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1. Einleitung

1.1. Epidemiologie und Atiologie des Prostatakarzinoms

Das Prostatakarzinom ist bei Mannern in Deutschland die haufigste
Krebserkrankung und steht bei den tddlich verlaufenden Malignomen an zweiter
Stelle. Nach einer Zunahme der Neuerkrankungen Uber fast zwei Jahrzehnte,
wurde in den letzten Jahren eine weitgehend konstante Erkrankungsrate durch
das Robert-Koch-Institut registriert. Im Jahr 2014 lag sie bei 57.370
Neuerkrankungen pro Jahr, was etwa einem Viertel aller Krebserkrankungen
entspricht. Die altersstandardisierte Erkrankungsrate lag bei circa 92,7/100.000
Mannern pro Jahr [105]. Die bisher zunehmende Zahl der Erkrankungen wird zu
einem grofBen Teil mit einer besseren Friherkennung, durch grof3flachig
durchgeflihrte Messungen des Prostataspezifischen Antigens (PSA), im
Rahmen eines Screenings, erklart. Im Jahr 2014 verstarben in Deutschland
13.704 Manner an der Erkrankung, die Mortalitdt lag bei 19,7 pro 100.000
Personen. Prostatakarzinome treten selten vor Beginn des flnften
Lebensjahrzehnts auf, danach steigt die Inzidenz exponentiell an und der Gipfel
der Erkrankungshaufigkeit liegt im siebten und achten Lebensjahrzehnt. Das
Lebenszeitrisiko, jemals an einem Prostatakarzinom zu erkranken, liegt bei 11,9
%. Die relative 5-Jahres-Uberlebensrate betragt momentan 91 % [105].

Es zeigen sich geographische Unterschiede in der Haufigkeit des
Prostatakarzinoms. Wahrend das Prostatakarzinom in den USA und Europa zu
den héaufigeren Tumoren zahlt, ist es in asiatischen Landern eher selten [73,
101].

Die genaue Atiologie des Prostatakarzinoms ist weitgehend unbekannt. Einige
Risikofaktoren scheinen jedoch zu existieren, wie z.B. hoheres Alter, eine
genetische Disposition, der Lebensstil und die Erndhrungsweise (z.B. Konsum
von rotem Fleisch) [32, 76, 120]. Interessanterweise zeigt sich auch in
asiatischen L&andern eine Zunahme der Fallzahlen. Diese wird mit einer
Anpassung des Lebensstils an westliche Verhéltnisse (fettreiche Ern&hrung,
Ubergewicht) erklart [99].

Alter scheint ein erwiesener Risikofaktor fir die Entwicklung von

Prostatakarzinomen zu sein. Das Erkrankungsrisiko, innerhalb der nachsten 10



Jahre zu erkranken, liegt bei einem 35-jahrigen unter 0,1 %, wéahrend es bei

einem 75-jahrigen bei etwa 5-6 % liegt [105].

1.2. Wachstum und Klinik des Prostatakarzinoms

Bereits 1941 beschrieben Huggins et al. eine Androgenabhangigkeit im
Wachstum von Prostatakarzinomen [42]. Dies wird bis heute in der Therapie
genutzt. Allerdings muss man davon ausgehen, dass nicht alle Tumorzellen
hormonsensitiv wachsen [36].

Aufgrund des anfanglich langsamen Wachstums verlaufen die frhen Stadien
des Prostatakarzinoms in der Regel symptomlos. Fortgeschrittene
Erkrankungen fallen meist durch Miktionsprobleme und/oder Restharnbildung
sowie Nykturie, Pollakisurie, Dysurie oder Algurie auf. Erektionsstérungen
kénnen, bedingt durch Kompression der Nerven im Sakralbereich, auftreten. Im
Falle einer Metastasierung sind primér Knochen betroffen, meistens im Bereich
von Becken, Wirbelsaule, Rippen oder Femur. Die Metastasen imponieren
dabei durch Ilokale Knochenschmerzen und im schlimmsten Fall durch
pathologische Frakturen. Bei Metastasen in der Wirbelséule kann es aul3erdem
zu neurologischen Ausfallen durch Ruckenmarksverletzungen kommen.
Lymphknotenmetastasen konnen auflerdem zu Lymphddemen fuhren.

Metastasen in Lunge und Leber sind eher selten [36].

1.3. Histologie und Einteilung der Malignitat (Grading) des
Prostatakarzinoms

Die Prostata wird nach McNeal in vier Zonen eingeteilt: periphere Zone,
Transitionszone, zentrale Zone und anteriores fibromuskulares Stroma. In der
peripheren Zone, die circa 70 % des Drisengewebes enthalt, entstehen fast
alle Prostatakarzinome [74]. Das Adenokarzinom der Prostata macht dabei tUber
90 % aller Prostatakarzinome aus und entsteht aus den Drusenzellen der
Prostata [36].

Fiar die histologische Einteilung der Malignitat (Grading) wird der revidierte
Gleason-Score verwendet [26], fur den der histologische Aufbau des

Prostatagewebes nach architektonischen Parametern bewertet wird. Die Grade



reichen von 1 (gut differenziert) bis 5 (sehr schlecht differenziert). Die Grade der
beiden am haufigsten im untersuchten Biopsie- oder Operationspraparat
vorkommenden Zellpopulationen werden zum Gleason-Score addiert, z.B.
3+4=7 [26]. Der Score kann damit Werte zwischen 2 und 10 annehmen. Je
hoher der Gleason-Score, desto grof3er ist die Abweichung zum ursprtinglichen

Gewebe und somit die Entdifferenzierung.

1.4. Diagnostik und Bestimmung der Tumorausbreitung (Staging)

Die Friherkennung des Prostatakarzinoms erfolgt im Rahmen der
Vorsorgeuntersuchung, welche ab dem 45. Lebensjahr empfohlen wird. Diese
umfasst die Messung des PSA-Wertes und die digital-rektale Tastuntersuchung
(DRU). Bei Karzinomverdacht kann zur Priméardiagnostik erganzend der
transrektale Ultraschall (TRUS) angewendet werden. Bei begrindetem
Karzinomverdacht wird eine transrektale Stanzbiopsie mit zehn bis zwolf
Stanzzylindern durchgefuihrt. Die Praparate werden histologisch untersucht und
mittels des Gleason-Scores eingestuft [66].

Die Bestimmung der Tumorausbreitung (Staging) wird nach den TNM-Kriterien
durchgefuhrt [137]. Das T steht dabei fur Tumor und beschreibt die Grof3e des
Tumors (Tabelle 1).

Das N und M geben Lymphknoten- (N) oder Fernmetastasen (M) an. Im
Bedarfsfall kann fir das Staging, zusatzlich zur Primardiagnostik, eine
Computertomographie (CT), Magnetresonanztomographie (MRT) und eine
Skelettszintigraphie durchgefuihrt werden [66].



Tabelle 1: Vereinfachte Darstellung der Tumorkategorien beim

Prostatakarzinom nach 7. Auflage TNM-Klassifikation [137].

T-Kategorie Erlauterung

Primartumor

T1 Klinisch nicht erkennbarer Tumor, weder
tastbar noch in der Bildgebung

T2 Tumor begrenzt durch Prostatakapsel
T3 Tumor durchbricht die Prostatakapsel
T4 Tumor infiltriert andere Nachbarstrukturen als

Samenblasen

1.5. Tumormarker des Prostatakarzinoms

1.5.1. Prostataspezifisches Antigen (PSA)

Das Prostataspezifische Antigen (PSA) ist eine Serinprotease, welche im
Prostatasekret enthalten ist. Sie dient der Verflissigung der Samenflissigkeit
[36]. Momentan ist das PSA der wichtigste Marker zur Risikostratifizierung
eines Prostatakarzinoms, da es hierbei haufig erhoht ist. Der Vorteil von PSA
liegt in der hohen Spezifitdt, da es nur in der Prostata gebildet wird, nachteilig
ist jedoch, dass es nicht tumorspezifisch ist. Erh6hte PSA-Spiegel werden nicht
nur bei Vorliegen eines Prostatakarzinoms, sondern auch bei benigner
Prostatahyperplasie, bei Entziindungen der Prostata, bei Manipulationen oder
anderen Reizungen der Prostata (z.B. Fahrradfahren) beobachtet [86, 119]. Es
fallt somit schwer, generelle Grenzwerte flr suspekte Serum-PSA-Werte zu
definieren. Daher werden, neben dem Gesamtvorkommen des PSA, die PSA-
Anstiegsgeschwindigkeit und die PSA-Verdoppelungszeit betrachtet.

Die PSA-Anstiegsgeschwindigkeit (PSA-V) gibt die Anderung des Gesamt-PSA-
Wertes innerhalb eines Jahres an. Dieser Wert scheint eine Einschéatzung der
Aggressivitat eines Tumors zu ermoglichen [19].

Die PSA-Verdoppelungszeit gibt an, in welcher Zeit sich das Gesamt-PSA



rechnerisch verdoppelt hat. Sehr kurze PSA-Verdoppelungszeiten sind mit einer
aggressiveren Tumorerkrankung und einer kiirzeren Uberlebenszeit assoziiert
[3, 28].

Eine wichtige Funktion hat der PSA-Wert in der Tumornachsorge nach
Prostatektomie oder Strahlentherapie. Nach erfolgreicher Therapie sollte der
PSA-Wert unter die Nachweisgrenze sinken, da kein PSA produzierendes
Gewebe mehr vorhanden sein sollte. Bei erneutem Ansteigen spricht man von
einem biochemischen Rezidiv, welches durch ein Lokalrezidiv oder
Fernmetastasen verursacht werden kann. AuRerdem kann das PSA als Marker

der Effektivitat einer Antiandrogen- oder Chemotherapie eingesetzt werden [36].

1.5.2. Prostataspezifisches Membranantigen (PSMA)

Das Prostataspezifische Membranantigen (PSMA) ist ein Typ Il Transmembran-
Glykoprotein, welches ungeféhr 100 kDa wiegt und aus 750 Aminosauren (AS)
besteht. Das PSMA-Protein hat eine gro3e extrazellulare Domane (707 AS),
eine Transmembrandoméne (24 AS) und einen kleinen zytosolischen Teil (19
AS) [45, 87]. Eine Enzymakativitat wurde fur die membranstandige, wie auch fir
die mogliche zytosolische Form von PSMA beschrieben [130]. Aul3erdem sind
verschiedene Isoformen von PSMA identifiziert worden. Diese entstehen durch
alternatives Spleif3en und wurden PSM' (zytosolische Variante), PSM-C, PSM-D
und PSM-E benannt [8, 85, 121]. Zumindest fur PSM-E wurde eine ahnliche
Funktion wie fur PSMA beschrieben [9].

PSMA wird sehr spezifisch in der Prostata exprimiert. Geringe Mengen wurden
aber auch in der Brust sowie den Ovarien nachgewiesen, wahrend in der Haut,
in der Leber, in den Nieren und den intestinalen Organen kaum nachweisbare
Mengen gefunden wurden [116, 118]. Aul3erdem wurde eine PSMA-Expression
in neovaskularen Endothelien von vielen weiteren soliden Tumoren gefunden
[13, 12, 15, 33, 116].

Uber die physiologische Funktion von PSMA ist nicht viel bekannt. PSMA
besitzt eine Folathydrolaseaktivitat, sodass eine Funktion im Folatstoffwechsel
der Prostata angenommen wird [97]. Die N-Acetyl-L-aspartyl-L-



Glutamatpeptidase (NAALADase), eine Neuropeptidase im
Glutamatstoffwechsel des Nervensystems, stimmt zu 86 % mit dem PSMA-
Protein tUberein, weshalb eine ahnlich hydrolytische Funktion vermutet wird [11].
Ein nattrlicher Ligand fur PSMA konnte bislang allerdings nicht identifiziert
werden [30].

Aktuell werden eine madgliche Beteiligung an der Zellmigration sowie an der
Néahrstoffaufnahme Uber die Folathydrolase und eine Beeinflussung des
Zellzyklus (vorzeitiges Verlassen der Mitosephase), durch eine Assoziation des
zytoplasmatischen Anteils von PSMA mit dem Zyklosom, diskutiert [102, 103].
Die Beteiligung am Zellzyklus bleibt unter physiologischen Bedingungen jedoch
unklar, da die betreffenden Studien an Zellen mit starker Uberexpression von
PSMA durchgefiihrt wurden.

In Prostatakarzinomen ist die PSMA-Expression sehr haufig erhoht [7, 65, 122,
138]. Dabei scheint die Expression im Primartumor und auch in
Lymphknotenmetastasen hoch zu sein, wahrend sie in Knochenmetastasen im
Vergleich dazu niedriger ist [116, 139].

Uber die Bedeutung von PSMA in der Pathogenese von Prostatakarzinomen ist
bisher wenig bekannt. Das PSMA scheint beispielsweise einen férdernden
Effekt auf die Knochenmetastasenbildung zu haben [144]. Kontrovers diskutiert
wird der Einfluss von PSMA auf die Zellmigration und die Invasivitat der
Tumorzellen. Die ektope Expression von PSMA in PC-3-Zellen
(Prostatakarzinomzelllinie mit neuroendokrinen Merkmalen) war in einigen
Studien mit einem weniger invasiven Wachstum assoziiert [9, 31]. Studien von
Yao et al. zeigten jedoch gegenteilig eine Steigerung der Invasivitat von PC-3
Zellen mit ektoper PSMA-Expression [141]. Im Einklang damit fuhrte eine
Hemmung der PSMA-Aktivitat bzw. das Ausschalten von PSMA in LNCaP
Zellen zu einer verminderten Migration und Invasion [20, 143]. Doch auch hier
gibt es gegenteilige Ergebnisse, die zeigen konnten, dass eine Blockade von
PSMA in LNCaP Zellen zu einer hdheren Invasivitat fuhrte [9].

Des Weiteren wird ein Zusammenhang zwischen Androgenen und PSMA
angenommen. Liu et al. zeigten, dass die Expression von PSMA nach einer

Langzeitsuppression von Androgenen abnahm [67], wahrend Chang et al.



keinen Einfluss einer kurzzeitigen Androgensuppression auf die PSMA-
Expression nachweisen konnten [14]. Im Gegensatz dazu beobachteten andere
Studien eine erhdhte PSMA-Expression durch eine antiandrogene Therapie [27,
75, 139]. Evans et al. konnten ebenfalls nachweisen, dass eine Inhibition des
Androgenrezeptorsignalweges eine erhdhte Aufnahme eines radioaktiv
markierten PSMA-Antikdrpers zur Folge hatte. Umgekehrt zeigten sie auch,
dass die PSMA-Expression durch Androgene unterdriickt wird [27].

In ersten klinischen Untersuchungen korrelierte eine hohe PSMA-Expression
mit einem hoéheren Tumorgrad, mit einer Aneuploidie und mit dem Auftreten
eines biochemischen Rezidivs [94, 106].

Das PSMA-Protein ist ein interessanter Anhaltspunkt fir die Diagnose, die
Behandlung und die Forschung. Abgesehen von neovaskularen Endothelien
anderer Tumoren weist es eine hohe Spezifitat fir die Prostata auf und wird
dort um ein vielfaches hoher exprimiert als in anderen Geweben [30, 118].
AulRRerdem steht inzwischen eine Reihe von spezifischen, kinstlichen PSMA-
Liganden zur Verfugung [70]. Diese kdnnen beispielsweise an ein Radionuklid,
ein Toxin oder anderes Pharmakon gebunden werden und somit eine
Diagnostik sowie eine zielgerichtete Therapie ermdglichen [25, 38, 71, 107,
124].

1.6. Bildgebung des Prostatakarzinoms

Aul3erhalb von Studien spielt in der Primérdiagnostik des Prostatakarzinoms die
Bildgebung mittels MRT oder CT eine untergeordnete Rolle und ist speziellen
Fragestellungen vorbehalten. Eine Skelettszintigraphie kann zum Nachweis von

Skelettmetastasen herangezogen werden [66].

