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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Das Prostatakarzinom

1.1.1 Epidemiologie

Im Jahr 2017 war die Inzidenz des Prostatakarzinoms mit 19% fiihrend bei den mannlichen
Tumorneuerkrankungen (Siegel et al. 2017). Im Jahr 2018 lag das Prostatakarzinom mit ei-
ner geschatzten Inzidenz von 13,5% hinter dem Lungenkarzinom auf Platz zwei aller mann-
licher Tumorneuerkrankungen (Bray et al. 2018). 2020 stieg die Inzidenz des Prostatakarzi-
noms auf 21%, im Jahr 2021 auf 26% und bildete somit erneut die Spitze der geschatzten
Tumorneuerkrankungen bei Mannern. Bei den geschatzten krebsbedingten Todesfallen im
Jahr 2020 lag das Prostatakarzinom mit 10%, im Jahr 2021 mit 11% auf Platz zwei hinter
den Lungenkarzinomen (Siegel et al. 2021; Siegel et al. 2020). Die Todesrate durch Prosta-
takarzinome ist zwischen 1993 und 2014 um 51% reduziert worden. Dies hangt vor allem
mit der Reduktion des Rauchens und neuen Behandlungsoptionen zusammen (Siegel et al.
2017).

1.1.2 Atiologie

1.1.2.1 Alter

Der Entstehung des Prostatakarzinoms liegt eine multifaktorielle Genese zugrunde. Eine
zentrale Rolle nimmt das Alter ein. Uber 95% der Prostatakarzinome treten bei Mannern
ab 60 Jahren auf, Giber 50% bei Mannern iber dem 80. Lebensjahr (Siegel et al. 2017). Die
prostatische intraepitheliale Neoplasie scheint sich als Vorstufe des Prostatakarzinoms
auch schon in jingeren Jahren zu manifestieren und ist im Alter von 50 Jahren schon weit
verbreitet (Sakr et al. 1993). Obwohl die morphologischen Veranderungen bereits friih ein-
treten kdnnen, findet die Progression zum invasiven Prostatakarzinom erst im Verlauf des
Alterungsprozesses statt und betrifft lediglich einen von neun Patienten (Abate-Shen und
Shen 2000).

1.1.2.2 Geographische und ethnologische Faktoren

Neben dem Alter nehmen auch geographische und ethnologische Faktoren Einfluss auf die
Inzidenz des Prostatakarzinoms. Weltweit findet sich das Prostatakarzinom auf allen Kon-

tinenten wieder, es zeigen sich jedoch deutliche Unterschiede zwischen den Landern: So
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liegt die hochste Inzidenzrate mit 185/100.000 Mannern/Jahr in der afroamerikanischen
Bevolkerungsgruppe in den Vereinigten Staaten, gefolgt von ebenfalls hohen Inzidenzen in
Nordeuropa. Die geringste Inzidenzrate mit weniger als 2/100.000 Mannern/Jahr besteht
in China (Haas et al. 2008). Insgesamt existiert in westlichen Industrieldndern eine bis zu
zehnfach hohere Inzidenz des Prostatakarzinoms als in ostasiatischen Landern (Schulz et al.
2003).

1.1.2.3 Umwelteinfllsse

Grundsatzlich konnen in der Nahrung protektive Faktoren von Risikofaktoren fiir die Ent-
stehung des Prostatakarzinoms unterschieden werden. Ein hoher Fettgehalt in der Nah-
rung scheint das Prostatakarzinom zu induzieren, wahrend hingegen eine ballaststoffreiche
Erndhrung eine schiitzende Wirkung aufweist (Jankevicius et al. 2002; Schmitz-Drager et al.
2001; Wargovich 1999). So wird die fettreiche, phytodstrogenarme Erndhrung der westli-
chen Gesellschaft als Hypothese fir die hdhere Inzidenz des Prostatakarzinoms in diesen

Gebieten angesehen (Adlercreutz 1990).

1.1.2.4 Lokale Entziindungsprozesse

Manner mit einer sexuell ibertragbaren Infektion wie Syphilis oder Gonorrhoe in ihrer Vor-
geschichte haben ein erhéhtes Risiko, an Prostatakrebs zu erkranken. Ebenso werden As-
soziationen mit haufig wechselnden Sexualpartnern und mit erhohter sexueller Aktivitat
beschrieben (Dennis und Dawson 2002). Dieser Metaanalyse zugrundeliegend wurden wei-
tere Infektionen als potenzielle Risikofaktoren fiir das Prostatakarzinom in Erwagung gezo-
gen. In nachfolgenden Studien konnte ein Zusammenhang zwischen vorausgegangenen
Prostatitiden und einem erhohten Risiko fiir Prostatakarzinome hergestellt werden (Dennis
et al. 2002).

1.1.2.5 Genetische Faktoren

Manner mit positiver Familienanamnese zeigen ein signifikant hoheres Risiko, ein klinisch
manifestes Prostatakarzinom zu entwickeln, als Manner ohne erkrankte Verwandte. Das
Risiko steigt sowohl mit der Anzahl der betroffenen Verwandten als auch mit dem Zeit-
punkt der Diagnosestellung: je friiher das Karzinom bei betroffenen Verwandten entdeckt

wurde, desto hoher das genetische Risiko selbst zu erkranken (Johns und Houlston 2003).

Im Gegensatz zu Kolon-, Brust- und Ovarialkarzinomen fallt es schwerer, eindeutige gene-

tische Marker fiir das Prostatakarzinom zu identifizieren (Simard et al. 2002). Uber eine
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lange Zeit wurde die Entstehung des Prostatakarzinoms eher mit Polymorphismen als mit
Mutationen in spezifischen Genen in Einklang gebracht (Schulz et al. 2003). Mittlerweile
gibt es jedoch eindeutige Hinweise darauf, dass beispielsweise eine G84E Mutation im
HOXB1-Gen oder eine Mutation im BRCA2 (Breast Cancer 2, Early Onset) - Gen mit einer
Frihform des hereditdaren Prostatakarzinoms sowie einer schlechteren Prognose vergesell-
schaftet ist (Lynch et al. 2016).

1.1.3 Pathogenese — Androgene und Androgenrezeptor

Wie in Abbildung 1 schematisch dargestellt regulieren Androgene Uber den intrazellular
gelegenen Androgenrezeptor (AR) Wachstum und Differenzierung des mannlichen Repro-
duktionstraktes, einschlielRlich der Prostata (Quarmby et al. 1990). Der AR, ein hormonbin-
dendes Protein, ist ein Steroidhormonrezeptor und wird durch die Androgene Testosteron
und Dihydrotestosteron (DHT) aktiviert (Vis und Schréder 2009a; Evans 1988). Obwohl Tes-
tosteron das am meisten vorhandene Androgen im Serum eines Mannes darstellt, besitzt
es in der konvertierten Form des 5a-DHT eine vielfach hohere Bindungsaffinitat zum AR
(Penning et al. 2008). Im herkdmmlichen Steroidgenesepfad wird DHT vorwiegend lber die
S5a-Reduktase aus testikuldren Testosteron und zu kleinen Teilen durch die Katalyse von
adrenalen Dihydroepiandrosteron und Androstenediol gebildet (Sampson et al. 2013; Vis
und Schroder 2009a). Zusatzlich wird ein Pfad beschrieben, welcher unter Umgehung von

Testosteron direkt Progesteron als Vorlaufer fiir die Bildung von DHT nutzt (Auchus 2004).

Die fiir den AR kodierenden AR-Gene sind auf Chromosom Xg11-q13 lokalisiert und umfas-
sen 180 Kilobasen Desoxyribonukleinsdure (DNA) mit acht bekannten Exonen. Der NH;-
Terminus des AR reguliert die Transkription, am COOH-Terminus findet die Hormonbin-
dung statt. Dazwischen liegt die DNA-bindende Domane (Vis und Schroder 2009a). In der
Prostata ist der AR sowohl in den Stromazellen also auch in den sekretorischen Epithelzel-
len zu finden, nicht hingegen in der nicht-proliferativen Basalzellschicht (Quarmby et al.
1990).
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Abbildung 1: Darstellung Androgen-/ und AR-Signalweg: In Abwesenheit der Liganden befindet sich
der AR im Zytoplasma im Ruhezustand. Der AR ist gebunden an Hitzeschockproteine (HSP), welche
ein Ubertreten in den Zellkern und somit die Bindung an DNA verhindern. Kommt es zur Liganden-
bindung, dndert der AR seine Konformation, die HSP dissoziieren ab und der Rezeptor wird phos-
phoryliert (Edwards und Bartlett 2005). Der nun aktive Androgen-AR-Komplex bildet ein Homodi-
mer, transloziert in den Zellkern, bindet an die Androgen-responsiven Elemente der DNA und ist
nun unter Rekrutierung von Cofaktoren in der Lage, die Transkription zu initileren und mithilfe der
Polymerase (POL) durchzufiihren. Die daraus resultierende Genexpression foérdert Wachstum, Dif-
ferenzierung, Sekretion, Uberleben und Migration. Ein wichtiges Zielgen des AR ist das KLK3-Gen,
welches fiir das zur Diagnostik und Uberwachung unerlassliche Prostataspezifische Antigen (PSA)
kodiert (Evans 1988; Knudsen und Penning 2010).

1.1.4 Friiherkennung und Diagnostik

In der Fritherkennung des Prostatakarzinoms werden zwei Verfahren angewandt: Die digi-
tal rektale Untersuchung (DRU) und der PSA-Wert. Eine Metaanalyse Giber die DRU aus dem
Jahr 2018 berechnete eine gesammelte Spezifitat von 0,59 und einen negativen pradiktiven
Wert von 0,64. Auch die Sensitivitat (0,51) und der positive pradiktive Wert (0,41) fielen
gering aus (Naji et al. 2018). Der PSA-Wert ist als FriiherkennungsmaBnahme weltweit um-
stritten (llic et al. 2018). In einer Metaanalyse wurden die Daten aus fiinf groRen randomi-
siert kontrollierten Studien (RCT) zusammengefasst. Hierbei konnte keine signifikante Sen-
kung der prostatakarzinomassoziierten Mortalitat und des Gesamtiiberlebens durch ein
Screening der Patienten mittels PSA-Wert Bestimmung im Vergleich zu Kontrollgruppen
ohne Screening festgestellt werden (llic et al. 2013). Kontrovers dazu wurde 2018 eine mul-
tizentrische Studie der ERSPC (European Randomized Study of Screening for Prostate

Cancer) veroffentlicht, welche eine signifikante Senkung der prostatakarzinomassoziierten



Einleitung 5

Mortalitat durch das PSA-Screening iber einen Beobachtungszeitraum von maximal 16 Jah-
ren zeigt. Die positive Auswirkung des Screenings auf die Mortalitidt und damit dem Uber-
lebensvorteil der Patienten nimmt hierbei mit der Dauer des Nachbeobachtungszeitraumes
zu (Hugosson et al. 2019). Problematisch ist insbesondere der unspezifische Anstieg des
PSA-Wertes. So kdnnen neben Prostatakarzinomen auch Prostatitiden und benigne Pros-
tatahyperplasien in einem PSA-Anstieg resultieren (Price et al. 2001). Intraindividuelle bio-
logische Variationen erschweren zusatzlich die Festlegung und Interpretation von Grenz-
werten (S6létormos et al. 2005). Zudem fiihrt die Bestimmung des PSA-Wertes zur Gefahr
der Uberdiagnostik: Nicht therapiebediirftige Prostatakarzinome, die Patienten zu Lebzei-
ten in ihrer Lebensqualitat nicht eingeschrankt hatten, werden entdeckt und unnétiger-
weise behandelt. Diese Behandlung kann den Patienten méglicherweise mehr Schaden als
Benefit bringen (Qaseem et al. 2013). Zur Diagnose eines Rezidivs nach Primartherapie
bleibt der PSA-Wert jedoch unerlasslich (Stephenson et al. 2006; Roach et al. 2006).

Wurde ein suspekter Befund durch die DRU oder die PSA-Wert-Bestimmung identifiziert,
wird zur weiteren Diagnostik eine Stanzbiopsie der Prostata durchgefiihrt (Tirkeri et al.
1995; Renfer et al. 1995). Als Anzahl der Stanzzylinder werden zehn bis zwolf Stanzen als
optimal angesehen (Eichler et al. 2006). Die standardmalig durchgefiihrte transrektale Ult-
raschall - (TRUS) gesteuerte Biopsie wurde im letzten Jahrzehnt vermehrt durch die Mag-
netresonanztomographie (MRT) - TRUS Fusionsbiopsie abgeldst. Hierbei wird der Vorteil
der multiparametrischen Leistungsfahigkeit des MRTs mit der Moglichkeit der Echtzeitna-
vigation des TRUS kombiniert (Das et al. 2020).

1.1.5 Tumorklassifikation

Zur Klassifikation der Ausbreitung des Primartumors sowie der Metastasierung wird die
TNM-Klassifikation herangezogen. Diese wurde von dem Chirurgen Pierre Denoix im Jahr
1952 entwickelt und im Verlauf vom amerikanischen Ausschuss fiir Krebs (AJCC) sowie der
internationalen Union gegen Krebs (UICC) weitergefiihrt (Asare et al. 2019; DENOIX 1953).
Die AJCC veroffentlichte Ende 2016, die UICC im Januar 2018 die achte Auflage der TNM-
Klassifikation (Bertero et al. 2018). Das Prinzip der TNM-Klassifikation basiert im Allgemei-
nen auf drei Kennwerten: Das T-Stadium (Tumor) beschreibt die Ausdehnung des Primar-
tumors. Das N-Stadium (regionale Lymphknotenmetastasen) das Ausmaf des Lymphkno-
tenbefalls und das M-Stadium (Fernmetastasen) die Existenz von Metastasen aufRerhalb

des Primartumors und der regionalen Lymphknoten (Boeker et al. 2016; DENOIX 1953).

Bezogen auf das Prostatakarzinom beschreibt das Stadium T1 ein klinisch unauffalliges,
nicht tastbares Prostatakarzinom und das Stadium T2 ein auf die Prostata beschranktes

Karzinom. Im Stadium T3 durchbricht das Karzinom die Prostatakapsel und im Stadium T4
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infiltriert es in Nachbarorgane wie Harnblase, Rektum, SchlieBmuskel oder Beckenwand.
Stadium N1 steht wie bereits erwahnt fiir vorhandene Lymphknotenmetastasen, M1 fir
Fernmetastasen (Boeker et al. 2016; Filson et al. 2014). In den aktualisierten Versionen der
TNM-Klassifikationen hat die AJCC die weitere Untergliederung des T2-Stadiums (T2a Befall
< 50% eines Seitenlappens, T2b Befall > 50% eines Seitenlappens und T2c Befall beider Sei-
tenlappen) abgeschafft. Die UICC hat die neue Subkategorie pNmi (p flir pathologisch, mi
flir Mikrometastasen) fiir Lymphknotenmetastasen < 0,2 cm eingefiihrt. Das M-Stadium
hat sich weder in der AJCC noch in der UICC Version im Vergleich zur siebten Auflage gean-
dert (Kandori et al. 2019; Paner et al. 2018).

Die histologische Klassifikation anhand der Driisenmorphologie wurde im Jahre 1966 etab-
liert (Gleason 1966). Der Gleason-Wert stellt einen wichtigen prognostischen Parameter
dar und wird in finf Grade eingeteilt. Gleason 1 bedeutet eine geringe Zellentartung,
Gleason 5 die maximale Entartung mit nicht mehr erkennbarer Herkunft des Ursprungsge-
webes. Die Berechnung des Gleason-Wertes erfolgt bei der Prostatastanzbiopsie aus der
Addition des am haufigsten und des am schlechtesten differenzierten Gleason Grades. Die
Berechnung des Gleason-Wertes bei einem Prostatektomiepraparat erfolgt durch die Ad-
dition des am haufigsten und des am zweithaufigsten vorkommenden Gleason-Grades. Die
Anwendung des Gleason-Wertes in der klinischen Praxis basiert auf den im Jahr 2014 fest-
gelegten Kriterien der internationalen Gesellschaft der urologischen Pathologie (ISUP — Kri-
terien) (Epstein et al. 2017; Epstein et al. 2016; Epstein 2010; Epstein et al. 2005). In der
achten Auflage der AJCC-Klassifikation wurden zusatzlich zum Gleason-Wert Gradierungs-
gruppen eingefihrt, um eine exaktere Stratifizierung der Patienten hinsichtlich der Prog-
nose und daraus resultierend der Therapie zu gewahrleisten. Hierbei entspricht die Gradie-
rungsgruppe 1 dem Gleason-Wert 6, die Gradierungsgruppe 2 dem Gleason-Wert3+4 =7,
die Gradierungsgruppe 3 dem Gleason-Wert 4 + 3 = 7, die Gradierungsgruppe 4 dem
Gleason-Wert 8 und die Gradierungsgruppe 5 dem Gleason-Wert 9 und 10 (Paner et al.
2018).

Anhand der TNM-Klassifikation lasst sich das Prostatakarzinom klinisch in ein lokal begrenz-
tes Stadium (T1-T2, NO, MO0), ein lokal fortgeschrittenes Stadium (T3-T4, NO, MO) und in ein
fortgeschrittenes, metastasiertes Stadium (jedes T, N1-N3 und/oder M1) einteilen. Fir das
lokal begrenzte Prostatakarzinom kann unter Hinzunahme des Gleason-Wertes sowie des
PSA-Wertes eine Risikostratifizierung bezliglich einer Rezidiventwicklung durchgefiihrt
werden (D'Amico et al. 1998).
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1.2 Therapie des Prostatakarzinoms

Die Therapie des Prostatakarzinoms zeigt sich vielgestaltig und sollte auf jeden Patienten
individuell abgestimmt werden. Fiir Manner, die mit keiner Einschrankung ihrer Lebens-
qualitdt und Lebenserwartung durch das Prostatakarzinom rechnen missen, gibt es An-
satze zur Vermeidung von Ubertherapien: Active Surveillance folgt hierbei dem Prinzip, die
Patienten mittels PSA-Bestimmung und Biopsien engmaschig zu kontrollieren und das Pros-
tatakarzinom erst bei Progression zu behandeln (Parker 2004). Watchful Waiting hingegen
ist ein palliatives Therapiekonzept mit abwartendem Verhalten und symptomorientierter
Behandlung fiir Patienten in hohem Alter, mit erheblichen Komorbiditaten und langsam
wachsendem Karzinom (Droz et al. 2010; Shappley et al. 2009). Zu den primar kurativen
Therapieansatzen des lokal begrenzten Prostatakarzinoms zahlen die radikale Prostatekto-
mie, die perkutane Strahlentherapie sowie die niedrigdosierte (LDR) - und die hochdosierte
(HDR) — Brachytherapie (Kupelian et al. 2004). Die radikale Prostatektomie und die perku-
tane Strahlentherapie sind flir Patienten aller Risikogruppen geeignet (Hamdy et al. 2016;
Bill-Axelson et al. 2011; Kupelian et al. 2004). Die LDR-Brachytherapie mit dem Einsatz von
jod-/oder palladiumhaltigen Implantaten in die Driise ist eine alternative Therapieoption
fir Patienten mit niedrigem Risikoprofil (Sharkey et al. 2005; Beyer und Brachman 2000).
Die HDR-Brachytherapie in Kombination mit der perkutanen Strahlentherapie ist insbeson-
dere fiir Patienten mit einem mittleren bis hohen Risikoprofil indiziert (Kuban et al. 2008;
Galalae et al. 2004). Die Kombination aus perkutaner Strahlentherapie und einer Andro-
gendeprivationstherapie (ADT) stellt eine effektive Therapiemoglichkeit des lokal fortge-
schrittenen Prostatakarzinoms dar (Denham et al. 2011). Im lokal fortgeschrittenen Sta-
dium ohne Moéglichkeit der lokal kurativen Therapie und im fortgeschrittenen, metastasier-
ten Stadium sollte den Patienten eine ADT empfohlen werden, ggf. auch in Kombination
mit einem Antiandrogen der zweiten Generation oder einer Chemotherapie (James et al.
2017; James et al. 2016; Studer et al. 2006; Nair et al. 2002).

Ein Uberblick iber die umfangreichen Therapiemdglichkeiten soll in Tabelle 1 vermittelt

werden:
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Tabelle 1: Therapieoptionen des Prostatakarzinoms

Active Watchful Radikale Perku- Endo- Brachy-
Surveillance Waiting Prostatek- tane krine therapie
tomie Radiatio Therapie
Lokal Niedriges X X X X X (LDR)
be- Risiko
grenzt
(T1-T2) Mittleres X X X Perkutane Radiatio +/- endokrine
Risiko Therapie oder LDR Brachytherapie
Hohes X X Perkutane Radiatio + endokrine
Risiko Therapie oder HDR Brachtherapie
Lokal fortgeschritten X X Perkutane Radiatio + endokrine
(T3-T4) Therapie und/oder HDR Brachthe-
rapie
Metastasiertes X X
Stadium
(T1-T4, N1-N3
und/oder M1)

1.2.1 Lokal begrenztes Prostatakarzinom: Fokale Therapie

Zu den haufigsten Risiken einer kurativen Therapie durch eine radikale Prostatektomie oder
eine perkutane Strahlentherapie zdhlen Urininkontinenz sowie sexuelle Funktions-

storungen (Resnick et al. 2013).

Fokale Therapien sind neuartige Strategien, die moéglichst gewebeschonend die Vorteile
der bisherigen onkologischen Therapien erhalten und gleichzeitig die Nebenwirkungen auf
angrenzende Strukturen minimieren sollen (Valerio et al. 2014). Eine zentrale Rolle in der
fokalen Therapie spielt die Erkenntnis, dass das Prostatakarzinom zwar multifokale Lasio-
nen aufweist, der Krankheitsverlauf jedoch von der Indexlasion, der groBten Lasion mit
dem hochsten Grad an Entartung, bestimmt wird (Liu et al. 2009). Durch die gezielte The-
rapie der Indexlasion anstatt der gesamten Driise kdnnen Kontinenz und Potenz in hohen
Raten erhalten werden (Ahmed et al. 2015). Die Indexldsion kann durch eine multipara-
metrische Magnetresonanztomographie mit einer groRen Treffsicherheit detektiert wer-
den (Futterer et al. 2015). Mogliche Verfahren der fokalen Therapie sind der hochintensiv
fokussierte Ultraschall (HIFU), Kryotherapie, photodynamische Therapie, laserinduzierte
Thermotherapie, irreversible Elektroporation und Radiofrequenzablation (Valerio et al.
2017). Vielen Studien Uber fokale Therapien fehlt es an Fallzahlen und Langzeitdaten. Die
HIFU-Therapie gilt unter den fokalen Therapieoptionen als gut untersuchte und bewahrte
Methodik, sodass diese in den folgenden Kapiteln ndher erldutert wird (Guillaumier et al.
2018).
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1.2.1.1 Biophysiologisches Prinzip der transrektalen HIFU-Therapie

Harnblase

Fokussierte
Ultraschallwellen

Signalgeber

Abbildung 2: Schematische Darstellung der transrektalen HIFU-Therapie: der Signalgeber wird rek-
tal eingeflhrt und positioniert. Die erzeugten Ultraschallwellen werden in der Indexldsion des Pros-

tatakarzinoms fokussiert.

Um die Ultraschallwellen zu erzeugen und zu fokussieren werden hochfrequente Vibratio-
nen eines Piezokeramiksignalgebers genutzt (Chapelon et al. 2000). HIFU beruht auf dem
gleichen Prinzip wie der konventionelle Ultraschall, jedoch mit einer hoheren Ultraschallin-
tensitat. Wahrend der diagnostische Ultraschall mit 720 W/cm? arbeitet, werden beim the-
rapeutischen Ultraschall 100 - 10.000 W/cm? verwendet (Zhou 2011). Weitere wichtige Pa-
rameter fiir den klinischen Nutzen der HIFU-Therapie sind die Ultraschall-Frequenz (MHz),
die Dauer der Applikation, die Intervalle der Impulse, die GréBe der zu behandelnden La-
sion und die Penetrationstiefe (Alkhorayef et al. 2015). Der HIFU-Therapie liegen thermi-
sche und mechanische Effekte zu Grunde (Valerio et al. 2017). Beim thermischen Effekt
kommt es am Fokuspunkt der Schallwellen durch eine Konvertierung der Ultraschallenergie
zu Hitze zwischen 70-100°C, welche bis zu 20 Sekunden im Zielgewebe gehalten wird. Die
generierten Temperaturen flihren zu Koagulationsnekrosen und Proteindenaturierung in
den Zellen und damit zum sofortigen, irreversiblen Untergang des Tumorgewebes (Chaussy
und Thiroff 2017; Zhou und Gao 2013; Chaussy und Thiroff 2011; Kennedy 2005; Hynynen
et al. 1996).

Der mechanische Effekt beruht auf der Kavitation - der Bildung und Zerstérung von Gas-
blaschen. Alternierende Druckwellen passieren das Gewebe. Negativer Druck bewirkt die
Ausbildung von Mikrogasblaschen im Gewebe. Druckdnderungen der Ultraschallimpulse
verursachen einen Kollaps der Blaschen, wodurch die angrenzenden Zellen ihre Zellstruktur
nicht mehr aufrechterhalten kénnen. Diese Zerstérung des umliegenden Gewebes wird

auch Histotrypsie genannt (Zhou und Gao 2013; Hempel et al. 2011; Xu et al. 2007). Eine
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Veranschaulichung der Funktionsweise der hadufig eingesetzten transrektalen HIFU-Thera-

pie ist in Abbildung 2 dargestellt.

1.2.1.2 Indikationen und Kontraindikationen der HIFU-Therapie

Zu Beginn war die Indikation zur HIFU-Anwendung beschrankt auf Patienten mit lokal be-
grenztem Prostatakarzinom und geringem Risiko (T1-2, NO, MO; Gleason-Score < 6), welche
nicht flr die radikale Prostatektomie geeignet waren aufgrund von Alter, Komorbiditaten
oder dem Wunsch, nicht operiert zu werden (Chaussy und Thiroff 2011; Thiroff et al.
2003). Durch den Fortschritt der Forschung und der klinischen Erfahrung hat sich das Indi-
kationsspektrum erweitert: Die HIFU-Therapie kann zusatzlich angewendet werden als Sal-
vage-Therapie nach Bestrahlung, in der Behandlung von lokal begrenzten Mittel- und Hoch-
risikokarzinomen sowie als palliative Therapieoption im metastasierten Prostatakarzinom
(Rischmann et al. 2017; Sountoulides et al. 2012; Ficarra et al. 2006; Gelet et al. 2004).
Mittelfristige Ergebnisse versprechen eine sichere und wirksame Behandlung des lokalisier-
ten Prostatakarzinoms durch den Einsatz der HIFU-Therapie (Guillaumier et al. 2018; East-
ham 2008). Erste Langzeitdaten vergleichen die onkologische Wirksamkeit der HIFU-Thera-
pie der gesamten Prostata und der radikalen Prostatektomie bei Patienten mit lokalisier-
tem Prostatakarzinom. Hierbei wird die onkologische Langzeitwirksamkeit der HIFU-Thera-
pie bei einem medianen Follow-Up von sechseinhalb Jahren gleichwertig zur radikalen
Prostatektomie bei Niedrigrisikokarzinomen angesehen. Bei Mittelrisikokarzinomen zeigen
beide Therapieverfahren nach zehn Jahren dhnliche Ergebnisse im krebsspezifischen Uber-
leben. Die HIFU-Therapie kann somit bei dlteren Patienten als Behandlungsoption erwogen
werden unter dem Vorbehalt eines erhéhten Risikos einer notwendigen Salvage-Therapie
im Anschluss. Bei Hochrisikokarzinomen zeigt die HIFU-Therapie keine ausreichende Wirk-
samkeit (Rosenhammer et al. 2019). Kontraindikationen fiir die HIFU-Therapie sind ein
fehlendes, ein zu enges oder ein durch vorangegangene Interventionen beschadigtes Rek-
tum, Patienten mit einem erhdhten perioperativen Risiko (American Society of Anesthesi-
ologists (ASA)-Score > 3) sowie Patienten unter oraler Antikoagulation (Alkhorayef et al.
2015; Sountoulides et al. 2012).

