Schritte zur Vorbereitung der Zellen notwendig sind. Um lebende

Zellen sichtbar zu machen, wurden pro 150ul Medium pro Well 0,75ul CalceinAM



Material und Methoden 37

hinzugegeben. Das Verhalten und Einwandern der Zellen wurde mithilfe

konfokaler Mikroskopie beobachtet.

2.2.4 KOKULTUR MIT T-LYMPHOCYTEN
Sowohl fur die Kokultur von Mikrotumoren im Hydrogel wie fur die FACS und

ELISpot-Analyse der T-Zellen wurden tumorinfiltrierende T-Zellen (TILS)
expandiert. Dazu wurden die eingefrorenen TILs aufgetaut und mitsamt Medium
in ein 15ml-Réhrchen gegeben. Dazu wurde 3ml T-Zell-Medium gegeben und
alles 5 min bei 300g zentrifugiert. Das Medium wurde verworfen. Zu 1ml des T-
Zell Mediums wurde 1pl IL-2 (100 U/ml), 2ul IL-7 (10 U/ml) und 2,4l IL-15 (23,8
U/ml) gegeben. Das bei der Zentrifugation entstandene Pellet wurde in 100ul des
T-Zell-Mediums mit den Interleukinen aufgenommen und in ein Well einer 96-
Well Platte Uberfihrt. Zuséatzlich wurden 2ul (ca. 80000) CD3/CD28 Dynabeads
zu den T-Zellen gegeben. Ein Mediumwechsel (50ul Mediumentnahme und
Zugabe von 50ul neuem T-Zell-Medium) erfolgte alle 2 Tage. Nach 14 - 21 Tagen
waren die T-Zellen soweit expandiert, dass sie in weiteren Experimenten

eingesetzt werden konnten.

Um das Verhalten der T-Zellen in Kokultur mit den Tumorzellen und eine
eventuelle Migration der T-Zellen zu den Tumorzellen zu beobachten, wurden die
expandierten T-Zellen zu den Tumorzellen in das Hydrogel gebracht. Um die
beiden Zellarten voneinander unterscheiden zu kdnnen, wurden die T-Zellen vor
dem Einbringen in das Hydrogel mit Calcein red angefarbt. Die Kokultur wurde

ebenfalls mithilfe konfokaler Mikroskopie beobachtet.

2.2.5 KULTIVIERUNG ZELLLINIEN
Die Zelllinien wurden im Brutschrank bei 37°C und 5% CO2 Begasung kultiviert.

Alle Arbeitsschritte wurden steril unter keimfreier Atmosphare in einer

Zelltkulturwerkbank durchgefuhrt.

Aufgrund der geringen Menge an Mikrotumoren aus Patientenmaterial wurden
die Prostatakarzinomzelllinien DU145, PC3-M und LNCaP kultiviert, um im
nachsten Schritt erste Substanztestungen an diesen durchzufiihren. Die Zellen
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wurden von ATCC bezogen. Die Anzucht erfolgte fir DU145 in DMEM, flr
LNCaP und PC-3 in RPMI1640 mit jeweiligen Zuséatzen. Die Zelllinien wurden
zuerst in Zellkulturflaschen adherent angeziichtet. Je nach Zellwachstum wurden
die Zelllinien alle 1 bis 3 Tage bei Semikonfluenz gesplittet. Daflir wurde das
Medium abgesaugt und die Zellen mit 5ml DMEM gewaschen. Nachfolgend
wurden 2ml Trypsin auf die Zellen gegeben und die Zellkulturflasche einige
Minuten inkubiert, bis sich die Zellen vom Untergrund I6sten. Um die
Trypsinreaktion abzustoppen, wurden 3ml Medium zugegeben und die Zellen
1:10 wieder ausgesat. Dazu wurden 15ml neues Medium zu den Zellen gegeben.
Um aus den Zelllinien ebenfalls Sphéaroide zu gewinnen, wurden die Zellen wie
beim Splitten abgeldst und in Zellkulturflaschen mit zellabweisender Oberflache
weiter kultivier. Nur die Zelllinien DU145 und LNCaP bildeten Sphéroide aus,
daher wurden nur diese beiden Zelllinien weiterverwendet. Ein Mediumwechsel
erfolgte alle 3 Tage. Dafir wurde das Medium mitsamt den enthaltenen
Sphéaroiden abzentrifugiert, das alte Medium verworfen und die Sphéroide in 5ml

neuem Medium aufgenommen.

2.2.6 SUBSTANZTESTUNG
Zur Quantifizierung der Sensitivitat von Wirkstoffen auf die patientenabgeleiteten

Mikrotumore sollte der CellTox™-Green-Cytotoxicity-Assay von Promega
verwendet werden. Das Prinzip des Assays basiert auf der selektiven Aufnahme
des Fluoreszenzfarbstoffes Celltox Green in Zellen mit beeintrachtigter Integritat
der Plasmamembran. Nach Aufnahme des Farbstoffes in die Zellen bindet dieser
an die DNA und die Fluoreszenz erhoht sich um ein Vielfaches. In lebende Zellen
kann der Farbstoff nicht eindringen. Die Erhéhung des Fluoreszenzsignals ist
damit proportional zur Anzahl der toten Zellen und damit zur Zytotoxizitat des
Wirkstoffes
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Abbildung 6 lllustration zur Funktionsweise des CellTox™ Green Cytotoxicity Assays von
Promega. Gezeigt wird der Farbstoff, der nicht in lebende sondern nur in tote Zellen eindringen
kann. Dort bindet er an DNA und seine Fluoreszenz steigt stark an.

Aufgrund der geringen Anzahl an verfugbaren Mikrotumoren aus
Patientenmaterial wurde der Assay im ersten Schritt mit Spharoiden der beiden
Zelllinien durchgefuhrt. Auf diese Weise sollte eine Konzentration des
Medikaments ermittelt werden, bei der sich eine zytotoxische Wirkung auf die
Zellen zeigt. Diese Konzentration sollte dann an den patientenabgeleiteten

Mikrotumoren getestet werden.

Dazu wurden pro Well einer 96-Well-Platte 100l phenolrotfreies RETM-Medium
pipettiert und dazu die Celltox-Green-Dye in einer 1:1000 Verdinnung gegeben.
In 50ul Medium wurden 10 - 15 Spharoide der jeweiligen Zelllinie pipettiert.
SchlieR3lich wurde die jeweilige Behandlung dazugegeben. Die Ansétze erfolgten
pro Konzentration in Triplikaten. Einen Uberblick liefert folgende Tabelle:

Docetaxel DMSO 0,5uM  1pM  1,5uM  2uM  4pM  10pM  20pM  Medium
Kontrolle

Carboplatin = DMSO 1uM 2uM  4pM 10pM  20puM  40pM | 80pm  Medium
Kontrolle

Tabelle 4 Uberblick tiber verwendete Medikamente und Konzentrationen im Celltox-Green-
Assay

Die Auswahl der Konzentrationen erfolgte dabei in Anlehnung an cmax —Werte,

die in klinischen Studien im Patientenserum erreicht wurden. Diese waren fir
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Docetaxel Konzentrationen von 0,5 -4ug/ml = 0,62-5 uM [27] und fir Carboplatin
Cmax: 14,3ug/ml = 38,5uM [30].

Die Zunahme der Fluoreszenz wurde nach Oh, 24, 48 und 120h an einem

Mikroplatten-Reader gemessen.

2.2.7 SUBSTANZTESTUNG MIKROSKOPIE
Aufgrund der geringen Anzahl an Mikrotumoren aus Patientenmaterial konnte der

CellTox™-Green-Cytotoxicity-Assay mit Patientenmaterial nicht durchgefihrt
werden. Um trotzdem die Zytotoxizitat einzelner Wirkstoffe testen zu kdnnen,
wurde ein Mikroskopieverfahren entwickelt. Dabei kdnnen anhand einer Lebend-
Tot-Farbung einzelne Mikrotumore beobachtet werden. Um geeignete
Konzentrationsbereiche fir die zu testenden Medikamente zu finden, wurde
ebenfalls im ersten Schritt mit den Zelllinien LNCaP und DU145 gearbeitet. Die
gefundenen Konzentrationen wurden dann im zweiten Schritt fir die Testung an

Patientenmaterial verwendet.

Im ersten Schritt wurden jeweils die Zelllinien LNCaP und DU145 mit
verschiedenen Konzentrationen der Medikamente Docetaxel und Enzalutamid

getestet. Einen Uberblick dazu liefert die Tabelle:

Enzalutamid A DMSO 0,5uM  1uM 2uM 5uM 10puM 20uMm Kontrolle
Kontrolle

Docetaxel DMSO 1uM 2uM 5uM 7uM 10puM 20uM Kontrolle
Kontrolle

Tabelle 5 Uberblick iiber verwendete Wirkstoffe und Konzentrationen im Mikroskopie-Assay

In den Assay-Ansatz wurden dazu in eine Ultra-Low-Attachment-Platte jeweils
150ul Mikrotumore gegeben. Diese wurden zuvor soweit verdtinnt, dass sich pro
Well 5 — 10 Mikrotumore befanden. Alle Konzentrationen wurden in Triplikaten
pipettiert. Zu den Mikrotumoren wurden im nachsten Schritt 0,75ul CalceinAM
und 1,5pl 1:10 verdinntes Sytox Orange gegeben. Noch vor Zugabe der
Medikamente wurden im konfokalen Mikroskop Aufnahmen von 3 Mikrotumoren

pro Well, also 9 Aufnahmen pro Konzentration als Z-Stack im Durchlicht, roten
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und im grinen Kanal angefertigt um einen einheitlichen Oh Wert zu erhalten.
Nach den Oh-Aufnahmen wurden die Medikamente hinzugefigt. Nach 24h, 48h,
72h und 96h wurden wiederum jeweils 9 Z-Stack Aufnahmen pro Konzentration

angefertigt.

Im weiteren Verlauf wurde der Assay insofern abgeéandert, als dass nicht zu
Beginn alle Mikrotumore angefarbt wurden, sondern dass 3 komplette Ansatze
an Tag 1 pipettiert wurden, von denen einer an Tag 1, der zweite an Tag 3 (48h)
und der dritte an Tag 5 (96h) angefarbt wurde. Es wurden jeweils 5 wells pro

Konzentration und Farbetag pipettiert.

Die Auswertung der Bilder erfolgte mit Hilfe der Software ZEN lite 2012 sowie Fiji
(ImageJd). Die Zellline DU145, die sehr einheitlich runde Spharoide formt, wurde
anhand der GrolRe der Spharoide im Durchlichtkanal ausgewertet, da die
Spharoide klar abgrenzbar von den toten Zellen um das Spharoid waren. Es
zeigte sich jedoch, dass weder die Zelllinie LNCaP noch die meisten
Patiententumoren anhand dieser Methode ausgewertet werden konnten, da sie
uber eine weniger homogene Struktur verfluigten. Daher wurden die LNCaP-
Spharoide und die patientenabgeleiteten Mikrotumore anhand des Verhéltnisses
der Flache toter Zellen zur Gesamtgrof3e des Spharoids ausgewertet. Um gute
Farbeergebnisse zu erhalten, wurde dazu in Anlehnung an Jenkins et al. [51] der

Ansatz dreifach pipettiert und erst am Tag der Auswertung angefarbt.

Nach der Validierung des Mikroskopie-Assays anhand der Zelllinien wurde die
Konzentration 10uM fur Docetaxel und Enzalutamid bestimmt, bei der eine
deutliche zytotoxische Wirkung sichtbar wurde. Diese Konzentrationen wurden
dann bei patientenabgeleitetem Material verwendet. Auch mit den Mikrotumoren
des Patienten wurden 3 Ansatze pipettiert, um sie an Tag 1, 3 und 5 zu farben,
allerdings aufgrund der geringen Anzahl an Mikrotumoren nicht in Triplikaten.
Zusatzlich wurde eine Kontrolle pipettiert. Die Auswertung erfolgte gleich wie bei
den Zelllinien. Pro Zeitpunkt und Konzentration wurden 6 — 10 Mikrotumore

ausgewertet.
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2.2.8 HISTOLOGISCHE UNTERSUCHUNG DER MIKROTUMORE
Um, zur genaueren Charakterisierung, alle Mikrotumore eines Patienten

einzubetten, wurde das gesamte Medium mitsamt den Mikrotumoren durch ein
40uM-Zellsieb gegeben. Es folgten 2 Waschdurchgédnge, wobei das Zellsieb
jeweils einige Minuten in Schalchen mit DPBS gewaschen wurde. Nun wurde das
Sieb in ein weiteres Schalchen mit Roti Histofix 4% gegeben und fir 4h bei
Raumtemperatur inkubiert. Um das Auffinden der Mikrotumore spater zu
erleichtern, wurden die fixierten Mikrotumore 5 min in Harris Hamatoxylin gefarbt.
Danach wurde das Sieb 2x fur jeweils 15 Minuten in 50%igem Alkohol und 2x fir
15 Minuten in 70%igem Alkohol gewaschen. Um die Mikrotumore optimal

einbetten zu kdnnen, wurden mehrere Methoden getestet.