1.6.1. Positronen-Emissions-Tomographie (PET)/CT

In den Leitlinien zur Diagnostik und Staging des Prostatakarzinoms wird die
PET/CT Untersuchung erwéahnt, aber nicht standardméafig empfohlen und soll
in kontrollierten klinischen Studien durchgefiihrt werden. Im Rahmen der
Rezidivdiagnostik kann neuerdings jedoch eine PSMA-Hybrid-Bildgebung

erfolgen [66]. Diese wird mit zunehmendem Erfolg in einigen Zentren



angeboten. Die generelle Funktionsweise der PET beruht auf mit Nukliden
radioaktiv markierten Molekilen (Tracern), die sich im Gewebe anreichern und
deren Nuklide dort zerfallen. Dabei werden Positronen emittiert, die mit
Elektronen im Gewebe reagieren und so vernichtet werden. In diesem Vorgang
entstehen zwei Photonen, die sich im Winkel von ca. 180° voneinander
entfernen. Diese Photonen werden in Detektoren, die ringférmig um den
Patienten angebracht sind, detektiert und lassen sehr genaue Ruckschlisse auf
den Ort des Zerfalls im Korper zu. Beim PET/CT werden die PET-Bilder mit
Bildern einer zeitgleich durchgefuhrten CT fusioniert. Dadurch lassen sich die
Traceranreicherungen anatomischen Strukturen zuordnen [61].

In der Nuklearmedizin existieren fur die Prostatabildgebung inzwischen
verschiedene Tracer. Diese sind u.a.. ['®F]2‘-Fluor-2‘-desoxy-D-glucose
([*F]FDG), [*®F]Cholin ([*®F]Fluorethylcholin, [*8F]Fluormethylcholin) und
spezifische Tracer die gegen PSMA gerichtet sind (z.B. [*8Ga]Glu-NH-CO-NH-
Lys(Ahx)-HBED-CC oder [8Ga]PSMA 1&T) [22, 49, 135]. Die PET mit [*8F]FDG
ist das Standardverfahren in der Nuklearmedizin. Dabei wird dem Patienten ein
radioaktiv markierter Zucker ([*8F]JFDG) verabreicht. Dieser Zucker wird von den
Zellen im Korper unspezifisch Uber Glukosetransporter aufgenommen. Der
gesteigerte Glukoseumsatz von Tumorzellen fuhrt zu einer Mehrspeicherung in
diesen, sodass Tumore sichtbar gemacht werden kénnen [34]. Jedoch ist der
Nutzen der [*¥F]JFDG-PET fur die Diagnose und das Staging des
Prostatakarzinoms limitiert, da die Sensitivitdt in verschiedenen Studien ganz
unterschiedlich bei 4 %, 31 %, 64 % bzw. 83 % lag [57, 69, 91, 90, 134]. Des
Weiteren muss bedacht werden, dass [®F]FDG teilweise auch von normalem
Prostatagewebe, bei Prostatitis und bei benigner Prostatahyperplasie, durch
erhohten Glukoseumsatz, vermehrt aufgenommen wird [48, 54, 57, 108]. Fur
die Diagnose von schlecht-differenzierten Karzinomen (hoher Gleason-Score)
kann das Verfahren jedoch nitzlich sein [49, 48, 50, 58, 90]. Méglicherweise
kann es auch zum Therapiemonitoring eingesetzt werden, da gezeigt werden
konnte, dass die [¥F]JFDG-Aufnahme nach (chemo-)hormonaler Therapie
abnimmt [49, 91].

Fir die Prostatabildgebung werden neben [*F]FDG auch cholinbasierte Tracer



eingesetzt, wie z.B. [*1C]Cholin (CHOL) und [*®F]Cholin ([*®F]Fluorethylcholin =
(FEC), [*8F]Fluormethylcholin = (FMC)). Die Zellmembran besteht zu einem Teil
aus Phosphatidylcholin, welches durch Aufnahme von Cholin synthetisiert und
in die Membran eingebaut wird. Cholin wird von Prostatakarzinomzellen, im
Vergleich zu normalen Prostatazellen, verstarkt aufgenommen [63]. Dies
geschieht vermutlich durch eine erhdhte Cholinkinaseaktivitat in
Prostatakarzinomzellen [104] und einem somit hoéheren Cholinumsatz der
Tumorzelle. Die Sensitivitat und Spezifitat der [*8F]Cholin-PET liegen fiur das
initiale Staging des Prostatakarzinoms bei 84 % bzw. 79 % [131]. Jedoch wurde
auch hier gezeigt, dass es zu einer Aufnahme in normales Prostatagewebe,
z.B. bei Prostatitis und bei benigner Prostatahyperplasie, kommt [44]. Beim
Restaging bei Rezidiv liegen die Sensitivitat und Spezifitat sogar bei 85 % und
88 %. Der Nutzen der [*¥F]Cholin-PET findet sich daher eher in der
Rezidiverkennung und im Restaging, als in der Primardiagnostik und dem
Primarstaging [111, 131]. Dabei ist es dem [*®F]FDG-PET uberlegen [96, 134].
Die Werte fur Spezifitit und Sensitivitat scheinen jedoch bei sehr niedrigen
PSA-Werten deutlich schlechter zu sein [16, 43, 59, 110]. Mdglicherweise lasst
sich [*®F]Cholin zum Therapiemonitoring nach Chemotherapie mit Docetaxel
einsetzen, da ein Zusammenhang in der Cholinaufnahme und der
Docetaxelexposition im Zellmodell beschrieben wurde [82, 89]. In einer ersten
klinischen Untersuchung Uberzeugte ein Cholin-Tracer jedoch nicht fur die
Uberprifung eines Therapieerfolgs mit Docetaxel nach klinischen Kriterien
(PSA-Wert, ,Response Evaluation Criteria In Solid Tumors® (RECIST)). Das
Ansprechen einzelner Lasionen konnte jedoch tberprift werden [112].

Aktueller Gegenstand der Forschung sind spezifische PSMA-Tracer. Bei einem
vielversprechenden Ansatz handelt es sich dabei um einen niedermolekularen
PSMA-Inhibitor, der mit der ,Liganden-Bindestelle“ von PSMA interagiert. Daran
wird ein Chelator gebunden und mit Gallium-68 markiert. Der fertige Tracer wird
vom PSMA-Molekil gebunden, in die Zelle internalisiert und detektiert [22]. Im
Falle eines schlechten Ansprechens einer kurativen Therapie, konnte flr die
Rezidiverkennung des Prostatakarzinoms in ersten klinischen Untersuchungen

fur das [(8Ga]PSMA-PET eine deutlich bessere Detektionsrate, als fir ein



[*8F]Cholin-PET, angegeben werden. Dies galt v.a. bei niedrigen PSA-Werten.
AuRerdem scheint das [8Ga]PSMA-PET dem [*F]Cholin-PET hinsichtlich des
Kontrasts Uberlegen [1, 24, 80, 93]. Zusatzlich konnte ein [*®¥Ga]PSMA-PET, im
Falle eines vorangegangenen negativen [®F]Cholin-PETs, zu 43,8 % ein
Rezidiv trotzdem erkennen [6]. Die Sensitivitdt bzw. die Spezifitat des
[*8Ga]PSMA-PETs werden in einer Metaanalyse jeweils mit 86 % angegeben
[93].

Weiterfihrend ist ein theranostischer Ansatz, bei dem die Diagnostik und die
Therapie verknUpft werden. Dabei wird zunachst die PSMA-Expression mittels
einer diagnostischen [(8Ga]PSMA-PET verifiziert. AnschlieRend kann eine
Endoradiotherapie erfolgen, fir die derselbe Tracer an ein therapeutisches
Nuklid, wie z.B. Lutetium-177, gekoppelt wird. Erste Ergebnisse am Patienten
lassen ein groRes Potential in der Therapie des metastasierten

Prostatakarzinoms erwarten [37, 62, 136].

1.7. Prognose und Therapie

Die Prognose ist bei frih erkannten und begrenzten Karzinomen sehr gut, die
5-Jahres-Uberlebensrate liegt bei annahernd 100 % [115]. Bei lokalen (T1 und
T2) wund niedrig-gradigen (Gleasonscore < 8) Karzinomen ist die
Lebenserwartung kaum beeintrachtigt [56]. Im Falle einer Metastasierung zum
Zeitpunkt der Diagnose, verschlechtert sich die Prognose auf eine 5-Jahres-
Uberlebensrate von nur noch 28 % [115].

Die Therapie des Prostatakarzinoms hangt von der Ausbreitung (TNM-
Klassifikation), dem Grading (Gleason-Score), dem Allgemeinzustand des
Patienten, den Begleiterkrankungen, dem Alter sowie seiner Lebenserwartung
ab. Unter Berlcksichtigung dieser Faktoren kann zwischen einer abwartenden
Haltung (,aktive Uberwachung® oder ,abwartendes Beobachten®), einer
radikalen Prostatektomie, einer Strahlentherapie und einer antiandrogenen
Hormontherapie gewahlt werden, denen sich im Bedarfsfall eine
Chemotherapie anschliel3en kann. Die antiandrogene Hormontherapie im Sinne
einer systemischen Androgendeprivation kann entweder medikamentts (LHRH-
Analoga, z.B. Buserelin; GnRH-Antagonisten, z.B. Degarelix) oder operativ
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(Orchiektomie) erfolgen [66]. Dem androgenabhangigen Wachstum von
Prostatakarzinomen wird somit die Wachstumsgrundlage genommen.
Allerdings entwickeln viele Prostatakarzinome nach einiger Zeit trotz
antiandrogener Therapie ein erneutes bzw. weiteres Wachstum. Dies wird als
Kastrationsresistenz bezeichnet. Bei fortschreitender Erkrankung oder
Kastrationsresistenz kann dem Patienten eine Chemotherapie angeboten

werden, welche derzeit standardmafiig mit Docetaxel durchgefthrt wird [66].

1.7.1. Wirkung und Nebenwirkungen von Docetaxel

Docetaxel gehort zur Gruppe der Taxane. Der Wirkmechanismus beruht auf
einer Bindung an das Tubulin der Mikrotubuli einer Zelle. Diese Bindung
verhindert die Depolymerisation und somit den Abbau der Mikrotubuli. Da die
Mitosespindel aus Mikrotubuli besteht, wird die Zellteilung stark gehemmt. Die
Zelle verbleibt im Ubergang zwischen der G2/M-Phase des Zellzyklus. Das fihrt
zur Einleitung der Apoptose und zum Zelltod [5, 109].

In  zwei prospektiven, randomisierten Zulassungsstudien verlangerten
Docetaxel/Prednison  bzw. Docetaxel/Estramustin = im  Vergleich  zu
Mitoxantron/Prednison das mediane Uberleben signifikant um 2,9 Monate (19,2
Monate vs. 16,3 Monate) [4] bzw. um 1,9 Monate (17,5 Monate vs. 15,6
Monate) [95].

Eine Behandlung mit Docetaxel kann jedoch zu einer ausgepragten
hamatologischen Toxizitdt fuhren. Beschrieben wurden eine Anamie,
Thrombozytopenie und eine (mitunter schwere) Neutropenie [127]. Des
Weiteren kann es zu akuten Hypersensitivitatsreaktionen, Alopezie, Fatigue,
Nausea/Emesis, Diarrhoe, Neuropathien, Nagelverdnderungen, Stomatitis,
peripheren Odemen, Geschmacksveranderungen, Appetitlosigkeit, Dyspnoe,
Myalgie, vermehrter Tranensekretion und Epistaxis kommen [127].

1.7.2. Resistenzentwicklung unter Docetaxeltherapie
Ein Problem der Therapie mit Docetaxel stellt die Resistenzentwicklung dar, fur
deren Entstehung inzwischen einige Mechanismen untersucht wurden

(Abbildung 1). Vermutet werden u.a. eine Uberexpression von Multidrug-
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Resistenz-Proteinen (MDRP), wie z.B. p-Glykoprotein, die Uber eine Efflux-
Pumpe den Wirkstoff aus der Zelle transportieren [88], oder eine Mutation bzw.
andere Isoform des Tubulins, an dem Docetaxel andockt und dieses dann nicht
mehr richtig binden kann [35, 98, 128]. Eine Uberexpression oder Aktivierung
von Signal Transducers and Activators of Transcription 1 (STAT1), STAT3,
Clusterin, Hitzeschockproteinen (HSP) und nuclear factor 'kappa-light-chain-
enhancer' of activated B-cells (NF-kB) sowie eine verminderte Expression bzw.
Aktivitat von p53 sind auch mit einer Docetaxelresistenz assoziiert worden [17,
21, 68, 88, 92, 142]. Die Uberexpression von einigen Zytokinen wie z.B.
Interleukin-6, Interleukin-8, CC-Chemokinligand 2 (CCL2), transforming growth
factor beta 1 (TGF-B1) oder macrophage inhibitory cytokine 1 (MIC-1) scheint
ebenfalls die Entwicklung einer Docetaxelresistenz zu fordern [21, 72, 78, 100,
117]. Umgekehrt fuhrte in Zellversuchen mit LNCaP Zellen die verminderte
Expression von p38, p53 oder p21 zur Sensibilisierung gegentber Docetaxel
[29].

"4

Efflux-Pumpe (P-gp, MDRP)
beta-Tubulin beta—Tquinmutation
Klasse Il Tubuliniso-
‘ form
G2/M Fixierung

Uberlebenssignalwege Chem_okine (ccL2)
(STAT1, STAT3, l Cytokine (IL-6, IL-8,
NF-kB. JNK. JAK) [P TOERL MICES)
Chaperonproteine
Apoptose (Clusterin, HSP)

pb3

Zelltod Zelliiberleben

Abbildung 1: Resistenzmechanismen gegen Docetaxel, vereinfachte Darstellung nach
Magadoux et al. [73]
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1.8. Ziele der Arbeit

Bislang ist eine Einteilung von Prostatakarzinomen beziglich ihrer
Androgensensitivitat, eine Einschétzung hinsichtlich der Aggressivitat und eine
Bestimmung der  Tumorbiologie und dem damit verbundenen
Tumorstoffwechsel ohne eine Biopsie schwer maglich. Mit einer nicht-invasiven
Bildgebung, die dies frihzeitig ermoglicht, koénnten individualisierte
Therapiemoglichkeiten angeboten und nebenwirkungsreiche oder ineffektive
und kostenintensive Therapien vermieden werden. Zusatzlich ware die
Uberprifung des Therapieansprechens, im Speziellen der Chemotherapie mit
Docetaxel, beim Prostatakarzinom mittels PET-Bildgebung eine neue und
schnelle Methode. Im Fokus des Interesses steht dabei die PET-Darstellung
des Proteins PSMA, da dadurch die bekannten Limitationen der Tracer
[*®F]JFDG und [*8F]Cholin umgangen werden konnten. Mit dem in der
Nuklearmedizin mdglichen theranostischen Prinzip kdnnte aufgrund der
Spezifitdit von PSMA fur Prostatagewebe, bei positiver PSMA-Diagnostik, mit
einem therapeutischen Nuklid auferdem eine sehr spezifische Therapie
angeboten werden. Daraus ergeben sich folgende Fragestellungen, die im
ersten Teil der Arbeit untersucht wurden:

Wie gut eignen sich verschiedene Tracer ([*®F]FDG, [*®F]Cholin, [(8Ga]PSMA
I&T) zur Bildgebung von androgenunabhangigen (LNCaP C4-2 Zellen) und
androgenabhéngigen (LNCaP Zellen) Prostatakarzinomen? Inwiefern eignen
sich die Tracer zur Differenzierung der Androgenabhangigkeit der
Prostatakarzinome?

Wie gut eignen sich die Tracer [*®F]FDG, [*8F]Cholin, [8Ga]PSMA I&T fir die
Beurteilung des Therapieansprechens nach Docetaxeltherapie?

Wie spezifisch ist die [(8Ga]PSMA-Tracerbindung fir die tatsachliche

Expression von PSMA? Korreliert die Tracerbindung mit der Expression?

Im zweiten Teil der Arbeit wurde ein mdglicher Zusammenhang zwischen der
PSMA-Expression und der Entwicklung einer Docetaxelresistenz in einem small
interfering RNA (siRNA) vermittelten System untersucht, bei dem die PSMA-
Expression in LNCaP Zellen gehemmt wurde (LNCaP Knockdown/KD). Diese
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Hypothese basiert auf einer Studie, die einen Zusammenhang zwischen der
PSMA-Expression und der p38-Expression [143] beschreibt, sowie einer
weiteren Studie, die einen Zusammenhang zwischen der p38-Expression und
der Docetaxelsensitivitat beschreibt [29].

Daraus ergeben sich folgende konkrete Fragestellungen:

Beeinflusst die PSMA-Expression in LNCaP Zellen die Sensitivitdt gegentber
Docetaxel?

Ist es maglich, vor Therapiebeginn mittels [®®Ga]PSMA-PET/CT Rickschlisse
auf die Docetaxelsensitivitdt zu ziehen und somit das Ansprechen einer

Chemotherapie mit Docetaxel abzuschéatzen?