1.2.1.3 Durchfiihrung der HIFU-Therapie

Vor der HIFU-Behandlung erhélt der Patient eine Darmsplilung, eine Antibiotikaprophylaxe
und einen Blasenkatheter. Der Eingriff findet, wenn mdoglich, in spinaler Anasthesie und
unter adaquater Analgetikagabe statt. Die komplette Behandlungsdauer betragt durch-
schnittlich 95 Minuten (Chaussy und Thiroff 2010).
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Ein Therapiemodul besteht aus einem Behandlungstisch, einem rektal einzufiihrenden Po-
sitionierungssystem mit Signalgeber, einem TRUS zur intraoperativen dreidimensionalen
Echtzeittherapieplanung und -tGberwachung, einem Kihlsystem, um die Rektumwand zu
schiitzen, sowie dem Computersystem mit Software, welches die Behandlungsparameter
beinhaltet (Chaussy und Thiroff 2011, 2010). Das definierte kleine Areal, das mit einer Ult-
raschallwellenfokussierung zerstért werden kann, nennt sich ,,Primarldasion”. Um groRere
Flachen zu behandeln, miissen mehrere kleine Areale nachgeschaltet werden. Dies ge-
schieht mithilfe spezifischer Logarithmen wie durch eine mechanische Bewegung des Sig-
nalgebers als Energiequelle oder elektronisch durch eine phasengesteuerte Anordnung der
Flachen (Chaussy und Thiiroff 2011). Ein involviertes Sicherheitssystem stoppt die Behand-
lung bei fehlerhafter Ausrichtung der Schallwellen, zum Beispiel durch Bewegung des Pati-

enten.

Das MRT ist der Goldstandard fiir eine Bewertung der Effektivitdat nach der Behandlung:
nekrotische Areale stellen sich hierbei in der Gadolinium-angereicherten T1-Wichtung hy-
podens dar (Hynynen et al. 1996). Zudem ist das MRT die einzige Technik, um eine Echt-
zeitmessung der Temperatur wahrend der Behandlung im Zielgewebe durchzufiihren
(Chaussy und Thuroff 2011).

Die perioperative Morbiditat der HIFU-Behandlung ist gering: es werden keine signifikanten
Blutungen, thromboembolische Komplikationen oder intensivmedizinische Betreuungen
beschrieben (Chaussy und Thiroff 2010).

1.2.1.4 Nebenwirkungen und Ergebnis der HIFU-Therapie

Die haufigsten Nebenwirkungen der HIFU-Therapie sind Stenosen an Blasenhals oder
Urethra, Inkontinenz, erektile Dysfunktion und urethrorektale Fisteln. Durch Einfihrung
der Kihl- und Sicherheitssysteme wurde die Inzidenz der Fisteln unter 1% reduziert (Tsa-
kiris et al. 2008). Die Nebenwirkungen kénnten durch die Durchfiihrung eines MRT-Moni-
torings anstelle des TRUS wahrend der Behandlung weiter minimiert werden (Copelan et
al. 2015). Durch Darstellung der Temperaturverdanderungen in Echtzeit wiirde die Gewebs-
zerstorung exakter dargestellt werden und Verletzungen kritischer Strukturen wie Nerven-

blindel und Urethra konnten vermieden werden (Copelan et al. 2015; Hynynen et al. 1996).

Eine Ubersichtsarbeit aus dem Jahr 2020 fasst die Raten der hiufigsten Nebenwirkungen
der HIFU-Therapie wie folgt zusammen: Die Urininkontinenzrate variiert zwischen 4% und
34,4%, wobei die Haufigkeit einer Urininkontinenz Grad | bei 0,8% bis 26,5% liegt, die Hau-
figkeit einer Urininkontinenz Grad Il bei 1,8% bis 16% und die Haufigkeit einer Urininkonti-
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nenz Grad lll bei 0% bis 3,9%. Studien, welche das Auftreten von Harnwegsinfektion unter-
suchten, erbrachten Haufigkeiten zwischen 0,8% bis 26,5%. Ein akuter Harnverhalt tritt laut
der Ubersichtsarbeit bei 3,9% bis 28,3% der Patienten auf. Die oben genannten urethro-
rektalen Fisteln werden mit einer Haufigkeit von 3,6% bis 30,2% beschrieben, das Auftreten
von urethralen Stenosen mit einer Wahrscheinlichkeit von 0% bis 30,2%. Zur Haufigkeit des

Auftretens einer erektile Dysfunktion wird keine Aussage getroffen (Ziglioli et al. 2020).

In einer Langzeitstudie wurden unter Einschluss von 1655 Patienten die Risiken der pri-
maren Therapieoptionen in der Behandlung des lokalisierten Prostatakarzinoms vergli-
chen. Nach 15 Jahren zeigte sich in der operierten Patientenkohorte eine Urininkontinenz-
rate von 18,3%, eine erektile Dysfunktionsrate von 87% sowie Probleme mit der Stuhlregu-
lierung bei 5,2% der Patienten. In der Patientenkohorte nach Bestrahlung (mit oder ohne
kombinierter ADT) ergab sich nach 15 Jahren eine Inkontinenzrate von 9,4%, eine erektile
Dysfunktionsrate von 93,9% sowie Probleme mit der Stuhlregulierung bei 16% (Resnick et
al. 2013). In aktuelleren Studien zeigen sich bei der roboterassistierten laparoskopischen
Prostatektomie Inkontinenzraten von 19% sowie erektile Dysfunktionsraten von 68% nach
24 Monaten (Nyberg et al. 2018). Eine weitere Langzeitstudien (iber 42 Monate unter Ein-
schluss von 4003 Patienten erbrachte bei 39% der Patienten nach Operation eine zufrie-
denstellende erektile Funktion sowie eine vollstandige Kontinenz bei 33% und eine milde
Inkontinenz bei 26% der Patienten (Grabbert et al. 2018).

Eine vergleichende Einschatzung der Nebenwirkungsprofile zwischen den bisherigen The-
rapien und der HIFU-Therapie gestaltet sich durch die deutlich variierenden Werte in den

verschiedenen Veroffentlichungen schwierig.

In aktuellen Studien betrigt die Fiinf-Jahres-Uberlebensrate nach HIFU-Therapie 95%, die
Zehn-Jahres Prostatakarzinom-spezifische Uberlebensrate 97,4% (Dickinson et al. 2016; U-
chida et al. 2015). Es liegen derzeit keine vergleichenden Studien mit anderen Therapieop-

tionen vor.

1.2.1.5 Zusammenfassung

Bislang musste sich fir die Behandlung des lokalisierten Prostatakarzinoms zwischen Active
Surveillance und definitiven Therapien wie Operation und Bestrahlung entschieden wer-
den. Die fokale Therapie - wie die HIFU-Therapie - als minimal-invasiver Eingriff ermoglicht
einen Mittelweg (van der Poel et al. 2015). Sie bietet fiir Patienten mit kurativem Therapie-
wunsch dhnliche kurz- und mittelfristige Heilungsraten wie die konventionellen primar ku-
rativen Therapiekonzepte mit weniger Operations- und Bestrahlungsrisiken (Barkin 2011).

Zudem 18st das Prinzip der Active Surveillance bei vielen Patienten Angste und Sorgen aus
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(Klotz 2013). Fir diese Patienten ist die HIFU-Therapie eine Alternative (Cordeiro et al.
2012). Fortschritte in Technologie und langere Follow-Up-Studien kdnnten die Relevanz der
HIFU-Therapie bei der Behandlung des Prostatakarzinoms weiter steigern (Alkhorayef et al.
2015).

1.2.2 Metastasiertes Prostatakarzinom

1.2.2.1 Hormonablative Therapie

Seitdem Huggins und Hodges im Jahre 1941 zum ersten Mal ein Ansprechen des Prosta-
takarzinoms auf Androgenentzug gezeigt haben, ist die ADT ein zentraler Punkt in der The-
rapie des metastasierten Prostatakarzinoms (Miyamoto et al. 2004; Huggins und Hodges
2002; Huggins 1941). Neuere Komplett-Genom-Analysen weisen darauf hin, dass die mit
dem Prostatakarzinom assoziierten Einzelnukleotid-Polymorphismen vermehrt in den AR-
Bindestellen zu finden sind (Lu et al. 2011). Ziel der ADT sind die Uberlebenszeitverlinge-
rung durch Risikoreduktion von Fernmetastasen und lokalen Rezidiven innerhalb der Pros-
tata sowie die Symptomlinderung (Mitsuzuka und Arai 2017; Boustead und Edwards 2007).
Die Langzeitanwendung der ADT, insbesondere in Kombination mit der perkutanen Be-
strahlung, zeigen gute klinische Ergebnisse (Lee und Cho 2017). Leider hat die ADT durch
die Suppression der Hormone auch einen negativen Einfluss auf den Lipid-, Glucose-, Mus-
kel- und Knochenstoffwechsel. Diese kénnen sekundar zu Adipositas, metabolischem Syn-
drom, Diabetes mellitus, kardiovaskularen Erkrankungen sowie Osteoporose und Sarkope-
nie fihren (Mitsuzuka und Arai 2017). Erreicht werden kann die Androgendeprivation ent-
weder durch Kastration mittels Orchiektomie, LHRH (luteinisierendes Hormon Releasing
Hormon) — Analoga, LHRH - Antagonisten oder mit einem Antiandrogen (zum Beispiel Flu-
tamid, Bicalutamid oder Enzalutamid) (Choi und Lee 2011; Iversen et al. 2006; Nair et al.
2002). Die mogliche Kombination der ADT mit Docetaxel oder mit Abirateron (+/-Predniso-
lon) bei der Behandlung des hormonsensitiven Prostatakarzinoms hat gute Therapieerfolge
ergeben (Fizazi et al. 2017; James et al. 2017; James et al. 2016; Sweeney et al. 2015).
Abirateron ist als CYP17A1-Inhibitor hierbei das einzige Medikament, das in der Lage ist,
auch die intratumorale Androgensynthese sowie die adrenale androgene Biosynthese effi-
zient zu hemmen und so die Produktion von Testosteron komplett zu verhindern (Yin und
Hu 2014; Thelen et al. 2013).
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1.2.2.2 Kastrationsresistentes Prostatakarzinom

Die ADT ist nur initial effektiv. Nach durchschnittlich zwei bis drei Jahren kommt es durch
reaktivierte AR-Signalvermittlung zu einer weiteren Prostatagewebsproliferation trotz sehr
geringer zirkulierender Androgenkonzentration. Dieses Stadium wird kastrationsresisten-
tes Prostatakarzinom (CRPC) genannt (Grossmann et al. 2013). Die AR-Aktivitat kann durch
verschiedene Mechanismen wiederhergestellt werden: Deregulationen im AR fiihren tber
AR-Amplifikation zu einer gesteigerten Proteinexpression (Ford et al. 2003), ,,Gain-of-func-
tion“~-Mutationen flhren zu einer Verstarkung der Tumorprogression (Han et al. 2005). So-
matische Mutationen kénnen das Spektrum der AR-Rezeptor Liganden erweitern. Dadurch
wird es nicht-androgenen Steroidhormonen wie Progesteron, Ostrogen, Cortisol sowie
schwacheren Androgenen ermdglicht, an den AR zu binden und diesen zu aktivieren
(Brooke und Bevan 2009). Ein weiterer Mechanismus besteht in der Funktionsumwandlung
von Androgenrezeptorantagonisten in Androgenrezeptoragonisten (Steinkamp et al.
2009). Studien entdeckten durch Flutamid oder Bicalutamid vermittelte somatische Muta-
tionen und eine daraus resultierende Aktivierung des AR (Hara et al. 2003; Middleman et
al. 1996). Darlber hinaus kann der AR alternative SpleiBvarianten entwickeln, welche lig-
andenunabhangig konstitutiv aktiv sind (Hu et al. 2009; Guo et al. 2009; Dehm et al. 2008).
Ein anderer wichtiger Vorgang im CRPC ist die abnorme posttranslationale Modifikation.
Bekannte AR-modulierende Mechanismen sind Phosphorylierung, Acetylierung, Ubiquiti-
nierung und Sumoylierung (Faus und Haendler 2006). Erste Entdeckungen zeigen einen Zu-
sammenhang zwischen phosphoryliertem AR und einer verkiirzten Lebenszeit fiir Patien-
ten mit CRPC (McCall et al. 2008). Initiiert werden kénnen diese Phosphorylierungen bei-
spielsweise durch deregulierte Aktivitat des epidermalen Wachstumsfaktors (EGF) (Pon-
guta et al. 2008). Auch die Dysregulation von Cofaktoren begiinstigt die Entwicklung eines
CRPC. Erhohte Co-Aktivator-Expressionen und der Verlust von Co-Repressor-Funktionen
fihren zu einer gesteigerten Sensitivitat gegenliber geringeren Hormonspiegeln und zur
bereits erwdahnten Konvertierung von Androgenrezeptorantagonisten in Androgenrezep-

toragonisten (Knudsen und Penning 2010).
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1.2.2.3 Medikamente Finasterid und Bicalutamid
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Abbildung 3: Wirkweise von Finasterid und Bicalutamid im AR-Signalweg: Das Medikament Finas-
terid hemmt die 5a-Reduktase und vermindert somit die Konzentration von DHT, welches mit ho-
her Affinitdt an den AR bindet, im Zytoplasma. Bicalutamid in seiner Funktion als Antiandrogen bin-

det kompetitiv den AR und verhindert damit ein Ubertreten des AR in den Zellkern.

Intraprostatisches intrazellulares Testosteron wird durch das Enzym 5AR (5a-Reduktase)
irreversibel in DHT umgewandelt (Bruchovsky und Wilson 1999). Das Enzym wird kodiert
von der SRD5A Genfamilie. Es existieren zwei Isoformen, 5AR1 (5a-Reduktase 1) und 5AR2
(5a-Reduktase 2) (Thigpen et al. 1993). Typ 1 wird stark in Geweben wie Haarfollikel, Haut
und Leber exprimiert, Typ 2 ist vor allem in der Prostata, den Nebenhoden und in den Sa-
menblaschen lokalisiert und besitzt eine hohere Bindungsaffinitat zu Testosteron (Jin und
Penning 2001). Der 5a-Reduktase-Hemmer Finasterid wirkt selektiv an der 5AR2. Finasterid
supprimiert das Serum-DHT um 70%, das intraprostatische DHT nach sieben Tagen um 85%,
nach sechs Monaten um 68% (Vis und Schroder 2009b). Finasterid ist indiziert zur Symp-
tomkontrolle bei benigner Prostatahyperplasie (BPH). Es verbessert die Miktionsbeschwer-
den und reduziert das Risiko einer Progression im Sinne von weniger Harnverhalten und
notwendigen chirurgischen Interventionen. Mdgliche Nebenwirkungen sind Libidoverlust,
erektile Dysfunktion und Ejakulationsstorungen (Tacklind et al. 2010, 2010). Des Weiteren
kann es zur Therapie der androgenetischen Alopezie eingesetzt werden (Gupta und Char-
rette 2014).

Eine groRRe RCT Uber sieben Jahre hat gezeigt, dass die Prostatakarzinominzidenzrate unter

der Behandlung mit Finasterid um 24,8% geringer ist als in der Kontrollgruppe. Diese mog-
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liche Chemopravention muss mit den sexuellen Nebenwirkungen und einem erhéhten Ri-
siko fur die Entwicklung eines High-grade Prostatakarzinoms abgewogen werden. Insbe-
sondere durch Letzteres wird die Rolle als mégliche Chemopravention kritisch angesehen
(Wang et al. 2020; Wilt et al. 2008; Thompson et al. 2003). Ein Vorteil von Finasterid wird
in der Reduzierung der Uberdetektion und Ubertherapie des niedrig malignen Prostatakar-
zinoms gesehen mit daraus resultierender Senkung der Morbiditat und der Kosten. Insbe-
sondere Manner mit Symptomen durch eine Prostatavergrosserung konnen durch den Ein-
satz von Finasterid durch die Linderung der Beschwerden bei gleichzeitig geringerem Risiko

einer spateren Krebsdiagnose profitieren (Liss und Thompson 2018).

Bicalutamid ist ein nichtsteroidales Antiandrogen und wirkt kompetitiv.am AR. Es ist das
meist verwendete Antiandrogen in der sekundaren Hormonbehandlung des CRPC zusatz-
lich zu LHRH — Agonisten / Antagonisten (Qian et al. 2015; Nakabayashi et al. 2011). In RCT
zeigt Bicalutamid (150 mg) ein geringeres Nebenwirkungsprofil in Bezug auf den Erhalt des
sexuellen Interesses, der korperlichen Verfassung sowie der Knochenmineraldichte im Ver-
gleich zur Kastration (Sieber et al. 2004; Iversen et al. 2000). Die haufigsten Nebenwirkun-
gen unter Bicalutamid-Gabe sind Brustschmerzen und Gyndakomastie (Iversen et al. 2002).
Sowohl bei lokalisierten also auch bei lokal fortgeschrittenen Prostatakarzinomen verbes-
sert Bicalutamid signifikant das progressionsfreie Uberleben, jedoch nicht das Gesamtiiber-
leben (McLeod et al. 2006; Iversen et al. 2002).

Eine vereinfachte Darstellung liber die Wirkweise der Medikamente Finasterid und Bicalu-

tamid im AR-Signalweg ist in Abbildung 3 dargestellt.

1.3 Zelllinien

Die in dieser Arbeit verwendeten Zelllinien sind BPH-1 (Benign Prostatic Hyperplasia-1),
rVCaP (Reverte Vertebral Cancer of the Prostate), VCaP (Vertebral Cancer of the Prostate),
22Rv1 und PC-3 (Prostate Cancer - 3). Jedes Zellsystem, von der benignen Prostatahyper-
plasie bis zu verschiedenen Stadien des Prostatakarzinoms, stellt seine eigenen Charakte-
ristiken beziglich des Ansprechens auf Androgene und den AR-Status dar. Hierbei wird un-
terschieden, ob eine Zellreihe einen AR positiven oder negativen Status besitzt und ob eine
Zellreihe zum Uberleben auf Androgene angewiesen ist (androgenabhingig), unter Andro-
genen ein verstarktes Wachstum aufzeigt (androgenresponsiv) oder keine Reaktion auf
Androgene beziiglich des Wachstums zeigt (androgenunabhéngig). Eine Ubersicht (iber die
in dieser Arbeit untersuchten Zelllinien sowie ihre Charakteristika in Bezug auf den Andro-

gen- und AR-Status sind in Tabelle 2 zusammengefasst:
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Tabelle 2: Die Zellreihen

Name Herkunft Androgen-/AR-Status Referenz
BPH-1 Transurethrale Prostata- | AR - (Hayward et al. 1995)
resektion Kein onkogenes Potential
rVCaP Zellreihenderivat VCaP AR + (Thelen et al. 2013)
(weniger malignes Ex-
pressionsprofil als VCaP)
Androgenabhéngig
VCaP Knochenmetastase AR + (Korenchuk et al. 2001)
AR-Deregulation
Androgenresponsiv
22Rv1 Priméres Prostatakarzi- | AR+ (Sramkoski et al. 1999;
nom, aus Xenograft AR-Deregulation Attardi et al. 2004)
CWR22R gewonnen Androgenresponsiv
PC-3 Knochenmetastase AR - (Kaighn et al. 1979)
Androgenunabhangig
1.3.1 BPH-1

Die Zellen der Zelllinie BPH-1 wurden durch eine transurethrale Prostataresektion eines
68-jahrigen Patienten gewonnen und mithilfe des SV40 T-Antigens immortalisiert. Die
Transplantation oder Injektion der Zellen in mannliche Mauswirte zeigte kein onkogenes
Potential. Ein Testosteronmetabolismus konnte nachgewiesen werden, allerdings ohne Ef-
fekt auf die Proliferationsrate der Zellen. Die Anwesenheit von DHT, A*-Androstenedion,
Androstandion, Androsteron und 5a-Androstan-3a, 17B-diol impliziert die Anwesenheit
und die Aktivitat der Enzyme 5a-Reduktase, 3a-/ und 17B-Hydroxysteroidoxidoreduktase.
Immunhistochemisch konnte ein sehr schwaches Anfarben durch den Anti-AR-Antikorper
PG-21 nachgewiesen werden, doch weder die Reverse Transkriptase-Polymerase-Ketten-
reaktion noch Northern-Blot Verfahren konnten die Expression von humaner AR-mRNA

(Messenger-RNA) bestatigen (Hayward et al. 1995).

1.3.2 VCaP

Die Zelllinie VCaP wurde 1997 bei einem 59-jahrigen kaukasischen Patienten mit hormon-

refraktdrem Prostatakarzinom aus einer Knochenmetastase der Wirbelsdule gewonnen.
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Die Zelle ist androgensensibel mit einer hohen Expression an Wildtyp-AR und PSA (Ko-
renchuk et al. 2001). Die Zellreihe VCaP enthalt die TMPRSS2'-ERG2-Fusion (Tomlins et al.
2005). TMPRSS2 ist ein prostataspezifisches, androgensensitives Transmembran-Serin-Pro-
tease-Gen. ERG, aus der Familie der ETS-Gene, ist ein onkogenetischer Transkriptionsfak-
tor, der durch die Fusion mit TMPRSS2 nun auch androgenreguliert agiert (Kumar-Sinha et
al. 2008). So bedarf es nur einer geringen Mengen an Androgenen, wie beispielsweise unter
Hormonsuppression in der Behandlung des fortgeschrittenen Prostatakarzinoms, um eine
ETS-Uberexpression zu bewirken (Perner et al. 2007). Obwohl in Ewing-Sarkomen und
akuten myeloischen Leukdamien ERG-Umlagerungen bereits bekannt sind, deuten aktuelle
Studien daraufhin, dass die TMPRSS2-ERG-Fusion spezifisch nur im Prostatakarzinom zu
finden ist (Scheble et al. 2010). Diese Entdeckungen sind essenziell fir die Anwendung der
ERG-Umlagerungen als klinische Marker des Prostatakarzinoms. Des Weiteren kdnnten sie
fur die Entwicklung zuklnftiger zielgerichteter Therapien von groBer Bedeutung sein (Sche-
ble et al. 2010). Zusatzlich zum Wildtyp-AR exprimiert die Zellreihe VCaP weitere alternativ
gespleillite AR-Isoformen mit dem Fehlen von Ligandenbindungsdomanen (LBD) als Ant-
wort auf Kastration oder Androgendeprivation. So kann der AR konstitutiv aktiv und Ligan-
denunabhangig wirken (Watson et al. 2010; Dehm und Tindall 2011; Dehm et al. 2008).
Zusammen mit dem Mechanismus der AR-Uberexpression und einer verinderten intrakri-
nen Androgenbiosynthese kann die Zellreihe VCaP die AR-Signalisierung unter einer gerin-
gen Menge Androgenen aufrechterhalten und kastrationsresistent wachsen (Thelen et al.
2013).

1.3.3 rVCaP

Die Zelllinie rVCaP wurde aus der Zelllinie VCaP abgeleitet. Hierfiir wurden VCaP Zellen (iber
einen Zeitraum von drei Monaten mit 1 nM Testosteronzusatz kultiviert. Die VCaP Zellreihe

wurde so zu einem androgenabhangigen Zellreihenderivat zurtickgefihrt.

Die mRNA-Expression des AR in seiner Gesamtlange sowie der AR SpleiBvariante 7 (ARV7),
ein wichtiger Mechanismus des CRPC, ist in der rVCaP im Vergleich zur originalen VCaP
deutlich herunterreguliert. Ebenso verhilt sich die AR-Proteinexpression. Mit der Aus-
nahme der PSA-Expression, welche in der rVCaP Zellreihe im Vergleich zur VCaP Zellreihe
heraufreguliert ist, zeigt die Zellreihe rVCaP ein insgesamt weniger malignes Expressions-
profil als die Zellreihe VCaP (Thelen et al. 2013).

L TMPRSS2 = Transmembrane Serinprotease 2

2 ERG = ETS (erythroblastentransformationsspezifisch) - &hnliche Gene
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Versetzt man VCaP Zellen schlagartig mit einem Testosteron-Boost von 1 nMol/L reagieren
die Zellen mit einer massiven PSA-Freisetzung in das Zellkulturmedium sowie einem mas-
siven Zelluntergang. Die PSA-Freisetzung resultiert hierbei wahrscheinlich aus dem massi-
ven Zelluntergang und nicht aus einer verstarkten PSA-Expression. In den untersuchten Ex-
pressionslevels verschiedener Gene zeigt sich eine Herunterregulation des AR und der
ARV7 SpleiBvariante. Im Gegensatz dazu reagieren rVCaP Zellen unter Androgenentzug mit
einer geringeren Menge an PSA-Freisetzung und einer Hochregulation des AR und der ARV7
SpleiBvariante. Die Tumorzellproliferation der VCaP sinkt sehr stark unter dem plétzlichen
Testosteron-Boost, wahrend hingegen ein Androgenentzug der rVCaP keinen signifikanten

Effekt auf deren Zellproliferation zeigt.

Die Ergebnisse demonstrieren einen starken antiproliferativen Effekt auf die VCaP Zellen
durch intermittierende Testosteron-Boosts und lassen somit auf eine Vulnerabilitat der
VCaP Zellen gegeniiber intermittierenden Testosteron-Boosts auf einem physiologischen
Niveau bzw. intermittierenden Androgenentzug schlieRen. Es wird diskutiert, dass eine
unidirektionale hormonelle Therapie den Weg fiir eine ultimative Kastrationsresistenz eb-
nen kdnnte. Diese ergibt sich aus einer Vielzahl von molekularen Veranderungen, die alle
die Unabhéangigkeit zahlreicher Androgene fiir die AR-Aktivierung gemeinsam haben. Die
in dieser Studie nachgewiesenen herunterregulierten AR-Status der rVCaP Zellen durch die
Testosteron-Boosts sprechen fiir das Erreichen eines weniger malignen Krankheitsstatus
der Zellen und einer daraus resultierenden moéglichen Therapieoption des Prostatakarzi-

noms durch eine intermittierende Form des Androgenentzugs (Thelen et al. 2013).

1.3.4 22Rvl

Die Zelllinie 22Rv1 wurde aus dem Xenograft CWR22R etabliert. CWR22R stellt die hormon-
resistenten Rezidivtumore des urspriinglich androgenabhangigen Xenografts CWR22 dar.
CWR22R ist somit ein Modell fir das primare Prostatakarzinom, welches nach anfanglicher
kastrationsinduzierter Regression nach zwei bis drei Monaten androgenunabhangig wachst
(Le et al. 2009; Sramkoski et al. 1999; Pretlow et al. 1993). 22Rv1 Zellen bilden dhnliche
Tumore wie ihre Ursprungsxenografts in Mausen aus und sekretieren eine geringe Menge
PSA. 22Rv1 Zellen zeigen ein Ansprechen auf Testosteron und DHT und werden somit als
hormonresponsive Zelllinie betrachtet (Koukourakis et al. 2018; Attardi et al. 2004). Die
Zellen besitzen einen AR (Sramkoski et al. 1999). Untersucht in Western Blot-Analysen
scheint die Zelllinie 22RV1 keine normal groflen AR-Proteine (110-112 kDa) zu enthalten,
sondern entweder groBere oder kleinere Proteine. Die grofRere Form des AR (114-118 kDa)

beinhaltet eine Tandemduplikation des Exon 3 sowie die H874Y-Mutation, welche bereits
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in den CWR22-Xenografts identifiziert und mit einer reduzierten Rezeptorspezifitat assozi-
iert wurde. Daraus resultiert mutmallich die Empfindlichkeit der 22Rv1 Zellen sowohl auf
Steroidhormon-Agonisten als auch auf Steroidhormon-Antagonisten (Attardi et al. 2004;
van Bokhoven et al. 2003; Tepper et al. 2002). Das kleinere Protein (75-80 kDa) ist eine am
COOH-terminalen Ende verkiirzte AR-Spezies. Diese Mutation wird durch das Fehlen der
LBD als ARALBD bezeichnet und ist in seiner Form auch ohne Anwesenheit von Androgenen
nukledr lokalisiert und in der Lage, an DNA zu binden (Tepper et al. 2002). Neben Mutati-
onen zur Umgehung der androgenabhdngigen Rezeptoraktivierung bedient sich die Zellli-
nie 22Rv1 auch der AR-Amplifikation: Die Level der AR-Expression und AR-Proteine sind in
der Zelllinie im Vergleich zur Ursprungszelle CWR22 bis zu 16-fach erhoht (Sirotnak et al.
2002). Somit dient die Zellreihe 22Rv1 als Modell, welches sich zwischen den hormonsen-
sitiven, AR-positiven Zellreihen und den androgenunabhangigen, AR-negativen Zellreihen

postiert (Tepper et al. 2002).