Methodel: Das Histogel [52] wurde flur 1-2 Minuten in der Mikrowelle erwarmt
und ein Cryomold (TissueTec) bis zur Halfte damit gefullt. Um das Auffinden der
Mikrotumore im Paraffinblock spater zu vereinfachen, wurde in die Mitte des
Blocks wahrend des Abkuhlungsprozesses ein Stempel gehalten. In das so
entstandene Loch konnten dann die Mikrotumore gegeben werden. Dazu wurden
sie unter dem Mikroskop in sehr wenig Volumen (3-4ul) aufgenommen und in das
Loch im Histogel Uberfiihrt. Sobald keine Flissigkeit mehr im Histogel war, wurde
das Cryomold mit weiterem Histogel vollgefillt und zum Abkihlen in den

Kuhlschrank gestellt.

Methode 2: Die Mikrotumore wurden mit einer Pipettenspitze auf den Boden des
Cryomolds uberfuhrt. Nachdem das Ethanol sich verflichtigt hatte, wurde das
zuvor erwarmte Histogel direkt auf die Mikrotumore gegeben. Sollten die
Mikrotumore nicht am Boden bleiben, sondern im Gel schwimmen, wurden sie
mit einer Pipettenspitze wieder auf den Boden gedrickt, um eine einheitliche
Schicht mit Mikrotumoren zu bekommen. Zum Abkuhlen wurde das Gel in den

Kihlschrank gestellt.

Methode 3: Anstelle des Histogels wurde ein anderes Einbettmedium aus Agar
und Gelatine genutzt [53]. Dazu wurde eine 4% w/v Losung aus Agar und
destilliertem Wasser (40°C) sowie eine 5% w/v Losung aus Gelatine und

destilliertem Wasser (40°C) hergestellt. Diese beiden Losungen wurden 1:1
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gemischt, um eine viskdse Flussigkeit mit 2% Agar und 2,5% Gelatine zu
erhalten. Die Mikrotumore wurden auf den Boden des Cryomolds gegeben, kurz
abgewartet, bis das Ethanol sich verflichtigt hatte, und das Agargel

daraufgegeben.

Sobald das Gel abgekuhlt war, konnte es aus dem Cryomold in eine
Histokassette gedriickt werden. Die Lagerung der Kassette erfolgte in 70%igem
Alkohol.

Um den Gelblock in Paraffin einbetten zu konnen, wurden folgende

Prozessierungsschritte durchgeftuhrt:

Fixierung
Histofix 1:00h
Histofix 1:00h
Entwasserung
70% Ethanol 0:45h
90% Ethanol 0:45h
100% Ethanol 0:45h
100% Ethanol 0:45h
100% Ethanol 0:45h
100% Ethanol 1:00h
Clearing
Histol 0:45h
Histol 1:00h
Infiltration

Paraffin (60°C) Uber Nacht
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Nach der Infiltration des Paraffins Giber Nacht konnte der Block am néchsten Tag
in den Paraffinblock eingebettet werden. Von diesem Block wurden 5um dicke
Schnitte angefertigt und diese auf Objekttrdger gezogen. Unter einem
Stereomikroskop wurde das Vorhandensein der Mikrotumore kontrolliert und

deren Position markiert.

Im nachsten Schritt erfolgte die Farbung der Mikrotumore mit Hamatoxylin und
Eosin. Dazu wurden die Objekttrager fur 30 min bei 60°C inkubiert, um das

Paraffin zu schmelzen. Es folgten die Schritte:

Entwachsen:
Histol 3:00 min
Histol 3:00 min
100% Ethanol 2:00 min
100% Ethanol 2:00 min
90% Ethanol 2:00 min
70% Ethanol 2:00 min
Leitungswasser 2:00 min
Destilliertes Wasser 0:30 min

Farbung:
Harris Hamatoxylin 2:00 min
Leitungswasser 3:00 min
Essigsaure 2% 2:00 min
Leitungswasser 4:00 min

90% Ethanol 2:00 min
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Eosin 2:00 min
Leitungswasser 0:15 min
Dehydratisierung:
90% Ethanol 1:00 min
100% Ethanol 1:00 min
100% Ethanol 2:00 min
Histol 2:00 min
Histol 2:00 min

Im Anschluss wurden die gefarbten Mikrotumore mit CV Mount eingedeckelt und
unter dem Mikroskop betrachtet.

Des Weiteren wurde an anderen Schnitten eine immunhistochemische Farbung
der Mikrotumore vorgenommen. Es handelt sich dabei um ein Verfahren, bei dem
Antikorper an Epitope auf dem Gewebe binden und diese somit sichtbar gemacht
werden konnen. Es wurde dazu die Labelled-Streptavidin-Biotin-Methode
verwendet [54]. Bei dieser Methode bindet ein Priméarantikorper an das Epitop
auf dem Gewebe. An diesen Priméarantikorper bindet ein Sekundarantikorper, an
den, um es besser erreichbar zu machen, Uber einen Kohlenstoffarm Biotin
gebunden ist. Dieses Biotin bindet an Streptavidin, an welches direkt die
Peroxidase gekoppelt ist. Durch die direkte Kopplung bleibt der Komplex klein,
auch wenn viel Enzym an das Streptavidin gekoppelt wird. Dies tragt zur erh6hten
Sensitivitat dieser Methode bei. An ein Biotin kbnnen mehrere

Streptavidinkomplexe binden, auch dies tragt zur Erhéhung der Sensitivitat bei.
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Meerrettich Peroxidase

W
. Avidin
O

o

Biotin

Substrat (DAB)

Abbildung 7 lllustration der immunhistochemischen
Farbemethode. Eigene Darstellung.

Um die Schnitte zu farben, wurden die Objekttrager 30 min bei 60°C inkubiert um

das Paraffin zu schmelzen. Es folgte wieder die Entwachsungsreihe:

Histol 3:00 min
Histol 3:00 min
100% Ethanol 2:00 min
100% Ethanol 2:00 min
90% Ethanol 2:00 min
70% Ethanol 2:00 min
Leitungswasser Bis zur Weiterverarbeitung

Zur Wiederherstellung der Epitope wurden die Objekttrager 20 min in 95-98°C
warmem Puffer (10mM Tris/ ImM EDTA, ph 9.0) inkubiert. Nach der Inkubation
konnten die Objekttrager in deionisiertem Wasser auskihlen. Es folgten 2

Waschschritte in deionisiertem Wasser fir jeweils 2 min.
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Mithilfe des NovoPen wurde der Bereich, auf dem sich die Mikrotumore
befanden, eingekreist. Der Novopen enthélt ein hydrophobes Reagenz, welches
es ermoglicht, mit einem mdglichst geringen Volumen an Antikérpern zu arbeiten,

da diese nicht aus dem ,Ring“ um die Mikrotumore herauslaufen kdnnen.

Um eventuell endogen vorhandene Peroxidase zu neutralisieren, wurde der
Peroxidaseblock fir 5 min auf die Schnitte gegeben. Es folgten 2 Waschschritte

in PBS fir jeweils 2 min.

Um unspezifische Bindungen des Antikdrpers zu verhindern, wurden 4 Tropfen
der Avidinlésung zu jedem ml des Blockierungsmediums (PBS + 0,25% Triton X-
100 + 10% Normal-Goat-Serum) gegeben und je nach GroRRe des zu farbenden
Areals 300 — 500ul auf die Probe pipettiert. Es folgte eine Stunde Inkubation in
einer feuchten Kammer bei Raumtemperatur. Dann folgten 2 Waschschritte in

PBS flr jeweils 2 min.

Nun wurde der primére Antikorper auf die Probe gegeben. Dazu wurde dieser in
PBS mit 1% BSA verdinnt.

Es wurden Antikérper gegen PSA und KI67 verwendet. Bei KI67 handelt es sich
um einen Proliferationsmarker, durch den teilungsaktives Gewebe sichtbar
gemacht werden kann. Der PSA-Antikdrper wurde in einer Konzentration von
1pg/ml und der KI67-Antikdrper in einer Konzentration von 5ug/ml eingesetzt.
Zusatzlich zu dem Antikdrper wurden 4 Tropfen Biotin/ml hinzugegeben, um freie
Bindungsstellen des Avidins, welches zum Blockiermedium gegeben wurde, zu
blockieren. Die Schnitte wurden nun tber Nacht bei 4°C in einer feuchten

Kammer inkubiert.
Am nachsten Tag folgten 2 Waschschritte in PBS fir jeweils 2min.

Nun wurde der Zweitantikbrper auf die Probe gegeben. Dazu wurde der
Zweitantikorper (Goat Anti-Mouse bzw. Goat Anti-Rabbit) 1:500 in PBS + 1%BSA
verdinnt und jeweils 500ul auf einen Schnitt pipettiert. Die Schnitte mit dem
Zweitantikorper wurden 30 min bei Raumtemperatur in einer feuchten Kammer

inkubiert.

Es folgten 2 Waschschritte in PBS fur jeweils 2min
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Es wurden einige Tropfen Streptavidin-Meerrettichperoxidase auf die Schnitte

gegeben und diese fir 5 min inkubiert.
Es folgten 2 Waschschritte in PBS fur jeweils 2 min.

Um die Farbung zu entwickeln, wurde das in DAB-Substrat-Puffer 1:20 verdiinnte

DAB-Chromogen auf die Schnitte gegeben und diese fir 5 min inkubiert.
Es folgte ein Waschschritt in deionisiertem Wasser.

Um die Zellkerne und die Gewebestruktur sichtbar zu machen, erfolgte nach der
immunhistochemischen Farbung noch eine Gegenfarbung mit Hematoxylin.
Dafur wurden einige Tropfen des Novocastra Hematxylins auf die Schnitte

gegeben und diese 5 min inkubiert.

Nun wurden die Schnitte 5 min in Leitungswasser gewaschen und es folgte die

Dehydrationsreihe:

70% Ethanol 1:00 min
90% Ethanol 1:00 min
100% Ethanol 1:00 min
Histol 1:00 min

Im Anschluss wurden die gefarbten Mikrotumore mit CV Mount eingedeckelt und

unter dem Mikroskop betrachtet.

Zur Farbung von KI67 wurde aul3er der genannten Schritte noch ein Kit
verwendet. Hierzu wurde das Gewebe wie beschrieben deparaffinisiert und
rehydriert, 2 mal in PBS gewaschen und mit dem im Kit enthaltenen Ultra-V-Block
5 min bei Raumtemperatur inkubiert, um unspezifische Antikérperbindungen zu
verhindern. Dann wurde der KI67-Antikérper in einer Verdinnung von 1:200
dazugegeben und die Schnitte Gber Nacht bei 4°C im Dunkeln inkubiert. Die
Schnitte wurden 4 mal in PBS gewaschen und mit dem Biotinylated Goat-Anti-
Polyvalent-Reagenz (Kit, Thermo Fisher) fur 10 min bei Raumtemperatur
inkubiert. Nach weiteren 4 Waschschritten in PBS wurde das Streptavidin-

alkalische-Phosphatase-Reagenz (Kit, Thermo Fisher) auf die Schnitte gegeben
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und diese wiederum fur 10 min bei Raumtemperatur inkubiert. Schlief3lich wurde
wieder 4 mal in PBS gewaschen und die Farbung mit dem im Kit mitgelieferten
Chromogen entwickelt. Schliel3lich wurde die Probe wie zuvor beschrieben

eingedeckelt.