2. Material und Methoden

2.1. Materialien

2.1.1. Gerate
Typ Hersteller
Autoklav Autoklav 23 MELAG Medizin-
technik, Berlin
automatischer Zellzahler Scepter™ 2.0 Merck KGaA, Darmstadt
Brutschrank Heracell Heraeus Holding GmbH,
Hanau
Durchflusszytometer BD FACSCalibur BD Biosciences, New
Jersey, USA
Eismaschine AF-10 Scotsman Ice Systems,
Vernon Hills, USA
Elektrophoresekammer Mini PROTEAN 3 cell | Bio-Rad Laboratories
Inc., USA
Entwicklermaschine Protec Ecomax Protec GmbH & Co. KG,
Oberstenfeld
Gammacounter 2480 Wizard? PerkinElmer Inc.,
Waltham, USA
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Gefrierschrank

Gram bioline (-20 °C)

Forma 900 series
(-80 °C)

Gram Commercial A/S,
Vojens, DK

Thermo Fischer
Scientific, Waltham,
USA

Kihlschrank

Oko Super Glass
Line

LIEBHERR International
AG, Biberach a.d. Ri3

MacBook

MacBook Pro 4.1

Apple Inc., Cupertino,
USA

Mechanischer Zellzéhler T120 Baumer IVO GmbH &
Co. KG, Villingen-
Schwenningen

Mehrfachdispenser HandyStep Brand GmbH + Co. KG,
Wertheim

Mikroplattenlesegerat Plate Hidex Oy, Turku,

CHAMELEON™ V Finnland

Mikroskop Axio Vert.Al Carl Zeiss Microscopy
GmbH, Gaéttingen

Netzteil fur Power Pac 200 Bio-Rad Laboratories

Elektrophoresekammer und

Transfertank

Inc., USA

Neubauer-Zahlkammer

Neubauer improved,
Tiefe: 0,100mm;

Assistent®

Glaswarenfabrik Karl

0,0025mm? Hecht GmbH & Co KG,
Sondheim
PCR-Gerat FlexCycler2 Analytik Jena AG, Jena

Pipettierhelfer

Accu-jet® pro

Brand GmbH + Co. KG,
Wertheim

Qubit® Fluorometer

Invitrogen GmbH,

Karlsruhe

Reagenzglaschuttler

Mixer Uzusio VTX
3000L

LMS Co. Ltd.,Tokyo,

Japan
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Real-time PCR-Gerat

RotorGene Q

Qiagen GmbH, Hilden

Schiittler

MS1 Minishaker

IKA — Werke GmbH &
Co. KG, Staufen

sterile Arbeitsbank Herasafe Heraeus Holding GmbH,
Hanau
Stoppuhr TFA, Dostmann GmbH
& Co KG, Wertheim
Taumel-Rollmischer Paul Marienfeld GmbH
& Co. KG, Lauda-
Konigshofen
Thermoschuttler TS-100C Biosan, Riga, Lettland
Thermostatschrank Aqua®lytic, Dortmund
Transfertank Mini Trans-Blot Bio-Rad Laboratories
Inc., USA
Vakuumpumpe VWR International
GmbH, Darmstadt
Waage Sartorius BP 310 S Data Weighing Systems,
Inc., Elk Grove, USA
Wasserbad Memmert GmbH + Co
KG, Schwabach
Zentrifuge Fresco 21 centrifuge | Heraeus Holding GmbH,
Hanau
Zentrifuge Megafuge 2.0 R Heraeus Holding GmbH,

Hanau

2.1.2. Software

BD CellQuest™ Pro

BD Biosciences, New Jersey, USA

Citavi 5

Swiss Academic Software, Wadenswil, Schweiz

Microsoft Office 2016

Microsoft Corporation, Redmond, USA

OriginPro 2016G

OriginLab Corporation, Northampton, USA
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2.1.3. Verbrauchsmittel

24-Well Cellstar

Typ Hersteller
Blottingpapier 330 g/m?; GB33 A. Hartenstein GmbH,
Wirzburg
FACS-RoOhrchen Flow cytometry tube 5 ml, | Sarstedt AG & Co,
75x12 mm, PS NUmbrecht
Gewebekulturflaschen | 250 ml, 75 cm? Greiner bio-one GmbH,
50 ml, 25 cm? Frickenhausen
250 ml, 75 cm? cell+ Sarstedt AG & Co,
Numbrecht
Gewebekulturplatten | 6-Well, 96-Well Sarstedt AG & Co,
NUmbrecht

Greiner bio-one GmbH,
Frickenhausen

Nitrozellulose-

Membran

GE Protran BA83

GE Healthcare Europe
GmbH, Freiburg

Pasteurpipetten

Ca. 230 mm

Brand GmbH + Co. KG,
Wertheim

1000 pl Reference

20 pl

200 pl pipetman 200

PCR-Caps PCR SingleCap 8er- Biozym Scientific GmbH,
SoftStrips 0,2 ml, farblos | Oldendorf
Pipetten 2,5 yl Research plus Eppendorf AG, Hamburg

Eppendorf AG, Hamburg

Brand GmbH + Co. KG,
Wertheim

VWR International GmbH,
Darmstadt

Pipettenspitzen

10 pl
200 pl
1000 pl

Sarstedt AG & Co,

NiUmbrecht
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Pipettenspitzen fur

10 pl Biosphere®

Sarstedt AG & Co,

PCR mit Filter 100 pl Biosphere® Numbrecht
200 pl Biosphere®
1000 pl Biosphere®
Reaktionsgefale SafeSeal 1,5 ml Sarstedt AG & Co,

15 ml Cellstar tubes
50 ml Cellstar tubes

NiUmbrecht
Greiner bio-one GmbH,
Frickenhausen

sterile Einmalpipetten |5 ml Cell Star Greiner bio-one GmbH,
10 ml Cell Star Frickenhausen
25 ml Cell Star

Universalfilm (Super
RX)

Fujifilm Corporation,

Tokyo, Japan

2.1.4. Chemikalien und Reagenzien

Hersteller

2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-
ethansulfonsaure (HEPES Puffer) 1M

Gibco® by life Technologies,
Darmstadt

5(6)-Carboxyfluorescein diacetate N-

succinimidylester (CFSE)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,

Steinheim

Acrylamid/Bis-acrylamid Losung

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,

Steinheim

Ammoniumpersulfat

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim

Bovines Serumalbumin (Fraktion V,
pH 7)

PAA Laboratories GmbH, Pasching,

Osterreich

Chemolumineszenz-Lésung (Western
Lightning® Plus-ECL)

PerkinElmer Inc., Waltham, USA
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Dimethylsulfoxid (DMSO)

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

Docetaxel

Selleckchem, Houston, USA

Ethanol (96 % vergallt)

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

Ethanol absolut (unvergallt)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,

Steinheim

Ethylendiamintetraacetat (EDTA)
Losung (0,5 M) pH 8

AppliChem GmbH, Darmstadt

fetales Kalberserum (FCS)

Gibco® by life Technologies,

Darmstadt

Glutamax Gibco® by life Technologies,
Darmstadt

Glycin Sigma-Aldrich Chemie GmbH,

Steinheim

HiPerFect® Transfection reagent

Qiagen GmbH, Hilden

Lammli-Puffer 2x

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim

Magermilchpulver

AppliChem GmbH, Darmstadt

Methanol Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim

N,N,N*,N*- Sigma-Aldrich Chemie GmbH,

Tetramethylethylenediamine Steinheim

(TEMED)

Natriumchlorid

Merck KGaA, Darmstadt

Natriumcitrat

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,

Steinheim

Natriumdodecylsulfat (SDS)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim

Natriumpyruvat 100 mM

Gibco® by life Technologies,

Darmstadt

Nicht-essentielle Aminosauren
(NEAA 100x)

Gibco® by life Technologies,
Darmstadt
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Penizillin/Streptomyzin

Gibco® by life Technologies,

Darmstadt

Phosphatgepufferte Salzlésung
(PBS)

Gibco® by life Technologies,

Darmstadt

Ponceau S Losung

AppliChem GmbH, Darmstadt

Propidiumiodid

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim

Protein-Leiter (ColorPlus Prestained)

New England Biolabs® GmbH,

Frankfurt am Main

Radioimmunpréazipitationsassay-
Puffer (RIPA-Puffer)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,

Steinheim

RNase A

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim

RNase Entferner (RNase-ExitusPlus)

AppliChem GmbH, Darmstadt

Roswell Park Memorial Institute-
Zellmedium (RPMI 1640)

Gibco® by life Technologies,
Darmstadt

TRIZMA®BASE

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,

Steinheim

Trypanblau (0,4 %)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim

Trypsin (10x)

Gibco® by life Technologies,

Darmstadt

TWEEN®?20

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim

Zellmedium OPTI-MEM

Gibco® by life Technologies,

Darmstadt
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2.1.5. Kits

Hersteller

Inside-stain-Kit

Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch
Gladbach

Novagen® BCA Protein Assay Kit

EMD Millipore Corp., Billerica, USA

Omniscript® RT Kit

Qiagen GmbH, Hilden

QlAshredder™

Qiagen GmbH, Hilden

Qubit® RNA BR Assay Kit

molecular probes® by life
technologies™, Eugene, USA

RNase-free DNase Set

Qiagen GmbH, Hilden

RNeasy® Mini Kit

Qiagen GmbH, Hilden

SensiMix™ SYBR No-ROX Kit

Bioline Reagents Ltd., London, UK

2.1.6. Antikorper

Hersteller

Esel-anti-Maus 1gG H&L Alexa Fluor®
488 (ab150105)

Abcam plc, Cambridge, UK

Maus-anti-hPSMA (ab19071)

Abcam plc, Cambridge, UK

Maus-anti-hTubulin (ab56676)

Abcam plc, Cambridge, UK

Pferd-anti-mMeerrettichperoxidase
(HRP) (#7076)

Cell Signaling Technology, Inc.,
Danvers, USA

2.1.7. siRNA

SIRNA FOLH1 (Gene ID 2346)

Sequenz: CACGAACTGAAGACTTCTTTA

Qiagen GmbH, Hilden

Fluoreszenz- und scrambled-siRNA:

conjugate) (#6201)

SignalSilence® Control siRNA (Fluorescein

Cell Signaling Technology,
Inc., Danvers, USA
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2.1.8. PCR-Primer

FOLHL1 Primer NM_004476.1 Qiagen GmbH, Hilden
(PPHO1005B)
3-Actin QuantiTect® Hs ACTB 2 SG Qiagen GmbH, Hilden
Primer Assay

2.1.9. Zelllinien

PC-3 (ATCC CRL-1435)
LNCaP (ATCC CRL-1740)
LNCaP C4-2

Die LNCaP und PC-3 Zellen wurden freundlicherweise von der Klinik und
Poliklinik far Urologie und Kinderurologie des Universitatsklinikums Wiurzburg
zur Verfugung gestellt.

Die LNCaP C4-2 Zellen wurden freundlicherweise von Herrn Prof. A. Beer,

Klinik far Nuklearmedizin des Universitatsklinikums Ulm, zur Verfligung gestellit.

2.1.10. Radiotracer

Die verwendeten Radiotracer stellte freundlicherweise das Interdisziplinare
PET-Zentrum (IPZ) der Klinik und Poliklinik for Nuklearmedizin des
Universitatsklinikums Wiarzburg zur Verfigung. Alle Tracersubstanzen wurden
vor Anwendung jeweils mittels validierter analytischer Verfahren auf ldentitat

und radiochemische Reinheit gepruft.

[*8F]2‘-Fluor-2‘-desoxy-D-glucose ([*F]FDG) HWZ: 110 Min.
[*8F]Fluormethylcholin (FMC) HWZ: 110 Min.
[(8Ga]PSMA 1&T HWZ: 68 Min.
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2.1.11. Medien und Puffer

Wachstumsmedium:
e 500 ml RPMI 1640 Medium
e 50mlFCS
e 5mlNEAA

e 5 ml Glutamax
e 5 ml Penicillin/Streptomycin

e 5 ml Natriumpyruvat

Einfriermedium:

Wachstumsmedium versetzt mit 10 % DMSO.

Trypsin:

Zur Herstellung von 1x Trypsin wurde 10x Trypsin 1:10 in PBS verdunnt.

Docetaxelstammldsung

Eine Docetaxelstammlésung (10 mM) wurde in DMSO angesetzt, aliquotiert
und bei -80 °C gelagert. Verdinnungen wurden mit RPMI-1640 Medium
hergestellt.

Puffer

Tabelle 2: Zusammensetzung der Tris-gepufferten Salzlésung (TBS)

20 mM Tris Base 24,2 g
150 mM NacCl 87,69
H20 11

fur TBS-T: Zugabe von 0,1 % Tween
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FACS-Puffer: PBS + 3 % FCS
MACS-Puffer: PBS + 0,5 % BSA + 2 mM EDTA
Blocking-Puffer: TBS-T + 5 % Magermilchpulver

Laufpuffer und Transferpuffer fir Western-Blot:

Tabelle 3: Zusammensetzung der Puffer fir Western-Blot

Menge fur 1l 10x Laufpuffer | 10x Transferpuffer
25 mM Tris Base 30,3 g 30,3 g

190 mM Glycin 144 g 144 g

SDS 10 g (1 %) 19

H20 11 11

1x Laufpuffer: 1:10 mit Wasser verdunnt

1x Transferpuffer: 1:10 mit 20 % Methanol/Wasser verdinnt

SDS-Gel

Tabelle 4. Zusammensetzung der 10 % SDS-Gele fur Western-Blot

10 % SDS-Gel 10 ml Laufgel 3 ml Sammelgel
H20 4 mi 2,1 ml
Acrylamid 30 % 3,3ml 0,5 ml
TRIS 1,5 mM 2,5 ml (pH 8,8) 0,38 ml (pH 6,8)
SDS 10 % 0,1 ml 0,03 ml
Ammoniumpersulfat 10 % 0,1 ml 0,03 ml
TEMED 0,004 ml 0,003 ml
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2.2. Methoden
2.2.1. Zellkultur

Kultivierung und Passagieren der Zelllinien:

Es wurde stets eine sterile Arbeitsbank mit vertikalem Luftstrom (Heracell)
verwendet sowie auf eine sterile Arbeitsweise geachtet. Fur die Experimente
wurden die Prostatakarzinom-Zellinien PC-3, LNCaP und LNCaP C4-2
verwendet. Die Zellen wurden in Wachstumsmedium bei 37 °C bei 95 %
Luftfeuchtigkeit und 5 % CO:2 kultiviert. Das Medium wurde nach 48 h — 96 h
erneuert, sofern die Zellen nicht passagiert oder flr Versuche verwendet
wurden.

Um die Zellen zu passagieren, wurde das Medium aus der Zellkulturflasche mit
einer Pasteurpipette abgesaugt, anschlieend wurde mit PBS gewaschen. Die
Flasche wurde nun mit 1 ml 1x Trypsin fir einige Min. im Brutschrank inkubiert,
damit sich die adh&renten Zellen von der Flaschenoberflache abldsen. Dieser
Vorgang wurde mikroskopisch kontrolliert. Zum Abstoppen der Trypsinreaktion
wurde frisches Medium zugegeben, der Inhalt der Flasche in ein
Reaktionsgefal dberfihrt und 4 Min. bei 400 xg abzentrifugiert. Das Pellet
wurde mit Medium resuspendiert und die Zellzahl mittels einer Neubauer-
Zahlkammer bestimmt. AbschlieRend wurde wieder eine gewisse Zahl an Zellen

in eine neue Zellkulturflasche ausgesat und im Brutschrank inkubiert.

Bestimmung der Zellzahl:
Es wurden 10 pl einer Zellsuspension in eine Neubauer-Zahlkammer tberfihrt
und die Zellen unter dem Mikroskop gezahlt. Die Zellzahl wurde mit folgender

Formel berechnet:

gezahlte Zellzahl
Zahl der ausgezdhlten Kammern

x Verdiunnungsfaktor + 104 = Zellzahl/ml

Alternativ wurde die Zellzahl mit dem Scepter™ 2.0, einem automatischen

Zellzahler, ermittelt.
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Auftauen und Einfrieren von Zelllinien

Zum Auftauen wurde ein Kryorbhrchen aus dem flussigen Stickstoff im
Wasserbad kurz angetaut, sodass noch eine kleine Eisformation zu sehen war.
Dann wurde der Inhalt des Kryoréhrchens in 10 ml frischem Wachstumsmedium
aufgenommen und 4 Min. bei 400 xg abzentrifugiert. AbschlieBend wurde das
Zellpellet in  frischem Wachstumsmedium resuspendiert, in eine
Zellkulturflasche Uberfuihrt und im Brutschrank inkubiert.