1.3.5 PC3

Die Zelllinie PC-3 wurde 1979 aus der Knochenmetastase eines 62-jahrigen kaukasischen,
an einem Prostatakarzinom erkrankten Patienten etabliert. Die Zelllinie ist sehr aggressiv
und weist ein hohes metastatisches Potential auf. PC-3 Zellen haben einen AR-negativen
Status, produzieren kein PSA und wachsen androgenunabhadngig (Tai et al. 2011; van Bok-
hoven et al. 2003; Kaighn et al. 1979). Obwohl die Zellreihe keine Empfindlichkeit auf And-
rogene zeigt konnte nachgewiesen werden, dass PC-3 Zellen eine geringe Aktivitat der And-
rogen-metabolisierenden Enzyme 5a-Reduktase und 17B-Hydroxysteroid-Reduktase auf-
weisen (Negri-Cesi et al. 1999). Es wurden neue Studien veroffentlicht, in welchen die Ex-
pression von geringen Mengen an AR-mRNA in PC-3 Zellen nachzuweisen ist. Mithilfe von
Immunoblots kdnnen auch AR-Proteinexpressionen nachgewiesen werden. Diese AR-Pro-
teinlevel scheinen durch DHT-Stimulation hochreguliert zu werden und vermehrt nuklear
lokalisiert zu sein. Da allerdings keine steigenden Aktivitaten durch die DHT-Stimulation zu
erreichen sind, wird die PC-3 Zelllinie nach wie vor als AR-Status negativ angesehen (Alimi-
rah et al. 2006).

1.4 Versuchsaufbau

Thermoablative Verfahren wie die HIFU-Therapie bieten als Bestandteil der aktuellen For-
schung in der fokalen Behandlung des Prostatakarzinoms eine attraktive Alternative zu
standardisierten Verfahren wie Operation und Radiotherapie. Die mogliche Auswirkung tb-
licher Prostatakarzinom-Therapeutika auf diese neue Art der Therapie ist bis dato nicht

umfassend geklart und soll in dieser Arbeit ndher untersucht werden. Fiir die Versuche
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werden Zelllinien ausgewahlt, welche sich in ihrem AR-Status unterscheiden und lokale bis
metastasierte Stadien des Prostatakarzinoms reprasentieren. Zunachst werden diese Zell-
linien unterschiedlichen Temperaturen mithilfe eines Thermozyklers ausgesetzt. Im An-
schluss wird die metabolische Aktivitat via MTS3*-Test gemessen. Im nachsten Schritt wer-
den die Zellen 48 Stunden vor Versuchsbeginn mit den Medikamente Finasterid (Sigma-
Aldrich) oder Bicalutamid (Sigma-Aldrich) stimuliert. Finasterid wird als 5a-Reduktase-
Hemmer als mogliche Chemopravention fiir das Prostatakarzinom diskutiert und ist mit ei-
nem vergleichsweise geringen Nebenwirkungsspektrum verknipft. Bicalutamid ist eines
der zentralen Elemente der klassischen ADT. Beide Medikamente greifen in den
Androgen-/AR-Signalweg ein. Ziel der MTS-Tests der unbehandelten Zellreihen ist die Er-
stellung individueller Hitzeprofile und deren Vergleich untereinander. Zudem wird mithilfe
der MTS-Tests analysiert, ob sich die Stoffwechselaktivitat der Zellen durch die medika-
mentdse Vorbehandlung als Reaktion auf die Hitzeeinwirkung von den nicht medikamentds
vorbehandelten Zellen unterscheidet. Wichtige Grenzwerte werden im Anschluss mittels
FACS*-Analyse, einem durchflusszytometrischen Verfahren, erneut untersucht. Die Zellen
werden hierbei mittels dem Protein Annexin V und dem Nukleinsaureinterkalator Pi (Propi-
diumiodid) gefarbt und nach vitalen, apoptotischen und nekrotischen Zellen differenziert.
Die FACS-Analyse ist als unabhangiger Versuch zu betrachten, da hier nicht die Stoffwech-
selaktivitat der Zellen wie im MTS-Test, sondern die Vitalitats-, Apoptose- und Nekrosera-

ten der Zellen mit und ohne medikamentdse Vorbehandlung ermittelt werden.

3 MTS = 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl) -5-(3-carboxymethoxyphenyl) -2-(4-sulfophenyl) -2H-tetrazolium
4 FACS = Durchflusszytometrie
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Gerate

Tabelle 3: Gerate

Gerat

Hersteller

8-Kanal Mehrkanalpipette Research®
(30-300 pl)

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

BD FACSCantoTM Il Flow Cytometer

BD Biosciences, San Jose, CA, USA

C1000 Touch™ Thermal Cycler

Bio Rad, Hercules, CA, USA

Expirion™ Vortex Station II

Bio Rad, Hercules, CA, USA

Infinite M200 PRO

Tecan, Mannedorf, Schweiz

Liebherr Kiihlschrank (-20°C), Modell GS 2302

Liebherr, Ochsenhausen, Deutschland

Liebherr Kiihlschrank (4°C), Modell GS 2302

Liebherr, Ochsenhausen, Deutschland

Mikroskop Labovert, Modell Typ 090-122.012,
ID Nummer 112157

Leitz, Wetzlar, Deutschland

Pipetten Reference® (0,1-2,5 pl; 0,5-10 pl;
10-100 pl; 100-1000 pl)

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Sanyo CO»-Inkubator, Modell MCO-17Al

Sanyo, Moriguchi, Osaka, Japan

Sterilbank LaminAir® HA2472 GS

Heraeus; Hanau, Deutschland

TC10™ Automated Cell Counter (automati-

scher Zellzéhler)

Bio Rad, Hercules, CA, USA

Vacumat 100 Suction Pump (Absaugpumpe)

Bachofer, Reutlingen, Deutschland

Wasserbad, Modell GFL Typ 1003

GFL, Grossburgwedel, Deutschland

Zentrifuge Labofuge GL

Heraeus; Hanau, Deutschland

Zentrifuge Omnifuge 2.0 RS

Heraeus; Hanau, Deutschland
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2.1.2 Chemikalien

Tabelle 4: Chemikalien

Name

Hersteller

Testosteron (1 nMol)

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

Solution (1X) gibco®

Trypsin/EDTA (Ethylendiamintetraessigsdure)

Life Technologies, Kalifornien, USA

DMSO (Dimethylsulfoxid)

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

Ethanol (EtOH)

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

Fetales Kalberserum

GE Healthcare, Chalfont St. Giles, England

Artikelnummer BE 17-512 F

Bio Whittaker™ DPBS (Dulbecco’s Phosphate
Buffered Saline) 0,0095 M (PO4) ohne Ca und Mg,

BioResearch, Lonza, Basel, Schweiz

DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’ Medium)
4.5 g/L Glukose, FBS (Sigma-Best Nr. F0804),
Glutamin (Gibco REF: 25030-081),
Natriumpyruvat (Gibco REF: 11360-039)

Biozym Scientific GmbH, Oldendorf,
Deutschland

Trypan Blue Dye (0,40%)

Bio Rad, Hercules, CA, USA

2.1.3 Verbrauchsmaterialien

Tabelle 5: Verbrauchsmaterialien

Material

Hersteller

Biosphere® Filterspitzen (0,1-10 pl; 2-100 pl)

Sarstedt, NUrnbrecht, Deutschland

Cellstar® 6-Loch-Platte

Greiner Bio-one, Kremsmiinster, Osterreich

Cellstar® 96-Loch-Platte

Greiner Bio-one, Kremsmiinster, Osterreich

Cellstar® Zellkulturschale 60x15 mm

Greiner Bio-one, Kremsmiinster, Osterreich

Cellstar® Zellkulturflasche 50 ml

Greiner Bio-one, Kremsmiinster, Osterreich

Cellstar® Zentrifugenréhrchen 15 ml, 50 ml

Greiner Bio-one, Kremsmiinster, Osterreich

2-Kammer-Zahlplatten zur Zellzahlmessung

Bio Rad, Hercules, CA, USA

Einmalhandschuhe

Kimberly-Clark, USA

Eppendorf Reaktionsgefall 1,5 ml

Eppendorf, Hamburg, Deutschland
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Glaspasteurpipetten,
Artikelnummer 7.691061

Th. Geyer Labsolute®, Renningen, Deutschland

optische/sichtdurchlassige Klebestreifen,
iCycleriQ®

Bio Rad, Hercules, CA, USA

PCR 12er-SoftStrips (12-GefaR-PCR-Streifen),
0,2 ml, farblos

Biozym Scientific GmbH, Oldendorf,
Deutschland

Pipettenspitzen (200 pl; 1000 ul)

Sarstedt, NUrnbrecht, Deutschland

Serologische Pipetten 10 ml

Sarstedt, NUrnbrecht, Deutschland

Glasréhrchen, 5 ml, 75 x 12 mm

Sarstedt, NUrnbrecht, Deutschland

2.1.4 Zelllinien

Tabelle 6: Zelllinien

Zelllinie Referenz Medium
BPH-1 (Hayward et al. 1995) DMEM
rvVCaP (Thelen et al. 2013) DMEM + Testosteron (1 nMol)
VCaP (Korenchuk et al. 2001) DMEM
22Rv1 (Sramkoski et al. 1999) DMEM
PC-3 (Kaighn et al. 1979) DMEM
2.1.5 Gebrauchsfertige Reaktionssysteme
Tabelle 7: Gebrauchsfertige Reaktionssysteme
Reaktionssystem Hersteller

BD Pharmingen™ FITC Annexin V Apoptosis Detection Kit Il | BD Biosciences, San Jose, CA, USA

CellTiter 96® AQueous One Solution Cell Proliferation Assay | Promega, Madison, USA
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2.1.6 Kleinmolekulare Inhibitoren

Tabelle 8: Kleinmolekulare Inhibitoren

Taufkirchen,

Deutschland

Medikament | Zielstruktur Hersteller Losungsmittel | Konzentrationen
[uM]
Bicalutamid Kompetitive Sigma-Aldrich, DMSO 0,1;1;5;10
Hemmung des AR Taufkirchen,
Deutschland
Finasterid Inhibitor der 5AR Sigma-Aldrich, EtOH 0,1;1;5;10

2.1.7 Software

Tabelle 9: Software

Software

Hersteller

DIVA (Software FACS-Gerét)

BD Biosciences, San Jose, CA, USA

FlowlJo Single Cell Analysis Software v10

FlowlJo LLC, Ashland, OR, USA

Inkscape

Microsoft Excel 2016

Microsoft, Redmond, Washington, USA

Microsoft PowerPoint 2016

Microsoft, Redmond, Washington, USA

Microsoft Word 2016

Microsoft, Redmond, Washington, USA
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2.2 Methoden

2.2.1 Zellhaltung und Zellkultur

Die Zellreihen BPH-1, VCaP, 22Rv1 und PC-3 wurden im Medium DMEM (Dulbecco’s Modi-
fied Eagle’ Medium, 4.5 g/L, FBS, Glutamin, Natriumpyruvat) kultiviert, die Zellreihe rvVCaP
wurde im Medium DMEM, versetzt mit 1 nMol Testosteron, gehalten. Alle Zellen wurden
in 50 ml Zellkulturflaschen mit Filter im CO;-Inkubator (Sanyo) bei 37°C mit 5% CO,-Bega-
sung angezichtet. Die Zellen wurden alle zwei Tage unter dem Mikroskop morphologisch
kontrolliert. Ein regelmaRiger Wechsel des Mediums wurde durchgefiihrt. Dies erfolgte
durch vorsichtiges Absaugen des Mediums mit einer Glaspasteurpipette. Dabei wurde da-
rauf geachtet, die angewachsenen Zellen auf dem Boden der Kulturflasche nicht zu mani-
pulieren. Hiernach wurden 3 ml neues zellspezifisches Medium auf die Zellen gegeben. Bei
einer Konfluenz von circa 80% wurden die Zellen passagiert, um ein Sistieren des Zellwachs-
tums durch Kontakthemmung zu vermeiden. Hierfiir wurde das Medium mit einer
Glaspasteurpipette abgesaugt. AnschlieBend wurden 2 ml Trypsin auf den Zellrasen pipet-
tiert. Die Kulturflasche wurde kurz geschwenkt und in den Brutschrank zurlickgestellt, um
die Zellen abzul6sen. Da jede Zellreihe unterschiedlich langer Inkubationszeiten (zwei bis
zehn Minuten) bedarf, um sich vom Boden der Zellkulturflasche zu trennen, wurden die
Zellen in regelmaBigen Abstanden mikroskopisch beurteilt. Zur Unterstlitzung wurde der
Flaschenboden leicht gegen eine Auflage geklopft, so dass sich die noch adhadrenten Zellen
6sen konnten. Wenn die Zellen sich nun frei in der Trypsinsuspension bewegten, wurde
die Zellsuspension in ein Zentrifugenréhrchen tberfihrt und mit 2 ml Medium mit 10% FBS
versetzt, um die lytische Wirkung des Trypsins auf die Zellen zu kompensieren. Im Anschluss
wurde das Gemisch bei 307 x g fir finf Minuten zentrifugiert. Danach zeigte sich ein triibes
Zellpellet am Boden des Zentrifugenrdohrchens sowie 4 ml Uberstand aus Trypsin und Me-
dium. Dieser wurde abgesaugt. Das Pellet wurde mit 6 ml Medium resuspendiert und einige
Male auf- und abpipettiert, um eine Trennung und gleichmaRige Verteilung der Zellen im
Medium zu erreichen. Die Zellen wurden danach auf zwei neue Kulturflaschen verteilt, so-
dass sich am Ende des Passagierens jeweils 3 ml frische Zellsuspension in jeder Flasche be-
fand.

Sowohl der Wechsel des Mediums als auch das Passagieren der Zellen wurde unter einer
Sterilbank mit Abzug durchgefiihrt, es wurden stets Einmalhandschuhe getragen. Somit
wurde gewahrleistet, dass die Zellen unter sterilen Bedingungen bearbeitet wurden und

das Risiko einer Kontamination minimiert wurde.
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2.2.2 Aussaat und Stimulation der Zellen

Die Stimulation der Zellreihen mit Bicalutamid (Sigma-Aldrich) und Finasterid (Sigma-Ald-
rich) fand in 6-Loch-Platten statt. Am ersten Tag erfolgte die Aussaat der Zellen. Da alle
Zellen nach Aussaat bis zur Durchfiihrung des Versuches sechs Tage lang in einer 6-Loch-
Platte gehalten wurden, wurde fiir die Aussaat eine geringere Zellzahl gewahlt als fiir den
Versuch notig war. Dies stellte ein weiteres gleichmaRiges Wachstum ohne Kontakthem-
mung innerhalb der 6-Loch-Platte sicher. Fiir den MTS-Test wurden pro Loch 1,5 - 4x10°
Zellen/ml ausgesat. Fur den Versuch wurde eine Zellzahl von 5x10° - 1x10° Zellen/ml ange-
strebt. Fur die Durchflusszytometrie wurden 5x10° - 1x10°8 Zellen/ml ausgesat. Fir den Ver-
such wurden 1x10° - 3x10° Zellen/ml angestrebt. Insgesamt wurden 2 ml Zellsuspension in
jedes Loch pipettiert. Die Zellzahl wurde mittels dem Gerat TC10TM Automated Cell Coun-
ter (Bio Rad, Hercules) gemessen. Am darauffolgenden Tag wurden die Locher unter dem
Mikroskop kontrolliert, um ein gleichmaRiges Wachstum sicherzustellen und um eine Kon-
tamination friihzeitig zu erkennen. Am dritten Tag nach Aussaat erfolgte die Stimulation
mit der jeweils untersuchten Substanz. Bevor die Stimulation stattfand, wurden die 2 ml
Medium abgesaugt und durch frische 2 ml spezifisches Zellmedium ersetzt. Das erste Loch
der 6-Loch-Platte wurde fiir die unstimulierte Zellgruppe (Zellen mit Medium ohne weitere
medikamentdse Behandlung) genutzt. Fiir den MTS-Test wurden die Zellen mit vier ver-
schiedenen Konzentrationen der Medikamente Bicalutamid und Finasterid stimuliert. Zu-
satzlich wurde ein Loch der 6-Loch-Platte mit dem Lésungsmittel des jeweiligen Medika-
ments befiillt. Dies stellte sicher, dass die Ergebnisse nicht durch eine Reaktion mit dem
Losungsmittel beeinflusst wurden. Bei der Stimulation mit Finasterid kam hier Ethanol
(EtOH) zum Einsatz, bei Bicalutamid Dimethylsulfoxid (DMSO). Als Volumen wurden 2 ul
Losungsmittel gewahlt, da dies der hochsten Menge an Medikamentenzugabe entsprach.
Fiir die Durchflusszytometrie wurde sich, nach Auswertung des MTS-Tests, auf eine der vier
Konzentrationen fokussiert und auf die Losungsmittelkontrolle verzichtet. An Tag vier
wurde die mikroskopische Kontrolle der Zellen wiederholt. An Tag fiinf fand der jeweilige
Versuch statt. Jeder der einzelnen Schritte wurden zur selben Tageszeit durchgefiihrt, so-
dass die Zellreihen der Wirkung der Medikamente fiir genau 48 Stunden ausgesetzt waren.
Die Stimulationsprotokolle des MTS-Tests sowie der FACS-Analyse werden nachfolgend in
Tabelle 10 und 11 dargestellt.
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Tabelle 10: Stimulationsprotokoll MTS-Test: Das erste Loch wurde fiir die unstimulierten Zellen ge-

nutzt. Dem zweiten Loch wurde das Losungsmittel (EtOH/DMSO) zugefiigt. Insgesamt wurden vier

Konzentrationen des jeweiligen Medikaments ausgewahlt. So wurde in das dritte Loch
0,2 ul / 1 mM Medikament pipettiert, in das vierte 2 pl / 1 mM, in das finfte 1 pl / 10 mM und in
das sechste 2 ul / 10 mM. Dies entsprach 0,1 uM, 1 puM, 5 uM und 10 uM des jeweiligen Medika-

mentes.
Loch 1: Loch 2: Loch 3: Loch 4: Loch 5: Loch 6:
Unsti- Losungsmittel 0,1 uM 1uM 5 uM 10 um
muliert
Tag 1 Aussaat 2 ml Zellsuspension: 1,5 - 4x10° Zellen/ml
Tag 2 Kontrolle unter Mikroskop
Tag 3 / Hinzuflgen Hinzuflgen Hinzuflgen Hinzuflgen Hinzuflgen
2 ul 02u/1mM |2pl/1mM 1pl/10mM | 2pl/10 mM
Losungsmittel | Medikament | Medikament | Medikament | Medikament
(EtOH/DMSO0)
Tag4 Kontrolle unter Mikroskop
Tag 5 Versuch

Tabelle 11: Stimulationsprotokoll FACS-Analyse: Im ersten Loch wurden die unstimulierten Zellen

gehalten, das zweite Loch wurde an Tag 3 mit 1 pl / 10 mM Medikament versehen. Dies entsprach

einer Medikamentenkonzentration von 5 pM.

Loch 1: Unstimuliert

Loch 2: 5 uM

Tag1 Aussaat 2 ml Zellsuspension 5x10° - 1x10° Zellen/ml

Tag 2 Kontrolle unter Mikroskop

Tag 3 Hinzufugen 1 pl / 10 mM Medikament
Tag 4 Kontrolle unter Mikroskop

Tag5

Versuch
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2.2.3 Hitzeinduktion als Simulation der HIFU-Therapie

Um die Hitzeauswirkung der HIFU-Therapie auf die Prostatakrebszellen zu simulieren,
wurde ein PCR*>-Thermozykler (Bio Rad, Hercules) verwendet. Zur Vorbereitung der Hitzein-
duktion der Zellen fiir den MTS-Test ohne medikamentdse Stimulation wurden die Zellen
aus den Kulturflaschen entnommen. Fir die zu einem spateren Zeitpunkt durchgefiihrten
MTS-Tests und FACS-Analysen mit medikamentéser Vorbehandlung wurden die unstimu-
lierten und die stimulierten Zellen aus den 6-Loch-Platten geldst (siehe Tabelle 10 und 11).
Alle Zellen wurden trypsiniert, zentrifugiert und mit neuem Medium versehen. Im An-
schluss fand erneut eine Zellzahlmessung statt. Flir den MTS-Test wurden je nach Zellreihe
zwischen 5x10° - 1x108 Zellen/ml verwendet, da sich die Teilungsrate und Teilungsge-
schwindigkeit der Zelllinien sehr deutlich voneinander unterschied. Fir die Durchflusszyto-
metrie wurden 1x10°- 3x10° Zellen/ml verwendet, da hier héhere Zellzahlen zur Durchfih-
rung des Versuches notig waren. Nach der Zellzahlung wurden jeweils 33 ul Zellsuspension
in 12-GefaR-PCR-Streifen mittels Mehrkanalpipette pipettiert. Als Rahmen wurden an der
unteren Grenze 37°C und an der oberen Grenze 100°C bestimmt. Jede Runde hatte eine
finfsekilindige Vorheizperiode bei 37°C, die Zellen wurden der Zieltemperatur fiir zehn Se-
kunden ausgesetzt, danach erfolgte die Abkihlung bis 37°C, welche wiederum fir flnf Se-
kunden gehalten wurde. Die Temperatursteigerung und Temperatursenkung wurde mit ei-
ner Rampenrate von 3,5°C/s durchgefihrt. Die 12-GefaR-PCR-Streifen wurden mit opti-
schen Klebestreifen verschlossen, um eine Verdunstung der Zellsuspension im Thermozyk-

ler zu verhindern.

Insgesamt wurden drei verschiedene Protokolle fiir die nachfolgenden Versuche verwen-

det, diese ergaben sich wie folgt:

2.2.3.1 Erhitzungsprotokoll — MTS-Test

Um sich einen generellen Uberblick (iber die Reaktion der verschiedenen Zellreihen auf die
Hitzeinduktion zu verschaffen, wurde zunachst der MTS-Test ohne medikamentose Stimu-
lation und Uber die gesamte Temperaturspannweite durchgefiihrt. Fiir jede Temperatur
wurden Duplikate verwendet. Zusatzlich wurde eine Kontrolle mitgefiihrt. Diese enthielt
Zellen mit Medium und wurde keiner Hitze ausgesetzt, sondern im CO2-Inkubator bei 37°C
fir die Zeit wahrend der Erhitzung der tibrigen Zellen aufbewahrt. Somit ergab sich fiir das

erste Protokoll folgendes Schema (siehe Tabelle 12).

5 PCR = Polymerase Chain Reaction (Polymerase-Ketten-Reaktion)
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Tabelle 12: Erhitzungsprotokoll MTS-Test ohne medikamentése Stimulation

37°C | 38,4°C | 41,4°C | 45,8°C | 50°C 51,3°C | 53,9°C | 57,8°C | 62,6°C | 65°C | 66,4°C

69°C | 72,7°C | 77,6°C | 80°C 81,4°C | 84,1°C | 87,9°C | 92,7°C | 96,7°C | 99°C | 100°C

Nachdem betrachtet wurde, wie sich die metabolische Aktivitdt der unstimulierten Zellen
unter der HIFU-Simulation verhielt, wurde die Auswirkung der Hitzeinduktion auf die Pros-
tatakrebszellreihen nun unter medikamentdser Vorbehandlung mit vier verschiedenen
Konzentrationen untersucht. Begleitend wurden unstimulierte Zellen und eine Losungsmit-
telkontrolle getestet (siehe Kapitel 2.2.2, Tabelle 10). Hierflir wurden die 22 Temperaturen
aus Tabelle 12 auf acht Temperaturen dezimiert, so dass nur noch die relevanten Tempe-

raturpunkte getestet wurden. Diese sind in Tabelle 13 dargestellt.

Tabelle 13: Erhitzungsprotokoll MTS-Test mit medikamentdser Stimulation

37°C 51,3°C 53,9°C 57,8°C 62,6°C 65°C 69°C 92,7°C

Fir den MTS-Test mit Medikamentenstimulation wurden analog zum MTS-Test ohne Me-
dikamentenstimulation Duplikate verwendet. Zudem wurde fiir jede spezifische Unter-
gruppe, also fiur die unstimulierten Zellen, fir die Lésungsmittelkontrolle und fiir die vier
stimulierten Zellgruppen eine Kontrolle mitgefiihrt. Diese wurden wiederum keiner Hitze
ausgesetzt, sondern im COz-Inkubator bei 37°C fir die Zeit wahrend der Erhitzung der Gb-

rigen Zellen aufbewahrt.

2.2.3.2 Erhitzungsprotokoll — FACS-Analyse

Zur Verifikation der Ergebnisse der MTS-Tests wurde die FACS-Analyse verwendet. Hierfir
wurde nun, basierend auf den Ergebnissen der MTS-Tests, fiur jede einzelne Zellreihe mit
und ohne medikamentdse Stimulation die Anzahl der Temperaturpunkte weiter reduziert.
Diese entsprachen in jeder Zellreihe einer Anfangstemperatur von 37°C und einer Endtem-
peratur von 92,7°C. Des Weiteren wurde sich fiir die Temperatur entschieden, bei welcher
die Stoffwechselaktivitat in den MTS-Tests sowohl bei den unstimulierten als auch bei den
stimulierten Zellen < 30% lag sowie eine Temperaturabstufung héher, sodass sich das in
Tabelle 14 abgebildete Protokoll ergab. Anders als beim MTS-Test wurden hier pro ge-

wahlte Temperatur Quadruplikate verwendet.
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Tabelle 14: Erhitzungsprotokoll FACS-Analyse

Zellreihe Temperatur 1 Temperatur 2 Temperatur 3 Temperatur 4
BPH-1 37°C 57,8°C 62,6°C 92,7°C
rvCaP

VCaP

22Rv1

PC-3 37°C 62,6°C 65°C 92,7°C

2.2.4 Proliferationstest

2.2.4.1 Messprinzip MTS-Test

Der MTT-Test ist ein kolorimetrischer Proliferationstest, der haufig eingesetzt wird, um in-
direkt die Anzahl stoffwechselaktiver Zellen in einer Zellpopulation zu bestimmen. Der
gelbe MTT-Farbstoff ist ein Tetrazoliumsalz mit der chemischen Summenformel 3-(4,5-di-
methylthiazol-2-yl) -2,5-diphenyltetrazoliumbromid. Er wird in stoffwechselaktiven Zellen
zu dem blau-violetten Farbstoff Formazan reduziert und spiegelt so tber die Glykolyserate
proportional die metabolische Aktivitat und damit indirekt die Viabilitat der Zellpopulation
wieder (Mosmann 1983). In den hier vorliegenden Versuchen wurde ein modifizierter Test,
der MTS-Test, angewandt. Der ,,CellTiter 96® AQueous One Solution Cell Proliferation As-
say” (Promega, Madison, USA) ist zusammengesetzt aus dem MTS-Farbstoff 3-(4,5-dime-
thylthiazol-2-yl) -5-(3-carboxymethoxyphenyl) -2-(4-sulfophenyl) -2H-tetrazolium und Phe-
nazin Ethosulfat (PES). Der Vorteil dieser Methode ist, dass das durch Dehydrogenasen
Uber Nicotinamidadenindinukleotid (NADH) und Nicotinamidadenindinukleotidphosphat
(NADPH) reduzierte Endprodukt Formazan im Medium I6slich ist. Somit entfallen auf-
wendige Arbeitsschritte wie Losungs - & Extraktionsprozesse, die bei der Testung mit MTT
angewandt werden missten (Buttke et al. 1993). Das gebrauchsfertige, steril gefilterte Re-
agenz kann folglich direkt in die 96-Loch-Platte addiert werden und nach einer Inkubations-
zeit von ein bis vier Stunden bei einer Wellenldange von 490 nm in einem Mikroplattenleser
analysiert werden. Die quantitative Menge an umgesetzten Formazan entspricht hierbei
direkt proportional der Anzahl an stoffwechselaktiven Zellen, da apoptotische und nekro-

tische Zellen nicht in der Lage sind, das Tetrazoliumsalz zu reduzieren.
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2.2.4.2 Messung

Nachdem den Zellen als Simulation einer HIFU-Therapie im Thermozykler die Warme zuge-
fUhrt wurde (siehe Kapitel 2.2.3), wurden die Zellen fiir den MTS-Test prapariert. Ebenso
wurden die Kontrollen, die nicht im Thermozykler erhitzt wurden, sondern im Inkubator
bei 37°C aufbewahrt wurden, fiir die weitere Messung vorbereitet. Hierzu wurden jeweils
77 ul zellspezifisches Medium den 33 pl Zellsuspension pro Loch mittels Mehrkanalpipette
hinzugefiigt. Das Gemisch wurde vorsichtig 3 x auf- und abpipettiert. AnschlieRend wurden
jeweils 100 pl in eine 96-Loch-Platte Gberfiihrt. Fir alle MTS-Tests wurden zwei Leerproben
mit 100 ul Medium mitgefiihrt, welche bei der Auswertung von den Ergebnissen der Zell-
proben subtrahiert wurde. Dies stellte sicher, dass keine Reduktion von MTS zu Formazan
durch das Medium selbst herbeigefiihrt wurde. Das ,,CellTiter 96®AQueous One Solution”
Reagenz wurde in 1,5 ml Eppendorf-GefalRen aliquotiert und bei - 20°C abgeschirmt von
Licht gelagert. Fir jeden Versuch wurden 1,5 ml MTS-L6sung 90 Minuten vor Benutzung
bei Raumtemperatur erwdarmt. War dies sichergestellt, wurden 20 pl MTS-Farbstoff in je-
weils eine Zellsuspension-enthaltende Vertiefung der 96-Loch-Platte pipettiert. Die ge-
samte Platte wurde fir vier Stunden bei 37°C im CO,-Inkubator aufbewahrt. Nach Ablauf
der Inkubationszeit wurde die Probe mithilfe des Infinite M200 PRO Readers (Tecan, Man-

nedorf, Schweiz) bei einer Wellenlange von 490 nm ausgelesen.