2.2.9 AKTIVITATSBESTIMMUNG TILS
Zur genaueren Charakterisierung der T-Zellen wurde deren Aktivitat mittels

ELISpot bestimmt. Der ELISpot basiert auf dem Nachweis von Zytokinen, die von
aktivierten T-Zellen sekretiert werden. Er erfolgt auf mit Antikdrpern
beschichteten Membranen in einer 96-Well-Platte, an die die Zytokine binden. Im
nachsten Schritt bindet ein enzymgekoppelter Sekundarantikérper an das
Zytokin. Nach Zugabe des Substrats werden dunkle Punkte auf der Membran
sichtbar. Diese Punkte reprasentieren jeweils eine zytokinsekretierende Zelle. In
diesem Assay wurde das Zytokin IFNy nachgewiesen, welches T-Zellen nach
Antikorperkontakt sekretieren und das sowohl immunstimulierende wie

antitumorale und antivirale Eigenschaften besitzt.

a

Primary antibody

Secondary antibody
L

@ Cell

. Analyte
Biotin

‘ Avidin-enzyme
complex

' Enzyme-specific
substrate

Abbildung 8 Prinzip des ELISpot-Assays aus Mébs, C. et all, Research Techniques Made
Simple: Monitoring of T-Cell Subsets using the ELISPOT Assay [55]
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Fur den Assay wurde das Human IFNy ELISpot Kit von Mabtech verwendet. Der
Ansatz erfolgte jeweils in Triplikaten. Die beschichteten Wells wurden 4x mit PBS
gewaschen und 30 min mit T-Zell-Medium inkubiert. Danach wurden pro Well
2000 — 3000 T-Zellen und ca. 10 Mikrotumore gegeben. Zur Kontrolle wurden in
einen Ansatz nur T-Zellen ohne Mikrotumore und in einen Ansatz nur Medium
pipettiert. In weitere Wells wurden noch die Checkpoint-Inhibitoren Nivolumab
(50ug/ml) und Ipilimumab (20ug/ml) sowie eine Kombination der beiden
pipettiert. Als Positivkontrolle diente der im Kit enthaltene mAb CD3-2 in einer
Verdinnung von 1:1000. Die Platte wurde ca. 18h bei 37°C und 5% CO2 inkubiert
und dann 5x mit PBS gewaschen. Der Sekundarantikorper 7-B6-ALP wurde
1:200 in PBS mit 5% FKS verdinnt. Davon wurden 100ul zu jedem Well gegeben
und fur weitere 2h bei Raumtemperatur inkubiert. Es folgten weitere 5
Waschdurchgange mit PBS. Die Substratlésung wurde durch einen 0,45um-Filter
gefiltert und 100ul zu jedem Well gegeben. Nach ca. 10 min wurden deutliche
Punkte sichtbar, und die Entwicklung wurde durch Abwaschen mit
Leitungswasser abgestoppt. Nach der vollstandigen Trocknung wurden die
Punkte mittels eines Stereomikroskops ausgewertet.

Aufgrund der geringen Anzahl an Mikrotumoren pro Patient wurden fir den
ELISpot zwar T-Zellen des Patienten verwendet, jedoch wurden anstelle der

Mikrotumore dieses Patienten Sphéaroide der Zelllinie LNCaP eingesetzt.

2.2.10 CHARAKTERISIERUNG DES T-ZELL-PooOLS
Zur weiteren Charakterisierung des T-Zell-Pools erfolgte eine FACS

(Fluorescence Activated Cell Sorter) - Analyse des T-Zell-Pools. Bei dieser
Analysemethode werden die Zellen in einem Strom aus Flussigkeit einzeln an
einer Laserquelle mit definierter Wellenlange vorbeigefuhrt. Durch ihre Groéle,
Form und Farbung lenken die Zellen die Photonen des Lasers unterschiedlich
ab. Diese konnen dann aufgefangen und analysiert werden und dadurch
Aussagen uber Charakteristika der Zelle getroffen werden. Durch fluorochrom-
gekoppelte Antikorper kbnnen zuséatzlich bestimmte Molekiile der Zelle angefarbt

werden. Nach Anregung der Fluorochrome durch das Laserlicht fluoreszieren
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diese. Diese Fluoreszenz kann von Kollektoren aufgefangen und analysiert

werden. Dadurch kénnen verschiedene Zellpopulationen unterschieden werden.

Im Experiment wurden die Oberflachenmarker CD4 und CD8 angefarbt,
zusatzlich erfolgte eine intrazellulare Féarbung fur FOXP3, einem Protein
spezifisch fur regulatorische T-Zellen. Schlief3lich erfolgt noch eine Lebend-Tot-

Farbung.

Die Farbung erfolgte in 2 Anséatzen. Im Ansatz 1 wurden CD4, CD8 und der
Lebend-Tot-Marker gefarbt. Dazu wurden 1.000.000 Zellen in PBS mit 10% FKS
aufgenommen, gewaschen und in PBS ohne FKS resuspendiert. Zur Farbung
der toten Zellen wurde die Zombie Violet Dye in einer Verdinnung von 1:1000
hinzugegeben und 30 min im Dunkeln bei Raumtemperatur inkubiert. Nach
zweimaligem Waschen in PBS mit 10% FKS wurden die Antikdrper gegen CD4
und CD8 hinzugegeben, jeweils 5ul/100ul Flussigkeit bzw 5ul/1.000.000 Zellen.
Es folgte eine 30mindtige Inkubation bei 4°C im Dunkeln. Nach 2 weiteren
Waschschritten in PBS mit 10% FKS wurden die Zellen im FACS Melody

analysiert.

Im zweiten Ansatz wurden CD4 und FOXP3 gefarbt. Es wurden ebenfalls
1.000.000 Zellen in PBS mit 10% FKS aufgenommen, gewaschen und mit dem
Antikérper gegen CD4, ebenfalls in der Verdinnung 1:20, fur 30 min bei 4°C im
Dunkeln inkubiert. Nach 2 Waschschritten in PBS mit 10% FKS wurden die Zellen
in Fixier-Permeabilisierungslosung (Intracellular Staining Kit, BD) fir 20 min bei
4°C fixiert. Schliel3lich wurden die Zellen im Permeabilisierungs-Waschpuffer
(Intracellular Staining Kit, BD) gewaschen. Zur intrazellularen Farbung von
FOXP3 wurde der Antikérper in einer Verdinnung von 1:20 hinzugegeben und
30 min bei 4° im Dunkeln inkubiert. Nach 2maligem Waschen mit
Permeabilisierungs-Waschpuffer wurden die Zellen wieder in PBS mit 10% FKS

aufgenommen und im FACS Melody analysiert.

Der CD4-Antikorper (PE/Cy7) wurde im grinen Laser bei 561nm Wellenlange
analysiert. Sowohl der CD8- wie der FOXP3-Antikodrper (beide FITC) wurden im
blauen Laser bei 488nm analysiert. Der Totfarbstoff Zombie Violet wurde im

violetten Laser bei 405nm analysiert.
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Das Gating der Zellen erfolgte im ersten Schritt um die Lymphozyten, dann um

Einzelzellen und schliellich um die lebenden Zellen.

2.3 DATENSCHUTZ
Der Umgang mit Patientendaten sowie Patientenmaterial erfolgte unter

Berlicksichtigung des  Datenschutzgesetzes  sowie der  arztlichen
Schweigepflicht. Die Patientendaten wurden vor Weitergabe der Proben an mich
durch das urologische Labor der Uniklinik Tdbingen anonymisiert. Weitere
Patientendaten wurden durch Arzte der Uniklinik Tibingen oder das urologische
Labor der Uniklinik Tubingen anonymisiert und nur in dieser Form an mich

weitergegeben.

2.4 ETHIKVOTUM
Zur Durchfuihrung der Untersuchungen erfolgte die Erstellung eines genauen

Prufplans. Er enthielt den Titel der Arbeit, wissenschaftliche
Hintergrundinformationen und Namen beteiligter Arzte und Wissenschaftler.
Weiterer Inhalt des Prufplans waren Informationen Uber Studiendauer und
Studienpopulation, Finanzierung und das Ziel der Untersuchungen. Die
Einhaltung des Datenschutzgesetzes wurde ebenfalls dargelegt. Der Prifplan
wurde der Tubinger Ethikkommission zur Begutachtung vorgelegt. Er erhielt
unter der Projekt-Nr.: 021/2018B0O2 ein positives Ethikvotum.
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3. ERGEBNISSE

3.1 PATIENTENKOLLEKTIV

3.1.1 ALTERSVERTEILUNG
Insgesamt konnten vom 9.10.2017 bis zum 31.03.2018 von 18 Patienten Proben

gewonnen werden. Alle Proben wurden Patienten im hormonsensiblen Stadium
entnommen. Das Durchschnittsalter der Patienten betrug 67,6 Jahre. Der jingste
Patient war zum Zeitpunkt der Operation 53 Jahre alt, der alteste 84 Jahre.

Patientenalter

unbekannt; 1

>70; 6

Abbildung 9 Diagramm zur Altersverteilung der Patientenproben, Angaben in Jahren,
Durchschnittsalter: 67,6 Jahre
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3.1.2 TNM-KLASSIFIKATION UND GRADING
Zum Zeitpunkt der Operation befanden sich alle Patienten im hormonsensiblen

Stadium. Der GrofRdteil der Proben stammte von Patienten mit einer TNM
Einteilung von pT2c pNO MO, was bedeutet, dass der Tumor beide Seitenlappen
befallen, sich jedoch noch nicht Uber die Prostatakapsel ausgebreitet hat. Dies

ist bei einem Stadium ab T3 der Fall.

Bei einem Vergleich der Gleason-Score-Werte wiesen die meisten Patienten
einen Gleason-Score von 7 auf. Dies beschreibt Tumore, die zum Teil noch
drusenartige Strukturen bilden, wenngleich auch ungleichmafR3ig und ohne

Lumen.

TNM-Stadium Gleason-Score

T3b: 2 T2a; 1

9;3

8.1

Abbildung 10 Diagramm zur Darstellung der Abbildung 11 Diagramm zur Darstellung der
TNM-Stadien der Patientenproben Gleason-Score-Werte der Patientenproben
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3.1.3 PSA-WERTE
Bei den meisten Patienten, von denen Proben gewonnen wurden lag, ein PSA-

Wert von unter 10ug/ml vor. Ein Patient wurde mit einem PSA-Wert von tber 20

in die Gruppe der Hochrisikopatienten eingeordnet.

PSA-Wert

unbekannt; 1
>20ug/ml; 1

10-20ug/ml; 5

<10pg/ml; 11

Abbildung 12 Diagramm zur Verteilung der PSA-Werte der Patientenproben
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3.2 MIKROTUMORGEWINNUNG

3.2.1 MIKROTUMORGEWINNUNG
Zu Beginn der Arbeit stand das Ziel, aus dem Patientenmaterial, das aus dem

urologischen Labor der Uniklinik Tubingen bereitgestellt wurde, mdglichst viele
Mikrotumore zu isolieren. Zuvor durchgefiihrte Vorversuche hatten gezeigt, dass
die Isolierung von Mikrotumoren aus Prostatakarzinomgewebe sehr viel
ineffizienter ist als bei anderen Krebsarten wie dem Kolonkarzinom [49] oder dem
Nierenkarzinom. Nach der Einarbeitungsphase wurden daher verschiedene
Abanderungen des Protokolls durchgefiihrt. Es wurden das Verdauenzym
(Liberase vs Collagenase/Hyaluronidase) und die Lange des Verdaus (2h, 4h,
16h) variiert. Zusatzlich wurde die Zeit zwischen Operation und Verarbeitung des
Gewebes optimiert (2h) und die Grél3e der Tumorstiicke nach der mechanischen
Zerkleinerung auf <lmm heruntergesetzt. Trotz dieser Veranderungen des
Protokolls wurde eine grol3e Variabilitat der Anzahl von erhaltenen Mikrotumoren
festgestellt, die vor allem von der Grof3e des erhaltenen Probengewebes und
weniger von den obengenannten Faktoren abhing. Insgesamt konnten aus 15
Patientenproben Mikrotumore gewonnen werden, aus 3 Proben konnten keine
Mikrotumore isoliert werden. Aus den Patientenproben, aus denen Mikrotumore
isoliert werden konnten, wurden zwischen 3 und 60 Mikrotumore gewonnen, bei
einem Mittelwert von 21 Mikrotumoren, wobei die Anzahl an erhaltenen

Mikrotumoren stark schwankte.
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Verwendung der Proben

keine MT; 3 Einarbeitung; 3

MT-Gewinnung
mdglich; 12

Abbildung 13 Diagramm zur Darstellung der Proben, aus denen Mikrotumore gewonnen
werden konnten. 3 Proben wurden als Einarbeitungsmaterial verwendet, sie wurden nicht fur
weitere Experimente genutzt.