Zum Einfrieren wurden ca. 1*108 Zellen in 1,5 ml Einfriermedium resuspendiert.
Das DMSO verhindert die Eiskristallbildung und somit das Platzen der Zellen
beim Einfrier- bzw. Auftauvorgang. Die Zellsuspension wurde dann in speziellen
Kryorohrchen in einem Isopropanolkihler bei einer Kihlungsrate von 1 °C/Min.

auf -80 °C gekuhlt und am nachsten Tag in flissigen Stickstoff Gberfuhrt.

Transfektion der Zelllinien

Um die spezifische Funktion eines Proteins zu untersuchen, kann dieses
Protein gezielt ausgeschaltet werden. Dazu bringt man eine fir die mRNA-
Sequenz des Proteins spezifische small interfering RNA (siRNA) in die Zellen
ein (Transfektion). Von der doppelstrdngigen siRNA wird ein Strang in den
sogenannten RNA-induced silencing complex (RISC) eingebaut. Der RISC
erkennt die komplementére nattrliche mRNA in der Zelle und spaltet diese.

Die Transfektion und die Aussaat der Zellen wurden in einem Arbeitsschritt an
einem Tag durchgefiihrt. Fur die Transfektion einer siRNA in LNCaP Zellen
wurden 3,5 - 4*10° Zellen in einer 6-Lochplatte in 2,3 ml Wachstumsmedium
(ohne P/S), oder 1*10° Zellen in einer 24-Lochplatte in 500 pl Medium
ausgesat. Fur 6-Lochplatten wurde anschliel3end 150 ng siRNA in 100 ul OPTI-
MEM Medium verdiinnt und 24 ul HiPerFect-Transfektionsreagenz zugegeben,
fur 24-Lochplatten wurde alles 1:4 runterskaliert. Dieser Ansatz wurde grindlich
gemischt und fir 10 Min. bei Raumtemperatur inkubiert, damit sich
Transfektionskomplexe bilden konnten. Die komplexierte siRNA wurde

anschlieBend tropfchenweise auf die Zellen gegeben und gleichméfiig durch
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Bewegung der Lochplatte verteilt. Bei jeder Transfektion wurden zwei
Negativkontrollen mitgefiihrt, um unspezifische Effekte der Transfektion bzw.
der siRNA ausschlielen zu konnen: (i) eine Transfektion ohne SiRNA
(,MOCK"), (ii) Transfektion einer siRNA, die nachgewiesenermalien keinen
Effekt auf kodierende Sequenzen innerhalb der Zelle hat (,scrambled siRNA®).
Nach 72 h wurde der Knockdown uberpruft (Western Blot, gPCR) und die

Zellen fur Versuche verwendet.

Uberprufung der Transfektionseffizienz

Die Effizienz der Transfektion wurde mit Hilfe einer fluoreszenzmarkierten
SiRNA Uberprift. 24 h nach der Transfektion wurde der Prozentsatz
fluoreszierender Zellen fluoreszenzmikrosopisch beurteilt und anschliel3end

durchflusszytometrisch im FACS im FL-1 Kanal quantifiziert.

2.2.2. Bestimmung der mittleren letalen bzw. mittleren inhibitorischen
Konzentration von Docetaxel

Docetaxel gehort zur Gruppe der Taxane. Die Wirkung der Substanz beruht auf
einer Stabilisierung von Mikrotubuli. Dies fuhrt zu einer Unterbindung der
Reorganisation des mikrotubularen Netzwerks wahrend der Mitose und damit
letztlich zum Zelltod.

Um die halbletale Dosis, bei der 50 % der Zellen sterben (LD50 Wert), far
Docetaxel zu definieren, wurde eine Dosis-Wirkungskurve mit Hilfe des
Nicoletti-Assay (siehe Nicoletti-Assay) erstellt. Analog dazu wurde die
inhibitorische Konzentration, bei der die Proliferation der Zellen um 50 %
vermindert ist (IC50), mittels CFSE-Farbung ermittelt (siehe CFSE Farbung).

Dafir wurden

e LNCaP: 1*10° Zellen
e LNCaP C4-2: 1*10° Zellen
e PC-3: 3*104 Zellen

in 500 pl Medium pro Kavitat auf eine 24-Lochplatte ausgesat und fir 24 h
inkubiert, damit sich die Zellen absetzen und am Plattenboden anheften

konnten.
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Aus der Docetaxelstammlosung [10 mM] wurde eine Verdinnungsreihe in der
doppelten gewiinschten Endkonzentration hergestellt. Jeweils 500 pl einer
Verdinnung bzw. 500 ul Wachstumsmedium (Kontrolle, unbehandelt) wurden
jeweils zum vorhandenen Medium in einer Kavitdt zugegeben und fir 48 h

inkubiert.

2.2.3. Durchflusszytometrische Analysen

2.2.3.1. Nicoletti-Assay

Der Nicoletti-Assay wurde von Nicoletti et al. 1991 [84] eingefuhrt. Damit |&sst
sich eine Zellzyklusanalyse und eine Quantifizierung apoptotischer Zellen
durchfuhren. Ein wichtiger Bestandteil der Methode ist Propidiumiodid, ein
Farbstoff, der in Nukleinsauren interkaliert. Wird die RNA vorher mittels RNase
verdaut, ist die Menge des eingelagerten Propidiumiodids proportional zum
DNA-Gehalt der Zelle.

Da hier die Zahl der toten Zellen quantifiziert werden sollte, wurden sowohl
Zellen als auch das Medium aus der 24-Lochplatte in ein FACS-Ro6hrchen
Uberfuhrt. Nach Zentrifugation (4 Min, 400 xg) wurde das Zellpellet durch
tropfenweise Zugabe von 1 ml eiskaltem Ethanol (-20 °C), wahrend
bestéandigem Mischen fixiert. Die Zellen wurden mindestens tber Nacht bei 4 °C
gelagert.

Fur die durchflusszytometrische Analyse wurden die fixierten Zellen mit etwa 2
ml 38 mM Na-Citrat gewaschen und anschlielBend mit 200 pl Féarbeloésung (50
pg/ml Pl und 10 pg/ml RNase A in 38 mM Na-Citrat (pH 7,4)) versetzt und fur
20 Min. bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert. Die FACS-Messung erfolgte
im Kanal FL-2A unter Verwendung des Duplettendiskrimierungsmoduls.

Die charakteristische Verteilung der Fluoreszenzintensitat und damit des DNA-
Gehalts im Histogramm stellt die einzelnen Zellzyklusphasen dar: Dabei stellt

die sogenannte ,sub-G1“ Fraktion die toten Zellen dar (Abbildung 2).
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Abbildung 2: Histogrammdarstellung einer Zellzyklusanalyse nach Nicoletti, M1 =
subG1: apoptotische Zellen (< 2n), M2 = G1-Phase (2n), M3 = Synthesephase (2n-4n),
M4 = G2/M-Phase: 4n; (n = Chromosomensatz), FL2-A gibt die Fluoreszenzintensitat
an.

2.2.3.2. Carboxyfluorescein-Succinimidyl-Ester-Féarbung
Carboxyfluorescein-Diacetat-Succinimidyl-Ester (CFDA-SE) ist ein
zellpermeables, nicht fluoreszierendes Molekil, das in lebenden Zellen durch
intrazellulare Esterasen gespalten und in Carboxyfluorescein-Succinimidyl-
Ester (CFSE) umgewandelt wird. CFSE hingegen fluoresziert und ist
zellimpermeabel. Bei der Zellteilung wird CFSE gleichmaRig auf die
Tochterzellen aufgeteilt. Die Fluoreszenzintensitdt nimmt also mit jeder
Zellteilung ab, was mittels Durchflusszytometrie im FL-1 Kanal detektiert
werden kann (Abbildung 3).

1*108 Zellen wurden abzentrifugiert und in PBS/ 5 % FCS resuspendiert. Nach
Zugabe von CFDA-SE in einer Endkonzentration von 5 pM wurden die Zellen
fur 3 Min. in der abgedunkelten Sterilbank inkubiert. AnschlieRend wurden die
Zellen abzentrifugiert (4 Min., 400 xg) und zweimal mit PBS/5 % FCS
gewaschen. Im letzten Schritt wurde das Pellet mit Medium resuspendiert und
die Zellen ausgesat.

Fur die durchflusszytometrische Analyse wurden die Zellen geerntet und in

FACS-Puffer resuspendiert.
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Abbildung 3: Histogrammdarstellung einer CFSE-Farbung im FACS. Rot
Farbintensitat der Zellen direkt nach der F&arbung, griun/schwarz/orange
Farbintensitat der Zellen im Verlauf, FL1-H gibt die Fluoreszenzintensitat an.

Zur Bestimmung der Proliferation wird der geometrische Mittelwert (Geo-Mean-
Wert), der die mittlere Fluoreszenzintensitat (MFI) der Zellen abbildet,
verwendet. Der Geo-Mean von unbehandelten Zellen wird als 100 % definiert.

Die Proliferationshemmung berechnet sich dann wie folgt:

Geo — Mean(unbehandelt)

100 — 1
00 Geo — Mean(behandelt) * 100

2.2.3.3. Durchflusszytometrische Quantifizierung von PSMA

Fur die durchflusszytometrische Bestimmung der PSMA-Expression wurde der
der Inside Stain Kit (Miltenyi) nach Herstellerangabe verwendet sowie ein
unkonjugierter Maus-anti-hPSMA (Primérantikdrper) und ein anti-Maus-
AlexaFluor488 Antikorper (Sekundarantikdrper). In der Regel wurden Zellen aus
fur [®Ga]PSMA-Bindungsstudien (s.u.) vorbereiteten Kulturen verwendet, um
eine direkte Korrelation der PSMA-Expression und Tracer-Bindung zu
ermoglichen. Es wurde immer zwei Negativkontrollen mitgefuhrt: (i) eine
ungefarbte Probe und (ii) eine nur mit dem Sekundarantikérper gefarbte Probe,
um einen ,Hintergrundwert” bzw. eine Kontrolle flr eine mogliche unspezifische
Bindung des Sekundarantikorpers zu haben.

Die Zellen wurden geerntet, zwei Mal mit MACS-Puffer gewaschen (400 xg, 4
Min.), in 250 pl MACS-Puffer aufgenommen und durch Zugabe von 250 pl
Inside-Fix (20 Min., RT) fixiert. Nach erfolgter Fixierung wurden die Zellen mit 1
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ml MACS-Puffer gewaschen (400 xg, 4 Min.) und anschlieRend mit 1 pl anti-
PSMA-AK/100 pl Inside-Perm fir 15 Min. bei Raumtemperatur (im Dunkeln)
inkubiert. Nach einmaligem Waschen mit 1 ml Inside-Perm (400 xg, 4 Min.)
erfolgte die Inkubation mit dem Sekundéarantikorper (1:2000 in 100 pl Inside-
Perm) fur 15 Min. bei Raumtemperatur in Dunkelheit. AbschlieRend wurde mit
1ml Inside-Perm gewaschen (400 xg, 4 Min.) und das Zellpellet in MACS-Puffer
resuspendiert. Die Messung im Durchflusszytometer erfolgte im FL-1 Kanal, zur

Auswertung wurde der Geo-Mean herangezogen.

2.2.4. Aufnahme bzw. Bindung der Radiotracer

Um die Aufnahme ([*¥F]FDG, ['®F]Cholin) beziehungsweise Bindung
([(8Ga]PSMA) von Radiotracern durch/an Zellen zu quantifizieren, wurden 1*108
Zellen/T25-Flasche oder 6*10° Zellen/Vertiefung einer 6-Loch-Platte ausgesat,
fur 24 h inkubiert und anschlieBend mit der jeweiligen IC50 fir Docetaxel
behandelt oder unbehandelt gelassen.

Nach 48 h wurden die Zellen geerntet und in PBS ([*F]FDG-, [*®F]Cholin-
Uptake) oder Medium/5 % BSA ([®8Ga]PSMA-Bindung) aufgenommen.

200.000 Zellen in 500 pl PBS oder Medium/5 % BSA wurden in 1,5 ml
Reaktionsgefal3e pipettiert, pro Messzeitpunkt wurden Triplikate angefertigt. Die
zu den Proben zugegebene Aktivitaitsmenge an Radiotracer betrug ca. 10°
Zerfalle/Min. in 50 ul PBS bzw. Medium/5 % BSA. Als Referenzwert wurde ein
Triplikat welches nur Tracer (keine Zellen) enthielt mitgefuhrt. Die Proben
wurden fur 60 Min. bei 37 °C inkubiert.

Um den Tracer-Uptake bzw. die Tracer-Bindung zu stoppen, wurden die Proben
anschlieBend fur 2 Min. auf Eis gestellt und zwei Mal mit kaltem PBS
gewaschen (1500 xg, 2 Min., 4 °C).

Abschlieend wurde die im Zellpellet gespeicherte bzw. gebundene
Radioaktivitat im Gammazahler gemessen. Dieser filhrte automatisch eine
Korrektur fur Hintergrund und Halbwertszeit durch. Zur Auswertung wurden
dann die Mittelwerte der gemessenen Triplikate verwendet und in Relation zum

Referenzwert, also der initial zugegebenen Aktivitat, gesetzt.
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Uptake (Zellpellet)
*
Uptake (Referenzwert)

Aufnahme bzw.Bindung (%) = 100

2.2.5. Molekularbiologische Methoden

2.2.5.1. RNA-Isolation

Zur Isolation von RNA wurde das QIlAshredder-Kit und das RNeasy-Kit von
Qiagen nach Herstellerangabe verwendet.

Im ersten Schritt wurden die Zellen geerntet, das Zellpellet mit 350 pl RLT-
Puffer resuspendiert, zum Zellaufschluss in ein QIAshredder Gefal3 Uberfihrt
und bei 8000 xg fur 3 Min. zentrifugiert. Die resultierende Zellsuspension wurde
anschlieBend mit 350 pl 70 % Ethanol gemischt und Uber die Saule eines
RNeasy-Gefald zentrifugiert (8000 xg fur 15 Sek.), damit die RNA an die Saule
bindet. Nach jedem Zentrifugationsschritt wurde die abzentrifugierte L&sung
verworfen und nur die Séule weiterverwendet. Die Sdule wurde dann mit 350 pl
RW-Puffer gewaschen und bei 8000 xg 15 Sek. zentrifugiert. Die Entfernung
von genomischer DNA erfolgte durch Inkubation mit 10 pl DNase/70 ul RD-
Puffer (beides aus RNase-free DNase-Kit) fir 15 Min. bei Raumtemperatur. Es
folgte ein weiterer Waschschritt mit 350 pl RW-Puffer. Anschliel3end wurde 500
pl RLP-Puffer auf die Saule gegeben und bei 8000 xg fur 15 Sek. zentrifugiert.
Dieser Schritt wurde einmal wiederholt, jedoch wurde diesmal fur 2 Min.
zentrifugiert. Zur Lésung der RNA aus der Saule wurde abschlieRend die Saule
in ein neues GefalR Uberfuhrt, mit ca. 30-40 pl RNase-freiem Wasser versetzt
und durch Zentrifugation (8000 xg, 1 Min.) eluiert. Die RNA wurde bei -80 °C
gelagert.

Zur Bestimmung des RNA-Gehalts wurde das Qubit RNA BR Assay Kit nach
Herstellerangabe verwendet. Zur Kalibrierung des Qubit Fluorometers wurden
zwei Standards verwendet, von denen 10 pl mit 190 pl Arbeitslésung verdinnt
wurde. AnschlieBend wurde 1 pl der zu messenden Probe mit 199 pl der

Arbeitslésung verdinnt und im Programm RNA BR Assay gemessen.
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2.2.5.2. cDNA-Synthese

Fur die Synthese komplementarer DNA (cDNA) wurden stets 500 ng RNA mit
dem Omniscript-Kit (Qiagen) nach Herstellerangabe umgeschrieben. Es wurde
ein Mastermix mit folgenden Komponenten hergestellt (Tabelle 5).