2.2.4.3 Statistische Auswertung

Fir jede Zellreihe wurden drei Versuche durchgefiihrt und im Anschluss der Mittelwert aus
den Daten berechnet. Die Daten wurden im Microsoft Excel Programm in Liniendiagram-
men mit Standardfehlern abgebildet. Auf der x-Achse wurde die Temperatur aufgezeich-
net, auf der y-Achse die Stoffwechselaktivitat der Zellen, angegeben in der relativen Hau-
figkeit. Alle Werte wurden auf die jeweilige Kontrolle der Zellreihe innerhalb eines Versu-
ches bezogen, welche nicht erhitzt, sondern bei 37°Cim Inkubator gelagert wurde. Die Kon-
trolle enthielt fir die Messung der Stoffwechselaktivitdt der unstimulierten Zellen nur Zel-
len mit Medium, flir die Messung der Stoffwechselaktivitat der stimulierten Zellen das ent-
sprechende Stimulans. Der Kontrollwert wurde als 100%ige Stoffwechselaktivitat normiert.
Die Kontrolle sollte dazu dienen, einen eventuellen Einfluss auf die Stoffwechselaktivitat
der Zellen allein durch die Erhitzung im Thermozykler aufzuzeigen. So konnte fir jede Zell-

reihe ein individuelles Hitzeprofil generiert werden.
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2.2.5 Durchflusszytometrie

Eine geeignete Methode zur Differenzierung verschiedener Zellpopulationen einer Zellsus-
pension ist die Durchflusszytometrie. Hierdurch kénnen einzelne Zellen mit einer hohen
Durchsatzrate simultan nach verschiedenen Kriterien sortiert und nach GrofRe, Form und
Eigenschaften quantifiziert werden (Hulett et al. 1969). Das Messprinzip der Durchflusszy-
tometrie beruht auf einem Laserstrahl, durch den die Zellen einzeln geschleust werden.
Wenn der Laserstrahl auf eine Zelle trifft, werden verschiedene Streulichtsignale ausgesen-
det, welche jeweils charakteristisch fir diese eine Zelle sind. Jene Signale kdnnen daraufhin

durch Detektoren vermessen und durch Analyseprogramme ausgewertet werden.

2.2.5.1 Messprinzip FACS

Das Durchflusszytometer besteht aus mehreren Teilen:

e Fluidsystem (Probenzufuhrstation und Messkiivette)
e laser

e optisches System mit Prismen und Linsen

e Spiegel und Filter flr verschiedene Wellenldangen

e Detektoren (Photodiode und Photomultiplier)

e Datenweiterleitung aus Glasfaserkabel

e Verarbeitungselektronik

Eine vereinfachte Darstellung der Funktionsweise des Durchflusszytometers ist in Abbil-

dung 4 skizziert.
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Abbildung 4: Vereinfachte Darstellung der Funktionsweise eines Durchflusszytometers. Die Zellen
treffen im Analysepunkt auf den Laserstrahl und werden (iber die Streulichteigenschaften in ein
Vorwartsstreulicht (engl. FSC = Forward Scatter) und ein Seitwartsstreulicht (engl. SSC = Side
Scatter) charakterisiert. Eine weitere Quantifizierung der Population kann Gber die Messung von

Fluoreszenzen erfolgen.

Zunachst wird die Zellsuspension durch die Probenzufuhrstation in die Messkiivette gelei-
tet. Das Fluidsystem folgt dem Prinzip der hydrodynamischen Fokussierung: Die Zellsuspen-
sion wird von einem Hullstrom umspiilt, welcher Druck auf die Zellen ausiibt und diese so
innerhalb der Kiivette in Richtung des Laserstrahls lenkt. Dieser Effekt wird verstarkt durch
die Verkleinerung des Querschnitts derselbigen Kiivette. Dies fluhrt dazu, dass sich sowohl
Zellsuspension also auch Hillstrom beschleunigen und die Zellen untereinander an Abstand
gewinnen. Das Ziel des Fluidsystems ist es also, die Zellen in Reihe zu setzen, damit diese
moglichst einzeln den Laserstrahl passieren und folgend individuell analysiert werden kon-

nen.

Im BD FACS Canto Il (BD Biosciences, San Jose, CA, USA) wird ein blauer Laser genutzt. Die-
ser emittiert Licht mit einer Wellenlange von 488 nm und wird zunachst durch Prismen und
Linsen gefiihrt, um eine optimale Zentralisierung zu erreichen. Trifft nun eine Zelle im Ana-
lysepunkt den Laserstrahl, macht sich die Durchflusszytometrie das daraus entstehende

Streulicht zu Nutze.

Das FSC wird linear zum Einfall des Laserstrahls gemessen. Trifft der Laser auf die Zelle,
werden die Wellen an der Oberflache der Zelle abgelenkt und es entsteht eine Lichtbeu-
gung der Strahlen. Umso grofRer der Durchmesser der Zelle ist, desto starker wird der La-

serstrahl aufgefachert. Folglich wird die Flache der Strahlen und somit die Lichtintensitat
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grofRer, welche der Detektor erfasst. Der Detektor, eine Photodiode, ist nun in der Lage,
das einfallende Licht in elektrische Spannung umzuwandeln. Das Verarbeitungsprogramm
stellt die Werte graphisch dar. Das FSC gibt dementsprechend Auskunft tGber die Oberfla-
che der Zelle, so also Uber die ZellgroRe, welche proportional zur Intensitdt des erfassten

Lichtes ist und wird in Abbildung 5 vereinfacht dargestellt.

a Flache des
detektierten Elektrische

Lichts \ Spannung
Zelle -

————
— ) ey

—
Laserstrahl _— / \

Detektor

y

Zeit

Elektrische

______._———" Spannung A

\ .

Zeit

Abbildung 5: Vereinfachte Darstellung FSC. Verglichen werden zwei Zellen mit unterschiedlichen
Durchmessern. An der kleineren Zelle im Bildabschnitt a findet weniger Lichtbeugung der Laser-
strahlen im Vergleich zur groRReren Zelle im Bildabschnitt b statt. Folglich ist also auch die Flache
des Lichtes, welche auf den Detektor trifft, und dementsprechend das umgewandelte elektrische

Signal im Zeit-/Spannungsdiagramm in Bildabschnitt a geringer als in Bildabschnitt b.

Das SSC entsteht hingegen in einem 90° Winkel zum urspriinglichen Laserstrahl. Die im
Analysepunkt entstehende Lichtbrechung und Reflexion ist direkt abhangig von der Gra-
nularitat der Zelle und dient somit als Maf3 fiir ihre intrastrukturelle Komplexitat. Zur De-
tektion kommen hier Photomultiplier zum Einsatz, welche in der Lage sind, sehr schwache
Lichtsignale bis hin zu einzelnen Photonen zu erfassen. Diese werden wiederum in ein Span-
nungs-/Zeit-Diagramm Uberfihrt und mit dem Analyseprogramm erfasst. Eine vereinfachte
Darstellung des SSC findet sich in Abbildung 6.
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Abbildung 6: Vereinfachte Darstellung SCC. Bildabschnitt a: Die Laserstrahlen treffen auf die Zelle
und werden an den einzelnen Bestandteilen im Inneren der Zelle gebrochen. Der Detektor befindet
sich im 90° Winkel zum einfallenden Licht. Im Bildabschnitt b sind verschiedene Diagramme aufge-
zeigt: Desto komplexer die Struktur der Zelle, umso mehr Lichtstrahlen werden gebrochen und

umso hoher ist das umgesetzte Signal der elektrischen Spannung.

Um mit diesen Parametern nun die ganzheitliche Struktur einer Zelle zu registrieren, wer-
den FSC und SSC, wie in Abbildung 7 gezeigt, gegeneinander aufgetragen. Haufig wird die
Durchflusszytometrie dazu verwendet, verschiedene Zelltypen zu quantifizieren. Da in den
Experimenten dieser Dissertation jeweils nur eine Zellart pro Experiment analysiert wurde,
diente das FSC und SSC dazu, die Zellsuspension hinsichtlich ihrer Konformitat zu ordnen.
So konnten Zelldetritus und verformte Zellen fiir die weitere Charakterisierung aus der Po-

pulation ausgeschlossen werden.
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Abbildung 7: FSC-/SSC-Diagramm. In Bildabschnitt a ist schematisch ein FSC-/SSC-Diagramm aufge-
zeichnet. Die x-Achse beschreibt die GroRe der Zelle, die y-Achse die intrastrukturelle Komplexitat.
In Bildabschnitt b ist ein FSC-/SSC-Diagramm als Beispiel der FACS-Analyse dieser Arbeit anhand der
Zellreihe PC-3 aufgezeigt. Die rote Population in der Mitte des Diagrammes entspricht intakten

Prostatakrebszellen. Diese ist fiir die weitere Analyse gegatet worden.

Die Durchflusszytometrie ist neben der Messung des Streulichts zuséatzlich in der Lage, wei-
tere Merkmale einer Zelle mithilfe fluoreszierender Antikdrper zu quantifizieren. Diese An-
tikdrper sind mit Fluorchromen konjugiert, welche ein definiertes Absorptions- und Emis-
sionsmaximum besitzen. Die verschiedenen Wellenlangen der Emissionsspektren ermogli-
chen hierbei durch separate Detektoren den Einsatz unterschiedlicher Fluorchrome in ei-
nem Versuch. Passiert nun eine Zelle den Laserstrahl, absorbiert das Fluorchrom die
Lichtenergie und es kommt zur Fluoreszenz. Elektronen werden angestoen, Schwingungs-
energie und Warme wird freigesetzt. Es kommt zur Aussendung von energiedrmerem Licht
mit einer groBeren Wellenldange als zuvor, wobei sich die Emission dabei proportional zur
Menge der markierten Epitope verhalt — je mehr gebundene Antikdrper desto groRer die
Fluoreszenzintensitat. Die Emission wird im FACS-Gerat wiederum von den Detektoren des
optischen Systems aufgenommen, in elektrische Impulse umgewandelt und an das Compu-

tersystem weitervermittelt.

2.2.5.2 Annexin V/Propidiumiodid Farbung

Die Durchflusszytometrie wird schon seit langer Zeit in der Forschung eingesetzt, um
apoptotischen Zelltod zu identifizieren und zu klassifizieren (Vermes et al. 2000). Eine der
zur Verfligung stehenden Methoden ist der Einsatz der beschriebenen fluoreszenzmarkier-
ten Antikorper. Die Annexin V/Propidiumiodid Farbung dient dazu, apoptotische und nek-

rotische Zellen von lebenden Zellen zu differenzieren und die Population so nach ihrer Vi-
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talitat zu quantifizieren (Vermes et al. 1995). Dies gelingt durch die unterschiedliche Plas-
mamembranintegritdt und -permeabilitat wahrend der verschiedenen Vorgange. Der Farb-
stoff Annexin V/FITC? ist ein Protein, das calciumabhéangig und hochaffin an Phosphatidylse-
rin bindet. Das Molekill Phosphatidylserin, in vitalen Zellen an der Innenseite der Zell-
membran lokalisiert, unterliegt wahrend der Apoptose einem Flip-Flop Effekt, kehrt sich
auf die AulRenseite der Zellmembran und ist nun fiir die Umwelt exponiert. Dort dient es in
vivo als Erkennungssignal fir die Phagozytose der Zelle durch nicht-inflammatorische Mak-
rophagen (Bratton et al. 1997). In vitro wird Phosphatidylserin von Annexin V mit hoher
Affinitat gebunden und dient somit als Marker fiir den programmierten Zelltod. Dieses Prin-
zip gilt fur die frihe Phase der Apoptose. In der spaten Phase der Apoptose und beim nek-
rotischen Zelltod kann die Plasmamembran ihre Stabilitat nicht mehr aufrechterhalten und
wird durchlassig. Diese Permeabilitat nutzt der Farbstoff Propiumiodid (Pi), um in die Zelle
einzudringen und sich in seiner Eigenschaft als Nukleinsdureinterkalator an die DNA zu le-
gen. Eine schematische Darstellung der Annexin V/Pi Farbung findet sich in Abbildung 8.
Somit befinden sich Zellen, welche sich FITC Annexin V+/Pi- anfarben, in Apoptose, wah-
rend FITC Annexin V+/Pi+ Zellen entweder im Endstadium der Apoptose sind, im Nekrose-
vorgang oder bereits tot. Zellen, welche mit keinem der beiden Farbstoffe interagieren,

sind vital (Vermes et al. 1995).

6 Fluorescein isothiocyanate
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Abbildung 8: Schematische Darstellung Annexin V/Pi Farbung. Gezeigt wird ein vergroRerter Aus-
schnitt der Doppellipidmembran einer Zelle in drei verschiedenen Zustanden. Oben im Bild ist die
Zellmembran intakt, die Zelle wird nicht mit Annexin V und Pi angefarbt. In der Mitte ist der apopto-
tische Zustand dargestellt, Phosphatidylserin klappt auf die MembranauRenseite und ist flr An-
nexin V zugangig. Die Zelle ist Annexin V+/Pi-. Unten im Bild ist die Zellmembran der Nekrose zu
sehen. Die Zellmembran wird permeabel, Pi kann ins Innere der Zelle eindringen. Die Zelle ist An-

nexin V+/Pi+.

Die Fluoreszenzintensitaten der beiden Farbstoffe kbnnen nun im FACS-Gerat durch Detek-
toren vermessen werden. Die elektronische Datenverarbeitung tiberfiihrt Annexin V/FITC
und Pi in ein x-/y-Diagramm. Ein Beispiel eines Annexin V/FITC-/Pi-Diagramms ist in Abbil-

dung 9 dargestellt.
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Abbildung 9: Annexin V/FITC/Pi Diagramm. In Bildabschnitt a ist schematisch ein Annexin
V/FITC/Pi Diagramm gezeichnet. Auf der x-Achse ist Annexin V/FITC aufgetragen, auf der y-Achse
Pi. Die vier Quadranten innerhalb des Diagrammes spiegeln die verschiedenen Farbungszustande
wider. Annexin V-/Pi-, Annexin V+/Pi-, Annexin V-/Pi+ und Annexin V+/Pi+. In Bildabschnitt b ist
ein Beispiel fur das bereits vom Analyseprogramm ausgewerteten Annexin V/FITC/Pi Diagramm
anhand der Zellreihe PC-3 dargestellt. Die rote Wolke im linken unteren Quadranten zeigt nun
also die Population vitaler Zellen, rechts unten ist der Anteil apoptotischer Zellen und rechts oben

der Anteil nekrotischer Zellen quantifiziert.

2.2.5.3 Messung

Nachdem die Zellen zuerst mit Medikamenten vorbehandelt (siehe Kapitel 2.2.2) und da-
raufhin im Thermozykler mit verschiedenen Temperaturen erhitzt wurden (siehe Kapitel
2.2.3.2), wurden sie fir die Durchflusszytometrie vorbereitet. Zunachst wurden die Zellen
mit phosphatgepufferter Salzlosung gereinigt, um moglichst viel Medium aus der Suspen-
sion zu entfernen. Hierfir wurden pro Waschgang 100 ul der phosphatgepufferten Salzlo-
sung auf 33 ul Zelllésung, welche sich zu diesem Zeitpunkt noch in den 12-Gefal3-PCR-Strei-
fen befanden, mittels Mehrkanalpipette suspendiert und die Zellen bei 307 x g fiinf Minu-
ten zentrifugiert. Waren daraufhin makroskopisch Zellpellets am Boden der Gefal3e zu er-
kennen, wurden die Uberstande sorgsam mithilfe der Mehrkanalpipette abgesaugt. Dieser
Waschvorgang wurde dreimal wiederholt. Nun wurde das Zellpellet mit 100 pl Binding Buf-
fer (BD PharmingenTM FITC Annexin V Apoptosis Detection Kit I, BD Biosciences, San Jose,
CA, USA), welcher zuvor im Verhaltnis 1:9 mit destilliertem Wasser verdiinnt wurde, aufge-
fullt und vorsichtig dreimal auf- und abpipettiert, um Zellen und Binding Buffer zu vermi-
schen. Die Losung wurde jeweils von einem GefaR des 12-GefaR-PCR-Streifens in ein 5 ml
FACS-R6hrchen transferiert. Da fir jede Temperatur vier GefaBe des 12-GefalR-PCR-Strei-
fens angesetzt wurden, ergab sich fiir die Addition der Reagenzien Annexin V/FITC und Pi

in die Rohrchen folgendes Prinzip (Tabelle 15):
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Tabelle 15: Pipettierschema FACS: Annexin V/Pi Farbung

Rohrchen 1: Rohrchen 2: Rohrchen 3: Réhrchen 4:
/ 5 ul FITC / Annexin V 5 ul Pi 5 Wl FITC / Annexin V
+5 ulPi

Rohrchen 1 enthalt die Kontrolle, in Réhrchen 2 wird 5 ul FITC Annexin V pipettiert, in Rohr-
chen 35 pl Piund in Rohrchen 4 eine Kombination beider Farbstoffe. Jedes R6hrchen wurde
nach Zugabe der Farbstoffe gevortext und 15 Minuten im Dunkeln bei Raumtemperatur
inkubiert. Im nachsten Schritt wurden nochmals 400 pl Bindung Buffer in jedes der einzel-
nen FACS-R6hrchen pipettiert und dieses daraufhin kurz gevortext. Alle Proben wurden in-

nerhalb einer Stunde im Durchflusszytometer analysiert.

2.2.5.4 Statistische Auswertung

Fir jede Zellreihe wurden drei Versuche durchgefiihrt. Die Daten der Durchflusszytometrie
wurden zundchst mithilfe der FlowJo Single Cell Analysis Software v10 analysiert. Hierbei
wurde der prozentuale Anteil der ungefarbten sowie der mit Antikérpern angefarbten Zel-
len ohne und mit medikamentdser Vorbehandlung ermittelt. Die Daten wurden im An-
schluss in Microsoft Excel 2016 exportiert. Dort wurden die Mittelwerte aus den jeweils
drei Versuchen sowie die jeweiligen Standardfehler berechnet. Im Anschluss wurden die
Daten in Balkendiagramme umgewandelt. In einem Balken wurde der prozentuale Anteil
der ungefarbten, der Annexin V+ sowie der Annexin V+/Pi+ Zellen dargestellt. In einem Di-
agramm wurden je vier Balken entsprechend den vier untersuchten Temperaturen zusam-
mengefasst. Die Darstellung der Pi+ Zellen wurde bewusst nicht mit in die Balkendiagramm
einbezogen, da die Werte der Pi+ Zellen in keinem der Versuche einen prozentualen Anteil
von > 3% erreichten. Zur Ubersichtlicheren Darstellung wurden ebenfalls die Standardfeh-
ler in den Balkendiagrammen nicht mit eingezeichnet. Alle Standardfehler lagen < 0,09 mit
Ausnahme eines Datensatzes (PC-3 + Bicalutamid bei 57,8°C), hier betrug der Standardfeh-
ler einmalig 0,14. Die Mittelwerte und Standardfehler wurden zur Einsicht in einer separa-

ten Tabelle aufgelistet und finden sich im Anhang dieser Dissertation.
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3  Ergebnisse

Die zentrale Fragestellung der Arbeit lag darin, fokale thermoablative Therapien wie die
HIFU-Therapie des Prostatakarzinoms in vitro zu simulieren. Dabei wurde analysiert, ob
eine medikamentdse Vorbehandlung der Zellen mit Finasterid oder Bicalutamid einen Ein-

fluss auf deren Stoffwechselaktivitat und deren Vitalitat unter Hitzeeinwirkung zeigt.

3.1 MTS-Test ohne medikamentése Vorbehandlung

Als ersten Schritt des Versuches wurden die Reaktionen der fiinf Zellreihen BPH-1, rVCaP,
VCaP, 22Rv1 und PC-3 auf die Einwirkung von Hitze mittels MTS-Test untersucht. Ziel war
es, durch eine engmaschige Temperaturabstufung zwischen 37°C und 100°C einen Uber-
blick Gber die Auswirkung der Hitze auf die Stoffwechselaktivitat einer jeden Zellreihe zu
gewinnen (siehe Tabelle 12, Kapitel 2.2.3.1). Alle Werte wurden auf einen Kontrollwert be-
zogen. Die Zellen der Kontrolle wurden nicht erhitzt, sondern im Inkubator bei 37°C gela-
gert. Der Kontrollwert wurde mit einer Stoffwechselaktivitat von 1 gleichgesetzt. Hierdurch
sollte herausgearbeitet werden, ob eine Behandlung im Thermozykler per se die Stoffwech-
selaktivitat der Zellen beeinflusst. Die blauen Graphen entsprechen der Stoffwechselaktivi-
tat der im Thermozykler behandelten Zellen zwischen 37-100°C. Der orange Punkt ent-
spricht der Stoffwechselaktivitat der unerhitzten Kontrolle bei 37°C und liegt somit auf der
y-Achse bei 1.

3.1.1 MTS-Test: BPH-1
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0,8
0,6

0,4

Stoffwechselaktivitat

0,2

35 45 55 65 75 85 95

Temperaturin °C

—@— BPH-1 Kontrolle

Abbildung 10: MTS-Test BPH-1 unstimuliert
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In Abbildung 10 ist die Auswertung der MTS-Tests der Zellreihe BPH-1 dargestellt. Bezogen
auf den Kontrollwert — also denjenigen BPH-1 Zellen, die bei 37°C im Inkubator aufbewahrt
wurden und nicht im Thermozykler erhitzt wurden — zeigt sich bei der Erhitzung der Zellen
mit der niedrigsten Temperatur von 37°C eine nahezu gleiche Stoffwechselaktivitat. Die
Kurve beschreibt bei Erhohung der Temperatur von 37°C auf 50°C zunachst nur einen leich-
ten Abfall der Stoffwechselaktivitat auf 91%. Zwischen 50°C und 62,6°C zeigt sich dann ein
deutlicher Verlust der metabolischen Aktivitat der Zellen. Hierbei ereignet sich zwischen
53,9°C und 57,8°C der grofSte Abfall von 66% auf 29%. Dies entspricht einer Reduktion der
Stoffwechselaktivitdt von 37%. Bei diesen beiden Temperaturen ist der Standardfehler im
Liniendiagramm am gréRten mit Werten von 0,08 bei 53,9°C und 0,1 bei 57,8°C. Bei weite-
rer Erhohung der Temperatur auf 62,6°C nimmt die Stoffwechselaktivitat der BPH-1 Zellen
erneut um 25% ab und betragt dann 4%. Ab dieser Temperatur bleibt die Aktivitat konstant

unter 6% bis zur Endtemperatur von 100°C.

3.1.2 MTS-Test: rVCaP

rVCaP
2
® 1,5
©
>
= 1
Q
wv
<
® 05
=
&=
(o]
& 0
35 45 55 65 75 85 95
-0,5

Temperatur in °C

—@—r\VVCaP Kontrolle

Abbildung 11: MTS-Test rVCaP unstimuliert

In Abbildung 11 ist die Auswertung der Daten der MTS-Tests der Zellreihe rVCaP ohne me-
dikament6se Vorbehandlung der Zellen illustriert. Bezogen auf die unerhitzte Kontroll-
gruppe zeigen die Zellen bei einer Temperatur von 37°C eine Stoffwechselaktivitdt von
130%. Zwischen 37°C und 45,8°C ereignet sich ein leichter Abfall der Stoffwechselaktivitat
der Zellen bis zu einer Aktivitat von 110%. Bei weiterer Hitzezufuhr beschreibt die Kurve
einen steilen Anstieg. Dies entspricht einer deutlichen Zunahme der Stoffwechselaktivitat
der Zellen. Bei einer Temperatur von 50°C entspricht dies einer Aktivitdt von 151%, das
Maximum der Stoffwechselaktivitat wird bei 51,3°C (175%) erreicht. Zwischen 51,3°C und
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57,8°C findet dann ein rapider Abfall der Stoffwechselaktivitdt auf 10% statt. Bei weiterer
Hitzezufuhr auf 62,6°C sinkt auch die Stoffwechselaktivitat weiter ab bis auf Werte von 7%.
Bis auf einen kleinen Anstieg auf 11% bei 66,4°C halt sich die Aktivitat bis zu 87,9°C unter
eine Grenze von 10%. Zwischen 87,9°C und 100°C zeigt sich nochmals ein leichter Anstieg
des Graphen, sodass die Stoffwechselaktivitat bei der finalen Temperatur von 100°C 15%
entspricht. Die Standardfehler sind in der Temperaturspanne von 37°C bis 53,9°C am groR-

ten und messen Werte zwischen 0,06 und 0,13.

3.1.3 MTS-Test: VCaP
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Abbildung 12: MTS-Test VCaP unstimuliert

In Abbildung 12 ist die Datenauswertung der MTS-Tests der Zellreihe VCaP ohne medika-
mentose Behandlung der Zellen dargestellt. Bei 37°C betragt die Stoffwechselaktivitat der
VCaP Zellen — bezogen auf den unerhitzten Kontrollwert — 110%. Die Kurve beschreibt zu-
nachst eine sukzessive Abnahme, die Stoffwechselaktivitat sinkt somit bei stufenweiser
Temperaturerhéhung bis zu 50°C langsam auf einen Wert von 109% ab. Bei 51,3°C zeigt
sich ein kleiner Gipfel im Kurvenverlauf. Dieser entspricht einem Anstieg der metabolischen
Aktivitat auf 116%. Zwischen 51,3°C und 57,8°C fallt der Graph stark ab. Die stoffwechsel-
aktiven Zellen reduzieren sich von 116% auf 16%. Bei weiterer Hitzezufuhr auf 65°C sinkt
die metabolische Aktivitat weiter auf 7%. Bei 66,4°C zeigt sich analog zur Zellreihe rVCaP
ein kleiner Anstieg der Kurve. Die Stoffwechselaktivitdat nimmt an diesem Punkt von 7% auf
10% zu. Bei weiterer Erhohung der Temperatur auf 77,6° fallt die Stoffwechselaktivitat der
VCaP Zellen wieder auf einen Wert von 7%. Zwischen 77,6°C und der finalen Temperatur
von 100°C zeigt die Kurve wiederum einen Anstieg. Der Prozentsatz metabolisch aktiver

Zellen liegt in diesem Bereich zwischen 7-15%. Die Standardfehler in diesem Graphen sind
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bei Temperaturen zwischen 50°C und 53,9°C am héchsten und liegen hier bei Werten zwi-
schen 0,13 und 0,17.