Mikrotumorgewinnung
70
60
50
40

30 mmmm Anzahl

e |\ittelwert

20

Anzahl Mikrotumore

6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
Probe

~ I

N I

o

Abbildung 14 Diagramm zur Darstellung der Anzahl an isolierten Mikrotumoren aus den
einzelnen Proben, aus denen Mikrotumore gewonnen wurden konnten. Mittelwert von 21.
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3.2.2 DARSTELLUNG GEWONNENER MIKROTUMORE
Nach der Isolierung der Mikrotumore aus dem Patientengewebe wurde zur

Qualitatskontrolle eine Vitalitdtsfarbung mit anschlieRender konfokaler
Lebendzellmikroskopie durchgefihrt, um die Viabilitdt der Mikrotumoren zu
Beginn des Experiments feststellen zu koénnen. Die Viabilitat lag dabei
durchschnittlich immer bei >90% lebender Zellen. GroR3e und Form der

Mikrotumoren schwankten sowohl von Patient zu Patient, als auch in einzelnen

Patientenproben. Die Grol3e der Mikrotumore schwankte dabei von 50um bis
500uM.

PCA 17.293

100 pm

PCA 17.272

Abbildung 15 Lebend-Tod-Farbung von Mikrotumoren aus Prostatakarzinomgewebe von 2
Patienten (17.293, 17.272). Links Durchlicht, rechts Uberlagerung von Calcein-AM (vitale
Zellen; griner Kanal) und Sytox Orange (tote Zellen; roter Kanal). Mal3stabsbalken: 100um.
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3.2.3 DARSTELLUNG DES WACHSTUMS VON MIKROTUMOREN IN HYDROGEL
Aufgrund der geringen Anzahl an gewonnenen Mikrotumoren aus dem

Patientenmaterial wurden die Mikrotumore eines Patienten zu Einzelzellen
vereinzelt und diese in ein Hydrogel mit zur Oberflache hin abnehmender Dichte
gebracht. Dadurch sollte den Zellen ein Einwandern und Auswachsen zu neuen
Mikrotumoren ermdglicht werden. Mittels konfokaler Mikroskopie zeigte es sich
jedoch, dass die Zellen nicht, wie erhofft, in das Gel einwanderten, sondern
abgekugelt auf der Oberflache liegenblieben. Auch teilten sich die Zellen nicht
und bildeten keine neuen Mikrotumore, blieben aber, anhand der Calceinfarbung

erkennbar, weiterhin vital.

Tag 1l Tag 7

Abbildung 16 Lebend-Farbung von Mikrotumoreinzelzellen aus Prostatakarzinomgewebe von
Patient 17.272. Links Zellen seit 3 Tagen im Hydrogel, rechts seit 7 Tagen. Uberlagerung von
Durchlicht und Calcein-AM (vitale Zellen; griner Kanal). MaRRstabsbalken: 100um.
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3.2.4 DARSTELLUNG MIKROTUMORE IN KOKULTUR MIT TILS IN HYDROGEL
Auch wenn die Tumorzellen des Patienten nicht in das Gel einwuchsen, sollte

dennoch ein erster Test zur Kokultivierung von Tumorzellen mit T- Zellen
stattfinden. Dazu wurden die TILs mithilfe von Interleukinen expandiert, mit
Calcein Red angefarbt und zu den Tumorzellen in das Gel gebracht. Es sollte
beobachtet werden, ob sich die T-Zellen auf die Tumorzellen zubewegen und
versuchen diese anzugreifen. Nach einer Woche im Gel zeigte sich allerdings
keine gerichtete Migration der T-Zellen auf die Tumorzellen zu. Sowohl die
Tumorzellen als auch die T-Zellen waren jedoch weiterhin vital. Auch die die T-

Zellen waren wie die Tumorzellen in dieser Zeit nicht in das Gel eingewandert.

Tag 1 Tag 7

Abbildung 17 Lebend-Farbung von Mikrotumoreinzelzellen aus Prostatakarzinomgewebe von
Patient 17.272. Uberlagerung von Durchlicht, Calcein-AM (vitale Mikrotumorzellen; griiner
Kanal) und Calcein Red (vitale T-Zellen, roter Kanal). Links T- Zellen seit 3 Tagen im Hydrogel,
rechts seit 7 Tagen. Mal3stabsbalken 100um. Schwarze Punkte im Hintergrund: Dynabeads
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3.3 SPHAROIDGEWINNUNG AUS ZELLLINIEN

3.3.1 DARSTELLUNG GEWONNENER SPHAROIDE
Aufgrund der geringen Anzahl an Mikrotumoren aus dem Patientenmaterial

wurden die Prostatakarzinomzelllinien DU145, PC3-M und LNCaP kultiviert, um
Substanztestungen im ersten Schritt mit den aus der Zelllinie gewonnenen
Sphéroiden durchzufuhren. In diesen Experimenten sollten geeignete
Konzentrationen gefunden werden, bei denen ein zytotoxischer Effekt auf die
Zellen sichtbar wird. Im zweiten Schritt wurden diese Konzentrationen dann an
Mikrotumoren aus Patientenmaterial getestet. Diese Art der Vorgehensweise
bietet die Mdglichkeit, Wirkstoffe schon am 3D-Modell testen zu kénnen, ohne
dabei auf sehr viel Patientenmaterial zurtickgreifen zu mussen. Die Sphéaroide
konnten innerhalb einer Woche aus Einzelzellen der Zelllinie gewonnen werden.

Dazu wurden sie in Flaschen mit zellabweisender Oberflache kultiviert.

Es zeigte sich, dass nur die beiden Zelllinien DU145 und LNcaP Spharoide
ausbildeten. Daher wurden nur diese beiden Zelllinien in weiteren Experimenten
verwendet. Die Zelllinie DU145 bildete runde, sehr dichte Spharoide aus,
wohingegen die Zelllinie LNCaP eher weniger dichte und ungeformte Sphéroide
bildete.

Zur Qualitatskontrolle wurde wie bei den Mikrotumoren aus Patientenmaterial zu
Beginn der Experimente eine Vitalitatsfarbung durchgefuhrt, bei der sich im
Vergleich zu den Mikrotumoren sogar noch eine hdhere Viabilitat von 95 — 100%

lebenden Zellen zu Beginn zeigte.
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LNCaP

Abbildung 18 Lebend-Tot-Farbung von Mikrotumoren der Zelllinien DU145 und LNCaP. Links
Durchlicht, rechts Uberlagerung von Calcein-AM (vitale Zellen; griiner Kanal) und Sytox Orange
(tote Zellen; roter Kanal). MaRRstabsbalken: 100pum.
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3.4 SUBSTANZTESTS

3.4.1 CELLTOX™-GREEN-CYTOTOXICITY-ASSAY
Der erste Ansatz zur Substanztestung an den Sphéaroiden war der CellTox™-

Green-Cytotoxicity-Assay. In diesem Assay werden die Sphéaroide mit Celltox
Green Dye angefarbt. Kann dieser Farbstoff aufgrund einer beschadigten
Zellmembran in Zellen eindringen, bindet er an die DNA und es steigt dessen
Fluoreszenz. Die Erhdhung des Fluoreszenzsignals ist damit proportional zur

Anzahl der toten Zellen und damit zur Zytotoxizitat des Wirkstoffes.

Im Assay wurden pro Well ca. 10-15 Spharoide eingesetzt und verschiedene

Konzentrationen des Medikaments Docetaxel hinzugegeben.

Die Zunahme der Fluoreszenz wurde nach Oh, 24h, 48h und 120h an einem

Mikroplatten-Reader gemessen.

Es zeigte sich jedoch bei keiner der beiden Zelllinien eine erkennbare
dosisabhangige Wirkung. Grundsatzlich war erkennbar, dass die Spharoide der
Zelllinie LNCaP schon zu Beginn eine grof3ere Menge toter Zellen enthielten als
Spharoide der Zelllinie DU145.
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DU145 - Docetaxel
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Abbildung 19 Diagramm DU 145 - Docetaxel CellTox™-Green-Cytotoxicity-Assay. Messung
nach Oh, 24h, 48h, 120h. Einheit: Relative Fluorescence Units

LNCaP - Docetaxel
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Abbildung 20 Diagramm LNCaP - Docetaxel CellTox™-Green-Cytotoxicity-Assay. Messung
nach Oh, 24h, 48h, 120h. Einheit: Relative Fluorescence Units
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3.4.2 MIKROSKOPIER-ASSAY ZELLLINIE
Aufgrund der Tatsache, dass im CellTox™-Green-Cytotoxicity-Assay keine

dosisabhangige Wirkung auf die Spharoide feststellbar war, wurde ein weiteres
Verfahren entwickelt, um trotzdem die zytotoxische Wirkung einzelner
Substanzen testen zu konnen. Bei diesem Verfahren wurden die Spharoide
einzeln unter dem Mikroskop beobachtet. Anhand deren Gréf3e bzw. einer
Viabilitatsfarbung mit CalceinAM und Sytox Orange wurde dann die Zytotoxizitat

der Substanz ermittelt.

Auch hier wurde zuné&chst mit den Zelllinien DU145 und LNCaP gearbeitet um
einen passenden Konzentrationsbereich fur Tests an den patientenabgeleiteten
Mikrotumoren zu finden. Getestet wurden die Medikamente Docetaxel und

Enzalutamid mit folgenden Konzentrationen:

Enzalutamid DMSO 0,5uM 1uyM 2uM 5pM  10uM 20uM  Kontrolle
Kontrolle
Docetaxel DMSO 1pgM  2uyM 5pM  7uM  10puM 20pM Kontrolle

Kontrolle
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DU145

Die Sphéaroide der Zelllinie DU145 wurden zu Beginn des Experiments angefarbt.
Aufgrund der Form der Spharoide und der Tatsache, dass die Calceinfarbung
schon nach 24h kein geeignetes Signal lieferte, wurde diese Zelllinie nach der
Grol3e der Spharoide ausgewertet. Dazu wurde stets die innere kompakte Flache
des Sphéaroids im Durchlichtkanal gemessen. Wie im untenstehenden Bild
sichtbar wird, I6sen sich die toten Zellen vom kompakten Kern ab, und der Kern
besteht groRtenteils aus viablen Zellen. Pro Konzentration wurden etwa 9
Sphéaroide gemessen und aus diesen der Durchschnitt ermittelt. Die
GroRenmessung fand jeweils nach 24h, 72h und 96h mit einem konfokalen
Mikroskop als Z-Stack statt.

24h 24h

Abbildung 21 Sytox Orange Farbung von Mikrotumoren der Zelllinie DU145. Links Durchlicht,
rechts Sytox Orange (tote Zellen; roter Kanal). Dariibergelegt jeweils eine Maske um den Kern
des Sphéroids. Mal3stabsbalken: 100pm.
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DU145 Docetaxel:

Nach Auswertung der Daten wurde bei allen Konzentrationen sowie bei der
DMSO-Kontrolle, bei der gleich viel DMSO enthalten war wie bei der
Konzentration von 20uM, schon nach 24h ein deutlicher Effekt auf die Spharoide
sichtbar. Dieser Effekt kann auf die zytotoxische Wirkung des DMSO
zurtckgefuhrt werden. Trotzdem kann ein zusatzlicher toxischer Effekt auf die
Spharoide ab einer Konzentration von 10uM beobachtet werden. So lag die
GrolR3e bei 10uM Docetaxel nach 96h nur noch bei 7,6% der Ausgangsgroi3e, bei
20uM sogar nur bei 6,9%. Dies war im Vergleich zur DMSO-Kontrolle eine
Halbierung der GroRRe zu diesem Zeitpunkt, die DMSO-Kontrolle hatte noch eine
GroRRe von 13,5%. Am deutlichsten sichtbar wird dieser Effekt nach einer
Inkubationszeit von 96h. Auch in den weiteren Experimenten war der

Substanzeffekt nach dieser Zeit am deutlichsten.

DU 145 Docetaxel
200

100%)
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5

o

Hi hi h [i hi ha

DMSO 0,5uM 1pM 5uM 10puM 20puM  Kontrolle
Kontr.

0

Grol3e Spharoid in % (Oh

24h m72h m96h

Abbildung 22 Diagramm DU145 Docetaxel. Auswertung anhand der Grof3e des Kernsphéroids.
GrofR3e bei Oh: 100%. Messung nach 24h, 72h, 96h
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Die Grolenabnahme wird exemplarisch an zwei Bildern fir die Konzentration von
10uM Docetaxel und an einem Bild der Kontrolle dargestellt. Deutlich sichtbar
sind das Kernsphéaroid mit den davon abdissoziierenden toten Zellen und die
GrolRenabnahme mit der Zeit. Zu Beginn waren alle Spharoide gleich viabel,

erkennbar an der Lebend-Tot-Farbung zu Beginn des Experiments.