Tabelle 5: Zusammensetzung des Mastermix fur die cDNA-Synthese

Mastermix Volumen

10x Puffer RT 2 ul

dNTP Mix (5 mM von jedem dNTP) 2 pl

Oligo-dT Primer (10 uM) 2 ul

RNase Inhibitor 1l

Omniscript Reverse Transkriptase 1l

RNase freies Wasser variabel, je nach RNA-Template-

Menge

Gesamtvolumen 20 ul

Die RNA wurde vorgelegt und anschlieBend der Mastermix zugegeben und die
ReaktionsgefalRe im Flexcycler bei 37 °C fur 60 Min. inkubiert. Gelagert wurde
die fertige cDNA bei -80 °C.

2.2.5.3. Quantitative real-time Polymerase-Kettenreaktion (QPCR)

Die quantitative real-time PCR ermdglicht es in Echtzeit die Vervielfaltigung der
cDNA-Transkripte durch ein Fluoreszenzsignal zu messen. Zur Erzeugung
dieses Signals wird meist der Farbstoff SYBR Green verwendet, welcher an
doppelstrangige DNA bindet und von speziellen Detektoren gemessen wird.

FiUr die quantitative real-time PCR wurden jeweils Triplikate hergestellt. Um

Kontaminationen in Mastermix oder Wasser auszuschlieRen wurde stets eine
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Leerprobe (Triplikat) mit Wasser mitgefuhrt. Zur Normalisierung wurden Primer
fur ein ,Housekeeping-Gen*“ (3-Aktin) verwendet.

Pro Ansatz wurde die cDNA (aus 500 ng mRNA) 1:20 in einem Gesamtvolumen
von 2,5 ul verdinnt und in ein Reaktionsgefdl3 vorgelegt. Es wurde der
Mastermix (SensiMix, Wasser, Primer) zugegeben und die Proben

anschlieBend in die PCR-Maschine RotorGene gestellt (Tabelle 6).

Tabelle 6: Zusammensetzung eines Versuchsansatzes fur gPCR

Endkonzentration Volumen
2x SensiMix Mastermix 1x 12,5 pl
Wasser 9,37 ul
Primer (10 pM) 250 nM 0,63 pl
Gesamtvolumen 22,5 ul

Das Programm startete mit einer Aktivierung von 10 Min. bei 95 °C, danach

folgten 40 Zyklen mit folgender Abfolge:

Denaturierung 15 Sek. 95 °C
Annealing 15 Sek. 55°C
Elongation 15 Sek. 72 °C

Nach Beendigung des letzten Zyklus wurde eine Schmelzkurvenanalyse
durchgefuhrt. Dabei wird die Temperatur konstant mit einer Heizrate von 0,1
°C/Sek. von 72 °C auf 95 °C erhdht und es werden die Schmelzpunkte der

Primer ermittelt.

Auswertung

Zur Auswertung der Ergebnisse wurde der Schwellenwertzyklus (Ci-Wert)
verwendet. Der Ci-Wert beschreibt den Wert in der Kurve, bei dem das
Fluoreszenzsignal erstmals exponentiell Uber den Hintergrundwert ansteigt.

Zuerst wurde eine Normalisierung durchgefuhrt. Dazu wurde der ACt+-Wert aus
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dem C+Wert des Housekeeping-Gens (HKG) und dem Ci+Wert des

untersuchten Gens (GIl) mit folgendem Schema gebildet:

Act = ct(HKG) — ct(GI)

Dieser normalisierte Wert ist wichtig, da er die Werte verschiedener Proben
untereinander vergleichbar macht.

Fir die weitere Auswertung wurde die AAC+-Methode verwendet. Dabei wird
eine Differenz zwischen dem AC:+Wert der unbehandelten und dem der

behandelten Proben gebildet:

AAct = Act(unbehandelt) — Act(behandelt)

Differenzen in der Expressionsstarke des Zielgens, z.B. aufgrund eines
Knockdowns, werden durch Logarithmieren des AAC+Werts zur Basis 2

ermittelt.

2 AAch) = n-fache Expression

Aus der Kontrollgruppe gewonnene Werte zum Genexpressionslevel werden
gleich 1 gesetzt. Damit ergibt ein Wert < 1 eine Verminderung und ein Wert > 1
eine Erhohung der Genexpression in der Versuchsgruppe im Vergleich zur
Kontrollgruppe.

2.2.6. Proteinbiochemische Methoden

2.2.6.1. Proteinisolation

Zum spezifischen Nachweis des PSMA-Proteins wurden Zelllysate hergestellt.
Dazu wurden mindestens 5*10° Zellen verwendet und zwei Mal mit PBS
gewaschen (1000 xg, 4 Min.). Das Pellet wurde mit 50 pl RIPA-Puffer
resuspendiert und eine Stunde auf Eis inkubiert. Anschlie3end wurde 10 Min.
bei 8000 xg zentrifugiert und der Uberstand als Lysat direkt weiterverwendet
oder bei -20 °C gelagert. Fur die Protein-Auftrennung mittels SDS-PAGE
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wurden die Lysate mit 2x Lammli Puffer im Verhaltnis 1:1 fur 5 Min. bei 95 °C

aufgekocht.

2.2.6.2. Bestimmung der Proteinmenge

Zur Bestimmung der Proteinmenge wurde das BCA Protein Assay Kit
verwendet.

Zur Erstellung einer Standardkurve wurde eine Verdinnungsreihe von 0-25-
125-250-500-1000 pg/ml BSA (Stammlésung 2 mg/ml) angefertigt. Die zu
messenden Proben wurden in PBS verdinnt (1:60 — 1:100). Anschlie3end
wurden 25 pl dieser Verdiinnungen in eine 96-Lochplatte pipettiert und 200 pl
der BCA Arbeitslosung (200 pl BCA Losung + 4 pl Kupfersulfat) zugegeben.
Nach kurzem Mischen wurde die Platte fur 30 Min. bei 37 °C inkubiert und
schlieB3lich die Extinktion photometrisch im Mikroplattenleser bei 562 nm
gemessen. Mithilfe der Standardgeraden konnte nun die Proteinkonzentration

bestimmt werden.

2.2.6.3. SDS-Page und Western-Blot

Fir die Auftrennung im SDS-Gel wurden 10 - 20 pg Proteinlysat verwendet.
Dazu wurde die entsprechende Menge Lysat in einem 10 % SDS-Gel bei 90 V
im Sammelgel und 130 V im Laufgel in der Elektrophoresekammer im
Laufpuffer aufgetrennt. Anschlieend wurden die Proteine auf eine
Nitrocellulose-Membran transferiert (nasser Transfer). Dazu wurde ein

»Sandwich® in folgender Reihenfolge gebildet:

Schwamm | Blotting-Papier | Nitrozellulosemembran | SDS-Gel | Blotting-Papier

| Schwamm

Der Transfer geschah bei 80 V fir 60 Min. bei gleichzeitiger Kihlung im
Transfertank mit Transferpuffer. Nach erfolgtem Transfer wurde mit einer
Ponceau-S Farbung (Ponceau-S fur 5 Min auf die Membran gegeben,
anschlieBend Entfarbung mit TBS) die Proteinauftrennung sichtbar gemacht

und fotografisch dokumentiert.
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Darauf folgte die Blockade der unspezifischen Bindestellen der Membran mit 5
% Magermilch in TBS-T fur eine Stunde auf dem Taumelrolimischer. Die
Inkubation mit dem Primarantikorper (Anti-PSMA, ab19071) wurde in einer
Verdinnung von 1:1500 in Magermilch Uber Nacht bei 4 °C auf dem
Taumelrollmischer durchgefiihrt. Nach Waschen der Membran mit TBS-T (0,1
%) fur 3x 5 Min. erfolgte die Inkubation mit dem Peroxidase-gekoppelten
Sekundarantikérper (anti-Maus HRP) in einer Verdinnung von 1:2000 in
Magermilch fur 1h auf dem Taumelrolimischer. Anschlie3end wurde 4x 5 Min.
mit TBS-T (0,1 %) gewaschen. Zur Detektion wurde die Membran eine Min. in
ECL-L6sung gelegt und von Hand leicht geschiittelt. Die feuchte Membran
wurde dann in eine Kassette zwischen zwei Plastikfolien gelegt. Die
Auswertung folgte mittels Fotodetektion in der Dunkelkammer. Dazu wurde im
Dunkeln ein Film auf die Membran in der Kassette aufgelegt und diese fest
verschlossen. Nach erfolgter Belichtung wurde der Film in der

Entwicklermaschine entwickelt.

2.2.7. Statistische Datenauswertung und Erstellung der Graphiken

Fir die statistische Datenauswertung sowie die Erstellung der Diagramme
wurde das Programm Origin verwendet.

Die Traceraufnahme/-bindungsversuche bestanden aus Triplikaten (in
Ausnahme: Duplikaten), aus denen fir einen Versuchstag der Mittelwert
gebildet wurde. Anschlieend wurden diese Werte miteinander verglichen und
mittels eines Mann-Whitney-U Tests auf Signifikanz tUberprift. Das gilt auch fur
den Vergleich der PSMA-Expression. Im Ergebnisteil werden, soweit nicht
anders angegeben, jeweils der Median mit dem héchsten und niedrigsten Wert
angegeben.

Fir die Korrelationsversuche wurde die Korrelation mittels der

Rangkorrelationsanalyse nach Spearman uberpruft.
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3. Ergebnisse

3.1. Vergleichende Betrachtung androgenabhéngiger und

androgenunabhéangiger Prostatakarzinomzelllinien

3.1.1. Charakteristika der verwendeten Zelllinien

Fir den Vergleich androgenabhéngiger und

hinsichtlich der

androgenunabhangiger
Prostatakarzinomzelllinien, Expression von PSMA und
Bildgebungscharakteristika, wurden die Zelllinien LNCaP und die sub-Linie

LNCaP C4-2 ausgewahlt. Fur einige Untersuchungen wurden zudem PC-3

Zellen als PSMA-negative Vergleichszellen verwendet (Tabelle 7).

Tabelle 7: Charakteristika der verwendeten Prostatakarzinomzelllinien

LNCaP LNCaP C4-2 PC-3
Art Adenokarzinom [125] Adenokarzinom kleinzelliges
neuroendokrines
Karzinom [125]
Ursprung Lymphknotenmetastase sub-Linie von Knochenmetastase [53]
[40] LNCaP
[140]
Androgenrezeptor + + -
[40, 132] (vermindert im Vgl. [53, 132]
zu LNCaP)
[140]
Androgensensitivitat sensitiv unabhéangig unabhéangig
[40, 41] [140] [53]
PSMA-Expression + + -
[46] (evtl. etwas [46]
vermindert)
[133]
PSA + + -
[132] [140] [132]
Kanzerogenitat niedrig mittel hoch
[140] [140] [53]
funktionelles p53 + (Wildtyp) + (Wildtyp) -
[47] [47] [47]
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3.1.2. Ermittlung der mittleren letalen bzw. inhibitorischen Konzentration
von Docetaxel

Zur Ermittlung der optimalen Behandlungsdosis fur die Zellen mit Docetaxel,

wurde eine Konzentration ermittelt, bei der 50 % der Zellen abstarben (mittlere

letale Dosis, LD50).

Dafur wurde eine Dosis-Wirkungs-Kurve fir LNCaP und LNCaP C4-2 Zellen

erstellt. Eine Behandlung der Zellen fir 48 Stunden mit 100 uM (LNCaP) und

125 pM (LNCaP C4-2) Docetaxel fuhrte zu einer Abnahme der Viabilitat um 50

% (Abbildung 4).
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Abbildung 4: Reduktion der Viabilitat von LNCaP (schwarz) und LNCaP C4-2 (rot)
Zellen nach Docetaxelbehandlung. Der Prozentsatz lebender/toter Zellen wurden

mittels Nicoletti-Assay nach 48 h Docetaxelbehandlung erhoben; Mittelwerte +
Standardabweichung, n=5

Mikroskopisch zeigten sich jedoch bei diesen Docetaxelkonzentrationen

morphologisch veranderte Zellen sowie eine Zellverklumpung. Ab einer

Konzentration von 150 uM war die Ldslichkeit fir Docetaxel Uberschritten und
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es fiel aus der Losung aus.

Docetaxel bindet wahrend der Mitose an Mikrotubuli und verhindert deren
Depolymerisierung, sodass die Zelle zun&chst nur im Zellzyklus arretiert und
erst im Anschluss in die Apoptose geht. Aufgrund der oben genannten
Ergebnisse und des Wirkmechanismus, wurde daher die
Docetaxelkonzentration, die zu einer Reduktion der Proliferationsrate um 50 %
fuhrt, ermittelt. Fir LNCaP Zellen lag die mittlere inhibitorische Konzentration
(IC50) bei 15 nM und fir LNCaP C4-2 Zellen bei 20 nM (Abbildung 5). Diese
Werte bildeten die Grundlage fiir alle weiteren Experimente in denen Docetaxel
verwendet wurde.
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Abbildung 5: Reduktion der Proliferation von LNCaP (schwarz) und LNCaP C4-2 (rot)
Zellen nach Docetaxelbehandlung. Der Anteil der proliferierenden Zellen wurde mittels
CFSE-Assay nach 48 h Docetaxelbehandlung ermittelt.  Mittelwerte +
Standardabweichung, n=5
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3.1.3. PSMA-Expression und deren Modulation durch Behandlung mit
Docetaxel in LNCaP und LNCaP C4-2 Zellen
Die Expression von PSMA und eine Modulation der PSMA-Expressionsstéarke
durch Docetaxel wurden mittels Western-Blot und genauer mittels
Durchflusszytometrie untersucht (zytoplasmatisches und membranstandiges
Vorkommen). Zur Darstellung der durchflusszytometrisch bestimmten PSMA-
Expression wurde eine Kastengrafikdarstellung gewdahlt. Diese zeigt den
Medianwert als mittleren Strich des Kastens. Dieser definiert sich durch die 25.
und 75. Perzentile und stellt in seiner Hohe 50 % der Messwerte dar. Der 1,5-
fache Interquartilabstand wird durch Antennen dargestellt, wahrend die
Ausreil3er als Raute zu sehen sind. Die angegebenen Messwerte stellen jeweils
den Medianwert und den zugehdrigen Bereich dar.
Wahrend die mit Western-Blot bestimmte PSMA-Gesamtproteinmenge der
beiden Zelllinien &hnlich war (Abbildung 6), zeigte sich in der
Durchflusszytometrie eine tendenziell héhere PSMA-Expression in LNCaP
Zellen (11,52 (4,49 — 23,02) [MFI] vs. 7,4 (2,83 — 22,96) [MFI] in LNCaP C4-2, p
=n.s.) (Abbildung 7).

70 kD ——

PC-3 LNCaP LNCaP LNCaP LNCaP C4-2
+ Doc C4-2 + Doc

Abbildung 6: exemplarische Darstellung (1 von 3) der Expression von PSMA in
LNCaP und LNCaP C4-2 Zellen mit (+) und ohne Docetaxelbehandlung (PC-3 Zellen
dienen als Negativkontrolle) im Western-Blot; die Ponceau-S Farbung (zweite Reihe)
farbt Proteine reversibel an und ermdglicht einen Proteinmengenabgleich, hier zeigt die
Ponceau-S Farbung gleiche Proteinmengen

Eine Behandlung mit Docetaxel (48 Stunden) hatte keinen signifikanten Einfluss
auf die PSMA-Expression (Abbildung 7). (Die PSMA-Gesamtproteinmenge
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schien bei den LNCaP C4-2 nach Behandlung im Western-Blot jedoch leicht
erhoht (Abbildung 6).)
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Abbildung 7: Kastengrafikdarstellung der Quantifizierung der PSMA-Expression
mittels Durchflusszytometrie in LNCaP (h=16), LNCaP mit Docetaxel (n=11), LNCaP
C4-2 (n=17) und LNCaP C4-2 mit Docetaxel (n=11)

3.1.4. Aufnahme von [*8F]FDG, [*®F]Cholin und Bindung von [®®Ga]PSMA
I&T in/an androgenabhangige und androgenunabhéngige
Prostatakarzinomzellen in vitro

Fur die graphische Darstellung der Aufnahme/Bindung der einzelnen Tracer

wurden Kastengrafiken verwendet. Die angegeben Messewerte stellen im

Folgenden jeweils Medianwerte mit zugehodrigem Bereich dar, eine

Ubersichtstabelle befindet sich im Anhang.