3.1.4 MTS-Test: 22Rv1
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Abbildung 13: MTS-Test 22Rv1 unstimuliert

In Abbildung 13 ist die Datenauswertung der MTS-Tests der Zellreihe 22Rv1 ohne medika-
mentdse Vorbehandlung der Zellen dargestellt. Bei 37°C liegt die Stoffwechselaktivitat be-
zogen auf den unerhitzten Kontrollwert bei 125% und halt sich bei diesem Wert bis zu einer
Temperatur von 41,4°C. Zwischen 41,4°C und 51,3°C sinkt der Anteil stoffwechselaktiver
Zellen in einem nahezu linearen Kurvenverlauf auf 94% ab. Zwischen 51,3°C und 57,8°C fallt
der Graph steil ab, es ereignet sich der groRte Stoffwechselaktivitatsabfall von 94% auf
17%. Zwischen 57,8°C und 81,4°C zeigt sich ein gleichmaRiger langsamer Abfall der Kurve.
Die metabolische Aktivitat der 22Rv1 Zellen sinkt weiter auf 6%. Durch weitere Hitzezufuhr
erfahrt der Graph einen Anstieg. Die Stoffwechselaktivitat steigt an und erreicht bei der
99°C erneut eine Aktivitdat von 17%. Die grofRten Standardfehler in diesem Diagramm mes-
sen bei den Anfangstemperaturen von 37°C und 38,4°C Werte von 0,06 und bei 53,9°C
Werte von 0,07.
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3.1.5 MTS-Test: PC-3
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Abbildung 14: MTS-Test PC-3 unstimuliert

In Abbildung 14 ist das Liniendiagramm der Datenauswertung der MTS-Tests der unbehan-
delten Zellreihe PC-3 dargestellt. Bei 37°C sind 95% der PC-3 Zellen im Vergleich zur uner-
hitzten Kontrollprobe metabolisch aktiv. Nach einem leichten Anstieg der Stoffwechselak-
tivitat auf 96% bei 38,4°C kommt es zu einem kontinuierlichen Abfall der Stoffwechselakti-
vitat auf 89% bis zu einer Temperatur von 45,8°C. Im Verlauf zeigt sich bei Temperaturer-
hoéhung ein Anstieg des Graphen und somit eine Steigerung der metabolischen Aktivitat der
Zellen. Diese entspricht bei 50°C einem Anteil an stoffwechselaktiven Zellen von 105%. Es
bildet sich ein Maximum von 106% metabolisch aktiver Zellen bei 51,3°C. Zwischen 51,3°C
und 53,9°C fallt die Stoffwechselaktivitat der PC-3 Zellen stark auf 31% ab. Hier bildet sich
bis zur nachsten Temperaturabstufung von 57,8°C ein kleines Plateau. Bei 57,8°C betragt
der Wert an metabolisch aktiven Zellen 27%. Zwischen 57,8°C und 62,6°C fallt die Stoff-
wechselaktivitat der PC-3 Zellreihe weiter auf 3% ab und bleibt bis zu der finalen Tempera-
tur von 100°C unter diesem Wert. Die Standardfehler sind bei den niedrigeren Temperatu-
ren am grofSten. Bei 38,4°C und 57,8°C betragt der Standardfehler 0,04. Bei 41,4°C und
45,8°C betragt der Standardfehler 0,05.
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3.1.6 Zusammenfassung — MTS-Test ohne medikamentése Vorbehandlung

MTS - Test im Vergleich
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Abbildung 15: MTS-Test aller unstimulierten Zellreihen

In Abbildung 15 sind alle Graphen der untersuchten Zellreihen BPH-1, rVCaP, VCaP, 22Rv1
und PC-3 ohne medikamentdse Vorbehandlung in einem Diagramm dargestellt, um die
Verldaufe der Kurven vergleichen zu kénnen. Jede Zellreihe ist weiterhin auf ihren individu-
ellen Kontrollwert bei 37°C bezogen worden, welcher nicht mit dargestellt wurde. Die Stan-
dardfehler sind fiir eine bessere Ubersicht ebenfalls nicht mit in das Diagramm eingezeich-

net.

Vergleicht man zunachst die Werte der Stoffwechselaktivitat bei der Anfangstemperatur
von 37°C zeigt sich bereits ein merklicher Unterschied der Werte, welche sich auf die je-
weilige Kontrollgruppe der Zellen beziehen. Wahrend die Zellreihen BPH-1 und PC-3 eine
nahezu identische Stoffwechselaktivitat mit ihrer unerhitzten Kontrollgruppe zeigen, sieht
man bei der Zellreihe VCaP eine leichte, bei den Zellreihen rVCaP und 22Rv1 eine stark

erhohte Stoffwechselaktivitat im Vergleich zur unerhitzten Kontrollgruppe.

Der nachste erkennbare Unterschied erfolgt im Temperaturbereich zwischen 37°C und
51,3°C. Wahrend die Zellreihen BPH-1 und 22Rv1 in diesem Abschnitt einen kontinuierli-
chen Abfall der Stoffwechselaktivitat zeigen, weisen die Ubrigen Zellreihen jeweils einen
paradoxen Anstieg der Stoffwechselaktivitdt auf. Dieser entspricht bei der Zellreihe VCaP
nur einem kleinen Gipfel. Bei der Zellreihe PC-3 ist der Gipfel deutlicher ausgepragt. Bei der

Zellreihe rVCaP ist der Anstieg als sehr deutlicher Ausschlag im Diagramm sichtbar.

Die nachste Auffilligkeit ist die Ausbildung des Plateaus der Zellreihe PC-3 zwischen 53,9°C
und 57,8°C. Alle anderen Zellreihen zeigen in dieser Temperaturspanne einen kontinuierli-

chen Stoffwechselaktivitatsabfall.
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Die Zellreihen rVCaP, VCaP und 22Rv1 zeigen bei einer Temperatur von 57,8°C erstmals
einen Anteil stoffwechselaktiver Zellen unter 20%. Die Zellreihen BPH-1 und PC-3 erreichen
diesen Anteil erst bei einer Hitzeabstufung spater, dies entspricht einer Temperatur von
62,6°C.

Der letzte auffallende Unterschied ereignet sich im Temperaturbereich zwischen 62,6°C
und 100°C. Wahrend die Zellreihen BPH-1 und PC-3 nach Erreichen der geringsten Stoff-
wechselaktivitat bis zur Endtemperatur von 100% unter dieser Aktivitatssgrenze bleiben,
fallt bei den Zellreihen rVCaP, VCaP und 22Rv1 ein erneuter Anstieg der Graphen und somit

eine Erhohung der Stoffwechselaktivitat bei weiterer Hitzezufuhr auf.

3.2 MTS-Test medikamentds behandelter Zellen

Nachdem fir die Zellreihen BPH-1, rVCaP, VCaP, 22Rv1 und PC-3 ein jeweils individuelles
Hitzeprofil ohne medikamentése Vorstimulation generiert wurde, wurden im zweiten Teil
der Arbeit die Zellen mit dem 5a-Reduktase-Hemmer Finasterid sowie dem Antiandrogen
Bicalutamid vorbehandelt und im Anschluss die Stoffwechselaktivitat der Zellen unter Hit-

zeinduktion mittels MTS-Test gemessen (siehe Tabelle 10, Kapitel 2.2.2).

Nachfolgend sind in einer Grafik jeweils sechs Graphen zusammengefasst: die dunkelblaue
Kurve entspricht der Stoffwechselaktivitat unstimulierter Zellen, die orange Kurve stellt die
Stoffwechselaktivitat der Zellen dar, die mit dem jeweiligen Losungsmittel des Medikamen-
tes behandelt wurden. Die graue, gelbe, hellblaue und griine Kurve bildet die Stoffwech-
selaktivitat der medikamentos behandelten Zellen ab. Alle gemessenen Werte wurden ana-
log zum MTS-Test der unstimulierten Zellen auf einen Kontrollwert bezogen. Fiir jede der
sechs Untergruppen - also unstimulierte Zellen, Losungsmittelkontrolle und vier stimulierte
Zellgruppen —wurde eine spezifische Kontrolle mitgefiihrt. Wurden die Zellen mit Losungs-
mittel oder einem Medikament behandelt, so wurde die Kontrolle mit der gleichen Kon-
zentration des jeweiligen Agens stimuliert. Die Zellen der Kontrolle wurden nicht erhitzt,
sondern im Inkubator bei 37°C aufbewahrt, wahrend die tibrigen Zellen im Thermozykler
erhitzt wurden. Der Kontrollwert wurde mit einer Stoffwechselaktivitdt von 1 gleichgesetzt.
Der Kontrollwert wurde zur besseren Ubersicht in nachfolgenden Grafiken nicht darge-

stellt.

Es wurde sich auf weniger Temperaturen als im MTS-Test ohne medikamentdse Stimula-
tion fokussiert (siehe Tabelle 13, Kapitel 2.2.3.1): Diese Temperaturspannweite beinhaltete

als Rahmen 37°C als niedrigste Temperatur und 92,7°C als héchste Temperatur. Im Fokus
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stand der Temperaturbereich, in welchem die Stoffwechselaktivitat der Zellen in den vo-
rangegangenen individuellen Hitzeprofilen ohne medikamentdse Stimulation stark abfiel.

Dieser Bereich ergab sich fir alle Zellreihen zwischen 51,3°C und 69°C.

Im Fokus dieses Versuches stand nun die Frage, ob sich die Stoffwechselaktivitat der Zellen

unter Hitzeeinfluss durch die medikamentose Vorbehandlung verandert.

3.2.1 MTS-Test: BPH-1 + Finasterid
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Abbildung 16: MTS-Test BPH-1 mit Finasterid

In Abbildung 16 sind die MTS-Tests der Zellreihe BPH-1 unter medikamentdser Vorbehand-
lung mit Finasterid 48 Stunden vor Versuchsbeginn zu sehen. Bei 37°C weisen alle sechs
Zellgruppen eine metabolische Aktivitat zwischen 94-98% bezogen auf ihre jeweils uner-
hitzte Kontrollgruppe auf. Die mit 10 uM Finasterid stimulierten Zellen zeigen bei 37°C die
geringste Stoffwechselaktivitat im Vergleich zum Kontrollwert mit 94%, die unstimulierten
Zellen die hochste Stoffwechselaktivitat mit 98%. Zwischen 37°C und 51,3°C zeigt sich bei
allen Zellen ein gleichmaRiger Stoffwechselaktivitatsabfall zwischen 15-21%, wobei sich der
starkste Abfall in der mit 5 uM Finasterid stimulierten Zellgruppe ereignet. Dies entspricht
bei 51,3°C einer metabolischen Aktivitat von 74% bei den mit 5 uM Finasterid stimulierten
Zellen und einer metabolischen Aktivitdt zwischen 78% und 82% bei den lbrigen Gruppen.
Zwischen 51,3°C und 53,9°C fallt die Stoffwechselaktivitat in jeder Zellgruppe um 4-9%.
Zwischen 53,9°C und 57,8°C findet der groRte Abfall der Stoffwechselaktivitat bei allen Zel-
len statt. Dieser entspricht zwischen 47-53% Aktivitatsverlust. Die Zellen befinden sich un-
ter einer Aktivitatsgrenze von 27%, wobei die mit 5 uM Finasterid stimulierten BPH-1 Zellen

die geringste Stoffwechselaktivitdt mit 21% aufweisen. Bei Erreichen einer Temperatur von
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62,6°C zeigen sowohl die unstimulierten Zellen als auch die mit EtOH und Finasterid behan-
delten Zellen eine metabolische Aktivitat < 5%, welche bis zur Endtemperatur von 92,7°C

gehalten wird. Der Standardfehler ist bei 57,8°C am grofSten mit einem Wert von 0,1.

3.2.2 MTS-Test: BPH-1 + Bicalutamid
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Abbildung 17: MTS-Test BPH-1 mit Bicalutamid

Das in Abbildung 17 dargestellte Diagramm prasentiert die Ergebnisse der MTS-Tests der
mit Bicalutamid behandelten BPH-1 Zellen. Die unstimulierten Zellen sowie die mit DMSO
stimulierten Zellen zeigen eine Stoffwechselaktivitdt von 95%, die mit 0,1 uM und
1 uM Bicalutamid stimulierten Zellen eine Aktivitat zwischen 96-97% und die mit 5 uM und
10 uM Bicalutamid stimulierten Zellen zeigen eine Stoffwechselaktivitdt von 99% bei der
niedrigsten Temperatur von 37°C bezogen auf den jeweils unerhitzten Kontrollwert. Bei
einer Erhitzung der Zellen auf eine Temperatur von 51,3°C fallt die metabolische Aktivitat
bei allen Zellgruppen auf Werte zwischen 82% und 87% ab, wobei sich der starkste Abfall
mit 17% in der mit 5 uM Bicalutamid stimulierten Zellgruppe ereignet. Zwischen 51,3°C und
53,9°C fallt die Aktivitat in jeder Zellgruppe um 12-18% ab. Der steilste Abfall der Graphen
erfolgt zwischen 53,9°C und 57,8°C und entspricht einem Stoffwechselaktivitatsverlust zwi-
schen 40-48%. Die metabolische Aktivitat ist an diesem Punkt bei allen Zellgruppen zwi-
schen 23-30%, wobei sich die héchste Aktivitat von 29% in der mit 10 uM Bicalutamid sti-
mulierten Zellgruppe findet. Bei der nachfolgenden Temperatur von 62,6°C sinkt die Stoff-
wechselaktivitat in allen Zellgruppen weiter auf unter 6% ab, bei 65°C unter 3% und halt
sich bis zur Endtemperatur unter dieser Grenze. Der groRte Standardfehler ist bei 57,8°C

zu sehen und betragt 0,1.
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3.2.3 MTS-Test: rVCaP + Finasterid
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Abbildung 18: MTS-Test rVCaP mit Finasterid

In Abbildung 18 wird die Hitzeeinwirkung auf die Stoffwechselaktivitat der Zellreihe rvVCaP
unter medikamentdser Vorbehandlung mit Finasterid veranschaulicht. Bei 37°C zeigt sich
bei allen Zellgruppen eine Steigerung der metabolischen Aktivitdt in Bezug auf die jeweils
unerhitzte Kontrollgruppe. Die mit 5 uM Finasterid stimulierten Zellen weisen hierbei die
geringste Stoffwechselaktivitat mit 101%, die unstimulierte Zellgruppe die hochste Stoff-
wechselaktivitat mit 110% im Vergleich zur Kontrolle. Wie bereits in Kapitel 3.1.2, Abbil-
dung 11 — rVCaP MTS-Test unstimuliert — zu sehen, zeigt sich auch unter medikamentdser
Vorbehandlung mit Finasterid zunachst ein Anstieg der Stoffwechselaktivitdit um 14-28%
bei Steigerung der Temperatur auf 51,3°C. Der geringste Anstieg erfolgt bei der mit EtOH
behandelten Gruppe, der grofSte bei den mit 0,1 uM Finasterid stimulierte Zellen. Zwischen
51,3°C und 53,9°C erfolgt bei den mit EtOH und Finasterid stimulierten Zellen ein Abfall der
Stoffwechselaktivitdat um 6-19% auf Werte zwischen 104-119%. Die Stoffwechselaktivitat
der unstimulierten Zellen bleibt zwischen 51,3°C und 53,9°C konstant bei 127%. Zwischen
53,9°C und 57,8°C fallen alle Graphen steil ab, dies entspricht somit dem groBten Stoff-
wechselaktivitatsverlust aller Zellgruppen. Die geringste metabolische Aktivitat bei 57,8°C
findet sich in der mit 5 uM Finasterid stimulierten Zellgruppe mit 15%, die hochste Aktivitat
zeigen die unstimulierten Zellen mit 21%. Bei einer Temperatur von 62,6°C findet ein wei-
terer Verlust der Stoffwechselaktivitdt mit Werten von unter 9% statt, welche sich bis zur
Endtemperatur von 92,7°C halten. Der groRte Standardfehler findet sich bei dem Tempe-
raturpunkt 53,9°C und liegt zwischen 0,1-0,2.
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3.2.4 MTS-Test: rVCaP + Bicalutamid
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Abbildung 19: MTS-Test rVCaP mit Bicalutamid

In Abbildung 19 wird die Stoffwechselaktivitdt der rVCaP Zellreihe unter Hitzeeinfluss mit
medikamentéser Vorbehandlung durch das Antiandrogen Bicalutamid prasentiert. Bei 37°C
zeigt sich eine Spannweite der Stoffwechselaktivitat unter den verschiedenen Zellgruppen
in Bezug auf ihre spezifische Kontrolle. Diese erstreckt sich zwischen Minimalwerten von
88% bei den mit 10 uM Bicalutamid behandelten Zellen bis zu maximal 100% metabolischer
Aktivitat bei den mit 1 uM Bicalutamid behandelten Zellen. Im weiteren Verlauf des Gra-
phen lasst sich analog zu den Ergebnissen des MTS-Tests der unstimulierten rVCaP Zellen
sowie den mit Finasterid stimulierten rVCaP Zellen eine Steigerung der metabolischen Ak-
tivitat bei steigenden Temperaturen verzeichnen. Dieser Anstieg erfolgt bei den mit DMSO
und mit Bicalutamid vorbehandelten Zellen bis 51,3°C und umfasst eine Steigerung der
Stoffwechselaktivitdt um 13-17%. Der Anstieg des Graphen der unstimulierten Zellen er-
folgt bis 53,9°C und umfasst eine Aktivitatssteigerung um 21%. Zwischen 53,9°C und 57,8°C
fallen alle Graphen steil ab. Dies entspricht in allen Zellgruppen einen Verlust der metabo-
lischen Aktivitat um 80-89%. Bei 57,8°C befindet sich die Stoffwechselaktivitat in allen Zell-
gruppen unter einer Grenze von 22%. Bei 62,6°C liegt die Stoffwechselaktivitat in allen Zell-
gruppen unter 5%. Paradoxerweise steigt die metabolische Aktivitat bei allen Zellen bei
Erhohung der Temperatur auf 92,7°C nochmals an mit Hochstwerten bei den mit 1 uM Bi-
calutamid stimulierten Zellen von 8%. Dieses Bild zeigte sich bereits bei den unstimulierten
rVCaP Zellen in Kapitel 3.1.2. Bei den Temperaturen 53,9°C und 57,8°C zeigen sich die groRi-

ten Standardfehler und betragen maximal 0,3.
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3.2.5 MTS-Test: VCaP + Finasterid
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Abbildung 20: MTS-Test VCaP mit Finasterid

In Abbildung 20 ist die Datenauswertung der MTS-Tests der Zellreihe VCaP unter medika-
mentoser Vorbehandlung mit Finasterid dargestellt. Bei 37°C zeigen die unstimulierten und
die mit 0,1 uM und 5 pM Finasterid stimulierten Zellen eine Stoffwechselaktivitat von 95-
96%, die mit EtOH, 1 uM und 10 uM Finasterid stimulierten Zellen zeigen eine Stoffwech-
selaktivitat von 88% in Bezug auf den jeweils spezifischen Kontrollwert. Zwischen 37°C und
51,3°C sinkt die metabolische Aktivitat der unstimulierten Zellen sowie der mit 0,1 uM und
5 uM Finasterid stimulierten Zellen um 9-12% ab. Die metabolische Aktivitat der mit EtOH,
1 uM und 10 uM Finasterid stimulierten Zellen nimmt um 1-4% ab und bleibt somit in die-
sem Abschnitt nahezu konstant. Bei Erh6hung der Temperatur auf 53,9°C verlieren alle Zell-
gruppen zwischen 16-30% ihrer Stoffwechselaktivitat. Zwischen 53,9°C und 57,8°C erfolgt
dann der steilste Abfall der Graphen. Die Stoffwechselaktivitdt nimmt sowohl bei den un-
stimulierten als auch bei den stimulierten Zellen um 65-74% ab und erreicht Werte < 2%.
Hier zeigen alle Zellgruppen mit Ausnahme der mit EtOH vorbehandelten Zellen negative
Aktivitatswerte in Bezug zum Kontrollwert der nicht erhitzten Zellen. Zwischen 62,6°C und
65°C zeigen dann alle Zellgruppen negative Werte. Bei der finalen Temperatur des Versu-
ches von 92,7°C steigt die Stoffwechselaktivitat dann wieder in den positiven Bereich mit
Maximalwerten von 11% bei den mit 0,1 uM Finasterid stimulierten Zellen. Auffallend ist
der Standardfehler von 0,25 bei 57,8°C in der mit 10 uM Finasterid stimulierten Zellgruppe.
Dieser ist der grofSte Wert der berechneten Standardfehler in dieser Abbildung.
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3.2.6 MTS-Test: VCaP + Bicalutamid
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Abbildung 21: MTS-Test VCaP mit Bicalutamid

In Abbildung 21 ist die Zellreihe VCaP unter medikamentéser Vorbehandlung mit dem An-
tiandrogen Bicalutamid dargestellt. Es zeigt sich bei 37°C eine Stoffwechselaktivitat der un-
stimulierten Zellen von 91% und eine Stoffwechselaktivitat der stimulierten Zellgruppen
zwischen 94-97% bezogen auf die jeweils spezifische nicht erhitzte Kontrolle. Die metabo-
lische Aktivitat fallt zwischen 37°C und 51,3°C mit 5% in der unstimulierten Zellgruppe et-
was weniger ab als in den Ubrigen Gruppen mit Werten zwischen 7-14%. Zwischen 51,3°C
und 57,8°C fallen alle Graphen nahezu gleich steil ab. Zwischen 51,3°C und 53,9°C betragt
der Aktivitatsverlust in allen Zellgruppen 27-34%, zwischen 53,9°C und 57,8°C 41-51%. Bei
der Temperatur 57,8°C betragt die metabolische Aktivitat in allen Zellen zwischen 8-10%,
bei 62,6°C zwischen 5-7%. Wahrend die mit 1 uM, 5 uM und 10 puM Finasterid stimulierten
Zellen bereits bei einer Erhohung der Temperatur auf 65°C unter eine Stoffwechselaktivitat
von 4% fallen, erreichen die lbrigen drei Gruppen diese Werte erst bei 69°C. Alle Gruppen
zeigen bei weiterer Temperaturerhéhung nochmals einen minimalen Anstieg der metabo-
lischen Aktivitat, diese Gbertrifft jedoch in keiner Gruppe Werte liber 5% bis zur finalen
Temperatur von 92,7°C. Der groRte Standardfehler zeigt sich bei 53,9°C und betragt maxi-
mal 0,1.
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3.2.7 MTS-Test: 22Rv1 + Finasterid
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Abbildung 22: MTS-Test 22Rv1 mit Finasterid

In Abbildung 22 sind die MTS-Tests der Zellreihe 22Rv1 unter medikamentéser Vorbehand-
lung mit Finasterid gezeigt. Die Stoffwechselaktivitat bei 37°C zeigt eine groRe Spannweite
und betradgt zwischen 82-110%. Die geringste metabolische Aktivitdt zeigen die unstimu-
lierten Zellen mit 82% im Vergleich zur unerhitzten Kontrolle. Die héchste metabolische
Aktivitat zeigen die mit 5 uM und 10 uM Finasterid stimulierten Zellen mit Werten zwischen
109-110% im Vergleich zur unerhitzten Kontrolle. Zwischen 37°C und 51,3°C sinkt die Stoff-
wechselaktivitat der unstimulierten Zellen sowie der mit EtOH und der mit 0,1 uM Finaste-
rid stimulierten Zellen nur leicht um 4-6% ab, wohingegen die mit 1 uM, 5 uM und 10 puM
stimulierten Zellen zwischen 12-17% an Stoffwechselaktivitat verlieren. Zwischen 51,3°C
und 57,8°C fallen alle Graphen steil ab. Die Stoffwechselaktivitat nimmt bei allen Zellgrup-
pen zwischen 51,3°C und 53,9°C um 22-31% und zwischen 53,9°C und 57,8°C um 38-50%
ab. Bei 57,8°C betragt die metabolische Aktivitat in allen Zellgruppen < 17%. Bei weiterer
Hitzezufuhr auf 62,6°C bleibt die metabolische Aktivitat der unstimulierten Zellen konstant
bei 15%, die metabolische Aktivitat der mit EtOH stimulierten Zellen erhdht sich nochmals
um 4% auf 19%, ebenso erhoht sich die metabolische Aktivitat der mit 0,1 uM Finasterid
stimulierten Zellen auf 16%. Die Ubrigen Zellen zeigen einen Aktivitatsverlust zwischen
57,8°C und 62,6°C auf 13% Stoffwechselaktivitdt. Bei Erhohung der Temperatur bis auf

92,7°C sinkt die Stoffwechselaktivitat in allen Zellgruppen unter maximal 12% ab.
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3.2.8 MTS-Test: 22Rv1 + Bicalutamid

22Rv1 + Bicalutamid
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Abbildung 23: MTS-Test 22Rv1 mit Bicalutamid

In Abbildung 23 sind die MTS-Tests der Zellreihe 22Rv1 unter medikamentdser Vorbehand-
lung mit Bicalutamid dargestellt. Bei 37°C zeigt sich eine metabolische Aktivitat zwischen
97% bei den unstimulierten Zellen und 111% bei den mit 10 uM Bicalutamid stimulierten
Zellen bezogen auf die jeweilige Kontrolle. Bis zur Temperatur von 51,3°C kann ein leichter
Abfall der metabolischen Aktivitat nachgewiesen werden. Dieser entspricht bei den unsti-
mulierten Zellen sowie bei den mit DMSO und 0,1 puM Bicalutamid stimulierten Zellen
6-10%, bei den mit 1 uM, 5 uM und 10 uM Bicalutamid stimulierten Zellen 19-23%. Zwi-
schen 51,3°Cund 57,8°C ereignet sich der steilste Kurvenabfall. Dieser entspricht zwischen
51,3°C und 53,9°C einem Verlust der metabolischen Aktivitait um 19-29% und zwischen
53,9°C und 57,8°C einen Verlust der metabolischen Aktivitat um 33-43% in allen Zellgrup-
pen. Bei 57,8°C liegt die Stoffwechselaktivitat der Zellen zwischen 22-25%. Bei weiterer Er-
hoéhung der Temperatur auf 62,6°C sinkt die Stoffwechselaktivitat auf <18 %, bei 65°C auf
< 12%, bei 69°C auf £ 11% und stagniert bei diesen Werten bis zur endgtltigen Erhitzung
von 92,7°C. In dieser Grafik Gberschreitet kein Standardfehler Werte (iber 0,07.
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3.2.9 MTS-Test: PC-3 + Finasterid

PC-3 + Finasterid
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Abbildung 24: MTS-Test PC-3 mit Finasterid

In Abbildung 24 ist die Hitzeeinwirkung auf die Zellreihe PC-3 unter medikamentdser Vor-
behandlung mit Finasterid dargestellt. Bei 37°C befinden sich die Zellen bei einer metabo-
lischen Aktivitat zwischen 95-100% im Vergleich zur jeweils unerhitzten Kontrollgruppe. Die
Stoffwechselaktivitat bleibt bei den unstimulierten Zellen bei Erhohung der Temperatur auf
51,3°C nahezu stabil. In den mit EtOH und 0,1 uM Finasterid behandelten Zellgruppen sinkt
die Stoffwechselaktivitat in dieser Temperaturspanne um 1-3% ab, wahrend sie bei den mit
1 uM, 5 uM und 10 pM Finasterid stimulierten Zellen um 2-5% ansteigt. Im Verlauf folgt ein
stufenweiser Abfall der metabolischen Aktivitat mit Werten von 53-63% bei 53,9°C, 36-43%
bei 57,8°C und 5-6% bei 62,6°C. Ab dieser Temperatur bis zur Endtemperatur von 92,7°C
bleibt die Stoffwechselaktivitat konstant unter 6% sowohl bei den unstimulierten als auch
bei den stimulierten Zellen. Die groBten Standardfehler liegen zwischen 0,02-0,06 bei
57,8°C.
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3.2.10 MTS-Test: PC-3 + Bicalutamid

PC-3 + Bicalutamid
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Abbildung 25: MTS-Test PC-3 mit Bicalutamid

In Abbildung 25 sind die MTS-Tests der Zellreihe PC-3 unter medikamentdser Vorbehand-
lung mit dem Antiandrogen Bicalutamid aufgezeigt. Es zeigt sich bei 37°C eine Stoffwech-
selaktivitat zwischen 95% bei den unstimulierten Zellen und 100% bei den mit 10 uM Bica-
lutamid stimulierten Zellen bezogen auf die unerhitzten Kontrollen. Der Wert der jeweili-
gen metabolischen Aktivitat der verschiedenen Zellgruppen bleiben bis zur nachsten Tem-
peraturabstufung von 51,3°C nahezu stabil oder fallen leicht ab. Lediglich die mit 10 uM
Bicalutamid behandelten Zellen zeigen einen minimalen Anstieg in der Stoffwechselaktivi-
tat um knapp 1%. Im Anschluss findet bei Temperaturerhéhung analog zum MTS-Test der
PC-3 Zelllinie mit Finasterid ein stufenweiser Abfall der Stoffwechselaktivitat statt mit Wer-
ten von 52-65% bei 53,9°C und 32-35% bei 57,8°C. Ab einer Temperatur von 62,6°C befin-
den sich die Zellen bei einer metabolischen Aktivitdt von < 5%, bei 65°C < 3%. Diese Werte
werden bis zur finalen Temperatur von 92,7°C nicht mehr (iberschritten. Die groRten Stan-

dardfehler werden bei 53,9°C erreicht und liegen bei 0,06.