DU145 Docetaxel

9
©
o
fra
C
O
h4

Abbildung 23 Oh: Lebend-Tot-Farbung von Mikrotumoren der Zelllinie DU145. Links Durchlicht,
daneben Uberlagerung von Calcein-AM (vitale Zellen; griiner Kanal) und Sytox Orange (tote
Zellen; roter Kanal). 24h, 96h: jeweils Durchlichtbilder. Bilder nach Behandlung mit 10uM
Docetaxel bei Oh bzw. ohne Behandlung (Kontrolle). MaR3stabsbalken: 100uM
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DU145 Enzalutamid

Die Datenauswertung des Experiments mit Enzalutamid ergab ein deutlich
anderes Bild im Vergleich zu Docetaxel. Es konnte kein substanzabhéngiger

Effekt festgestellt werden.

DU 145-Enzalutamid
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Abbildung 24 Diagramm DU145-Enzalutamid. Auswertung anhand der Groi3e des
Kernsphéaroids. Grofl3e bei Oh: 100%. Messung nach 24h, 48, 72h, 96h
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Die gleichbleibende GroRRe der Spharoide wird exemplarisch an zwei Bildern fur
die Konzentration von 20uM Enzalutamid und an einem Bild der Kontrolle
dargestellt. Auch hier sind einige abdissoziierende Zellen erkennbar, das
Kernsparoid behéalt aber weiterhin seine kompakte runde Form und unterliegt
nicht einer GrolRenabnahme wie bei der Behandlung mit Docetaxel. Zu Beginn
waren alle Spharoide gleich viabel, erkennbar an der Lebend-Tot-Farbung zu

Beginn des Experiments.

DU145 Enzalutamid

20uM

Kontrolle

Abbildung 25 Lebend-Tod-Farbung von Mikrotumoren der Zelllinie DU145. Links Durchlicht,
daneben Uberlagerung von Calcein-AM (vitale Zellen; griiner Kanal) und Sytox Orange (tote
Zellen; roter Kanal). 48h, 96h: jeweils Durchlichtbilder. Bilder nach Behandlung mit 20uM
Enzalutamid bei Oh bzw. ohne Behandlung (Kontrolle). MaR3stabsbalken: 100uM
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LNCaP

Um eine bessere Unterscheidung lebender und toter Zellen zu erreichen, wurde
das Farbeverfahren des Assays abgeéndert. Anstelle einer Farbung zu Beginn
des Experiments wurde der komplette Ansatz dreifach pipettiert und an jedem
Messtag (Oh, 48h, 96h) ein Ansatz angefarbt. So konnten auch zu spateren
Zeitpunkten gut auswertbare Bilder gemacht werden. Zuséatzlich wurde die
Mikrowellplatte von einer Platte mit planem Boden auf eine Platte mit U-Boden
umgestellt. Dies hatte zur Folge, dass die Sphéroide sich in der Mitte des Wells
zusammenlagerten. Dadurch konnte ein grol3erer Bereich zur Auswertung
ausgewahlt werden, von dem dann der Durchschnitt gebildet wurde. Es wurden

jeweils 5 Wells pro Konzentration pipettiert.
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LNCaP-Docetaxel

Die Auswertung anhand der Lebend-Tot-Farbung des Experiments mit Docetaxel
zeigte einen deutlichen zytotoxischen Effekt des Docetaxels auf die Spharoide.
Dieser Effekt war besonders deutlich fir Konzentrationen ab 5uM. Waren zu
Beginn des Experiments noch unter 1% der Zellen tot, stieg dieser Wert auf
16,3% bei einer Konzentration von 10uM und 19,2% bei einer Konzentration von
20uM an. Weder in der Kontrolle noch in der DMSO-Kontrolle stieg der Wert in
dieser Starke. Wie schon beim vorangegangenen Experiment mit der Zelllinie
DU145 war die Effektwirkung nach 96h am deutlichsten.

LNCaP-Docetaxel
20

15 T
10 I
5 i -
0 =& : T

DMSO 0,5uM 1pM 2uM 5uM 10uM  20pM  Kontrolle
Kontr.

Flache rot/Flache gesammt in %

48h m96h

Abbildung 26 Diagramm LNCaP-Docetaxel. Auswertung anhand der Flache toter Zellen zur
Gesamtflache des Sphéroids. Messung nach 48h und 96h
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Die Zunahme der Flache toter Zellen (rot) wird exemplarisch an zwei Bildern fur
die Konzentration von 10uM Docetaxel und an einem Bild der Kontrolle
dargestellt. Zu Beginn sind noch einige tote Zellen im Ansatz, die durch die
mechanische Belastung beim Pipettieren des Ansatzes entstehen. Nach 48h ist
bei der Konzentration von 10uM schon ein beginnender Effekt zu erkennen, der
sich bei 96h noch deutlich verstarkt. Im Gegensatz dazu die Kontrolle, die auch

nach 96h kaum tote Zellen aufweist.

LNCaP Docetaxel
48h 96h

10uM

Kontrolle

Abbildung 27 Oh, 48h, 96h: Lebend-Tod-Farbung von Mikrotumoren der Zelllinie LNCaP.
Uberlagerung von Calcein-AM (vitale Zellen; griiner Kanal) und Sytox Orange (tote Zellen; roter
Kanal). Bilder nach Behandlung mit 10uM Docetaxel bei Oh bzw. ohne Behandlung (Kontrolle).
MafRstabsbalken: 100uM
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LNCaP Enzalutamid

Auch die Auswertung anhand der Lebend-Tot-Farbung des Experiments mit
Enzalutamid zeigte einen zytotoxischen Effekt des Enzalutamids auf die
Spharoide. Der Effekt war deutlich fir Konzentrationen ab 20uM, jedoch nicht in
gleichem Ausmal} wie fir das Docetaxel. Im Vergleich zur Kontrolle (1% Flache
toter Zellen) konnte nach 96h ein Anstieg auf 6,2% Flache toter Zellen
verzeichnet werden. Der substanzabhangige Effekt ist auch hier nach 96h am
deutlichsten sichtbar, da eventuelle tote Zellen, die durch mechanische
Belastung beim Pipettieren entstanden sind, nicht mehr in die Auswertung
einflieRen, was zu einer Verringerung der Standardabweichung und damit zu

einem deutlich sichtbareren Effekt fuhrt.

LNCaP-Enzalutamid
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Abbildung 28 Diagramm LNCaP-Enzalutamid. Auswertung anhand der Flache toter Zellen zur
Gesamtflache des Spharoids. Messung nach 48h und 96h
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Die Zunahme der Flache toter Zellen (rot) wird exemplarisch an zwei Bildern ftr
die Konzentration von 20uM Enzalutamid und an einem Bild der Kontrolle
dargestellt. Zu Beginn sind noch einige tote Zellen im Ansatz, die durch die
mechanische Belastung beim Pipettieren des Ansatzes entstehen. Nach 48h ist
ein Effekt noch kaum zu erkennen, nach 96h wird im Vergleich zur Kontrolle eine
Zunahme der Flache toter Zellen deutlich, wenn auch nicht im gleichen Ausmalf3

wie bei der Behandlung mit Docetaxel.

LNCaP Enzalutamid

48h 96h

Abbildung 29 0Oh, 48h, 96h: Lebend-Tod-Farbung von Mikrotumoren der Zelllinie LNCaP.
Uberlagerung von Calcein-AM (vitale Zellen; griiner Kanal) und Sytox Orange (tote Zellen; roter
Kanal). Bilder nach Behandlung mit 20uM Enzalutamid bei Oh bzw. ohne Behandlung
(Kontrolle). Maf3stabsbalken: 100uM

20uM

Kontrolle
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3.4.3 MIKROSKOPIER-ASSAY PATIENT
Aufgrund der Ergebnisse des Mikroskopier-Assays an den Zelllinien LNCaP und

DU145 wurden fir Tests an Mikrotumoren eines Patienten die Konzentrationen
10puM fir Docetaxel und Enzalutamid bestimmt. Mit den Mikrotumoren wurde
dabei gleich vorgegangen wie mit der Zelllinie LNCaP, indem zu Beginn jeweils
3 Ansatze pipettiert wurden, die dann zum Zeitpunkt der Messung angefarbt
wurden. Messungen fanden nach Oh, 48h und 120h statt. Zum Vergleich wurde

noch die Kontrolle fir jeden Zeitpunkt pipettiert.

Es zeigte sich ein noch deutlicherer Effekt als bei den Zelllinien. Das
Mikrotumorgewebe des Patienten sprach sowohl auf Docetaxel wie auf
Enzalutamid an. Nach 120h waren in der Kontrolle 12,2% tote Zellen, im Ansatz
mit Enzalutamid 22,5% tote Zellen und im Ansatz mit Docetaxel 25,2%. Wie
schon bei den Zelllinien war der substanzabhangige Effekt am deutlichsten bei

der langsten Inkubationsdauer (120h) sichtbar.
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Abbildung 30 Diagramm PCA 18.033. Auswertung anhand der Flache toter Zellen zur
Gesamtflache des Sphéroids. Messung nach 48h und 120h.
Signifikanz zur Kontrolle: * p<0,05, ** p<0,001
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Die Zunahme der Flache toter Zellen (rot) wird exemplarisch an zwei Bildern ftr
die Kontrolle dargestellt. Es wird deutlich, dass die Anzahl toter Zellen nicht stark
ansteigt. Im Vergleich zur Zelllinie sind die Mikrotumore dieses Patienten sehr
dicht und rund.

Oh 48h 120h

Kontrolle

Abbildung 31 Oh, 48h, 120h: Lebend-Tod-Féarbung von Mikrotumoren aus
Prostatakarzinomgewebe von Patient 18.033. Uberlagerung von Calcein-AM (vitale Zellen;
gruner Kanal) und Sytox Orange (tote Zellen; roter Kanal). Bilder ohne Behandlung (Kontrolle).
MafRstabsbalken: 100uM
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Im Vergleich zur Kontrolle wird an den jeweils 2 exemplarischen Bildern pro
Zeitpunkt fur die Behandlung mit 10uM Docetaxel die Zunahme der toten Zellen
deutlich.

48h

Docetaxel

Abbildung 32 0Oh, 48h, 120h: Lebend-Tod-Féarbung von Mikrotumoren aus
Prostatakarzinomgewebe von Patient 18.033. Uberlagerung von Calcein-AM (vitale Zellen;
griner Kanal) und Sytox Orange (tote Zellen; roter Kanal). Bilder nach Behandlung mit 10uM
Docetaxel bei Oh. Maf3stabsbalken 100uM
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Auch fur Enzalutamid kann an den 2 exemplarischen Bildern pro Zeitpunkt eine

starke Zunahme toter Zellen beobachtet werden.

Oh 48h 120h

Enzalutamid

Abbildung 33 Oh, 48h, 120h: Lebend-Tod-Farbung von Mikrotumoren aus
Prostatakarzinomgewebe von Patient 18.033. Uberlagerung von Calcein-AM (vitale Zellen;
gruner Kanal) und Sytox Orange (tote Zellen; roter Kanal). Bilder nach Behandlung mit 10uM

Enzalutamid bei Oh. Maf3stabsbalken: 100uM
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3.5 HISTOLOGIE

3.5.1 HISTOLOGIE PROSTATA
Zum Vergleich des Tumorgewebes wurde normales Prostatagewebe

immunhistochemisch gegen PSA angefarbt und dann mit Hamatoxylin
gegengefarbt. Deutlich erkennbar sind die tubulo-alveolaren Drisenlumina mit
Driusenepithel, welches das PSA produziert und sich daher auch stark anfarbt.
Auch der Aufbau der Prostata aus glatten Muskelzellen wird deutlich. Sie
umgeben die Drisen der Prostata und bilden deren Kapsel. So kann bei der

Ejakulation = das  Prostatasekret  schnell herausgepresst  werden.

Prostata

Abbildung 34 Immunhistochemische Farbung von Prostatanormalgewebe. Farbung gegen
PSA, deutlich exprimiert in den Prostataepithelzellen. Gegenfarbung mit Hamatoxylin.
Malstabsbalken 200um. Eigene Farbung, Prostatagewebe wurde von der Firma Leica zur
Verfugung gestellt.
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3.5.2 HISTOLOGIE ZELLLINIE
Nach Anfarbung der Sphéaroide der Zelllinie DU145 wird der Aufbau der

Sphéaroide deutlich. Es handelt sich dabei um Einzelzellen, die
aneinandergelagert sind. Es sind keine Strukturen oder Driisen sichtbar. Die
Zelllinie DU145 produziert kein PSA [56].

HE

DU145

Abbildung 35 HE-Farbung von Sphéaroiden der Zelllinie DU145. Mal3stabsbalken jeweils
200pm
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Auch bei Spharoiden der Zelllinie LNCaP ist die Aneinanderlagerung von Zellen
sichtbar. Im Gegensatz zu Zellen der Zelllinie DU145 produziert diese Zelllinie
aber das PSA-Protein, was mit der immunohistochemischen Farbung auch

angefarbt werden konnte.