In den Versuchen wurde sowohl [*F]JFDG, wie auch [*8F]Cholin von LNCaP und

LNCaP C4-2 Zellen aufgenommen. In LNCaP Zellen zeigte sich eine deutlich

hohere ['®F]Cholin-Aufnahme im Vergleich zur [®F]FDG-Aufnahme (9,76 %

(5,21 — 12,9) vs. 4,45 % (2,55 — 6,23); p <0,01), wahrend sich bei LNCaP C4-2
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Zellen kein Unterschied zeigte (7,64 % (5,04 — 13,08) vs. 7,29 % (5,33 — 11,7);
p=n.s.) (Abbildung 8).

Im Vergleich der Zelllinien untereinander nahmen LNCaP C4-2 Zellen ca. 50 %
mehr [8F]FDG auf, als LNCaP Zellen (p < 0,01). Die Aufnahme von [*F]Cholin
unterschied sich nicht signifikant (Abbildung 8).
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Abbildung 8: Kastengrafikdarstellung der [*F]JFDG- und ['®F]Cholin-Aufnahme in
LNCaP und LNCaP C4-2 Zellen. Dargestellt wird die relative Aufnahme des Tracers in
Bezug auf die initial zugegebene Aktivitat.

Im Gegensatz zu den metabolischen Tracern ([*®F]FDG, [*®F]Cholin), die tber
entsprechende Transporter in die Zelle eingeschleust werden, bindet der
[*8Ga]PSMA-Tracer an PSMA auf der Zelloberflache. Die metabolischen Tracer
werden deshalb in einem héheren Messbereich gemessen als [(¥Ga]PSMA.

Entsprechend der im Western-Blot und Durchflusszytometrie nachgewiesenen
PSMA-Expression, wurde der [8Ga]PSMA-Tracer sowohl von LNCaP als auch
von LNCaP C4-2 gebunden. Im Einklang mit der tendenziell héheren

Expressionsstarke von PSMA in LNCaP Zellen, zeigte sich eine signifikant
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hohere Tracer-Bindung durch LNCaP Zellen im Vergleich zu LNCaP C4-2
Zellen (0,9 % (0,65 —1,5) vs. 0,74 % (0,35 — 1,15); p <0,04) (Abbildung 9).

1,8 -

PSMA-Tracerbindung [%]

| |
LNCaP LNCaP C4-2

Abbildung 9: Kastengrafikdarstellung der [®®*Ga]PSMA-Tracerbindung an LNCaP und
LNCaP C4-2 Zellen. Dargestellt wird die relative Bindung des Tracers in Bezug auf die
initial zugegebene Aktivitat.

3.1.5. Aufnahme von [®F]FDG, [*®F]Cholin und Bindung von [%8Ga]PSMA
I&T nach Behandlung der Zelllinien LNCaP und LNCaP C4-2 mit
Docetaxel

Die Eignung von [®¥F]FDG, [*¥F]Cholin und dem [®®Ga]PSMA-Tracer zur

Beurteilung eines Therapieansprechens bei Docetaxelgabe wurde untersucht.

Dazu wurden jeweils LNCaP und LNCaP C4-2 Zellen mit Docetaxel behandelt

oder unbehandelt gelassen und anschliel3end die Traceraufnahme gemessen.

Es zeigte sich eine signifikante Reduktion der [*®F]FDG-Aufnahme in LNCaP

Zellen um 40 % (4,45 % (2,55 — 6,23) vs. 2,65 % (1,65 — 4,5); p <0,03) bzw.

52% in LNCaP C4-2 Zellen (7,29 % (5,33 — 11,7) vs. 3,48 % (1,5 — 6,42); p

<0,01) nach Behandlung mit Docetaxel (Abbildung 10).
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Abbildung 10: Kastengrafikdarstellung der [*®F]JFDG-Aufnahme in LNCaP und LNCaP
C4-2 Zellen mit und ohne Docetaxelbehandlung. Dargestellt wird die relative Aufnahme
des Tracers in Bezug auf die initial zugegebene Aktivitat.

Die [*®F]Cholin-Aufnahme (Abbildung 11) war nach Docetaxelbehandlung in
LNCaP Zellen um ca. 44 % vermindert (9,76 % (5,21 — 12,9) vs. 5,44 % (3,59 —
8,57); p < 0,03). In LNCaP C4-2 Zellen war sie sogar um ca. 62 % reduziert
(7,64 % (5,04 — 13,08) vs. 2,88 % (0,15 - 6,88); p < 0,01).
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Abbildung 11: Kastengrafikdarstellung der [*®F]Cholin-Aufnahme in LNCaP und
LNCaP C4-2 Zellen mit und ohne Docetaxelbehandlung. Dargestellt wird die relative
Aufnahme des Tracers in Bezug auf die initial zugegebene Aktivitat.

Es zeigte sich weder bei LNCaP Zellen (0,9 % (0,65 — 1,5) vs. 1,12 % (0,78 —
1,51; p = n.s.), noch bei LNCaP C4-2 Zellen (0,74 % (0,35 — 1,15) vs. 0,82 %
(0,57 - 0,83); p = n.s.) ein signifikanter Unterschied in der Bindung des
[(8Ga]PSMA-Tracers nach Docetaxelbehandlung (Abbildung 12).
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Abbildung 12: Kastengrafikdarstellung der [®8Ga]PSMA-Tracer-Bindung in LNCaP und
LNCaP C4-2 Zellen mit und ohne Docetaxelbehandlung. Dargestellt wird die relative
Bindung des Tracers in Bezug auf die initial zugegebene Aktivitat.

3.1.6. Korrelation der [®8Ga]PSMA 1&T-Bindung mit der PSMA-Expression
Bei der Uberpriifung der Spezifitit des [(8Ga]PSMA-Tracers wurde die
durchflusszytometrisch quantifizierte Expression von PSMA mit der
prozentualen Tracer-Bindung korreliert. Hierbei zeigte sich eine positive
Korrelation bei LNCaP und LNCaP C4-2 Zellen: eine hohere [*®Ga]PSMA-
Bindung ging mit einer hoheren PSMA-Expressionsintensitat einher (LNCaP: r
=0,89, p=0,02; LNCaP C4-2:r=0,90, p = 0,04) (Abbildung 13).
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Abbildung 13 a+hb: Auftragung der Korrelation der durchflusszytometrisch bestimmten
PSMA-Expression (MFI/Geo-Mean) mit der relativen [®8Ga]PSMA-Tracer-Bindung von
LNCaP (10a; r = 0,89, p = 0,02) und LNCaP C4-2 Zellen (10b; r = 0,90, p = 0,04).
Dargestellt wird die relative Bindung des Tracers in Bezug auf die initial zugegebene
Aktivitat. Korrelation (r) mittels Rangkorrelationsanalyse nach Spearman Uberpruft
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3.2. Einfluss der PSMA-Expression auf die Sensitivitat von
androgenabhangigen LNCaP-Zellen gegen Docetaxel

3.2.1. Etablierung eines PSMA Knockdown-Systems in LNCaP Zellen

mittels siRNA

Um den Einfluss von PSMA auf die Sensitivitat gegen Docetaxel in LNCaP

Zellen zu untersuchen, wurde ein siRNA vermittelter, transienter Knockdown

etabliert.

In einem ersten Schritt wurde die Effizienz der siRNA Transfektion mittels einer

fluoreszenzmarkierten Kontroll-siRNA Uberprift. Die durchflusszytometrische

Quantifizierung der Transfektionseffizienz ergab 80 % (Abbildung 14).
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Abbildung 14: Durchflusszytometrische Quantifizierung der mit fluoreszierender
SiRNA markierten Zellen, schwarze Kurve entspricht den unmarkierten Zellen, griin
entspricht den mit Fluoreszenz markierten Zellen, der Marker M1 entspricht dem Anteil
fluoreszierenden Zellen an allen Zellen und ist > 80 %, 1 von 1 gezeigt, die X-Achse
gibt die Fluoreszenzintensitat an

Im Weiteren wurde die siRNA vermittelte Reduktion der PSMA-mRNA mittels
gPCR und die Reduktion der Protein-Menge mittels Western-Blot verifiziert. Auf
Ebene der mRNA wurde eine Reduktion zwischen 56 % und 71 % erzielt.

Auf Proteinebene zeigte sich eine signifikante Verringerung der Expression des
PSMA- Proteins (Abbildung 15).
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Abbildung 15: Exemplarische Darstellung (5 von 8) des PSMA-Knockdown in LNCaP
Zellen im Western-Blot. MOCK bezeichnet untransfizierte Zellen, Negativkontrolle
wurde mit scrambled siRNA durchgefihrt; die Ponceau-S Farbung (zweite Reihe) farbt
Proteine reversibel an und ermoglicht einen Proteinmengenabgleich, hier zeigt die
Ponceau-S Farbung gleiche Proteinmengen

3.2.2. Einfluss eines Knockdown von PSMA auf die Proliferation von
LNCaP Zellen

Die Proliferationsrate von parentalen LNCaP Zellen wurde mit solchen nach

PSMA Knockdown verglichen. Es zeigte sich, dass die Proliferation nicht
beeintrachtigt war (Abbildung 16).
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Abbildung 16: Relative Proliferationsrate von LNCaP und LNCaP KD Zellen. Die

Proliferationsrate wurde flr beide Zelllinien mittels CFSE fir 72 Stunden bestimmt und
verglichen (n=4).
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3.2.3. Einfluss der Expression von PSMA auf die Sensitivitat von LNCaP
Zellen gegen Docetaxel

Die Docetaxelsensitivitdt von LNCaP Zellen, vor und nach PSMA Knockdown,
wurde in Dosis-Wirkungs-Studien verglichen. Der Knockdown von PSMA fiihrte
zu einer um ca. 25 % verminderten Sensitivitat gegen Docetaxel ab einer
Konzentration von 10 nM Docetaxel (p = 0,03; nach 48 Stunden) (Abbildung
17). LNCaP Zellen mit PSMA Knockdown waren jedoch auch deutlich
resistenter gegenuber Docetaxel, als die PMSA-negativen PC-3 Zellen, die ein

ahnliches Profil wie die parentalen LNCaP zeigten.
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Abbildung 17: Dosis-Wirkungs-Kurve fiir LNCaP (schwarz), LNCaP Knockdown (griin)
und PC-3 Zellen (blau). Der Anteil der proliferierenden Zellen wurde mittels CFSE-
Assay nach 48 h Docetaxelbehandlung ermittelt. Mittelwerte + Standardabweichung,
n=5
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4. Diskussion

4.1. Eignung der Tracer [*®F]FDG, [*®F]Cholin und [%8Ga]PSMA I&T fur die
Bildgebung des Prostatakarzinoms und das Therapiemonitoring nach
Chemotherapie mit Docetaxel

In der vorliegenden Arbeit wurde das Potential der Tracer [1®F]FDG, [*8F]Cholin

und [8Ga]PSMA I&T hinsichtlich der Abbildung der Androgensensitivitat von

Prostatakarzinomzelllinien untersucht sowie die Mdglichkeit mit ihnen das

Ansprechen einer Chemotherapie mit Docetaxel zu Uberprifen. Dazu wurden

Aufnahmeversuche mit allen Tracern durchgefiihrt. Fur [#8Ga]PSMA 1&T wurde

auBerdem die Bindung des Tracers an die Zellen mit den Werten der

durchflusszytometrisch bestimmten PSMA-Expression korreliert.

4.1.1. PSMA-Expression und Docetaxelsensitivitat der Zelllinien LNCaP
und LNCaP C4-2

LNCaP Zellen und ihre Subzelllinie LNCaP C4-2 unterscheiden sich in einigen
Details. Wahrend LNCaP Zellen androgenabhangig wachsen, haben LNCaP
C4-2 Zellen ihre Androgenabhéngigkeit verloren. Des Weiteren sind LNCaP C4-
2 in vivo (orthotopes Xenograft-Mausmodell) etwas kanzerogener und bilden im
Unterschied zu den LNCaP Zellen im Xenograftmodell Metastasen aus [129,
140]. LNCaP C4-2 Zellen stellen somit ein Modell einer fortgeschrittenen Stufe
eines Prostatakarzinoms dar.

Im Einklang mit existierender Literatur [46, 133] wurden in den hier
prasentierten Untersuchungen signifikante Mengen PSMA in LNCaP und
LNCaP C4-2 Zellen, nicht jedoch in PC-3 Zellen (Negativkontrolle) detektiert.
Die PSMA-Expression und die Sensitivitdit gegentber Docetaxel waren bei
LNCaP Zellen tendenziell etwas hoher als bei LNCaP C4-2 Zellen. Diese
Ergebnisse decken sich mit friiheren Studien [68, 83, 133]. Dies ist ein erster
Hinweis auf einen Zusammenhang zwischen der PSMA-Expression und der
Docetaxelsensitivitat im untersuchten Zellsystem.

Der Unterschied in der PSMA-Expression zwischen den beiden Zelllinien
konnte auf verschiedenen Faktoren und Signalwegen beruhen, u.a.

moglicherweise auf der Androgensensitivitat. Frihere Untersuchungen zeigten
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eine hohere PSMA-Expression fur LNCaP Zellen in androgenreduziertem bzw.
androgenfreiem Medium, im Vergleich zu androgenhaltigem Medium.
Umgekehrt konnte in vitro nachgewiesen werden, dass eine Behandlung von
LNCaP Zellen mit Androgenen zu einer verminderten PSMA-Expression fuhrt
[27, 139]. Die Regulation der PSMA-Expression geschieht Evans et al. zufolge
in Abhangigkeit vom Androgenrezeptor [27]. In diesem Fall kénnte durch den
Versuchsaufbau (ohne Zusatze von Androgenen) ein gewisser Mangel
vorherrschen, der die LNCaP Zellen zu einer erhohten PSMA-Expression
anreizt, wahrend die LNCaP C4-2 Zellen darauf, aufgrund ihres
androgenunabhéangigen Wachstums und ihres verminderten Androgenrezeptors

[140], nicht reagieren.

4.1.2. Generelle Eignung der Radiotracer [*®F]FDG, [*8F]Cholin und
[68Ga]PSMA I&T fur die Darstellung des Prostatakarzinoms

Die im klinischen Alltag genutzten Tracer zur Prostatabildgebung sind
[*8F]Cholin-Tracer, [(8Ga]PSMA-Tracer und, fir spezielle Fragestellungen,
[*F]FDG. [*®F]FDG hat sich fiir die Bildgebung des Prostatakarzinoms, obwohl
sonst Standardtracer fur viele andere Tumore, im klinischen Alltag aufgrund
seiner insgesamt relativ niedrigen Sensitivitdt und Spezifitat nicht bewéhren
kénnen [69, 91, 90, 134]. Fur die Diagnostik von hdhergradigen Karzinomen
(Gleasonscore > 7) kénnte es jedoch von Nutzen sein [49, 48, 50, 58, 90].

Im Gegensatz dazu erlaubt die [*®F]Cholin-PET die Erkennung von Rezidiven
und ein Restaging mit guter Sensitivitdt und Spezifitat, allerdings ist sie fur die
Primardiagnostik aufgrund einer niedrigeren Sensitivitdt und Spezifitat weniger
geeignet [111, 131]. Die [f8Ga]PSMA-PET scheint der [*¥F]Cholin-PET
hinsichtlich der Rezidiverkennung und des Restagings Uberlegen, v.a. bei
niedrigen PSA-Werten unter 0,5ng/ml bzw. 1,0 ng/ml [24, 80]. In einer aktuellen
Untersuchung wurde bei Patienten mit biochemischem Rezidiv eine Bildgebung
mit [*8F]Cholin durchgefiihrt. Bei negativem Befund wurde anschlieRend eine
[*8Ga]PSMA-PET angeboten. Die duale Bildgebung aus [(8Ga]PSMA- und
['8F]Cholin-PET wies eine hohere Detektionsrate im Vergleich zur alleinigen
[*8F]Cholin-PET (85,6 % vs. 74,4 %) auf. Zusatzlich zeigte die [(8Ga]PSMA-PET
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im Falle einer negativen [*®F]Cholin-PET in 43,8 % der Falle ein Rezidiv an [6].
Im Zellversuch zeigte sich, dass alle untersuchten Tracer von beiden Zelllinien
aufgenommen wurden. Die hochsten Aufnahmewerte zeigte dabei der
[*8F]Cholin-Tracer. Die gute Aufnahme in Prostatazellen ist auch der Grund
daftiir, warum Cholin-Tracer momentan ein Standard in der klinischen
Verwendung bei Prostatakarzinomen sind. Der [®Ga]PSMA-Tracer hatte
prozentual gesehen eine sehr geringe Bindung, was sich auch schon in
Untersuchungen, von z.B. Meller et al. gezeigt hatte [75]. Dies kbnnte daran
liegen, dass der Tracer von PSMA an der Zelloberflache gebunden wird und die
Bindungsstellen irgendwann besetzt sind. Im Unterschied dazu werden
[*8F]FDG und [*8F]Cholin als metabolische Tracer fir Stoffwechselvorgange und
Energiegewinnung gebraucht. Eine Zelle bendtigt relativ viele Metabolite und
nimmt somit auch viel mehr von diesen Tracern auf.