3.2.11 Zusammenfassung — MTS-Test mit medikament6s behandelten Zellen

Nach Durchfihrung der MTS-Tests aller Zellzeihen mit medikamentdser Vorbehandlung
durch Finasterid und Bicalutamid konnte festgestellt werden, dass sich in keiner der Zell-
reihen BPH-1, rVCaP, VCaP, 22Rv1 und PC-3 ein signifikanter Unterschied in der Hitzesen-
sitivitat zwischen der unstimulierten Kontrolle, der Losungsmittelgruppe und den medika-
mentos vorbehandelten Zellgruppen zeigt. Dies ist an dem Verlauf der Graphen in x-Rich-
tung der Diagramme abzulesen. Wiirden sich eine Zellgruppe in ihrer Hitzesensitivitat ge-

messen an der Stoffwechselaktivitdt der Zellen von den anderen Gruppen unterscheiden,
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hatte sich eine Links-/ bzw. Rechtsverschiebung der Kurven in den Diagrammen dargestellt.
Diese Verschiebung hatte einem friiheren oder spateren Abfall der Stoffwechselaktivitat
der Zellen unter der Hitzeeinwirkung entsprochen. Lediglich in der Zellreihe rVCaP zeigte
sich ein um eine Temperaturabstufung friiherer Abfall der Stoffwechselaktivitat der medi-
kamentos behandelten Zellen im Vergleich zu den unstimulierten Zellen bei 51,3°C. Da
diese Verschiebung jedoch minimal ist, ist davon auszugehen, dass kein relevanter Unter-
schied in der Hitzesensitivitat der Zellen unter medikamentoser Vorbehandlung mit Finas-

terid oder Bicalutamid besteht.

Erwahnenswert ist in jedem Fall der paradoxe Stoffwechselanstieg bei zunehmender Hitze
der Zellreihe rVCaP. Bereits im MTS-Test ohne medikamentdse Stimulation ist entspre-
chender Gipfel zwischen 37°C und 51,3°C aufgefallen und konnte in den Versuchen mit me-
dikamentoser Stimulation bestatigt werden. Der paradoxe Stoffwechselanstieg der Zell-
reihe PC-3 ist in den MTS-Tests mit medikamentdser Vorbehandlung nur noch gering in
einzelnen Zellgruppen zu erkennen. Der ebenfalls in den MTS-Tests ohne medikamentése
Stimulation gemessene dezente Gipfel der Zellreihe VCaP konnte in den MTS-Tests mit me-

dikamentoser Stimulation nicht reproduziert werden.

3.3 FACS-Analysen

Nach Durchfihrung des MTS-Tests aller Zellreihen mit und ohne medikamentdse Vorbe-
handlung wurden die Zellen im Anschluss mittels Durchflusszytometrie analysiert, um die
Rate an vitalen, apoptotischen und nekrotischen Zellen zu detektieren. Nachdem sich fir
alle Zellreihen unter Stimulation mit den verschiedenen Konzentrationen der Medika-
mente Finasterid und Bicalutamid kein Unterschied in der Hitzesensitivitat der Zellreihen
gezeigt hat, wurde sich bei der FACS-Analyse auf eine Medikamentenkonzentration von
5 uM des jeweiligen Medikamentes fokussiert (siehe Kapitel 2.2.2, Tabelle 11). Es wurde
sich auf die vier relevantesten Temperaturen der jeweiligen Zellreihen konzentriert, welche
mithilfe der vorangegangenen MTS-Tests ausgewahlt wurden (siehe Kapitel 2.2.3.2, Tabelle
14): Die Anfangstemperatur von 37°C, die Endtemperatur von 92,7°C sowie diejenige Tem-
peratur, bei welcher die Stoffwechselaktivitat der Zellen in den MTS-Tests < 30% lagen so-

wie eine Temperaturabstufung hoher.

Somit ergaben sich fiir die FACS-Analyse der Zellreihen BPH-1, rVCaP, VCaP und 22Rv1 die
Temperaturen 37°C, 57,8°C, 62,6°C und 92,7°C, fir die Zellreihe PC-3 die Temperaturen
37°C, 62,6°C, 65°C und 92,7°C.

In den folgenden Kapiteln werden nun die Auswertungsdiagramme der FACS-Analysen der

5 Zellreihen mit und ohne medikamentose Stimulation durch Finasterid und Bicalutamid
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dargestellt. Zur Darstellung wurden Balkendiagramme verwendet. Jeder der Balken steht
flir eine bestimmte Temperatur. Innerhalb des Balkens werden die Zellpopulationen unter-
teilt in vitale Zellen (ungefarbt = Annexin V-/Pi-), apoptotische Zellen (Annexin V+/Pi-) so-
wie spat apoptotische und nekrotische Zellen (Annexin V+/Pi+). Der Anteil des Zelldetritus
(Annexin V-/Pi+) betrug in jedem Versuch < 3% der Gesamtzellpopulation, sodass diese Far-
bung fiir eine bessere Ubersicht bewusst in den Diagrammen weggelassen wurde. Fiir jede
Zellreihe entstanden so jeweils drei Diagramme a vier Balken, welche die Auswertung der
FACS-Analyse ohne medikamentdse Stimulation sowie unter Vorbehandlung mit Finasterid

und Bicalutamid widerspiegelt.

3.3.1 FACS-Analyse BPH-1

BPH-1 unstimuliert

100%

90%
80%
70%
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40%
30%
20%
10%
o

37°C 57,8°C 62,6°C 92,7°C

ungefarbt 86,16% 30,44% 3,82% 0,03%
B Annexin V positiv 5,95% 37,73% 24,83% 1,18%
B Annexin V+Pi positiv 7,71% 31,32% 70,84% 98,67%

Abbildung 26: FACS-Analyse BPH-1 unstimuliert

In Abbildung 26 ist die FACS-Analyse der Zellreihe BPH-1 ohne medikamentdse Stimulation
dargestellt. Der erste Balken links im Diagramm spiegelt die Hitzeauswirkung auf die Zellen
bei 37°C wider. Hierbei befinden sich 86% in einem vitalen Stadium, 6% in Apoptose und
8% der Zellen sind bereits nekrotisch. Im nachsten Balken zeigen sich bei einer Temperatur
von 57,8°C 30% der Zellen vital, 38% der Zellen in Apoptose und 31% nekrotisch. Bei einer
Erhéhung der Temperatur auf 62,6°C sind noch 4% der Zellen vital, 25% in Apoptose und
71% tot, bei 92,7°C befinden sich fast 99% der Zellen in nekrotischem Zustand und 1% der
Zellen in Apoptose. Der Anteil lebender Zellen liegt bei 0,03%.
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3.3.2 FACS-Analyse BPH-1 + Finasterid

BPH-1 Finasterid 5 uM
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37°C 57,8°C 62,6°C 92,7°C
ungefarbt 84,12% 21,97% 4,53% 0,04%
Annexin V positiv 7,30% 36,16% 15,35% 1,45%
B Annexin V+Pi positiv 8,44% 41,18% 79,26% 98,50%

Abbildung 27: FACS-Analyse BPH-1 mit Finasterid 5 pM

In Abbildung 27 ist die FACS-Analyse der Zellreihe BPH-1 unter medikamentdser Vorbe-
handlung 48 Stunden vor Versuchsbeginn mit 5 uM Finasterid dargestellt. Bei 37°C sind
84% der Zellen vital, 7% apoptotisch und 8% nekrotisch. Bei 57,8°C zeigen sich noch 22%
der Zellen vital, 36% sind in Apoptose und 41% in einem nekrotischen Stadium. Bei 62,6°C
sinkt die Vitalitat der Zellen weiter auf unter 5% ab, 15% der Zellen befinden sich in
Apoptose und 79% sind in Nekrose. Bei 92,7°C steigt der nekrotische Zellanteil auf knapp
99%, der apoptotische Anteil liegt bei 1,5%, der vitale Anteil der Zellen liegt bei 0,04%.

3.3.3 FACS-Analyse BPH-1 + Bicalutamid

BPH-1 Bicalutamid 5 uM
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37°C 57,8°C 62,6°C 92,7°C
ungefarbt 82,26% 23,86% 3,36% 0,08%
B Annexin V positiv 7,06% 31,01% 12,82% 1,16%
B Annexin V+Pi positiv 10,49% 43,56% 82,42% 98,61%

Abbildung 28: FACS-Analyse BPH-1 mit Bicalutamid 5 uM
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In Abbildung 28 ist das Balkendiagramm der FACS-Analyse der BPH-1 Zellreihe unter medi-
kamentoser Stimulation mit 5 uM Bicalutamid aufgefiihrt. Bei 37°C zeigen sich 82% vitale
Zellen, 7% apoptotische sowie 10% nekrotische Zellen. Bei Erh6hung der Temperatur auf
57,8% liegt der Anteil an vitalen Zellen bei 24%, der Anteil an apoptotischen Zellen bei 31%
und der Anteil an nekrotischen Zellen bei 44%. Bei weiterer Temperaturerh6hung auf
62,6°C sinken die vitalen Zellen auf unter 4%, die apoptotischen Zellen sinken ebenfalls auf
Werte von 13%, die nekrotischen Zellen steigen auf 82%. Bei der hochsten Temperatur sind

99% der Zellen in Nekrose.

3.3.4 FACS-Analyse rVCaP

rVcap unstimuliert
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37°C 57,8°C 62,6°C 92,7°C
ungefarbt 91,38% 48,42% 21,59% 0,01%
B Annexin V positiv 6,10% 23,30% 27,74% 0,21%
B Annexin V+Pi positiv 2,32% 25,36% 48,43% 97,78%

Abbildung 29: FACS-Analyse rVCaP unstimuliert

In Abbildung 29 ist die FACS-Analyse der Zellreihe rVCaP ohne medikament&se Vorbehand-
lung ausgewertet. Auf der linken Seite des Diagrammes ist die Zellpopulation bei 37°C dar-
gestellt. Bei dieser Temperatur befinden sich 91% in einem vitalen Zustand. 6% der Zellen
sind in Apoptose und 2% der Zellen bereits in Nekrose. Bei Erh6hung der Hitzezufuhr auf
57,8°C sinkt der Anteil der vitalen Zellen auf 48%, der Teil der apoptotischen Zellen steigt
auf Werte von 23%, der Teil der nekrotischen Zellen auf Werte bis 25% an. Bei weiterer
Hitzezufuhr auf 62,6°C befinden sich weiterhin noch 22% der Zellen in einem vitalen Stoff-
wechselzustand. 28% der Zellen haben die Apoptose eingeleitet und knapp die Halfte der
Zellen sind nekrotisch. Bei der Endtemperatur von 92,7°C steigt der nekrotische Anteil der
Zellen auf 98%.
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3.3.5 FACS-Analyse rVCaP + Finasterid

rVcap Finasterid 5 uM
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37°C 57,8°C 62,6°C 92,7°C
ungefarbt 90,42% 46,25% 15,54% 0,01%
Annexin V positiv 6,54% 24,82% 27,55% 0,26%
B Annexin V+Pi positiv 2,86% 26,79% 55,46% 99,41%

Abbildung 30: FACS-Analyse rVCaP mit Finasterid 5 uM

In Abbildung 30 ist die FACS-Analyse der Zellreihe rVCaP mit medikamentdser Vorbehand-
lung mit 5 uM Finasterid gezeigt. Bei der Ausgangstemperatur von 37°C sind 90% der Zellen
vital, 7% der Zellen in Apoptose und 3% der Zellen in Nekrose. Bei einer Steigerung der
Temperatur auf 57,8°C fallt der vitale Anteil der Zellen auf 46% ab, der apoptotische Anteil
steigt auf 25%, der nekrotische Anteil auf 27%. Bei 62,6°C lasst sich in 16% der Zellen eine
Stoffwechselvitalitat nachweisen, 28% der rVCaP Zellen haben die Apoptose eingeleitet,

55% der Zellen sind tot. Bei 92,7°C steigt der Anteil der toten Zellen auf 99%.

3.3.6 FACS-Analyse rVCaP + Bicalutamid

rVcap Bicalutamid 5 uM
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37°C 57,8°C 62,6°C 92,7°C
ungefarbt 88,57% 43,11% 17,56% 0,05%
B Annexin V positiv 8,36% 24,58% 28,27% 0,40%
B Annexin V+Pi positiv 2,85% 30,27% 51,96% 98,42%

Abbildung 31: FACS-Analyse rVCaP mit Bicalutamid 5 uM
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In Abbildung 31 ist die Auswertung der Durchflusszytometrie der Zellreihe rVCaP mit me-
dikamentoser Vorbehandlung durch 5 uM Bicalutamid dargestellt. Bei 37°C sind knapp 89%
der Zellen vital, 8% der Zellen befinden sich in Apoptose, 3% der Zellen in Nekrose. Bei
57,8°Csinkt die Vitalitatsrate auf 43% ab, der apoptotische Anteil der Zellen steigt auf 25%,
ebenso der nekrotische Anteil mit Werten um die 30%. Bei Erhohung der Hitzezufuhr auf
62,6°C liegt der Anteil der vitalen Zellen bei 18%, 28% der Zellen haben die Apoptose ein-
geleitet, 52% der Zellen sind tot. Bei der Endtemperatur von 92,7°C sind 98% der Zellen

nekrotisch.

3.3.7 FACS-Analyse VCaP

Vcap unstimuliert
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37°C 57,8°C 62,6°C 92,7°C

ungefarbt 80,80% 14,75% 1,43% 0,02%
B Annexin V positiv 6,15% 30,96% 21,82% 1,15%
B Annexin V+Pi positiv 12,74% 52,69% 76,19% 98,73%

Abbildung 32: FACS-Analyse VCaP unstimuliert

In Abbildung 32 ist die Auswertung der Durchflusszytometrie der unbehandelten Zellreihe
VCaP dargestellt. Bei einer Ausgangstemperatur von 37°C zeigen sich 81% der Zellen vital,
6% der Zellen in einem apoptotischen, 13% der Zellen in einem nekrotischen Stoffwechsel-
zustand. Bei Erhitzung der Zellen auf 57,8°C sinkt der Vitalitatsanteil auf 15%, der apopto-
tische Zellanteil steigt auf 31%, ebenso steigt der nekrotische Anteil der Zellen auf Werte
von 53%. Bei weiterer Erh6hung der Temperatur sind noch 1% der Zellen vital, 22% der
Zellen sind apoptotisch, 76% der Zellen nekrotisch. Der nekrotische Zellanteil steigt bei der

Endtemperatur von 92,7°C weiter auf 99%.



Ergebnisse

65

3.3.8 FACS-Analyse VCaP + Finasterid
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Annexin V positiv

B Annexin V+Pi positiv

Vcap Finasterid 5 uM

37°C 57,8°C 62,6°C 92,7°C
81,93% 12,32% 0,74% 0,01%
7,54% 28,67% 14,18% 1,25%
10,38% 56,88% 84,77% 98,71%

Abbildung 33: FACS-Analyse VCaP mit Finasterid 5 uM

In Abbildung 33 ist die FACS-Analyse der mit 5 uM Finasterid vorbehandelten VCaP Zellen
aufgezeigt. Hierbei betragt die Vitalitatsrate bei 37°C 82%, 8% der Zellen befinden sich in
Apoptose, 10% der Zellen sind bereits tot. Bei 57,8°C befinden sich 12% der Zellen in einem

vitalen Zellzustand, 29% der Zellen sind in Apoptose und 57% in Nekrose. Bei weiterer Hit-

zezufuhr zeigen sich unter 1% der Zellen vital, 14% der Zellen apoptotisch und 85% der

Zellen nekrotisch. Bei der Endtemperatur von 92,7°C sind nahezu alle Zellen mit Werten

von 99% in Nekrose.

3.3.9 FACS-Analyse VCaP + Bicalutamid
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B Annexin V+Pi positiv

Vcap Bicalutamid 5 uM

37°C 57,8°C 62,6°C 92,7°C
79,78% 13,53% 1,29% 0,07%
6,72% 31,43% 18,45% 1,54%
13,21% 52,65% 79,28% 98,17%

Abbildung 34: FACS-Analyse VCaP mit Bicalutamid 5 uM
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In Abbildung 34 ist das Auswertungsdiagramm der Durchflusszytometrie der Zellreihe
VCaP, stimuliert mit 5 uM Bicalutamid, dargestellt. Im Balken ganz links zeigen sich bei der
niedrigsten Temperatur von 37°C 80% der Zellen vital. 7% der Zellen sind in Apoptose, 13%
der Zellen bereits tot. Bei Erhohung der Temperatur auf 57,8°C sinkt die Vitalitat der Zellen
auf Werte unter 14%, 31% der Zellen haben die Apoptose eingeleitet, 53% der Zellen sind
in Nekrose. Bei der nachsten Temperaturabstufung von 62,6°C zeigen sich 1% der Zellen
vital, die Apoptoserate steigt auf 18%, die Nekroserate auf 79%. Bei der hchsten Tempe-
ratur von 92,7°C im rechten Balken sind kaum vitale Zellen nachzuweisen, 2% der Zellen

befinden sich in Apoptose, 98% der Zellen sind tot.

3.3.10 FACS-Analyse 22Rv1

22Rv1 unstimuliert
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37°C 57,8°C 62,6°C 92,7°C
ungefarbt 69,42% 9,88% 0,63% 0,23%
B Annexin V positiv 17,61% 30,50% 23,46% 6,19%
M Annexin V+Pi positiv 12,51% 58,80% 75,26% 92,95%

Abbildung 35: FACS-Analyse 22Rv1 unstimuliert

In Abbildung 35 ist die FACS-Analyse der unstimulierten 22Rv1 Zellreihe abgebildet. Bei der
Anfangstemperatur von 37°C befinden sich 69% der Zellen in einem vitalen Stoffwechsel-
zustand, 18% sind in Apoptose, 13% bereits nekrotisch. Bei Erh6hung der Temperatur auf
57,8°C sinkt die Vitalitat der Zellen auf 10%. 31% der Zellen leiten den Zelltod ein, 59% der
Zellen sind gestorben. Bei weiterer Hitzezufuhr auf 62,6°C ist eine Vitalitat nur noch bei
unter 1% der Zellen nachweisbar. 23% der Zellen befinden sich in Apoptose und 75% der
Zellen in Nekrose. Dieser Anteil steigt bei 92,7°C weiter auf 93% der Zellen, 6 % der Zellen

sind weiterhin apoptotisch.
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3.3.11 FACS-Analyse 22Rv1 + Finasterid

22Rv1 Finasterid 5 uM
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37°C 57,8°C 62,6°C 92,7°C

ungefarbt 70,38% 12,01% 1,05% 0,18%
Annexin V positiv 14,13% 24,90% 21,38% 4,71%
B Annexin V+Pi positiv 15,14% 61,79% 76,75% 94,69%

Abbildung 36: FACS-Analyse 22Rv1 mit Finasterid 5 uM

In Abbildung 36 ist die Durchflusszytometrie der Zellreihe 22Rv1 unter medikamentoser

Vorbehandlung mit 5 uM Finasterid aufgezeigt. Bei 37°C zeigen sich 70% der Zellen vital,
14% der Zellen in Apoptose sowie 15% der Zellen in Nekrose. Bei 57,8°C sinkt der Vitalitats-

anteil auf 12% ab, der apoptotische Anteil steigt auf 25%, der nekrotische Anteil auf 62%.

Bei Erhéhung der Temperatur auf 62,6°C sinkt der Anteil stoffwechselaktiver Zellen weiter

ab auf Werte von 1%, wahrend der nekrotische Anteil auf 77% der Zellen wachst. Die Ubri-

gen 21% befinden sich im Stadium der Apoptose. Bei der héchsten Temperatur von 92,7°C

sind 95% der Zellen tot, die lGbrigen 5% der Zellen haben den Zelltod eingeleitet.

3.3.12 FACS-Analyse 22Rv1 + Bicalutamid

22Rv1 Bicalutamid 5 uM
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37°C 57,8°C 62,6°C 92,7°C
ungefarbt 63,09% 10,36% 0,69% 0,12%
B Annexin V positiv 19,95% 26,02% 19,10% 4,39%
B Annexin V + Pi positiv 16,63% 62,19% 79,19% 95,46%

Abbildung 37: FACS-Analyse 22Rv1 mit Bicalutamid 5 uM
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In Abbildung 37 ist die FACS-Analyse der Zellreihe 22Rv1 unter medikamentdser Vorbe-
handlung mit 5 uM Bicalutamid dargestellt. Im Balkendiagramm zeigen sich bei 37°C 63%
der Zellen vital, 20% der Zellen in Apoptose, 17% der Zellen in Nekrose. Der vitale Anteil
der Zellen sinkt bei 57,8°C auf 10% ab, wahrend der apoptotische Anteil auf 26%, der nek-
rotische Anteil auf 62% ansteigt. Bei weiterer Hitzezufuhr auf 62,6°C sinkt der stoffwech-
selaktive Zellanteil auf unter 1%, 19% der Zellen haben die Apoptose eingeleitet, 79% der
Zellen sind bereits tot. Bei der finalen Temperatur von 92,7°C zeigen sich 95% der Zellen in

Nekrose und 4% der Zellen in Apoptose, der Anteil der vitalen Zellen liegt bei unter 1%.

3.3.13 FACS-Analyse PC-3

PC-3 unstimuliert

100%

90%
70%

60%
50%
40%
30%
20%

10%
o .

37°C 62,6°C 65°C 92,7°C

ungefarbt 85,25% 9,68% 0,43% 0,07%
B Annexin V positiv 5,77% 22,58% 17,21% 1,99%
B Annexin V+Pi positiv 8,73% 67,46% 82,21% 97,89%

Abbildung 38: FACS-Analyse PC-3 unstimuliert

In Abbildung 38 sind die Ergebnisse der Durchflusszytometrie der unstimulierten Zellreihe
PC-3 ausgewertet. Es zeigen sich bei der Ausgangstemperatur von 37°C 85% der Zellen vital,
6% der Zellen apoptotisch und 9% der Zellen nekrotisch. Bei Erhéhung der Temperatur auf
62,6°C kann bei 10% der Zellen noch ein vitaler Stoffwechselzustand nachgewiesen wer-
den, wahrend 23% der Zellen bereits die Apoptose eingeleitet haben. 67% der Zellen sind
bei dieser Temperatur nekrotisch. Bei weiterer Hitzezufuhr auf 65°C sinkt der Anteil vitaler
Zellen auf unter 1% ab, 17% der Zellen sind in Apoptose, 82% der Zellen in Nekrose. Bei der
hochsten Temperatur von 92,7°C steigt der Anteil nekrotischer Zellen auf 98% an, die (ibri-

gen 2% befinden sich weiterhin in Apoptose.
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3.3.14 FACS-Analyse PC-3 + Finasterid

PC-3 Finasterid 5 uM
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37°C 62,6°C 65°C 92,7°C

ungefarbt 81,65% 10,36% 0,52% 0,09%
Annexin V positiv 7,21% 17,95% 14,12% 1,86%
B Annexin V+Pi positiv 10,81% 71,35% 85,19% 98,00%

Abbildung 39: FACS-Analyse PC-3 mit Finasterid 5 uM

In Abbildung 39 ist die FACS-Analyse der Zellreihe PC-3 unter medikamentoser Vorbehand-
lung mit 5 uM Finasterid dargestellt. Hierbei zeigen sich bei 37°C 82% vitale Zellen, 7%
apoptotische Zellen sowie 11% nekrotische Zellen. Bei Erhohung der Temperatur auf 62,6°C
sind 10% der Zellen vital, 18% apoptotisch und 71% nekrotisch. Bei der ndachsten Tempera-
turabstufung von 65°C sinkt der vitale Anteil der Zellen unter 1%, der apoptotische Anteil
sinkt ebenfalls auf Werte von 14%, der nekrotische Anteil steigt auf 85% aller Zellen an und
befindet sich bei 92,7°C bei 98%. Die (ibrigen 2% der Zellen sind in Apoptose.

3.3.15 FACS-Analyse PC-3 + Bicalutamid

PC-3 Bicalutamid 5 uM
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37°C 62,6°C 65°C 92,7°C

ungefarbt 80,73% 9,27% 0,44% 0,16%
B Annexin V positiv 7,64% 18,46% 11,98% 2,78%
B Annexin V+Pi positiv 11,36% 72,07% 87,39% 96,99%

Abbildung 40: FACS-Analyse PC-3 mit Bicalutamid 5 uM
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In Abbildung 40 ist die Auswertung der Durchflusszytometrie der Zellreihe PC-3 unter me-
dikamentoser Vorbehandlung mit 5 uM Bicalutamid dargestellt. Hierbei befinden sich bei
37°C81% der Zellen in einem vitalen Stoffwechselzustand, 8% der Zellen in Apoptose sowie
11% der Zellen in Nekrose. Bei 62,6°C sinkt der Wert vitaler Zellen auf 9% ab, wahrend der
Anteil apoptotischer Zellen auf 18%, der Anteil nekrotischer Zellen auf 72% steigt. Bei wei-
terer Hitzezufuhr auf 65°C sind kaum mehr vitale Zellen nachzuweisen, weitere 12% der
Zellen sind apoptotisch, 87% der Zellen sind tot. Bei der héchsten und zuletzt getesteten
Temperatur von 92,7°C sind noch 3% der Zellen in Apoptose wahrend 97% der Zellen keine

Vitalitat mehr nachweisen.

3.3.16 Zusammenfassung FACS-Analysen

Ziel der FACS-Analysen war es, die Ergebnisse der MTS-Tests zu verifizieren. Die MTS-Tests
lieBen auf keine Anderung der Hitzesensitivitit im Sinne einer verdnderten Stoffwechselak-
tivitat der Zellen durch eine medikamentdse Stimulation schlieBen. In der FACS-Analyse
wurde direkt die Vitalitat sowie die Apoptose- und Nekroserate der Zellen nach Hitzeinduk-
tion mit und ohne medikamentdse Stimulation gemessen. Eine Zusammenfassung der Er-

gebnisse soll nachfolgend Tabelle 16 illustrieren:
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Tabelle 16: FACS-Analysen im Vergleich: Die Tabelle ist in sieben Spalten gegliedert. In der linken
Spalte sind die Temperaturen aufgetragen, mit welchen die Zellen vor der FACS-Analyse erhitzt
wurden. In der nachsten Spalte ist die Stimulation der Zellen aufgefiihrt. Jede Zellgruppe wurde
unbehandelt sowie nach Vorbehandlung mit 5 uM Finasterid und 5 uM Bicalutamid untersucht. In
den Ubrigen funf Spalten ist, aufgeteilt nach Zellreihe, der Anteil an vitalen, also Annexin V und Pi
negativ gefarbten Zellen nach Erhitzung mit der jeweiligen Temperatur abgebildet. Rot hervorge-
hobene Werte entsprechen einem signifikant héheren Anteil an gefarbten Zellen einer Zellreihe bei

einer bestimmten Temperatur im Vergleich zu den Ubrig getesteten Zellreihen.