LNCaP

Abbildung 36 Histologische Farbungen von Sphéroiden der Zelllinie LNCaP. Links HE-
Farbung. Rechts IHC Farbung der Zelllinie LNCaP, Farbung gegen PSA. Mal3stabsbalken
jeweils 200um
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3.5.3 HISTOLOGIE PATIENT
Nach Anfarbung der patientenabgeleiteten Mikrotumore wird der grundsatzliche

Unterschied zur Zelllinie deutlich. In der HE-Farbung sind drusenartige
Strukturen zu erkennen, wenn auch ohne Lumen. Es sind nicht nur gleiche Zellen
wie bei Sphéaroiden der Zelllinie zu sehen, sondern auch Bereiche die sich starker
anfarben, und Bereiche, die weniger intensiv blau sind. Der Aufbau des
Mikrotumors ahnelt dem Aufbau des Prostatakarzinoms. Der Gleason Score

dieses Patienten betrug 7 zum Zeitpunkt der Operation.

Zusatzlich konnten in der HE-Farbung weitere Merkmale neoplastischen
Gewebes beobachtet werden. Dazu zahlen ein erhdhtes Nukleus-zu-

Zellplasmaverhaltnis und eine Hyperchromasie der Tumorzellen.

Bei der Kl67-Farbung werden Stellen mit proliferierenden Zellen angefarbt.
Interessant ist die Tatsache, dass sich mit dieser Farbung besonders die

Ausbuchtungen des Tumors anfarben.

Abbildung 37 Histologische Farbungen eines Mikrotumors aus Patientenmaterial. Links HE
Farbung, rechts gleicher Mikrotumor mit ICH-Farbung. Farbung von KI67. Gleason-Score des
Ausgangstumors:7
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Auch der zweite angefarbte Mikrotumor enthalt verschiedene Strukturen, unter
anderem eine drisenartige Struktur. Der Patient hatte bei Operation einen

Gleasonscore von 7.

PCA 18.033

Abbildung 38 HE-Farbung des Mikrotumors aus Patientenmaterial PCA 18.033.
Maflstabsbalken 200um. Gleason-Score des Ausgangstumors: 7
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Das dritte aus patientenabgeleiteten Mikrotumoren geféarbte Material weist im
Unterschied zu den vorherigen Mikrotumoren kaum mehr Drisenstrukturen auf,
trotzdem sind aber auch hier unterschiedliche Zelltypen zu sehen und keine
blo3e Aneinanderlagerung von Einzelzellen. Auch dies passt zum histologischen
Befund des Ursprungstumors, der einen Gleason-Score von 9 aufgewies. In

diesem Stadium sind kaum noch klare Driisenformationen zu erkennen.

Eine Farbung gegen PSA ergab ein positives Ergebnis, bei der Operation hatte
der Patient einen PSA-Wert von 12.

Grundsatzlich konnte gezeigt werden, dass es moglich ist, Mikrotumore trotz ihrer
geringen Grol3e histologisch und immunhistochemisch zu farben. Der Vergleich
zur Zelllinie zeigt deutlich die besonderen Eigenschaften der Mikrotumore, die
nicht nur aus Karzinomzellen, sondern zusatzlich aus Bindegewebe und weiteren
Zellen bestehen und damit den Originaltumor weitaus besser reprasentieren, als
es die Zelllinie kénnte. Zuséatzlich konnte beobachtet werden, das mit hdherem
Gleasonscore des Ausgangstumors die Anzahl an Drisenstrukturen im

Mikrotumor abnimmt.
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PCA 18.047

Abbildung 39 Histologische Farbungen eines Mikrotumors aus Patientenmaterial PCA 18.047.
Links HE-Féarbung, rechts gleicher Mikrotumor mit IHC-Férbung. Farbung von PSA.
Maflstabsbalken 200um. Gleason-Score des Ausgangstumors: 9
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3.6 CHARAKTERISIERUNG DER TILS

3.6.1 ELISPOT
Zur genaueren Charakterisierung der TILs wurde deren Aktivitat mittels ELISpot

bestimmt. Jeder Punkt auf der ELISpot-Platte steht daher flr eine aktive, IFNy
produzierende T-Zelle. Dabei sollte die grundséatzliche Aktivitat der Zellen sowie
deren Ansprechen auf die Checkpoint-Inhibitoren Ipilimumab und Nivolumab

getestet werden.

Ohne einen Stimulus, daher ohne Tumorzellen, hatten die TILs eine
grundsatzlich geringe Aktivitat. Diese war mit einer hoheren Anzahl von T-Zellen
(2000 vs. 3000 Zellen) etwas hoher und stark erhéht bei der Positiv-Kontrolle.
Die Checkpoint-Inhibitoren hatten keine Auswirkung auf die Aktivitat der TILs.
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Abbildung 40 Diagramm ELISpot aus T-Zellen aus Patientenmaterial 17.293, jeweils 2000
bzw. 3000 Zellen
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Im Bild wird die grunséatzlich niedrige Aktivitat der TILs sichtbar, die nur bei der

Positiv-Kontrolle ansteigt.

Abbildung 41 Elispot 2000 Zellen. A: T-Zellen allein, B: T- Zellen + Nivolumab 50ug/ml,
C: T-Zellen + Ipilimumab 20ug/ml, D: T-Zellen + Nivolumab 50ug/ml+ Ipilimumab 20ug/ml,
E: T- Zellen + mAB CD3-2 (pos. Kontrolle ), F: Mediumkontrolle
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Abbildung 42 Elispot 3000 Zellen. A: T-Zellen allein, B: T- Zellen + Nivolumab 50ug/ml,
C: T-Zellen + Ipilimumab 20ug/ml, D: T-Zellen + Nivolumab 50ug/ml+ Ipilimumab 20ug/ml,
E: T- Zellen + mAB CD3-2 (pos. Kontrolle ), F: Mediumkontrolle
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Nach Zugabe von LNCaP-Spharoiden erhdhte sich die Zahl der aktiven TILs auf
das ca. zweifache, trotz dass es sich nicht um die Originalmikrotumore des
gleichen Patienten handelte. Die Checkpoint-Inhibitoren zeigten weiterhin keine

Wirkung auf die TILs.

PCA 17.293 + LNCaP-Spharoide
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Abbildung 43 Diagramm ELISpot aus T-Zellen aus Patientenmaterial 17.293 und Sphéaroiden
aus der Zelllinie LNCaP. Jeweils 3000 Zellen.
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Die Aktivitat der TILs steigt zwar nach Zugabe der LNCaP-Sphéaroide, jedoch
haben die Checkpoint-Inhibitoren keine Auswirkung auf die TILs.

Abbildung 44 Elispot 3000 Zellen. A: T-Zellen allein, B: T-Zellen+ LNCaP-Sphéaroide,

C: T- Zellen + LNCaP-Sphéroide + Nivolumab 50ug/ml, D: T-Zellen + LNCaP-Sphéaroide+
Ipilimumab 20ug/ml, E: T-Zellen + LNCaP-Sphéroide + Nivolumab 50ug/ml+ Ipilimumab
20ug/ml, F: T- Zellen + LNCaP-Sphéaroide +mAB CD3-2 (Pos.-Kontrolle), G: Mediumkontrolle
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3.6.2FACS
Zur weiteren Charakterisierung der TIL-Population wurde eine FACS-Analyse

durchgefuhrt. Dabei wurden die Oberflachenmarker CD4+, CD8+, das
intrazellulare Protein FOXP3 und tote Zellen angeféarbt. In der darauffolgenden
Analyse wurden mittels Gating alle Lymphozyten verfolgt, von diesen die

Einzelzellen und von den Einzelzellen die lebenden Zellen.
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Abbildung 46 FACS-Analyse der TILs aus Abbildung 45 Gating um Einzelzellen
Patientenmaterial 17.293. Gating um
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Abbildung 47 Gating um lebende Zellen
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Nach den oben genannten Ausschlusskriterien wurde die Farbung im ersten

Ansatz mit CD4 und CD8 ausgewertet. Dabei zeigte sich eine Population von
84,5% CD4+ Zellen und eine Population von 13,1% CD8+ Zellen.
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Abbildung 48 Darstellung der FACS-
Analyse aus T-Zellen des
Patientenmaterials 18.033. Farbung: CD4+
T-Zellen: 84,5 %, CD8+ T-Zellen: 13,1%
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Abbildung 49 Darstellung der FACS-
Analyse aus T-Zellen des Patientenmaterials
18.033. Farbung: CD4+ T-Zellen: 86,7%,
Zellen positiv fir CD4+ und FOXP3 (T regs):
0%

Im zweiten Ansatz wurden CD4 und FOXP3 angefarbt, um eine Aussage Uber

die PopulationsgrofRe der regulatorischen T-Zellen treffen zu kdnnen. Diese

sollten sowohl CD4+ als auch FOXP3-positiv sein. Es zeigte sich jedoch, dass in

der Probe keine doppelt-positive Population zu finden war. Es zeigten sich

lediglich eine CD4+ Population (84,5%) und eine CD4- Population, wobei es sich

hdchstwahrscheinlich um die CD8-positiven Zellen handelt.
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4. DISKUSSION

Die vorliegende Arbeit liefert Daten zu Mikrotumoren, die nach radikaler
Prostatektomie aus Prostatakarzinomen gewonnen wurden. Die Mikrotumore
wurden dabei auf ihr Ansprechen auf routinemaf3ig verwendete Therapeutika
getestet. Zusatzlich wurden die Mikrotumore histologisch charakterisiert. Im
Hinblick auf eine mdgliche Immuntherapie des Prostatakarzinoms wurden
tumorinfiltrierende T-Zellen auf ihren Aktivierungszustand und auf die

Zusammensetzung des T-Zell-Pools untersucht.

In der Arbeit sollte untersucht werden, ob die Gewinnung von Mikrotumoren aus
Prostatakarzinomgewebe maoglich ist und inwieweit diese Mikrotumore als Ex-
Vivo-Modell fur den Patiententumor dienen konnen. Dabei stand vor allem die
Entwicklung eines Assays zur Quantifizierbarkeit der Sensitivitat der Mikrotumore

gegenuber verschiedenen Standardtherapeutika im Vordergrund.

In der Literatur sind bereits verschiedene 3D-Modelle in der Krebstherapie
bekannt. Zur Herausstellung der Vorteile der patientenabgeleiteten Mikrotumore
beschéaftigt sich die Arbeit daher ebenfalls mit der histologischen
Charakterisierung der Mikrotumore im Hinblick auf deren zellulare Heterogenitat

sowie deren Differenzierungsgrad.

Durch die Charakterisierung der TILs sollte der Grundstein fir eine Ko-
Kultivierung mit den entsprechenden Mikrotumoren gelegt werden, um im
nachsten Schritt zu untersuchen, inwieweit die Interaktion von Immunzellen und
Tumorzellen Auswirkungen auf das Therapieansprechen haben und
Ansatzpunkte fiur alleinige Immun- oder Kombinationstherapien (Immun- und

Chemotherapie) bestehen.
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4.1 GEWINNUNG VON MIKROTUMOREN AUS
PROSTATAKARZINOMGEWEBE

Es wurde untersucht, inwieweit die Gewinnung von Mikrotumoren aus
Patientenmaterial, gewonnen aus Praparaten nach radikaler Prostatektomie,
maglich ist. In den untersuchten Proben (n= 18) war es bei 15 Proben mdglich,
Mikrotumore zu praparieren. Die Ab&nderung des Protokolls mit den
Verdauenzymen Liberase vs Collagenase/Hyaluronidase sowie eine
Abanderung der Verdauzeiten zeigte keinen Effekt auf die Anzahl der
gewonnenen Mikrotumore. Auswirkung auf die Menge der erhaltenen
Mikrotumore zeigte einzig die Gro3e der Probe. Ob andere Parameter wie der
Gleason-Score oder das TNM-Stadium eine Rolle bei der Anzahl der
gewonnenen Mikrotumore spielen, bleibt aufgrund der fur diese Analyse zu
geringen Probenanzahl zu evaluieren. Die Praparation der Mikrotumore erfolgte
in Anlehnung an das Protokoll von Kondo et al. [49]. Die Gruppe zeigte, dass eine
Mikrotumorgewinnung aus Kolonkarzinom mdglich ist, allerdings mit weitaus
hoheren Anzahlen von Mikrotumoren als die durchschnittlichen 21 Mikrotumore
in der vorliegenden Arbeit. Es spiegelt sich jedoch auch in anderen Arbeiten
wieder, dass eine Praparation von Mikrotumoren aus Prostatakarzinomgewebe
von Patienten mit einer relativ niedrigen Erfolgsrate einhergeht. Drost et al.
kamen bei Untersuchungen von Prostatakarzinomgewebe von Maus und
Mensch zu a&hnlichen Ergebnissen. Sie hatten bei der Etablierung von
Sphéroiden mithilfe eines Matrigels eine Erfolgsquote von 15 - 20% bei
fortgeschrittenem Prostatakarzinom, ebenfalls aufgrund der geringen Menge an
Karzinomgewebe [57]. Ahnliche Ergebnisse erzielten auch Dong et al. in ihrer
Arbeit Uber Mutationen in Prostatakarzinomsphéaroiden, ebenfalls mit einer
Erfolgsquote von 15- 20%, in denen die Etablierung einer Spharoidkultur gelang
[58].