Der [(8Ga]PSMA-Tracer ermdglichte jedoch eine nicht-invasive Quantifizierung
der PSMA-Expression: Die durchflusszytometrisch bestimmte PSMA-
Expression korrelierte sowohl fur LNCaP, als auch fir LNCaP C4-2 Zellen direkt
mit der Tracerbindung. Im Einklang damit konnten Evans et al. zeigen, dass
Anderungen der PSMA-Expression mit dem radioaktiv-markierten PSMA-
Antikorper [64Cu]-J591 im PET quantifiziert werden konnen [27].

Der [(8Ga]PSMA-Tracer konnte, im Gegensatz zu den metabolischen Tracern
[8F]FDG und [*8F]Cholin, eine tumorspezifische Bildgebung ermdglichen. Die
Bedeutung der Rickschlisse auf den Zellstoffwechsel und die Tumorbiologie,
die sich daraus moglicherweise ziehen lassen, sind momentan noch unklar, da
die Bedeutung der PSMA-Expression in Prostatakarzinomen nicht ausreichend
erforscht ist. So wird z.B. der Einfluss einer erhohte PSMA-Expression auf die
Invasivitat und Aggressivitat von Prostatakarzinomzellen kontrovers diskutiert
[9, 20, 31, 138, 141, 143].

4.1.3. Eignung der Tracer [*®F]FDG, [*8F]Cholin und [(8Ga]PSMA I&T fir die
diagnostische Unterscheidung des androgenunabhangigen vom
androgenabhangigen Prostatakarzinom

Es stellte sich die Frage, ob eine Unterscheidung des androgenunabhangig und
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androgenabhéngig wachsenden Prostatakarzinoms im verwendeten Zellmodell,
mittels der in der klinischen Anwendung verwendeten Tracer, moglich ist.
Ubertragen auf den Menschen wiirde dies mdglicherweise die frithzeitige und
nicht-invasive Einordnung in das Entwicklungsstadium des Prostatakarzinoms
durch die PET-Bildgebung erlauben.

Die ca. 1,5-fach hohere [*®F]JFDG-Aufnahme in LNCaP C4-2 vs. LNCaP Zellen
zeigt eine eindeutige Unterscheidung der beiden Zellmodelle. Eine mdgliche
Erklarung dafur ware ein hoherer Glukosestoffwechsel der weiter entarteten,
androgenunabhéangigen LNCaP C4-2 Zellen. Bereits Effert et al. berichteten
Uber eine gesteigerte Expression des Glukosetransporter GLUT-1 in
fortgeschrittenen und schlecht differenzierten Prostatakarzinomzellen [23]. In
Ubereinstimmung damit wurde bereits eine erhohte [*®F]JFDG-Aufnahme in
androgenunabhangig wachsenden und fortgeschrittenen
Prostatakarzinomstadien berichtet sowie die Mdoglichkeit, damit eine
beginnende Hormonunabhé&ngigkeit zu erkennen [51, 90].

In der Aufnahme von [*®F]Cholin zeigte sich dagegen kein signifikanter
Unterschied zwischen den beiden Zelllinien. Dieser Tracer scheint folglich keine
Unterscheidung von androgenabhangigen und androgenunabhangigen
Prostatakarzinomen zuzulassen. Eine altere Untersuchung der Cholinaufnahme
in einem Xenograft-Mausmodell mit LNCaP und LNCaP C4-2 Tumoren lieferte
ahnliche Ergebnisse, die Aufnahmewerte von LNCaP und LNCaP C4-2
Tumoren unterschieden sich nicht [145].

Die hohere Bindung des [®Ga]PSMA-Tracers an androgenabhangige LNCaP
Zellen, als an androgenunabhéngige LNCaP C4-2 Zellen, legt nahe, dass eine
Unterscheidung der Androgensensitivitat anhand der [#8Ga]PSMA-PET mdglich
ist. Dabei spricht eine hohere [(8Ga]PSMA-Traceraufnahme fiir eine
Androgenabhangigkeit. Damit ware eine Unterscheidung der
Androgensensitivitat der beiden  Zelllinien und somit evtl. eines
Prostatakarzinoms mittels einer quantitativen PSMA-Bestimmung durch ein

entsprechendes PET mdglich.
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4.1.4. Eignung der Tracer [®F]FDG, [*8F]Cholin und [®®8Ga]PSMA I&T fur
das Therapiemonitoring nach Docetaxelbehandlung
Bisher gibt es wenige publizierte und aussagekraftige Studien zum klinischen
Einsatz von [®F]FDG, [*®F]Cholin oder [®Ga]PSMA fiur das Monitoring einer
Therapie mit Docetaxel bei Prostatakarzinomen. Lediglich Morris et al.
beschrieben in ihrer Arbeit die Mdoglichkeit des Therapiemonitorings einer
Docetaxeltherapie mittels [*8F]JFDG zu einem frilhen Zeitpunkt nach 12 Wochen
[81]. In den Zellversuchen zeigten sowohl [*¥F]JFDG als auch Cholin eine
deutlich verminderte Aufnahme in behandelten LNCaP bzw. LNCaP C4-2
Zellen. Beide Tracer zeigen also in vitro ein Therapieansprechen von Docetaxel
zuverlassig an.
In vitro Daten fur die Beurteilung des Ansprechens auf eine Therapie mit
Docetaxel mittels [*®F]FDG gibt es momentan nur fur Brustkrebszelllinien. Diese
zeigen, dass sich der Effekt von Taxanen auf die Zellphysiologie mithilfe der
Aufnahme von [*®F]FDG darstellen lasst [79]. Damit konnte [*®F]FDG fur die
spezielle Fragestellung des Therapieansprechens eingesetzt werden.
Zum Einfluss von Docetaxel auf die Cholinaufnahme in Prostatazellen gibt es
bereits einige Studien. Oprea-Lager et al. zeigten, dass sich die
Cholinaufnahme im Prostatazellmodell nach Docetaxelbehandlung verringerte
und sich Cholin somit gut fur das Therapiemonitoring von Docetaxel eignet [89].
Weitere Arbeiten beschrieben, dass mittels [*1C]-Cholin-PET ein Nachweis des
Therapieansprechens auf Docetaxel in LNCaP-Xenograft sowie PC-3-Xenograft
Tumoren in Mausen mdoglich ist [60, 113]. Dagegen fanden Miller et al. eine
erhohte Gesamtaufnahme von Cholin in LNCaP Zellen nach Behandlung mit
Docetaxel. Vermutet wurde eine erhohte Cholinaufnahme fur die
Zellmembransynthese, aufgrund des Zellstresses durch die
Docetaxelbehandlung, oder die erhdhte Permeabilitat der Zellmembran durch
den Apoptoseprozess. Die Autoren gaben aber auch an, dass dies zu einem
anderen Messzeitpunkt abweichen kodnnte, da sie bereits nach 10 Minuten
Inkubation mit Cholin gemessen hatten [82].
Cholin wirde somit, auch dank seiner weiten Verbreitung in der PET-

Bildgebung, einen interessanten Ansatz zur  Uberprifung einer
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Docetaxeltherapie darstellen. Allerdings zeigte eine Untersuchung von
Schwarzenbock et al. an 32 Menschen, dass sich die [*C]-Cholin-PET nur
eingeschréankt zur Beurteilung eines Therapieansprechens nach klinischen
Kriterien (z.B. PSA-Wert) eignet. Fir einzelne Lasionen, wie z.B.
Knochenmetastasen, konnte jedoch nach Therapie eine verminderte
Cholinaufnahme gezeigt werden [112].

Weitere Kklinischen Untersuchungen am Menschen in vivo waren notwendig um
den genauen Nutzen eines Cholin-PETs fir die Uberpriifung einer Therapie mit
Docetaxel zu evaluieren.

Der [8Ga]PSMA-Tracer zeigte keine verminderte Bindung nach Behandlung mit
Docetaxel in LNCaP und LNCaP C4-2 Zellen. Das deckt sich mit der
Beobachtung einer weitgehend unveranderten PSMA-Expression nach
Docetaxelbehandlung (Durchflusszytometrie, Western-Blot), was auch bereits
Kuroda et al. nachgewiesen hatten. Interessanterweise scheint Docetaxel
jedoch die Spiegel von PSA und Androgenrezeptor zu beeinflussen [64]. Eine
Docetaxeltherapie lasst sich somit nicht mit dem [®®Ga]PSMA-Tracer
Uberprtfen.

Die Bindung des [%8Ga]PSMA-Tracers wurde nicht durch eine
Docetaxeltherapie beeinflusst, wahrend sich die Aufnahme von [*¥F]JFDG und
[*8F]Cholin deutlich verringerte. Aufgrund dessen konnte der [(8Ga]PSMA-
Tracer geeignet sein, nach der Chemotherapie noch existierende Tumorzellen
aufzuspuren, die durch die (therapiebedingte) metabolische Suppression mit
[*8F]Cholin und [*®F]FDG nicht dargestellt werden kdnnen. Des Weiteren ergibt
sich daraus die Mdglichkeit einer Kombinationstherapie von Docetaxel und
einer zielgerichteten Endoradiotherapie mit einem PSMA-Liganden. Nach dem
theranostischen Ansatz ist der therapeutische PSMA-Tracer, bis auf das
gebundene Nuklid, identisch mit dem diagnostischen, und sollte bei positiver
Bildgebung zuverlassig binden. Erste Versuche mit therapeutischen PSMA-
Liganden zeigen ein grol3es Potential [62, 136]. Dreiviertel der Patienten einer
Untersuchung von Heck et al. hatten einen klinischen Nutzen und zeigten eine
klinisch kontrollierte Krankheit. In einem Fall konnte als Funftrangtherapie (u.a.

nach Docetaxeltherapie) eine komplette Remission nach vier Zyklen PSMA-
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Endoradiotherapie erreicht werden. Allerdings gab es auch einige Patienten, die
trotz positivem PSMA-PET nicht ausreichend auf die PSMA-Endoradiotherapie
ansprachen [37].

Fur einige Tumorzelllinien konnte ein sensitivierender Effekt von Docetaxel fur
Bestrahlung nachgewiesen werden [18, 77, 123]. Kelly et al. konnten eine
erhohte Sensitivitat fur Lutetium-177, im Rahmen einer Radionuklidtherapie,
durch Docetaxel in einem Xenograft-Mausmodell mit Prostatakarzinomzellen
nachweisen [55]. Dies wirde einen synergistischen Effekt von Docetaxel und
einer PSMA-Endoradiotherapie bedeuten und die Therapie unter Umstanden

effektiver gestalten.

4.2. Bedeutung der PSMA-Expression fiur die Docetaxelsensitivitat in
LNCaP Zellen

Im zweiten Teil der Arbeit sollte die Bedeutung der PSMA-Expression in
Prostatakarzinomen genauer untersucht werden und dabei eine mdgliche
Beeinflussung der Docetaxelsensitivitdt durch PSMA dargestellt werden. Dafur
wurde ein Zellsystem mit LNCaP Zellen, deren PSMA-Expression stark
vermindert wurde (LNCaP Knockdown/KD), etabliert und mit den parentalen
LNCaP Zellen verglichen.

4.2.1. Hohere Resistenz von LNCaP KD Zellen gegen Docetaxel im
Vergleich zu parentalen LNCaP Zellen
Nach einer Verminderung der PSMA-Expression in LNCaP Zellen zeigte sich
eine deutlich niedrigere Sensitivitat fir Docetaxel. Ein IC50-Wert konnte nicht
erreicht werden. Die PSMA-Expression scheint daher ein entscheidender
Faktor fur die Sensitivitat von LNCaP Zellen gegenuber Docetaxel zu sein.
Interessanterweise ist jedoch die Docetaxelsensitivitdt von PSMA-negativen
PC-3 Zellen hoéher, als die von LNCaP Zellen, die ihre PSMA-Expression
verloren haben (LNCaP KD Zellen). Eine Studie von Dassie et al. verglich die
Sensitivitat von PC-3 Zellen und die von PSMA-uberexprimierenden PC-3
Zellen fur Docetaxel. Dabei ergaben sich keine Unterschiede [20]. Das legt

nahe, dass das alleinige Vorhandensein von PSMA nicht ausschlief3lich fur die
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erhohte Resistenz verantwortlich sein kann. Dagegen scheint eher der Verlust
von PSMA, wie im Knockdown-Modell induziert, im Vergleich zum generellen
Nichtvorhandensein von PSMA (PC-3 Zellen), eine wichtige Rolle zu spielen.
Dazu kommen weitere Co-Faktoren, in denen sich PC-3 Zellen von LNCaP
Zellen unterscheiden, wie z.B. im Vorhandensein eines Androgenrezeptors
sowie von p53. PC-3-Zellen besitzen, im Gegensatz zu den LNCaP Zellen,
keinen funktionierenden Androgenrezeptor und auch kein funktionelles p53 [2,
10, 39, 53].

Eine etwaige Regulation der Docetaxelsensitivitat von LNCaP Zellen Gber den
Signalweg p38, p53 und p21 wurde bereits in Zellversuchen untersucht.
Konkret fiihrte ein Ausschalten von p38, p53 oder p21 zur Sensibilisierung von
LNCaP Zellen gegeniiber Docetaxel [29]. Eine andere Arbeit befasste sich mit
dem Zusammenspiel von PSMA und p38. Dabei wurde eine Beeinflussung und
sogar die Aktivierung des p38 MAPK (p38-mitogenaktivierte Proteinkinasen)
Signalwegs durch PSMA beschrieben [143], wahrend einige weitere Arbeiten
eine direkte Beteiligung von p38 im Auslésen der Apoptose Uber den p38
MAPK Signalweg vermuten lassen [52, 114, 126]. Daher ware eine
Beeinflussung der Docetaxelsensitivitat durch die PSMA-Expression Uber einen
Signalweg mit p38 und weiterer Proteine, wie p53 und p21, denkbar. Allerdings
ist ein direkter Ruckschluss auf die Beeinflussung der Docetaxelsensitivitat
durch PSMA momentan nicht ohne weitere Untersuchungen mdglich. Diese
weiteren Untersuchungen sind Gegenstand einer aktuellen Studie in unserer
Arbeitsgruppe, bei der u.a. auch die PSMA-Expression im Prozess der
Resistenzentwicklung gegen Docetaxel in LNCaP Zellen untersucht wird. Ein
weiterer Zusammenhang zwischen der PSMA-Expression, der
Docetaxelsensitivitat und der Androgenabhéngigkeit ware denkbar und musste
in weiteren Studien untersucht werden.

Eine eindeutige Einordnung der Eignung des PSMA-Tracers fur die frihe
Abschatzung des Erfolgs einer Docetaxeltherapie ist somit momentan noch

nicht maéglich.
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4.3. Ausblick

Die Bedeutung von PSMA erscheint unter mehreren Gesichtspunkten
interessant. In der klinischen Anwendung stellt sich haufig die Frage, was die
genaue Bedeutung eines ,leuchtenden® Areals in der PET ist? Welche Aussage
kann man mittels PSMA Uber die Tumorbiologie treffen? Falls die Entwicklung
der Invasivitat von Prostatakarzinomen mit der Hohe der PSMA-Expression
korreliert, kbnnte mittels eines PSMA-Tracers frihzeitig eine Abschétzung der
Invasivitat und somit auch der potentiellen Metastasenbildung vorgenommen
werden. Eine sequentielle Bildgebung mit [*®F]JFDG und einem PSMA-Tracer,
konnte unter Umsténden sogar eine Prognose hinsichtlich der Aggressivitat des
Tumors und eine Einordnung in eine Risikogruppe ermdoglichen. Interessant
erscheint auch die Moglichkeit mithilfe einer mehrfachen Bildgebung durch
beispielweise PSMA-Tracer + [®¥F]JFDG, oder PSMA-Tracer + [*F]Cholin
Lasionen zu charakterisieren. Lasionen kénnten fur beide Tracer positiv sein,
fur einen Tracer positiv sein und fur den anderen negativ und umgekehrt. Falls
solche L&sionen in der PET auffallen, kbnnten diese gezielt, mit der Frage nach
den Unterschieden, biopsiert werden und daraus weitere Hinweise auf die
Tumorbiologie bzw. Tumorheterogenitat gewonnen werden. In Zukunft ware
dann mit der kombinierten Bildgebung aus verschiedenen Tracern eine
Charakterisierung des Prostatakarzinoms maoglich.