°C Stimulation BPH-1 rvCaP VCaP 22Rv1 PC-3
unbehandelt 86% 91% 81% 69% 85%
37°C Finasterid 5 uM 84% 90% 82% 70% 82%
Bicalutamid 5 uM 82% 89% 80% 63% 80%
unbehandelt 30% 48% 15% 10%
57,8°C Finasterid 5 uM 22% 46% 12% 12% /
Bicalutamid 5 uM 24% 43% 14% 10%
unbehandelt 4% 22% 1% 1% 10%
62,6°C Finasterid 5 uM 5% 16% 1% 1% 10%
Bicalutamid 5 uM 3% 18% 1% 1% 9%
unbehandelt 0,4%
65°C Finasterid 5 pM / / / / 0,5%
Bicalutamid 5 uM 0,4%
unbehandelt 0,03% 0,01% 0,02% 0,2% 0,07%
92,7°C Finasterid 5 uM 0,04% 0,01% 0,01% 0,2% 0,09%
Bicalutamid 5 uM 0,08% 0,05% 0,07% 0,1% 0,2%

Betrachtet man obenstehende Tabelle fallt auf, dass sich die Vitalitatswerte der unstimu-
lierten und stimulierten Zellen innerhalb einer Zellreihe und bezogen auf die jeweils zuvor
erhitzte Temperatur in keiner der Zellreihen signifikant unterscheiden. Bei 37°C zeigt sich
der groRte Unterschied der Vitalitat bei der Zellreihe 22Rvl mit 7%. Bei 57,8°C liegt der
groBte Unterschied der Vitalitat bei der Zellreihe BPH-1 mit 8%. Bei 62,6°C liegt der grofte
Unterschied bei der Zellreihe rVCaP mit 6%. Alle Gibrigen Vergleiche zwischen unstimulier-
ten und stimulierten Zellen ergeben maximale Vitalitdtsunterschiede von < 5%. Diese Er-
gebnisse lassen also ebenfalls darauf schlielRen, dass eine medikamentdse Vorbehandlung
der Zellen BPH-1, rVCaP, VCaP, 22Rv1 und PC-3 mit Finasterid oder Bicalutamid keine An-

derung der Hitzesensitivitat der Zellen nach sich zieht.

Rot hervorgehoben wurden die gemessenen Vitalitdtswerte der Zellreihe rVCaP bei 57,8°C
und 62,6°C sowie die gemessenen Vitalitatswerte der Zellreihe PC-3 bei 62,6°C. Im Ver-
gleich zu den Ubrigen Zellreihen zeigt die Zellreihe rVCaP bei 57,8°C mit 43-48% vitalen Zel-
len die mit Abstand hochsten Vitalitatswerte. Auch bei 62,6°C sinkt die Vitalitat bis maximal
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16% ab. Die Zellreihen BPH-1, VCaP und 22Rv1 zeigen bei 62,6°C allesamt Vitalitatswerte
von maximal 5%. Nur die Zellreihe PC-3 scheint ebenfalls einen gréReren Anteil an vitalen

Zellen zwischen 9-10% bei 62,6°C aufzuweisen.
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4 Diskussion

Die Zielsetzung der Arbeit bestand darin, die thermische Komponente einer moglichen fo-
kalen Therapie (zum Beispiel der HIFU-Therapie) in der Behandlung des Prostatakarzinoms
in vitro zu simulieren. Es wurde untersucht, ob die Vorbehandlung von Prostatakrebszellen
durch die Medikamente Finasterid und Bicalutamid eine Auswirkung auf deren Stoffwech-
selaktivitat bzw. Vitalitat unter Hitzeeinwirkung zeigt. Diese Annahme konnten wir negie-
ren. Keine der finf untersuchten Zellreihen zeigte nach der Hitzezugabe einen signifikanten
Reaktionsunterschied zwischen nicht-medikamentds und medikamentds vorbehandelten
Zellen. Allerdings konnten durch die Anfertigung der einzelnen Hitzeprofile der flnf Zellrei-
hen intraindividuelle Unterschiede der Zellreihen in ihrer Reaktion auf eine Hitzezugabe

herausgearbeitet werden.

Der Einsatz von Hitze Giber das physiologische Mal hinaus nimmt in mehreren Fachgebie-
ten der Medizin als Therapieoption einen wichtigen Stellenwert ein. Nicht nur im Bereich
der malignen Erkrankungen, auch in der Kardiologie zur Behandlung von Herzrhythmussto-
rungen oder in der Neurologie zur Therapie der Parkinsonerkrankung wird die Hyperther-
mie angewandt (Rossmanna und Haemmerich 2014). Eine Kombination aus Hyperthermie
und medikamentdser Therapie erreicht in der Krebsforschung mehr und mehr an Interesse:
Einer der Hauptgriinde ist die verbesserte Technologie, die eine lokale und regionale Hit-
zeapplikation Giberhaupt erst ermdglicht. Die generelle Akzeptanz, lokal begrenzte Tumore
mittels multimodalen Therapiestrategien zu behandeln und damit eine lokale Kontrolle
Uber den Krebs sowie eine Abwendung von Fernmetastasen zu erzielen, steigert sich (Falk
und Issels 2001). Es wurde in experimentellen und klinischen Studien nachgewiesen, dass
durch Hitzeapplikation eine verstarkte Wirkung einiger Chemotherapeutika erreicht wer-
den kann (Issels 2008). Eine Begriindung hierfir ist die verbesserte Membranpermeabilitat,
welche die Penetration von gewissen Medikamenten in die Zelle beglinstigt (Ponce et al.
2006). Die genannten Untersuchungen und Erfolge unterstreichen die Wichtigkeit der wei-

teren Forschung in diesem Gebiet sowie die Zielsetzung dieser Dissertation.

4.1 Hyperthermie

Der erste Teil eines jeden Versuches in dieser Arbeit bestand darin, die thermische Kompo-
nente der fokalen Therapie in vitro zu simulieren. Hierflir wurden die Zellen in einem Ther-
mozykler auf Temperaturen zwischen 37-100°C erhitzt. Die Zellen wurden im Thermozykler

fur funf Sekunden auf 37°C vorgeheizt und der Zieltemperatur fiir zehn Sekunden ausge-
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setzt. Danach erfolgte die Abkihlung bis 37°C fir weitere fiinf Sekunden. Die Temperatur-
steigerung und Temperatursenkung wurde mit einer Rampenrate von 3,5°C/s durchge-
fUhrt. In den nachfolgenden Kapiteln soll nun zunachst diskutiert werden, inwieweit die
Bedingungen der in dieser Arbeit durchgefiihrten in vitro Simulation auf eine fokale Thera-

pie in vivo, wie beispielsweise der HIFU Therapie, Ubertragen werden kann.

4.1.1 Hyperthermie versus Thermoablation

In der Literatur wird zwischen einer reversiblen Zellschadigung durch Hyperthermie
(40-45°C) und einem irreversiblen Zelltod bei hoheren Temperaturen via Thermoablation
oder langerer Expositionsdauer der Hitzeeinwirkung auf die Zellen unterschieden (Gold-
berg et al. 2000). Eine milde Hyperthermie von 40-45°C kann eine direkte Tumortoxizitat,
eine Radiosensitivitat, beispielweise in der Behandlung von Tumoren der Brust, sowie ei-
nen verbesserten Blutfluss im Tumorgebiet bewirken. Dies wiederum kann eine bessere
Medikamentenwirkung im Bereich des Karzinoms férdern, wie es in Weichgewebssarko-
men gezeigt werden konnte (Zagar et al. 2010; Issels et al. 2010; Hildebrandt 2002). Lang-
zeitergebnisse zur Behandlung des lokal fortgeschrittenen Prostatakarzinoms mit einer
Kombination aus Radiotherapie und Hyperthermie mit Temperaturen zwischen 37,5°C und
45,9°C liefern vielversprechende Ergebnisse in Bezug auf das krankheitsfreie Uberleben
(Hurwitz et al. 2011). In vivo Studien zeigen eine verstarkte Aufnahme von Doxorubicin in
Prostatakarzinomen von Mausen durch eine modifizierte, impulsartige fokussierte Ultra-
schalltherapie mit Temperaturen < 42°C (Chen et al. 2012). Eine dreifache Kombination aus
fokussiertem Ultraschall, Docetaxel-Gabe und Radiotherapie hemmte das Tumorwachstum
in Mausprostatae starker als eine zweifache Kombination bzw. jede Therapieform fiir sich
allein. In diesen in vivo Versuchen wurden ebenfalls hyperthermische Temperaturen < 42°C
angestrebt (Mu et al. 2012). Die Kombination tblicher Prostatakarzinomtherapien mit Hy-
perthermie bildet also einen zentralen Punkt in der Forschung der Krebstherapie und un-
terstiitzt die Idee dieser Arbeit, einen moglichen Effekt von Hitze im Zusammenhang mit

einer Androgendeprivation zu untersuchen.

Die eben beschriebene Studien beziehen sich auf hyperthermische Temperaturen. Hohere
Temperaturen zwischen 60-100°C, wie sie in dieser Arbeit zusatzlich untersucht wurden,
sorgen fiir eine nahezu sofortige Induktion von Proteinkoagulation mit nachfolgender Scha-
digung zytosolischer und mitochondrialer Enzyme (Goldberg et al. 2000). Diese Tempera-
turen entsprechen der Simulation der HIFU-Therapie, da wahrend des Verfahrens Spitzen-
temperaturen von 70-100°C in der Zielldsion erreicht werden kénnen (Chaussy und Thiroff
2017).
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In dieser Arbeit wurde daher fur die MTS-Tests eine Temperaturspannweite zwischen 37°C
und 100°C gewahlt, um einen moglichen Einfluss der zur Androgendeprivation eingesetzten
Medikamente Finasterid und Bicalutamid sowohl im hyperthermischen als auch im ther-
moablativen Bereich auszuarbeiten. Zunachst wurden die MTS-Tests mit unstimulierten
Zellen und einer sehr engen Temperaturabstufung durchgefiihrt, um individuelle Hitzepro-
file der Zellreihen zu erstellen, welche in spateren Kapiteln der Diskussion genauer betrach-
tet werden. In den daraufhin durchgefiihrten MTS-Tests mit medikament6ser Stimulation
der Zellen konnte weder im hyperthermischen noch im thermoablativen Bereich ein Un-
terschied in der Stoffwechselaktivitdt der unstimulierten und stimulierten Zellen nach Hit-

zeexposition gezeigt werden.

4.1.2 Hyperthermische Ablationszonen der HIFU-Therapie

Nachdem im MTS-Test zwischen 37-100°C keine Anderung der Stoffwechselaktivitit auf die
Hitzeeinwirkung durch eine medikamentdse Behandlung mit Finasterid oder Bicalutamid
gezeigt werden konnte, wurde als nachster Schritt die Vitalitat der unstimulierten und sti-
mulierten Zellen nach Erhitzung mittels FACS-Analyse untersucht, um die Ergebnisse der
MTS-Tests zu verifizieren. Hierbei wurde sich auf vier Temperaturen konzentriert. Fir jede
Zellreihe wurde 37°C als niedrigste Temperatur gewahlt. Als Hyperthermie werden Tempe-
raturen > 40°C beschrieben, als Hypothermie Temperaturen < 35°C (Gomez 2014). 37°C
spiegeln folglich die normale Kérpertemperatur wider und erlauben somit auch einen Riick-
schluss auf einen potenziellen Effekt der Medikamente bei Koérpertemperatur. 92,7°C
wurde als héchste Temperatur gewahlt, da die meisten HIFU-Gerate versuchen Tempera-
turen von 90-100°C in der Zielregion zu erreichen (Diederich 2005). In anderen Quellen
werden Zieltemperaturen von 80°C fiir den Fokuspunkt in der Indexldsion beschrieben
(Rouviere et al. 2007).

Die Hitzeverteilung um den Fokuspunkt herum erfolgt exzentrisch. Es werden verschiedene
Zonen der hyperthermischen Ablation unterschieden. Bei Temperaturen > 50°C wird eine
Koagulationsnekrose der Zellen beobachtet: die Zellmembran kollabiert, Proteine denatu-
rieren, Proteinaktivitditen kommen zum Stillstand und mitochondriale Dysfunktionen tre-
ten auf. Bei Temperaturen zwischen 41-45°C treten weiterhin hitzeinduzierte Schaden auf,
jedoch sind diese Schaden subletal und potenziell reversibel. Diese Zone wird als periphere
Zone oder Transitionszone beschrieben. Es finden sich dort sowohl geschadigte Zellen als
auch vitale Zellen (Chu und Dupuy 2014). Verstandlicherweise ist somit die dulRere Grenze
der Gewebszerstorung in der HIFU-Therapie in einem Bereich zwischen 50-54°C definiert
(Diederich 2005). Diese Temperatur wurde auch in weiteren Studien als diejenige Tempe-

ratur genannt, die einen akuten thermischen Schaden im Sinne einer Koagulationsnekrose
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in verschiedenen Geweben auslost (Puccini et al. 2003; Graham et al. 1999). In MRT-ge-
stltzten Echtzeitmessungen des thermischen Abbildes nach transurethraler Ultraschallthe-
rapie der Prostata sowohl im Tierversuch als auch beim Menschen wurden ebenfalls 55°C
als Zieltemperatur an den Grenzen der zu behandelnden Lasion gewahlt (Klotz et al. 2021;
Chopra et al. 2012; Chopra et al. 2009; Siddiqui et al. 2010). Die Zonen der hyperthermi-

schen Ablation sollen vereinfacht anhand Abbildung 41 verdeutlicht werden:

Fokussierte Ultraschallwellen

Fokuspunktin
Indexldsion
70-100°C .
— | Signalgeber
/
4 ~
Grenzzone HIFU \ Umliegendes Gewebe

Temperaturskala S
Transitionszone

Abbildung 41: Darstellung hyperthermischer Ablationszonen der HIFU-Therapie: In der linken Bild-
hélfte zeigt sich die Temperaturskala, welche farblich gekennzeichnet zwischen 37°C im griinen Be-
reich und 100°C im roten Bereich liegt. In der rechten Bildhalfte wird die Fokussierung der Ultra-
schallwellen dargestellt, welche im Zentrum der Energiefokussierung zu einer maximalen Tempe-
ratur von 70-100°C fiihrt und in exzentrischer Anordnung abkiihlt, um in der Grenzzone der HIFU-
Therapie > 50°C zu erreichen. Bis zu dieser Temperatur findet eine Koagulationsnekrose der Zellen
statt. In der Transitionszone zwischen 40-50°C sind die Temperaturen subletal, der thermische
Schaden ist potenziell reversibel. Im umliegenden Gewebe wird eine Temperatur zwischen 37-40°C

erreicht.

In den Zellreihen BPH-1, rVCaP, VCaP und 22Rv1 ist in den MTS-Tests die Stoffwechselakti-
vitat bei 57,8°C erstmals auf < 30% gefallen, in der Zellreihe PC-3 bei 62,6°C. Aus diesem
Grund wurde sich fir die FACS-Analyse jeweils fiir diese Temperatur sowie eine Tempera-
turabstufung hoher entschieden. In Zusammenschau wurden also fiir die Zellreihen BPH-1,
rVCaP, VCaP und 22Rv1 die Temperaturen 37°C, 57,8°C, 62,6°C und 92,7°C und fiir die Zell-
reihe PC-3 die Temperaturen 37°C, 62,6°C, 65°C und 92,7°C gewahlt, um die Vitalitat der
Zellen zu untersuchen. Diese Temperaturen reprasentieren somit ungefahr die Tempera-
turen im Fokuspunkt, der Grenzzone und des umliegenden Gewebes in der HIFU-Therapie

in vivo.
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In allen Zellreihen, sowohl ohne als auch mit medikamentoser Stimulation, konnte bei einer
maximalen Temperatur von 92,7°C, welche die Temperatur im Fokuspunkt der HIFU-Be-
handlung in vivo widerspiegelt, eine Vitalitat der Zellen in der FACS-Analyse < 0,2% gemes-
sen werden. Dies entspricht dem Ziel der HIFU-Therapie. Interessant sind die Vitalitats-
werte der Temperaturen zwischen 57,8°C und 65°C, welche die Grenzzone in der in vivo
Anwendung reprasentieren. Wie bereits erwahnt soll ab 50°C eine Koagulationsnekrose
auftreten, ab einer Temperatur von > 56°C scheint eine einsekiindige Exposition auszu-
reichen, um in der HIFU-Therapie einen sofortigen Zelltod zu induzieren (Chu und Dupuy
2014; Kennedy 2005). Aus diesem Grund wird in der in vivo Anwendung die Grenze zwi-
schen behandelten und unbehandelten Geweben bei dieser Temperatur definiert (Siedek
et al. 2019).

Unsere Ergebnisse widersprechen dieser Aussage. In der Zellreihe BPH-1 waren bei 57,8°C
noch 22-30% der Zellen vital, in der Zellreihe rVCaP 43-48%. In den Zellreihen VCaP und
22Rv1 konnte bei 57,8°C ein Anteil an vitalen Zellen zwischen 10-15% gemessen werden
und in der Zellreihe PC-3 waren 9-10% der Zellen bei einer Temperatur von 62,6°C noch
vital. Diese Vitalitatswerte wiirden eher in der Transitionszone bei Temperaturen zwischen
41-45°C erwartet werden, da hier nachgewiesen nicht alle Zellen vom thermischen Schaden
betroffen sind. Ubertridgt man diese Vitalitidtswerte auf die HIFU-Behandlung in vivo, wiirde
daraus ein Therapieversagen resultieren, da die Krebszellen in der Grenzzone weiterhin le-
bendig waren. Hinzu kommt, dass in vivo aufgrund des Temperaturverlustes durch den be-
stehenden Blutstrom, welcher auch als ,Heat Sink -Effekt” bezeichnet wird, von Beginn an
tendenziell hohere Temperaturen appliziert werden missten, um die finale Zieltemperatur

im Gewebe zu erreichen (Zorbas und Samaras 2015).

Ebenfalls interessant in diesem Zusammenhang ist die bereits erwahnte transurethrale Ult-
raschalltherapie der Prostata. 2015 wurde die klinische Phase | Studie ,,Magnetic Reso-
nance Imaging—Guided Transurethral Ultrasound Ablation (MRI-TULSA)“ vero6ffentlicht.
Hierbei wird minimalinvasiv durch die Harnréhre die gesamte Prostata auf > 55°C erhitzt,
um das Prostatagewebe durch thermische Koagulation abzutragen. Es konnte gezeigt wer-
den, dass diese Methode bei Patienten mit niedrig malignem Prostatakarzinom sicher und
nebenwirkungsarm eingesetzt werden kann und eine gute Lebensqualitat erreicht wird. Al-
lerdings konnte 12 Monate post interventionem in den durchgefiihrten Prostatabiopsien
in 55% der Fdllen erneut ein Prostatakarzinom nachgewiesen werden, hiervon in 31% der
Fallen ein klinisch signifikantes Karzinom (Chin et al. 2016). In Zusammenschau mit unseren
Ergebnissen kdnnte der Grund der (iberlebenden Zellen in diesem Bereich einer zu gerin-
gen Erhitzung der Zellen zugeschrieben werden. In der MRI-TULSA Studie wird der Grund

der Rezidive jedoch vor allem in einem zu hohen Sicherheitsabstand zur Prostatakapsel hin
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gesehen, sodass die haufig in der Peripherie gelegenen malignen Zellen wahrend der The-
rapie nicht erreicht und somit nicht zerstért werden kdnnen (Klotz et al. 2021; Chin et al.
2016).

4.1.3 Expositionszeit und Rampenrate

Ein Grund fir die Abweichung unserer Messergebnisse konnte die Expositionszeit der Hitze

auf die Zellen sein, welche im Folgenden genauer erlautert wird.

In der HIFU-Behandlung in vivo unterscheidet sich die Zeitdauer bis zum Erreichen der Ziel-
temperatur im Fokuspunkt je nach Gerat und liegt in Bereichen zwischen 10-20 Sekunden
(Diederich 2005). In unserem Studiendesign wurden die Zellen der jeweiligen Zieltempera-
tur flr zehn Sekunden ausgesetzt, dies entspricht damit der gleichen Expositionszeit wie in

der HIFU-Behandlung in vivo.

Der Bereich der Gewebszerstorung in der HIFU-Therapie der Prostata misst circa 1-3 mm
in der Weite und 5-20 mm in der Héhe. Um also den kompletten Tumor zu zerstoren, ist es
notig, den Fokuspunkt Schritt fiir Schritt zu versetzen, um die notwendigen Temperaturen
in der gesamten Krebsformation zu erreichen (Rouviére et al. 2007). Diese mechanische
Bewegung des Fokuspunktes durch das gesamte Volumen des Prostatakarzinoms ist aktuell
die gangigste Methode (Wang und Zhou 2016). Zum besseren Verstandnis soll diese Fokus-

sierungsstrategie in Abbildung 42 vereinfacht aufgezeigt werden:

___ Bewegungsrichtung des
Fokuspunktes

_Zu behandelnde Lasion
" des Prostatakarzinoms

70-100°C -

Erhitze Regionen

Temperaturskala Ultraschallwellen

—— Signalgeber

Abbildung 42: Vereinfachte Darstellung der Fokussierungsstrategie der HIFU-Therapie: Um die zu
behandelnde Lasion des Prostatakarzinoms in ihrer Gesamtheit zu erfassen, muss der Fokuspunkt
(Zusammentreffen der Ultraschallwellen) bewegt werden. In der linken Bildhélfte ist die Tempera-

turskala angegeben, um die Temperaturverteilung in den erhitzten Regionen darzustellen. In der
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rechten Bildhalfte fokussiert der Signalgeber Ultraschallwellen, welche sich im Zentrum einer er-
hitzten Region biindeln und Kerntemperaturen von 70-100°C erreichen. In der Umgebung des Fo-
kuspunktes werden in exzentrischer Ordnung niedrigere Temperaturen zwischen 37-70°C erzeugt.
Der Fokuspunkt und damit die erhitzte Region wandert nun nach rechts, um moglichst die gesamte
Lasion zu behandeln. Dies hat zur Folge, dass sich sowohl die Grenzzonen als auch die Transitions-
zonen der erhitzten Regionen Uberlappen und somit die Zellen fiir eine ldngere Zeit als 10-20 Se-

kunden den erhéhten Temperaturen ausgesetzt werden.

Wie in Abbildung 42 zu erkennen ist liberschneiden sich die erhitzten Regionen, wenn der
Fokuspunkt iber die gesamte Lasion Schritt fiir Schritt bewegt wird. Dies hat zur Folge, dass
die Zellen der Grenz- und Transitionszone nicht nur fiir 10-20 Sekunden wahrend einer
Ultraschallbestrahlung der Hitze ausgesetzt werden und danach abkiihlen, sondern dass
die Zellen bei Bewegung des Fokuspunktes weiterhin mit erhéhten Temperaturen expo-
niert werden. Diese Dynamik in der Erhitzung und Abkihlung der Zellen wurde in dieser

Arbeit mittels Rampenrate beriicksichtigt.

Wie bereits erwahnt wurde fir die HIFU-Simulation eine Rampenrate von 3,5°C/Sekunde
genutzt, um die Zellen von 37°C auf die jeweilige Zieltemperatur zu erhitzen und wieder
abzukiihlen. So ergaben sich beispielsweise fiir Zellen, die von 37°C auf 57,8°C erhitzt wur-
den, eine ungefdahre Verweildauer von 22 Sekunden im Thermozykler. Fiir eine Erhitzung

der Zellen auf 92,7°C wurden die Zellen fiir circa 42 Sekunden im Thermozykler behandelt.

Es stellt sich nun die Frage, fur wie lange und in welchem Ausmal’ das benachbarte Prosta-
tagewebe in vivo weiterhin erhohte Temperaturen erfahrt und ob diese Zeit der hier ge-
wahlten Rampenrate gleicht. Die Wichtigkeit des Vergleiches der Expositionszeiten zwi-
schen unserem in vitro Modell und der in vivo HIFU-Behandlung liegt in der thermischen

Isoeffektdosis (TID), welche im nachfolgenden Kapitel erlautert wird.

4.1.4 Die thermische Isoeffektdosis (TID)

Es ist belegt, dass das MaR des Zelltodes durch Hyperthermie exponentiell von der Tempe-
raturhohe sowie der Dauer der Hitzeexposition abhangig ist (Dewhirst et al. 2003). Mittels
der TID wird ein Zeit-Temperatur-Verhaltnis beschrieben, welches den Zusammenhang
zwischen der Expositionsdauer der Hitze und der Temperaturerhéhung widerspiegelt. Zwi-
schen einer Temperaturspannweite von 43-57°C induziert eine Erhohung der Hitzeexposi-
tiondauer um den Faktor zwei das gleiche AusmaR an thermischen Schaden auf eine Zelle
wie eine Temperaturerhohung um 1°C. Die 43°C dienen als Anhaltspunkt, da ab dieser Tem-
peratur wichtige Stoffwechselwege wie Enyzmaktivierung, Zelltod und Tumornekrose ein-

geleitet werden. Bei Temperaturen < 43°C muss sich die Expositionszeit um den Faktor vier
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erhéhen, um den gleichen Effekt wie einen Temperaturanstieg um 1°C zu erzielen (ter Haar
2015; Dewey 2009).

Uberlappen sich in der in vivo HIFU-Behandlung die erhitzten Regionen erhéht sich damit
die Expositionsdauer der Hitze auf die Zellen. Ubersteigt die in vivo Expositionsdauer un-
sere in vitro Expositionsdauer, welche maximal 48 Sekunden fiir die Erhitzung der Zellen
auf 100°C betrug, ware der thermische Schaden trotz gleicher Temperatur in vivo deutlich
hoher. In einer MRT-gestltzten Echtzeitmessung des thermischen Abbildes nach
transurethraler Ultraschalltherapie der Prostata bei Hunden wurde wahrend der HIFU-Be-
handlung alle drei Minuten ein MR-Temperaturbild angefertigt. In diesen Aufnahmen zei-
gen sich in dieser dreiminiitigen Zeitspanne noch Uberlappungen der erhitzten Zonen (Sid-
diqui et al. 2010). Daraus lasst sich die Vermutung ziehen, dass in vivo die Expositionszeit
der Zellen mit den Temperaturen der Grenz- und Transitionszone signifikant langer ist als

in unseren in vitro Versuchen.

Vor allem im Temperaturbereich um 55°C, welcher die Grenzzone der HIFU-Therapie dar-
stellt, spielt die TID eine wichtige Rolle. Wie bereits erwdahnt wurden circa 22 Sekunden
bendtigt, um die Zellen im Thermozykler auf eine Temperatur von 57,8°C zu erhitzen und
wieder abzukiihlen. In der FACS-Analyse ergaben sich hierbei Vitalitatswerte zwischen 10-
48% in den Zellreihen BPH-1, rVCaP, VCaP und 22Rv1. Nimmt man nun an, dass die Exposi-
tionszeit in vivo durch die sich wahrend der einzelnen Sequenzen Uberlappenden Ultra-
schallbestrahlungen deutlich langer ist, wiirde dies auch das Mal} des thermischen Scha-

dens erhéhen, obwohl die Zellen mit derselben Temperatur erhitzt wurden.

Somit konnte die potenziell unterschiedliche Expositionszeit unserer in vitro Behandlung
und der in vivo Therapie ein Grund flir die abweichenden Vitalitatswerte bei 57,8°C darstel-

len.