Der Grol3teil der Untersuchungen an Sphéaroiden in der Literatur fand bisher an
Spharoiden aus Zelllinien statt. Dieses Modell wurde aufgrund der groéf3eren
Menge an Spharoiden auch in der vorliegenden Arbeit genutzt. Chambers et

al.und Mosaad et al. nutzten zellabweisende Oberflachen, um eine
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Spharoidformatierung der Zelllinie zu bewirken [59] [60]. Lang et al. dagegen
arbeiteten mit Matrigel, in dem sich die Sphéaroide der Zelllinie formatieren
konnten [61]. In dieser Arbeit wurden Spharoide wie bei Chambers et al. in
Flaschen mit zellabweisender Oberflache generiert. Der Versuch Mikrotumore in
Hydrogel zu zlchten lag der Idee zugrunde aus den wenigen vorhandenen Zellen
neue Mikrotumore in 3D auswachsen zu lassen, um so mehr Mikrotumore zu
generieren. Es zeigte sich jedoch kein Wachstum. Daher wurde nur mit

Mikrotumoren gearbeitet, die direkt aus dem Frischgewebe gewonnen wurden.

4.2 SUBSTANZTESTUNGEN AN MIKROTUMOREN

In der vorliegenden Arbeit sollte die Sensitivitdt der aus Patientengewebe
isolierten Mikrotumore auf Standardtherapeutika untersucht werden. Dazu
wurden die Medikamente Docetaxel, ein Zytostatikum, und Enzalutamid, ein

Inhibitor des Androgenrezeptor-Signalweges, getestet.

Im Celltox-Green-Cytotoxicity-Assay wurden verschiedene Konzentrationen von
OuM bis 20uM Docetaxel an Spharoiden der Zelllinien DU145 und LNCaP
getestet. Es zeigte sich jedoch kein dosisabhangiger Effekt auf die Sphéroide.
Allerdings weist sogar der Hersteller darauf hin, dass dieser Assay fur die
Verwendung von 2D-Zellkulturen entwickelt und validiert wurde [62].
Grundsatzlich sollte es aber mdglich sein, Spharoide mit dem CelltoxGreen
Farbstoff anzufarben, da der Farbstoff klein genug ist, die Sphéroide zu
penetrieren. Um diesen Assay fur die Verwendung mit Spharoiden der
Prostatakarzinomzelllinien zu validieren, konnte daher die Anzahl der
Mikrotumore pro Well erhoht werden. Es wurden jedoch schon im in der Arbeit
verwendeten Assay ca. 15 Spharoide pro Well verwendet. Eine Erhéhung dieser
Zahl ware zwar bei der Verwendung von Zelllinienspharoiden kein Problem,
jedoch ware der Assay dann nicht mehr auf die patientenabgeleiteten
Mikrotumore anwendbar, da bei diesen die Zahl der vorhandenen Mikrotumore

beschrankt ist.
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Eine weitere Uberlegung ist, die Anzahl der Konzentrationen des zu testenden
Medikaments zu erh6hen. Im Assay war die Fluoreszenz schon zu Beginn erhoht.
Daher war der Fluoreszenzanstieg moglicherweise nicht stark genug, um diesen

vom Hintergrund abzuheben.

Aufgrund der beschrénkten Anzahl an Mikrotumoren aus Patientengewebe
wurde daher mit dem Mikroskopie-Assay weitergearbeitet. Dabei wurden die
Spharoide aufgrund ihrer Gréf3e sowie in einem weiteren Versuch aufgrund der
Relation der Flache toter Zellen zur Gesamtflache des Spharoids ausgewertet.
Es zeigte sich, dass mit dieser Art der Analyse konzentrationsabhéngige Effekte
sichtbar sind. Aufgrund der geringeren Anzahl an Sphéroiden, die fir diese Form
der Auswertung notig sind, war der Assay auch auf patientenabgeleitete

Mikrotumore anwendbar.

Dass die Zelllinie DU145 in diesem Assay kaum reagiert war zu erwarten, da es
sich um eine androgenunabhé&ngig wachsende Zelllinie handelt. Sie exprimiert
den Androgenrezeptor nur in weit geringerer Menge als z.B, die Zellinie LNCap.
Mutationen in den Genen des Androgenrezeptors hemmen dessen Aktivitat
zusatzlich. [63, 64] Die Wirksamkeit von Enzalutamid entsteht aber durch die
Hemmung des Androgenrezeptorsignalweges. Wachst die Zelllinie
androgenunabhangig, sollte eine Hemmung dieses Signalweges keinen Effekt
aufweisen. Im Gegensatz zur Zellinie DU145 wéachst die Zelllinie LNCaP
androgenabhangig, daher war ein starkerer Effekt des Enzalutamids zu erwarten,
was sich auch bestatigt hat. Zu &hnlichen Ergebnissen ist auch die Arbeitsgruppe
um Sekhar gekommen, die die Zelllinie DU145 auf das Ansprechen auf
Enzalutamid mit nachfolgender Bestrahlung untersucht hat. Auch hier zeigte sich
ein weit besseres Ansprechen der androgensensitiven Zelllinie 22Rv1 auf die

Vorbehandlung mit Enzalutamid als die kastrationsresistente Zelllinie DU145.

Das Prinzip, die Analyse der Mikrotumore auf deren mikroskopisches
Erscheinungsbild zurtickzufihren, wurde schon von zahlreichen weiteren
Arbeitsgruppen angewendet. Stock et al. analysierten verschiedene 3D-
Sphéaroide, entstanden im Matrigel oder in Suspension als Endpunkt-Assay in

Bezug auf deren GroRRendnderung nach Behandlung mit verschiedenen
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Chemotherapeutika. Die Reduktion der Spharoidgrof3e stimmte dabei mit zuvor
Uber den CellTiter-Glo®-3D-Cell-Viability-Assay von Promega ermittelten
Wachstumskurven Uberein. Es zeigte sich ein IC50-Wert von 14.3uM Docetaxel
bei der Behandlung von LNCaP-Sphéaroiden, die als Suspensionskultur
gewachsen waren[65]. Im in der Arbeit durchgefuihrten Assay war bei dieser

Konzentration ebenfalls ein deutlicher Anstieg der toten Zellen zu verzeichnen.

Jenkins et al. analysierten Sphéaroide ebenfalls mikroskopisch. Wie in der
vorliegenden Arbeit werteten sie dazu das Verhaltnis lebender zu toter Zellen aus
[51]. In dieser Arbeit stand allerdings der Einfluss von Checkpointinhibitoren auf
die Kokultur von Sphéroiden und T-Zellen im Fokus und nicht der Test

chemotherapeutisch wirksamer Substanzen.

Eine weitere Mdglichkeit, den Einfluss von zytotoxischen Substanzen zu
evaluieren, wére die Methode von Mosaad et al., die den Einfluss von Docetaxel
und Enzalutamid auf Sphéroide der Zelllinie LNCaP ebenfalls mithilfe konfokaler
Mikroskopie auswerteten, allerdings in Bezug auf den Stoffwechsel. Die
Sphéaroide wurden mithilfe des Almar-Blue-Assays, der lebende Zellen aufgrund
ihrer mitochondrialen Aktivitat pink farbt, ausgewertet. Zusatzlich wurde der
Durchmesser der Spharoide bestimmt. Bei der Behandlung mit Enzalutamid
zeigte sich dabei, dass die Minderung an verfiigbaren Androgenen kaum Einfluss
auf das Wachstum der Spharoide hatte. In der vorliegenden Arbeit konnte jedoch
ein, wenn auch geringer, Anstieg toter Zellen ab Konzentrationen von 10 — 20uM

beobachtet werden.

Grundsétzlich sind die Ergebnisse des Mikroskopie-Assays deutlich besser mit
dem Patiententumor vergleichbar als Substanztests an 2D-Zelllinien. Erstere sind
oft sehr viel sensitiver auf die getesteten Substanzen. Zu diesem Ergebnis
kommen auch Chambers et al., die ebenfalls den Einfluss von Docetaxel auf
LNCaP-Spharoide untersuchten. Dies konnte darin begrindet liegen, dass die
Zellen in 3D-Spharoiden langsamer proliferieren und der Einfluss von Docetaxel

auf die Zellen daher geringer ausfallt [59].

Der grol3e Vorteil einer mikroskopischen Auswertung der Sphéaroide besteht in

der geringeren Anzahl benétigter Sphéroide. Daher kann diese Art der
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Auswertung, im Vergleich zu einem Assay basierend auf dem
Fluoreszenzanstieg, auch mit Mikrotumoren des Patienten durchgefuhrt werden.
Der Nachteil dieser Auswertemethode ist die zeitaufwandige Gewinnung der

Bilder und deren Auswertung.

In weiteren Versuchen kénnen nun weitere Substanzen auf ihre Zytotoxizitat an
Zelllinien getestet werden. Nach dem Test an Zelllinien wirde dann die Testung
an patientenabgeleitetem Material erfolgen. Sehr interessant ware auch die
Testung einer Kombination von Substanzen und deren Auswirkung auf die

Sphéaroide bzw. Mikrotumore.

4.3 HISTOLOGISCHE UNTERSUCHUNGEN DER MIKROTUMORE

Um die patientenabgeleiteten Mikrotumore und Sphéaroide der Zelllinien
histologisch genauer zu charakterisieren, wurden aus diesen 5uM-Schnitte
angefertigt. Die  Schnitte  wurden dann mit HE-Farbung und

iImmunhistochemischer Farbung gegen KI67 und PSA gefarbt.

Es zeigte sich, dass die Mikrotumore einerseits klar in ihrer Struktur von den aus
Zelllinien gewonnenen Spharoiden unterschieden werden konnten, andererseits,
dass die Mikrotumore Strukturen aufwiesen, die auch im Prostatakarzinom

vorkommen.

Um die Mikrotumore einbetten zu kénnen, wurde HistoGel benutzt. Dieses
durchdringt die Proben und macht es mdglich, selbst kleinste Gewebeproben zu
schneiden. Auch Wong et al. [52] betteten ihre Sphéroide in dieses Medium ein

und erreichten gute Ergebnisse.

Als weitere Methode zur Einbettung von Mikrotumoren kann wie bei Jeppesen et
al. [66] 2% Agarose verwendet werden. Eine Weiterentwicklung des
Einbettmediums besteht in einer Mischung von 2,5% Agarose und 2,5% Gelatine
[53].

Nach erfolgter Farbung konnte beobachtet werden, dass die Mikrotumore

Merkmale neoplastischen Gewebes enthielten wie ein erhdhtes Nukleus zu



Diskussion 100

Zellplasmaverhéltnis, Hyperchromasie der Tumorzellen sowie prominente
Nukleoli und driisenartige Strukturen ohne Lumen. Zu diesen Resultaten kamen
auch Jeppesen et al. [66] bei ihren Untersuchungen an Mikrotumoren aus

Kolonkarzinomen.

44 UNTERSUCHUNGEN AN TUMORINFILTRIERENDEN
LYMPHOZYTEN

Zusatzlich zu den Mikrotumoren sollten auch die tumorinfiltrierenden
Lymphozyten charakterisiert werden, um deren Ansprechen auf die Checkpoint-
Inhibitoren Ipilimumab und Nivolumab in Anwesenheit von Spéhroiden zu testen.
Dazu wurde mittels ELISpot die Aktiviat der T-Zellen und deren Reaktion auf
Checkpoint-Inhibitoren analysiert. Mittels FACS Analyse wurden die

verschiedenen T-Zell-Populationen charakterisiert.

Es konnte in Anwesenheit von Sphéroiden der Zelllinie LNCaP eine
Aktivitatssteigerung der T-Zellen beobachtet werden. Die Checkpoint-Inhibitoren
hatten jedoch keinen Einfluss auf die Aktivitat der T-Zellen. Dies war fir
Nivolumab allerdings zu erwarten, da die Zelllinie LNCaP kein PD-L1 exprimiert
[67].