AulRerdem waéare, wenn sich ein Zusammenhang zwischen der PSMA-
Expression und der Sensitivitat fir eine Docetaxeltherapie nachweisen lasst,
eine nicht-invasive und schnelle Einschatzung der Eignung fir eine solche
Therapie gegeben.

Zusatzlich ware PSMA als moglicher Indikator fur Androgensensitivitat und den
Therapieerfolg antiandrogener Therapie vorstellbar. Fur die Kklinische
Anwendung ergeben sich hiermit interessante Mdglichkeiten. Ein Patient mit
unklarer Androgensensitivitdt seines Prostatakarzinoms wuirde ein Ausgangs-
PSMA-PET erhalten und anschlieBend mit einer antiandrogenen Therapie
behandelt werden. Bei einem starker positiven PET ware von einem hdoher
exprimierten PSMA und einem Ansprechen auf die Therapie auszugehen. Dies

konnte auf einen androgenabhangigen Tumor hinweisen. Bei einem
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gleichbleibendem PET misste man dann von einem therapierefraktaren und
somit androgenunabhangigen Tumor ausgehen.

Mit den Erkenntnissen Uber die Tumorbiologie, die moglicherweise durch eine
einfache (zusatzliche) Bildgebung mit einem PSMA-Tracer gewonnen wirden,

kénnte anschliel3end die Therapie individualisiert werden.

61



5. Zusammenfassung

Das Prostatakarzinom (PCa) stellt derzeit in Deutschland die haufigste
Krebserkrankung der ménnlichen Bevdlkerung dar und steht bei den todlich
verlaufenden Malignomen an zweiter Stelle. Aktuell umfasst die Diagnostik
immer ofter auch eine molekulare Bildgebung mittels PET/CT und den Tracern
[*F]Cholin  und  [f8Ga]PSMA. Letzterer detektiert selektiv  das
prostataspezifische Membranantigen (PSMA), welches in
Prostatakarzinomzellen haufig Uberexprimiert ist. Das Wachstum von PCa
geschieht in der Regel androgenabhangig, wobei sich auch teilweise eine
androgenunabhéangige Entwicklung findet. Fir das bei kastrationsresistenten
Karzinomen und fortgeschrittenen Stadien eingesetzte Chemotherapeutikum
Docetaxel, werden immer wieder Resistenzentwicklungen beobachtet, wodurch
dieses nur unzureichend effektiv ist. Ziel dieser Arbeit war es, die Eignung
verschiedener PET-Tracer ([*¥F]FDG, ['®F]Cholin und [®®Ga]PSMA) zur
Bildgebung androgenabhangiger und -unabhangiger Prostatakarzinomzellen zu
testen sowie ihr Potential zur Beurteilung des Therapieansprechens auf
Docetaxel zu untersuchen. Weiterhin sollte untersucht werden, ob die
[(8Ga]PSMA-Retention mit der PSMA-Expression korreliert. Im zweiten Teil
wurde ein Zusammenhang zwischen der Expression von PSMA und der
Resistenzentwicklung gegen Docetaxel untersucht.

Fiar die in-vitro Experimente wurden die hormonabhangige Zelllinie LNCaP
sowie die hormonunabhéngige Zelllinie LNCaP C4-2 verwendet. Im zweiten Teil
wurden zusatzlich PSMA-negative PC-3 Zellen eingesetzt. Die aufgenommene
bzw. gebundene Traceraktivitat wurde mittels Gammacounter gemessen. Die
Untersuchung der PSMA-Expression erfolgte mit Western-Blot und
Durchflusszytometrie. Ein PSMA-Knockdown-System wurde mittels siRNA in
LNCaP-Zellen etabliert.

Die PSMA-Expression und die Sensitivitdt gegentber Docetaxel waren bei
LNCaP Zellen tendenziell erhéht gegenuber der LNCaP C4-2 Zelllinie. Nach
Docetaxelbehandlung zeigte sich in beiden Zellreihnen eine unveranderte
PSMA-Expression. Der PSMA-spezifische PET-Tracer zeigte, im Vergleich zu

den metabolischen Tracern [*F]JFDG und [*®F]Cholin, eine nur sehr geringe

62



Retention. Im Vergleich der Zelllinien untereinander nahmen LNCaP C4-2
Zellen ca. 50 % mehr [*®F]FDG auf als LNCaP Zellen. Die Aufnahme von
['8F]Cholin unterschied sich nicht signifikant. Der Tracer [8Ga]PSMA zeigte
eine hohere Bindung an LNCaP Zellen im Vergleich zu LNCaP C4-2 Zellen. In
weiteren Versuchen konnte gezeigt werden, dass sowohl [*®F]FDG als auch
[*F]Cholin, nicht jedoch [®®Ga]PSMA in vitro ein Therapieansprechen auf
Docetaxel durch verminderte Traceraufnahme in beiden Zelllinien aufzeigen. Es
konnte zudem eine direkte Korrelation zwischen der [*8Ga]PSMA-Bindung und
der PSMA-Expression nachgewiesen werden.

Nach einer siRNA-vermittelten Verminderung der PSMA-Expression in LNCaP
Zellen (Knockdown-Zellen) zeigte sich eine deutlich geringere Sensitivitat fur
Docetaxel. Gleichzeitig war jedoch die Docetaxelsensitivitat von PSMA-
negativen PC-3 Zellen hoher als die von LNCaP Knockdown-Zellen.

Insgesamt zeigten unsere Untersuchungen, dass sich die PET-Tracer [*®F]FDG
und [8Ga]PSMA zur Unterscheidung des androgenabhangigen Zellmodells
vom androgenunabhangigen Modell eignen. Damit ist eine Differenzierung der
Androgenabhangigkeit moglich. AuBerdem erméglicht der [8Ga]PSMA-Tracer
eine Einschatzung der PSMA-Expression. Die Tracer [*8F]FDG und [*®F]Cholin
eignen sich fur die Beurteilung des Therapieansprechens einer
Docetaxeltherapie, [*3Ga]PSMA dagegen nicht. Die PSMA-Expression scheint
ein entscheidender, aber nicht alleinstehender Faktor fur die Sensitivitdt von
LNCaP Zellen gegentuber Docetaxel zu sein. Unsere Versuche konnten die
Diskrepanz zwischen der Sensitivitat von LNCaP Knockdown-Zellen und PC-3
Zellen nicht erklaren. Es scheinen hierbei eher der Verlust von PSMA, wie im
Knockdown-Modell induziert, sowie bislang unbekannte Faktoren eine wichtige
Rolle zu spielen. Diese sollten in weiteren Versuchen naher charakterisiert
werden, um den Zusammenhang zwischen der PSMA-Expression und der

Docetaxelsensitivitat zu entschlisseln.
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Abbildungsverzeichnis

Abbildung 1: Resistenzmechanismen gegen Docetaxel, vereinfachte

Darstellung nach Magadoux et al. [73].......ccoovviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieeeeee

Abbildung 2: Histogrammdarstellung einer Zellzyklusanalyse nach
Nicoletti, M1 = subG1: apoptotische Zellen (< 2n), M2 = G1-Phase
(2n), M3 = Synthesephase (2n-4n), M4 = G2/M-Phase: 4n; (n =

Chromosomensatz), FL2-A gibt die Fluoreszenzintensitat an. .............

Abbildung 3: Histogrammdarstellung einer CFSE-Farbung im FACS. Rot
= Farbintensitat der Zellen direkt nach der Farbung,
grin/schwarz/orange = Farbintensitat der Zellen im Verlauf, FL1-H

gibt die FluoreszenzintensSitat an. .............ccccccuueemmimiiiiimiiiiiiiiieieeene

Abbildung 4: Reduktion der Viabilitat von LNCaP (schwarz) und LNCaP
C4-2 (rot) Zellen nach Docetaxelbehandlung. Der Prozentsatz
lebender/toter Zellen wurden mittels Nicoletti-Assay nach 48 h
Docetaxelbehandlung erhoben; Mittelwerte *

Standardabweichung, N=5 ...

Abbildung 5: Reduktion der Proliferation von LNCaP (schwarz) und
LNCaP C4-2 (rot) Zellen nach Docetaxelbehandlung. Der Anteil
der proliferierenden Zellen wurde mittels CFSE-Assay nach 48 h
Docetaxelbehandlung ermittelt. Mittelwerte + Standardabweichung,
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Abbildung 6: exemplarische Darstellung (1 von 3) der Expression von
PSMA in LNCaP und LNCaP C4-2 Zellen mit (+) und ohne
Docetaxelbehandlung (PC-3 Zellen dienen als Negativkontrolle) im
Western-Blot; die Ponceau-S Farbung (zweite Reihe) farbt
Proteine reversibel an und ermdglicht einen
Proteinmengenabgleich, hier zeigt die Ponceau-S Féarbung gleiche

ProtEINMENGEN ... .o

Abbildung 7: Kastengrafikdarstellung der Quantifizierung der PSMA-
Expression mittels Durchflusszytometrie in LNCaP (n=16), LNCaP
mit Docetaxel (n=11), LNCaP C4-2 (n=17) und LNCaP C4-2 mit

Docetaxel (NZ11)....ccooiiiiiieie e e

Abbildung 8: Kastengrafikdarstellung der [*¥F]JFDG- und [*¥F]Cholin-
Aufnahme in LNCaP und LNCaP C4-2 Zellen. Dargestellt wird die
relative Aufnahme des Tracers in Bezug auf die initial zugegebene

AKEIIVIEL. ..o e e e e e

Abbildung 9: Kastengrafikdarstellung der [#8Ga]PSMA-Tracerbindung an
LNCaP und LNCaP C4-2 Zellen. Dargestellt wird die relative

Bindung des Tracers in Bezug auf die initial zugegebene Aktivitat. .....

Abbildung 10: Kastengrafikdarstellung der [*¥F]JFDG-Aufnahme in
LNCaP und LNCaP C4-2 Zellen mit wund ohne
Docetaxelbehandlung. Dargestellt wird die relative Aufnahme des

Tracers in Bezug auf die initial zugegebene Aktivitat. ..................coo....
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Abbildung 11: Kastengrafikdarstellung der [*F]Cholin-Aufnahme in
LNCaP und LNCaP C4-2 Zellen mit wund ohne
Docetaxelbehandlung. Dargestellt wird die relative Aufnahme des

Tracers in Bezug auf die initial zugegebene Aktivitat. ..........................

Abbildung 12: Kastengrafikdarstellung der [8Ga]PSMA-Tracer-Bindung
in LNCaP und LNCaP C4-2 Zellen mit und ohne
Docetaxelbehandlung. Dargestellt wird die relative Bindung des

Tracers in Bezug auf die initial zugegebene Aktivitat. ..........................

Abbildung 13 a + b: Auftragung der Korrelation der
durchflusszytometrisch bestimmten PSMA-Expression (MFI/Geo-
Mean) mit der relativen [8Ga]PSMA-Tracer-Bindung von LNCaP
(10a; r = 0,89, p = 0,02) und LNCaP C4-2 Zellen (10b; r =0,90, p =
0,04). Dargestellt wird die relative Bindung des Tracers in Bezug
auf die initial zugegebene Aktivitat. Korrelation (r) mittels

Rangkorrelationsanalyse nach Spearman Gberprift...........cccccoeeeeeei.

Abbildung 14: Durchflusszytometrische Quantifizierung der mit
fluoreszierender siRNA markierten Zellen, schwarze Kurve
entspricht den unmarkierten Zellen, grin entspricht den mit
Fluoreszenz markierten Zellen, der Marker M1 entspricht dem
Anteil fluoreszierenden Zellen an allen Zellen und ist > 80 %, 1 von

1 gezeigt, die X-Achse gibt die Fluoreszenzintensitat an .....................

Abbildung 15: Exemplarische Darstellung (5 von 8) des PSMA-
Knockdown in LNCaP Zellen im Western-Blot. MOCK bezeichnet
untransfizierte Zellen, Negativkontrolle wurde mit scrambled siRNA
durchgefihrt; die Ponceau-S Farbung (zweite Reihe) farbt Proteine
reversibel an und ermdglicht einen Proteinmengenabgleich, hier

zeigt die Ponceau-S Farbung gleiche Proteinmengen .............cccc.ue.e.

Abbildung 16: Relative Proliferationsrate von LNCaP und LNCaP KD
Zellen. Die Proliferationsrate wurde fur beide Zelllinien mittels

CFSE fur 72 Stunden bestimmt und verglichen (n=4). .........................

Abbildung 17: Dosis-Wirkungs-Kurve fir LNCaP (schwarz), LNCaP
Knockdown (grin) und PC-3 Zellen (blau). Der Anteil der
proliferierenden Zellen wurde mittels CFSE-Assay nach 48 h
Docetaxelbehandlung ermittelt. Mittelwerte + Standardabweichung,
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Abkturzungsverzeichnis

[*®F]FDG [*F]2‘-Fluor-2‘-desoxy-D-glucose

[(8Ga]PSMA [8Ga]PSMA I1&T

Mg Mikrogramm

pl Mikroliter

UM Mikromolar

AS Aminosauren

BSA Bovines Serumalbumin

CCL2 CC-Chemokinligand 2

cDNA Komplementare DNA

CFSE Carboxyfluorescein-Succinimidyl-Ester

CT Computertomographie

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinséure, engl.: deoxyribonucleic
acid

DRU Digital-rektale Untersuchung

FACS Jluorescence-activated cell scanning®,
generischer Begriff fur die Durchflusszytometrie

FCS Fetales Kélberserum

Geo-Mean Geometrischer Mittelwert
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HSP
IC50
KD
LD50
MDRP
MFI

mg
MIC-1
Min.
mi

mM
MOCK
MRNA
MRT
NEAA
NF-kB

ng

nM
PBS
PCa
PCR
PET
PSA
PSMA
RNA
RT
SDS
Sek.
SiRNA
STAT

TBS

Stunde/n

Hitzeschockprotein

Mittlere inhibitorische Konzentration
knockdown

Mittlere letale Dosis
Multidrug-Resistenz-Protein

.,mean fluorescenceintensity“, mittlere
Fluoreszenzintensitat

Milligramm

macrophage inhibitory cytokine 1

Minute

Milliliter

Millimolar

Transfektion ohne siRNA

Boten-RNA, engl.: messenger RNA,
Magnetresonanztomographie

Nicht essentielle Aminosauren

nuclear factor 'kappa-light-chain-enhancer' of
activated B-cells

Nanogramm

Nanomolar

Phosphatgepufferte Salzlésung
Prostatakarzinom
Polymerase-chain-reaction
Positronenemissionstomographie/-tomogramm
Prostata-spezifisches Antigen
Prostata-spezifisches Membranantigen
Ribonukleinsaure, engl.: ribonucleic acid,
Raumtemperatur

,sodium dodecyl sulfate“, Natriumdodecylsulfat
Sekunde

small interfering RNA

Signal Transducers and Activators of
Transcription

Tris-gepufferte Salzlésung
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TEMED N,N,N‘,N‘-Tetramethylethylenediamine
TGF-p1 transforming growth factor beta 1
TRIS Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
TRUS Transrektaler Unterschall

Xg Relative Zentrifugalkraft

Anhang

Tabelle 8: Medianwerte mit héchstem und niedrigstem Wert (Bereich) der
Tracer-Aufnahme-/Bindeversuche mit [*®F]FDG, [*8F]Cholin und [(8Ga]PSMA,;
Anzahl der Versuchswiederholungen ist mit n angegeben.

Medianwerte [*®FIFDG [*8F]Cholin [68Ga]PSMA
in % (Bereich) n (Bereich) (Bereich)
4,45 9,76 0,9
LNCaP (2,55-6,23) | 11 | (5,21-129) (0,65 -1,5)
2,65 5,44 1,12
LNCaP + Doc (1,65-45) | 8 | (3,59-8,57) (0,78 -1,51)
7,29 7,64 0,74
LNCaP C4-2 (5,33-11,7) | 10 | (5,04 - 13,08) (0,35-1,15)
LNCaP C4-2 + 3,48 2,88 0,82
Doc (15-6,42) | 8 | (0,15-6,88) (0,57 - 1,05)
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