Grundsatzlich ist das Prostatakarzinom ein eher mafiig immunogener Tumor.
Erste Therapieansatze zeigen sich in der Zulassung des Impfstoffs Sipuleucel in
den USA [34]. Patienten mit guten prognostischen Faktoren haben hier die
grofdten Chancen, tatséachlich von dieser Therapie zu profitieren [68]. Trotzdem
waren Versuche, die beim Melanom gut wirksamen CTLA-4 Inhibitoren als
Monotherapie anzuwenden, kaum erfolgreich [69]. Derzeit wird untersucht, ob
eine Kombinationstherapie mit zum Beispiel der Androgendeprivationstherapie
die Therapie mit CTLA-4 oder PD-L1/ PD-1 Antikdrpern erfolgreicher macht. [68].
So wurde in der aktuellen Checkmate 650 Studie eine Kombinationstherapie aus
Nivolumab und Ipilimumab verabreicht, bei der sich bei 25% der Patienten nach
11 Monaten eine signifikante Reaktion auf die Therapie zeigte. Aufgrund der

starken Nebenwirkungen erhielt jedoch nur ein Viertel der Patienten die
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geplanten 4 Zyklen [70]. In der Keynote Studie 199 konnte zudem eine Reaktion
auf den PD-1 Inhibitor Pembrolizumab gezeigt werden [71]. In der Keynote Studie
365 wurde Pembrolizmab noch mit Olaparib, einem PARP- Inhibitor kombiniert.
Nur 7% der Patienten wiesen jedoch eine signifikante Reduktion des
Tumorgewebes auf. Die Untergruppe der Patienten mit Tumor nur im
Weichteilgewebe profitierte am meisten von der Therapie. Die, im Gegensatz zu
anderen Tumoren eher geringe Reaktion auf PD-Inhibitoren in der
Prostatakarzinomtherapie kann auch auf die geringe Expression von PD-L1 auf
dem Prostatakarzinomgewebe zurickzufuhren sein. Es konnte jedoch
beobachtet werden, dass, sobald T-Zellen in den Tumor einwandern, sowohl die
Aktivitat der T-Zellen als auch die Expression von Checkpoints wie CTLA-4 und
PD-1 ansteigt, um eine Uberreaktion des Immunsystems zu verhindern. Dies
fuhrt auch zu einer Hochregulierung von PD-L1 im Tumorgewebe. Damit konnte
eine Therapieoption in der Kombination von Sipuleucel-T, welches die T-Zellen

zum Einwandern in den Tumor bringt, und Niovolumab bestehen.

Aufgrund der geringen Expression von PD-L1 in Spharoiden der Zelllinie LNCaP
war im Versuch keine Reaktion der TILs auf die Zugabe von Nivolumab zu
erzielen. Es bleibt jedoch zu untersuchen, ob die Checkpoint-Inhibitoren eine
Wirkung bei, durch Mikrotumore des gleichen Patienten stimulierten, T-Zellen,
erzielen. Auch eine etwaige Wirkung der Checkpoint-Inhibitoren in
Kombinationstherapie oder nach vorausgegangener antiandrogener Therapie
bleibt zu untersuchen. Zudem zeigte sich in den genannten Studien, dass nur ein
geringer Anteil der Patienten tatsdchlich eine Reaktion auf die
Checkpointinhibitoren hat. In der vorliegenden Arbeit wurden T-Zellen von

wenigen Patienten getestet, was das Ausbleiben einer Reaktion erklaren kann.

Zusatzlich wurde die GroRe der Populationen an CD4+, CD8+ und
regulatorischen T-Zellen untersucht. Es konnte jedoch keine Population an

regulatorischen T-Zellen gefunden werden.

Die Anwesenheit von regulatorischen T-Zellen war in Untersuchungen von
Davidsson et al. mit einem erhohten Risiko, an dem Prostatakarzinom zu

versterben, verknupft. Beim Vergleich der Proben in der Quartile mit den
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wenigsten regulatorischen T-Zellen mit der Quartile mit den meisten
regulatorischen T-Zellen ergab sich ein beinahe zweifach erhdhtes Risiko, am
Prostatakarzinom zu versterben. Die Anzahl der CD4+ und CD8+ Zellen konnten
in der Studie jedoch nicht mit dem Tumorstadium oder dem Gleasongrading

korreliert werden [72].

Um zu beobachten, inwiefern sich die Zusammensetzung der T-Zell-
Populationen andert und ob diese einen Einfluss auf den Krankheitsverlauf des
Patienten haben, sind weitere Untersuchungen notwendig. Die grundsatzliche
Maglichkeit, diese Untersuchungen an aus dem Tumorgewebe isolierten T-Zellen

durchzufiihren, wurde aber in der vorliegenden Arbeit gezeigt.

4.5 LIMITIERENDE FAKTOREN

Die vorliegende Arbeit weist folgende relevanten Limitationen auf:

Durch die geringe Zahl von 18 Patientenproben, aus denen bei 15 Proben
Mikrotumore generiert werden konnten, kann keine allgemeingltige Aussage
Uber das Verhalten von Mikrotumoren des Prostatakarzinoms in der Kultivierung,
Substanztestung und Histologie getroffen werden. Da es sich bei dieser Arbeit
allerdings um eine Pilotstudie handelt, stand mehr die Etablierung der einzelnen
Protokolle im Vordergrund. Mit diesen Methoden kann dann an einer gré3eren

Studienkohorte weitergearbeitet werden.

Die Auswertung des Mikroskopie-Assays wurde aufgrund der einfacheren
Handhabung anhand von 2D-Bildern vorgenommen. Da es sich bei den
Mikrotumoren und Spharoiden jedoch um 3D-Konstrukte handelt, kann es bei
dieser Arte der Auswertung zu Fehlern kommen. Die Ergebnisse anhand der 2D-
Auswertung spiegeln dennoch wieder, was mit dem blof3en Auge in 3D sichtbar

war.

Der Mikroskopie-Assay wurde nur an einem, die Histologie an drei
Patiententumoren durchgefiuhrt. Dies ist natrlich zu wenig, um allgemeingultige

Aussagen zu treffen. Doch auch hier stand die Etablierung eines Assays mit in
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der Auswertung signifikanten Unterschieden zwischen Behandlung und Kontrolle
im Vordergrund. Dieser Assay muss dann an mehreren Patientenproben

bestatigt werden.

Im ELISpot wurden aufgrund der geringen Zahl an verfigbaren Mikrotumoren
Spharoide der Zelllinie LNCaP als Stimulus fur die T-Zellen genutzt. In weiteren
Tests ware eine nochmalige Durchfiihrung dieses Versuchs mit Mikrotumoren

und T-Zellen des gleichen Patienten wichtig und interessant.

Ein weiterer limitierender Faktor ergibt sich aus dem untersuchten
Patientenkollektiv. Es wurde Gewebe, gewonnen nach RPE verwendet. Das Ziel
des Projekts ist jedoch die Etablierung eines patientenabgeleiteten Modells zu
Darstellung der Effektivitat einer Chemotherapie oder anderen systemischen
Therapie, die bei Patienten im hormonsensiblen metastasierten Stadium
Anwendung findet. Bei diesen Patienten wird jedoch aul3erhalb der Biopsie zur
Diagnosesicherung in der Regel kein Gewebe entnommen. Es ware daher
unethisch gewesen diesen Patienten zusatzlich operativ Gewebe zu entnehmen.
Da bei Patienten im hormonsensiblen lokal fortgeschrittenen Stadium jedoch ein
hohes Rezidivrisiko besteht, kommt das untersuchte Patientenmaterial dem

eigentlich zu untersuchenden Patientenkollektiv sehr nahe.

4.5 SCHLUSSFOLGERUNG

Die vorliegende Arbeit ist eine Pilotarbeit zu geplanten Untersuchungen an aus
Prostatakarzinomgewebe gewonnenen Mikrotumoren. Sie zeigt die Mdglichkeit
der Kultivierung der Mikrotumore auf, was in bisherigen Studien nur fir andere
humane Karzinomgewebe gezeigt wurde. Zudem wurde ein Assay zur Testung
verschiedener zytotoxischer Substanzen entwickelt, der angepasst ist an die
Besonderheiten des Prostatakarzinoms, daher vor allem die geringe Zahl an
Mikrotumoren. Zur Bestatigung der Hypothese, dass die Mikrotumore dem
Patiententumor in lhren histopathologischen Eigenschaften &hneln, wurden
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histologische Farbungen vorgenommen. Zusétzlich wurden die TILs genauer
charakterisiert, da in nachfolgenden Studienebenfalls eine Ko-Kultivierung von

Mikrotumoren mit TILs geplant ist.

Zur Validierung der oben genannten Beobachtungen sind weitere
Untersuchungen notwendig. Die Beobachtungen konnen aber als
vielversprechend fur die weitere Arbeit zur Etablierung eines Ex-vivo-

Modellsystems aus Mikrotumoren der Prostata angesehen werden.
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5. ZUSAMMENFASSUNG

Das Prostatakarzinom ist der haufigste solide Tumor des Mannes und damit ein
sehr wichtiges Thema der urologischen Forschung. Die vorliegende Arbeit
beschreibt ein Modell an dem an dem anhand eines 3D-Modells, gewonnen aus
dem Tumor des Patienten, verschiedene Substanzen getestet werden kénnen.
So kann das Ansprechen des Tumors auf die Therapie in vitro bestatigt werden.
Ein solches Modellsystem fur das Prostatakarzinom fehlt bisher, fir andere
Tumorentitdten wie das Kolonkarzinom wurden Dbereits erste Studien
durchgefuhrt. In der vorliegenden Arbeit wurde an der Etablierung des
Modelsystems gearbeitet. Aus Patientengewebe wurden durch mechanische
Zerkleinerung und Verdau Mikrotumore gewonnen, an denen dann weitere Tests
durchgefuhrt wurden. Die Vorteile dieses Modells liegen auf der Hand: im
Vergleich zu Xenografts ist deren Praparation einfach, schnell und billig. Im
Vergleich zu in 2D wachsenden Zelllinien ist ein Gradient von Sauerstoff und
Nahrstoffen vorhanden, was dem Orginaltumorgewebe naherkommt und nicht
zuletzt liefert dieses Modell individuelle Ergebnisse fur den jeweiligen Patienten,
da die Tests direkt am Tumorgewebe des Patienten stattfinden. Auch in der
praklinischen Forschung konnte dieses Modell zur Anwendung kommen und

damit den Einsatz von Tierversuchen minimieren.

Im ersten Schritt der Arbeit wurden dazu die Praparationsbedingungen zur
Gewinnung der Mikrotumore optimiert, es zeigte sich jedoch eine starke
Abhangigkeit der Anzahl erhaltener Mikrotumore von der Gro3e der Probe. Dies
ist allerdings ein in der Literatur bekanntes Problem. Im n&chsten Schritt wurden
Substanztestungen an den Mikrotumoren durchgefihrt, bei denen sich
signifikante Ergebnisse bei Behandlung der Mikrotumore mit Docetaxel und
Enzalutamid zeigten. Die Mikrotumore wurden dazu mit den genannten
Substanzen inkubiert und die Rate lebender zu toter Zellen ausgewertet. Die
Auswertung dieser Experimente erfolgte anhand konfokaler Mikroskopie.
Schliel3lich erfolgte eine histologische Charakterisierung der Mikrotumore, wobei

die Methodik der Einbettung der Mikrotumore in Paraffin etabliert wurde. Die
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Schnitte wurden dann mittels immunhistochemischer Farbung untersucht.
Zusatzlich wurden HE-Schnitte angefertigt. Es zeigten sich strukturelle Merkmale
des Prostatakarzinoms. Die Mikrotumore unterschieden sich eindeutig von den
aus Zelllinien entstandenen Sphéaroiden. Als Grundlage zur Testung von
Immuntherapien an den Mikrotumoren wurden Tests mit tumorinfiltrierenden
Lymphocyten durchgefuhrt. Diese wurden aus dem Tumorgewebe isoliert und
expandiert. Die Aktivitat der TILs alleine, in Anwesenheit von Spharoiden und in
Anwesenheit der Checkpointinhibitoren Nivolumab und Ipilimumab konnte mittels
ELISpot ermittelt werden. SchlieBlich wurde die Zusammesetzung
(CD4+/CD8+/T-reg) der TILS mittels FACS analysiert. Durch die Etablierung der
genannten Methoden ist die Grundlage flr weitere Experimente an grol3eren

Fallzahlen gelegt.
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