4.1.5 Singulare Anwendung thermischer Effekte

Ein weiterer Grund fir die abweichenden Vitalitatswerte bei 57,8°C zwischen unserem in
vitro HIFU-Modell und der in vivo HIFU-Behandlung kdonnte in der singuldren Anwendung
der thermischen Effekte liegen. In diesem Versuchsaufbau wurden zur Simulation der HIFU-
Therapie die Krebszellen im Thermozykler der Hitze ausgesetzt. Folglich wurden also nur
die thermischen Effekte genutzt. Wie bereits in Kapitel 1.2.1.1 - das biophysiologische Prin-
zip der HIFU-Therapie - aufgefiihrt wurde, setzt sich die Wirkung der HIFU-Therapie aus
thermischen und mechanischen Einfliissen zusammen. Die mechanischen Effekte beruhen
auf dem Prinzip der Kavitation, welche wiederum eine Schadigung der Zellen bewirken

(Chaussy und Thuroff 2011; ter Haar 2015). In der in vivo Anwendung sind diese beiden
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Effekte schwierig zu trennen. Beispielsweise beeinflusst eine Anderung der Temperatur die

Kavitationsschwelle (ter Haar 2015).

4.1.5.1 Einfluss auf Zellviabilitat

In einer Studie aus dem Jahr 2016 wurde der Unterschied zwischen der kombinierten An-
wendung von mechanischen und thermischen Effekten der HIFU-Therapie mit einer singu-
laren Anwendung thermischer Effekte auf die Viabilitat von Prostatakrebszellen unter-
sucht. Hierzu wurde die Zellreihe DU145 mit drei verschiedenen Leistungsabstufungen der
HIFU-Therapie behandelt: 4,1 Watt, 8,7 Watt und 12 Watt. Dies entspricht im dreidimensi-
onalen Raum 380 W/cm?, 700 W/cm?, und 880 W/cm?. Zudem wurden die Zellen in einem
Wasserbad mit 45°C, 50°C und 60°C erhitzt. Diese Temperaturen sind dquivalent zu den
wahrend der jeweiligen HIFU-Behandlung gemessenen Temperaturen. Beide Behandlun-
gen wurden fir 30 Sekunden durchgefiihrt. Gemessen wurde die Viabilitat der Zellen nach
der Exposition im Wasserbad versus nach HIFU-Therapie mittels Trypanblau-Exklusions-
test. Die Ergebnisse erbrachten deutliche Unterschiede: Bei einer Leistung von 4,1 Watt
zeigte sich eine Zellviabilitdt von 26%, bei einer Temperatur von 45°C eine Zellviabilitat von
63%. Bei einer Leistung von 8,7 Watt ergab sich eine Viabilitdt von 9,6% wohingegen bei
50°C noch 49% Zellviabilitat gezeigt werden konnte. Bei 12 Watt Leistung zeigte sich eine
Viabilitat von 5,3%, bei 60°C waren 42% der Zellen viabel (Arora et al. 2016). Der Trypan-
blau-Exklusionstest basiert auf dem Prinzip, dass eine intakte Zellmembran einer viablen
Zelle den Farbstoff Trypanblau ausschlieBt. Erst bei Zerstorung der Zellmembran kann der

Farbstoff die Zelle anfarben und damit nicht-viable Zellen identifizieren (Strober 2015).

Ein Vergleich der Ergebnisse aus der Studie mit den Ergebnissen des MTS-Tests ist nicht
moglich, da im MTS-Test die Stoffwechselaktivitat der Zellen gemessen wurde und Uber
diese nur indirekt ein Schluss auf die Viabilitdt gezogen werden kann. Ein Vergleich mit der
FACS-Analyse ist jedoch gut durchfiihrbar, da hier mit dem Farbstoff Propidium gearbeitet
wurde, der in seiner Wirkweise dem Farbstoff Trypanblau dhnelt (Strober 2015). Betrachtet
man die Ergebnisse der FACS-Analyse sind bei 62,6°C in der Zellreihe BPH-1 30% viabel —
dies entspricht dem Anteil der ungefarbten und Annexin V positiven Zellen -, in der Zellreihe
rVCaP 52%, in der Zellreihe VCaP 23%, in der Zellreihe 22Rv1 24% und in der Zellreihe PC-3
33%. Diese Daten korrelieren ungefahr mit der 42% Viabilitdt der Zellreihe DU145 bei einer
Temperatur des Wasserbades von 60°C in der aufgezeigten Studie, nicht jedoch mit den
5,3% bei einer entsprechenden HIFU-Leistung. Wichtig zu erwdhnen sind noch die unter-
schiedlichen Methoden der Erhitzung, also Erhitzung im Wasserbad versus Erhitzung im
Thermozykler, sowie die unterschiedlichen Expositionsdauern mit 30 Sekunden versus

zehn Sekunden. Definitiv wurde jedoch durch die Studie deutlich gemacht, dass die HIFU-
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Therapie nicht auf die rein thermischen Effekte reduziert werden kann. Die in dieser Arbeit
angewandte Simulation der HIFU-Therapie durch den Thermozykler entspricht also nicht
dem deutlich komplizierteren Wirkmechanismus der HIFU-Therapie in vivo, sodass die ge-
messenen Vitalitatswerte in unseren Versuchen nur beschrankt auf die HIFU-Therapie in

vivo Ubertragen werden kénnen.

4.1.5.2 Einfluss auf Medikamente

Die Wichtigkeit der mechanischen Einflisse der HIFU-Therapie wurden durch weitere Un-
tersuchungen der Studie von Arora et al. deutlich gemacht. Getestet wurde, ob eine abla-
tive HIFU-Therapie die Wirkung thermisch getriggerter Chemotherapeutika verstarken
kann (Arora et al. 2016). Ausgewahlt wurde Sorafenib, ein hydrophober, schwer I6slicher
Tyrosinkinaseinhibitor (Budha et al. 2012). Die kombinierte Anwendung von
Tyrosinkinaseinhibitoren mit anderen Chemotherapeutika spielt eine immer wichtigere
Rolle in der modernen Krebsbehandlung (Bologna et al. 2011). So konnte beispielsweise
gezeigt werden, dass die kombinierte Gabe von Sorafenib die Wirksamkeit der singuldren
Enzalutamid-Therapie im CRPC-Modell im Sinne eines verminderten Tumorwachstums ver-
besserte (Wu et al. 2017). Um jedoch eine Wirkung hydrophober Chemotherapeutika trotz
erschwerter Loslichkeit zu erreichen, miissen hohe Dosen verabreicht werden, welche mit
starken Nebenwirkungen einhergehen. Eine Einbringung der Chemotherapeutika in Medi-
kamententrager wie Liposomen — auch genannt Nanomedizin - verstarkt den therapeuti-
schen Benefit und reduziert schadliche Nebenwirkungen. Bringt man die Chemotherapeu-
tika dabei in temperatursensitive Liposomen (TSL) ein, kann die Ausschiittung des Medika-
mentes thermisch getriggert werden (Escoffre et al. 2013). Eine in vivo Studie bei Madusen
konnte eine erleichterte Freigabe von Doxorubicin aus TSL durch hyperthermische Tempe-
raturen bis maximal 50°C nachweisen (Smet et al. 2011). In der Studie von Arora et al.
wurde dieser Mechanismus fiir in TSL eingebrachtes Sorafenib bei thermoablativen Tem-
peraturen, wie sie in der HIFU-Therapie Ublicherweise angewendet werden, untersucht.
Getestet wurde erneut die Zellreihe DU145. Nach 72 Stunden zeigte sich eine signifikant
geringere Viabilitat der Zellen bei der Kombinationstherapie von HIFU und TSL-Sorafenib
als bei einer TSL-Sorafenib-Therapie allein (9,6% versus 36%). Des Weiteren zeigte eine
elektronenmikroskopische Untersuchung deutliche Poren in der Zellmembran bis hin zur
Membranerosion sowie ein zerstortes Zytoskelett durch die Kavitation. In Zusammenschau
mit dem Wasserbadversuch wurde die Hypothese aufgestellt, dass die Thermoablation sy-
nergistisch mit der Zellmembranerosion durch mechanische Einflliisse der HIFU-Therapie
die Medikamentenfreigabe verstarkt und damit die Wirkung des Medikamentes erhoht
(Arora et al. 2016).
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Eine singuldre thermische Behandlung der Prostatakrebszellen in dieser Arbeit zeigte kei-
nen Unterschied in der Stoffwechselaktivitat bzw. Vitalitat durch eine medikamentdse Be-
handlung mit Finasterid oder Bicalutamid im Vergleich zu nicht medikamentds behandelten
Zellen. Da jedoch die mechanischen Effekte der HIFU-Therapie vernachldssigt wurden, las-
sen die Ergebnisse dieser Arbeit keine Schlussfolgerung auf einen potenziellen Einfluss der

Medikamente in Kombination mit der HIFU-Therapie in vivo zu.

4.2 Ansprechen der Zellreihen auf eine Androgendeprivation

In dieser Arbeit sollte ein moglicher Effekt einer Androgendeprivation durch Finasterid und
Bicalutamid unter Hitzeexposition auf die Stoffwechselaktivitat bzw. Vitalitat der Zellen
herausgearbeitet werden. Die Zellen zeigten sowohl in der Stoffwechselaktivitat, welche
mittels MTS-Tests gemessen wurde, als auch in der Vitalitat, welche mittels der Durch-
flusszytometrie analysiert wurde, die gleiche Reaktion auf die Hitzeeinwirkung, unabhangig

davon, ob die Zellen zuvor medikamentos stimuliert wurden oder nicht.

Wie in Kapitel 1.3 ausfihrlich erlautert unterscheiden sich die fiinf untersuchten Zellreihen
BPH-1, rVCaP, VCaP, 22Rv1 und PC-3 in ihrem AR-Status und ihrer Androgensensitivitat. Die
Zellreihe BPH-1 weist einen AR negativen Status auf und hat kein onkogenes Potential
(Hayward et al. 1995). Die Zellreihe VCaP sowie das Zellreihenderivat rVCaP haben beide
einen AR positiven Status, wobei die Zellreihe rVCaP ein weniger malignes Expressionsprofil
aufzeigt. Beide Zellreihen sind androgensensibel (Thelen et al. 2013; Korenchuk et al. 2001).
Die Zellreihe 22Rv1 hat ebenfalls einen AR positiven Rezeptorstatus und zeigt eine geringe
Responsivitat auf Androgene (Sramkoski et al. 1999; Attardi et al. 2004). Die Zellreihe PC-3

exprimiert keinen AR und wachst androgenunabhangig (Kaighn et al. 1979).

Betrachtet man die Unterschiede im AR-Status und im Ansprechen der Zellen auf Andro-
gene stellt sich die Frage, ob die Zellen ungeachtet der Hitzeexposition ein Ansprechen auf
einen Androgenentzug mittels Finasterid oder Bicalutamid zeigen. Da die Zellen sowohlim
MTS-Test als auch in der FACS-Analyse bei 37°C untersucht wurden und diese Temperatur
der physiologischen Kérpertemperatur entspricht, lassen sich unsere Ergebnisse auch mit
anderen Studien vergleichen, welche ebenfalls den Effekt von Finasterid und Bicalutamid
auf Prostatakrebszellen untersucht haben, ohne die Zellen erhéhten Temperaturen ausge-

setzt zu haben.
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4.2.1 Ansprechen der Zellreihen auf Finasterid unter Normothermie

In den hier durchgefiihrten Experimenten wurde Finasterid als 5a-Reduktase-Hemmer als
eine Moglichkeit der Androgendeprivation gewahlt. Das Medikament blockiert die intrazel-
luldre Synthese von DHT, das potenteste Androgen in seiner Wirkung auf den AR (Vis und
Schréder 2009b). Als Dosierungen fur den MTS-Test wurden 0,1 uM, 1 uM, 5 uM und
10 uM Finasterid gewahlt, fur die FACS-Analyse wurde 5 uM Finasterid untersucht. Mit
Ausnahme des um eine Temperaturabstufung friiheren Abfalls der Stoffwechselaktivitat in
der Zellreihe rVCaP bei den mit Finasterid behandelten Zellen, auf welchen in einem spate-
ren Kapitel genauer eingegangen wird, konnte keine Veranderung der Stoffwechselaktivi-

tat bzw. der Vitalitat unter dem Einfluss von Finasterid auf die Zellen gezeigt werden.

In Studien wurde festgestellt, dass die Inhibition der 5a-Reduktase mit Finasterid sowohl
in Stroma- also auch in Epithelzellen der benignen Prostatahyperplasie dosisabhangig ist.
Hierfir wurden Konzentrationen zwischen 1-125 nM Finasterid gewahlt. In den Epithelzel-
len konnte bei £ 5 nM Finasterid eine nicht-kompetitive Inhibition, bei Dosierungen
> 10 nM eine kompetitive Inhibition der 5a-Reduktase nachgewiesen werden. Bei den
Stromazellen zeigten geringe Konzentrationen von 1-2 nM Finasterid keine Inhibition, wo-
hingegen Konzentrationen von 5-125 nM Finasterid das Enzym kompetitiv inhibierten
(Weisser et al. 1994). Eine ebenfalls dosisabhdngige Inhibition bei Dosierungen zwischen
1-125 nM Finasterid wurde flir das Enzym Androstenedion 5a-Reduktase festgestellt (Weis-
ser und Krieg 1998). Die in dieser Arbeit untersuchten Dosierungen 0,1 uM, 1 uM, 5 uM
und 10 uM Finasterid entsprechen 100 nM, 1000 nM, 5000 nM und 10000 nM. Somit wur-
den die erforderlichen Dosierungen zum Erreichen einer Inhibition der 5a-Reduktase un-
tersucht. Trotz hohen Dosen des Medikamentes konnte kein signifikanter Unterschied in
der Reaktion auf eine Hitzeexposition zwischen medikamentds und nicht medikamentos
behandelter Zellen in der Stoffwechselaktivitdt und der Vitalitat festgestellt werden. Im
Nachfolgenden werden unsere Ergebnisse mit anderen Studien verglichen, welche einen
potenziellen Einfluss von Finasterid auf die in dieser Arbeit untersuchten Zellreihen unge-

achtet einer Hitzeexposition untersuchten.

Die Zellreihe BPH-1 exprimiert keinen AR. Sie zeigt einen Testosteronmetabolismus, jedoch
scheint dieser keinen Effekt auf die Proliferationsrate der Zellen zu haben (Hayward et al.
1995). Der fehlende Effekt des Testosteronmetabolismus auf die Proliferation der Zellen
spricht gegen einen Therapieerfolg mit dem 5a-Reduktase-Hemmer Finasterid. Diese An-
nahme bestétigte eine Studie aus China: BPH-1 Zellen, welche in Monokulturen geziichtet
wurden, zeigen keine vermehrte Zelltodinduktion im MTS-Test durch eine 12-72 stiindige
Behandlung mit 25 uM, 50 uM und 100 uM Finasterid, geldst in DMSO (Wang et al. 2017).
In unserem Studiendesign wurden die BPH-1 Zellen mit 0,1 uM, 1 uM, 5 uM und 10 uM fir
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48 Stunden behandelt. Die Dauer der Behandlung entspricht dem Studiendesign der chine-
sischen Studie, die Finasterid Konzentrationen sind in unserer Arbeit geringer. In unserer
Arbeit wurde EtOH als Solvens fiir Finasterid verwendet, in der Studie von Wang et al.
DMSO. Die Anwendung desselben Proliferationstestes erleichtert jedoch den Vergleich der
Studie mit unseren Ergebnissen. In unseren Ergebnissen zeigt sich bei 37°C ebenfalls kein
Unterschied in der Stoffwechselaktivitat der BPH-1 Zellen. Eine Konzentrationserhéhung
scheint laut Wang et al. keine Effektsteigerung zu bewirken. Der fehlende Effekt auf die
Proliferation der BPH-1 Zellen lberrascht allerdings nicht, da in eben genannter chinesi-
scher Studie ebenfalls die mRNA Level verschiedener 5-AR in der Zellreihe BPH-1 getestet
wurden. Obwohl vor allem der 5-AR2 in prostatischem Gewebe exprimiert wird, konnte in
der Studie keine mRNA des 5-AR2 in der Zellreihe BPH-1 festgestellt werden. Hingegen zeig-
ten sich niedrige Level an AR mRNA und hohe Level an 5-AR1 mRNA (Wang et al. 2017; Jin
und Penning 2001). Da Finasterid jedoch selektiv den 5AR-2 inhibiert ist es nicht erstaun-
lich, dass das Medikament in der Zellreihe BPH-1 keine Wirkung zeigt (Vis und Schréder
2009b).

Eine weitere Studie untersuchte die Wirkung von Finasterid auf die Zellreihe PC-3. Die Zell-
reihe PC-3 hat ebenfalls einen AR negativen Status und wachst androgenunabhangig
(Kaighn et al. 1979). Eine Wirkung von Finasterid auf die Proliferation der PC-3 Zellen
scheint also gleichermalRen unwahrscheinlich. Die Studie exponierte die Zellen fiir 24 und
48 Stunden mit 10 uM Finasterid und maR anschlieBend die Viabilitat der Zellen mittels
Trypanblau-Exklusionstest. Die Messungen ergaben keinen zytotoxischen Effekt auf das
Wachstum der Zellen durch eine medikamentdse Stimulation mit Finasterid (Yun et al.
2013). Diese Ergebnisse decken sich mit dem fehlenden Unterschied in der Stoffwechselak-
tivitat der Zellreihe PC-3 unter Stimulation mit Finasterid bei 37°C in unseren Versuchen.
Zudem wurde in genannter Studie via Western Blot Analysen keine verstarkte Caspaseak-
tivitat durch eine Behandlung der PC-3 Zellen mit Finasterid nachgewiesen. Hierdurch
wurde die Schlussfolgerung gezogen, dass eine Behandlung mit Finasterid keine verstarkte
Apoptose in den PC-3 Zellen einleitet (Yun et al. 2013). Auch hier finden sich Ubereinstim-
mungen mit unseren Ergebnissen. In der FACS-Analyse zeigte sich in der PC-3 Zellreihe kein
Unterschied in der Vitalitdt sowie in der Apoptose- und Nekroseraten der Zellen zwischen
unstimulierten und mit 5 uM Finasterid stimulierten Zellen bei 37°C. Auch hier (iberrascht
das Ergebnis bei Betrachtung einer weiteren Studie nicht. Diese hat mittels MTS-Tests die
mittlere inhibitorische Konzentration (IC50), also die Konzentration des Medikamentes Fi-
nasterid, welche fiir eine halbmaximale Hemmung des Wachstums der Zellreihe PC-3 be-
notigt wird, ermittelt. Diese liegt bei weit Gber 100 uM und erklart, warum eine Hemmung
mit Konzentrationen zwischen 0,1 uM — 10 uM nicht erfolgsversprechend ist (Kim und Ma
2009).
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Die Zellreihe VCaP, ihr Zellreihenderivat rVCaP und die Zellreihe 22Rv1 sind AR positiv und
zeigen eine Androgensensibilitat. Eine Wirkung von Finasterid auf diese Zellreihen scheint
also plausibel. In einer Studie aus New York wurde der Effekt von Finasterid auf das Zell-
wachstum und den Zelltod der Zellreihen VCaP und 22Rv1 mittels Trypanblau Farbung ge-
testet. Eine Behandlung der beiden Zellreihen mit 1 uM Finasterid zeigte nach 72 Stunden
in der Zellreihe 22Rv1 keinen vermehrten Zelltod, in der Zellreihe VCaP fiihrte die Behand-
lung zu einem marginalen Anstieg des Zelltodes. In dieser Studie wurde zusatzlich der Effekt
einer Behandlung mit Finasterid auf parallel mit DHT stimulierte Zellen untersucht (Chhipa
et al. 2013). Dies konnte eine Rolle spielen, da die Zellreihe rVCaP ebenfalls durch eine
1 nM Testosteronbehandlung aus der Zellreihe VCaP hergeleitet wurde und somit
potentiell ein Vergleich gezogen werden kann (Thelen et al. 2013). Eine dreitdgige Behand-
lung mit 1 nM DHT fiihrte zu einer vermehrten Proliferation der Zellreihe VCaP, die gleich-
zeitige Behandlung mit 1 uM Finasterid hatte jedoch ebenfalls keinen Effekt im Sinne eines
vermehrten Zelltodes (Chhipa et al. 2013). Dies lasst folglich die Annahme einer ebenfalls
fehlenden Wirkung von Finasterid auf die Zellreihe rVCaP zu. Die Ergebnisse decken sich
also mit den Ergebnissen der in dieser Arbeit durchgefiihrten MTS-Tests und FACS-Analy-
sen. Bei 37°C zeigte sich weder ein Unterschied in der Stoffwechselaktivitdt noch in der
Vitalitat der Zellreihen rVCaP, VCaP und 22Rv1 durch eine Stimulation der Zellen mit Finas-
terid.

Finasterid agiert nicht nur als 5a-Reduktase-Hemmer, sondern teilt sich eine signifikant
strukturelle Ahnlichkeit mit Testosteron und DHT. Eine Studie aus dem Jahr 2011 stellt aus
diesem Grund die Hypothese auf, dass Finasterid neben seiner Rolle als 5a-Reduktase-
Hemmer ebenfalls als méglicher antagonistischer Ligand am AR agieren kann. Fir die Ver-
suche wurde die Zellreihe LnCaP (Lymph Node Carcinoma of the Prostate), welche einen
mutierten AR aufweist und die Zellreihe VCaP mit ihrem Wildtyp AR untersucht. Die Zellen
wurden mit 0,5 uM Finasterid sowie mit 1 nM DHT als Liganden fiir den AR stimuliert. In
den LnCaP Zellreihen inhibierte Finasterid die Bindung von DHT um 40% und senkte die AR-
Aktivitat. In der Zellreihe VCaP sorgte Finasterid hingegen nur flir eine marginale Inhibition
der Bindung von DHT und zeigte keinen antagonistischen Effekt. Um herauszufinden, ob
der antiandrogene Effekt von Finasterid zellreihenspezifisch ist, wurde eine Transfektion
des mutierten AR sowie des Wildtyp AR auf die AR negative Zellreihe PC-3 vorgenommen.
Auch hier inhibierte Finasterid nur die Bindung von DHT im mutierten AR und reduzierte
die AR-Aktivitat, nicht jedoch im Wildtyp AR. Fir die Zellreihe VCaP wurde nachfolgend
noch eine MTT-Testung unter einer medikamentdsen Stimulation mit 1 nM DHT und
0,5 uM Finasterid durchgefiihrt. Nach sechs Tagen zeigte sich eine vermehrte Zellprolifera-

tion durch die Behandlung mit DHT, eine Inhibition dieses Wachstums durch Finasterid
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konnte nicht gezeigt werden. Diese Ergebnisse stimmen mit dem fehlenden Effekt von Fi-
nasterid auf die DHT-AR Bindung und der AR-Aktivitat (iberein (Wu et al. 2011). Vor allem
die MTT-Testung der Zellreihe VCaP kann gut mit den in dieser Arbeit durchgefiihrten MTS-
Tests unter medikamentdser Stimulation mit Finasterid verglichen werden und zeigt, dass
auch der antiandrogene Effekt von Finasterid auf die Zellreihe VCaP keinen Effekt hat. Dies
verifiziert weiterhin unsere Ergebnisse, welche ebenfalls keinen Unterschied in der Zell-
proliferation bei 37°C der VCaP Zellen unter medikamentdser Stimulation mit Finasterid

zeigen.

Betrachtet man also die Wirkung von Finasterid auf die Zellreihen BPH-1, VCaP, 22Rv1 und
PC-3 ungeachtet einer Hitzeexposition stimmen die Ergebnisse dieser Arbeit, welche alle-
samt keine Auswirkung von Finasterid auf die Proliferation und Vitalitat der Zellreihen zei-
gen, mit anderen Studien iiberein. Uber die Wirkung von Finasterid auf die Zellreihe rvVCaP
kann nur indirekt eine Aussage getroffen werden, da das Zellreihenderivat in anderen Stu-

dien nicht direkt untersucht wurde.

4.2.2 Ansprechen der Zellreihen auf Bicalutamid unter Normothermie

Das nicht-steroidale Antiandrogen agiert kompetitiv am AR und blockiert so den wachs-
tumsstimulierenden Effekt der Androgene am prostatischen Tumor (Cockshott 2004). Ana-
log zu den Versuchen mit Finasterid wurden bei dem Medikament Bicalutamid im MTS-Test
die Konzentration 0,1 uM, 1 uM, 5 uM und 10 pM, bei der FACS-Analyse die Konzentration
5 uM Bicalutamid gewahlt. Auch hier konnte mit Ausnahme des minimal friiheren Abfalls
der Stoffwechselaktivitat der Zellreihe rVCaP unter Vorbehandlung mit Bicalutamid keine

signifikante Anderung beziiglich der Hitzesensitivitit der fiinf Zellreihen gezeigt werden.

In den nachsten Absatzen sollen analog zum Medikament Finasterid nun unsere Ergebnisse
mit anderen Studien verglichen werden, welche einen potenziellen Einfluss von Bicaluta-
mid auf die in dieser Arbeit untersuchten Zellreihen ungeachtet einer Hitzeexposition un-

tersuchten.

Die Zellreihe BPH-1 ist AR-negativ (Hayward et al. 1995). Ein Effekt auf die Therapie mit
einem Antiandrogen ist deshalb nicht zu erwarten. Diese Annahme belegt eine Studie aus
China, welche zeigte, dass erst eine AR-Transfektion der Zellreihe BPH-1 eine Transaktivie-
rung von ebenfalls transfizierten PSA-Gen Promotoren durch AR-Agonisten wie Testoste-
ron und DHT ermdglicht und dass diese Transaktivierung durch das Antiandrogen Flutamid
inhibiert werden kann. Die unverdanderten BPH-1 Zellen zeigten keine Transaktivierung
durch AR-Agonisten (Yu et al. 2009). Auch unsere Ergebnisse zeigen keine unterschiedli-
chen Reaktionen in der Stoffwechselaktivitat und in der Vitalitat durch eine Vorbehandlung
der BPH-1 Zellen durch Bicalutamid bei 37°C.



Diskussion 88

Die Zellreihe VCaP hat einen AR positiven Status und ist androgensensibel. In einer im Jahr
2019 veroffentlichten Studie wurde der Effekt des Antiandrogens Bicalutamid mit dem Ef-
fekt weiterer Deshydroxy-Bicalutamid Derivaten auf die Zellreihe VCaP verglichen. Mittels
MTS-Tests wurde die IC50 ermittelt. Diese entspricht fiir die Zellreihe VCaP 5,96 uM Bica-
lutamid (Kandil et al. 2019). Somit scheint Bicalutamid bei einer Konzentration von 6 uM
eine Wachstumsinhibition der Zellreihe VCaP auszuldsen. In unseren Ergebnissen zeigte
sich keine verminderte Stoffwechselaktivitat im MTS-Test und keine verminderte Vitalitat
in der FACS-Analyse durch eine vorangegangene Stimulation der Zellreihe VCaP mit 0,1 uM,
1 uM, 5 uM und 10 uM Bicalutamid und stehen somit im Widerspruch zur genannten Stu-
die. Allerdings wurden in unserem Studiendesign die Zellen 48 Stunden vor Versuchsbeginn
mit Bicalutamid stimuliert, wohingegen in der Studie von Kandil et al. die Zellen 96 Stunden
vor Versuchsbeginn, also doppelt so lange wie in unserem Studiendesign, mit Bicalutamid
stimuliert wurden (Kandil et al. 2019). Moglicherweise liegt also der Grund fiir die fehlende
Proliferationshemmung bzw. dem fehlenden Vitalitatsverlust der Zellreihe VCaP durch Bi-
calutamid in unseren Versuchen in einer zu kurzen Inkubationszeit der Zellen mit dem Me-

dikament.

Die Zellreihe PC-3 wachst androgenunabhangig und besitzt keinen AR. Eine Wirkung durch
eine Behandlung mit einem Antiandrogen scheint daher sinnlos. In eben genannter Studie
von Kandil et al. wurde mittels MTT-Tests auch die IC50 von Bicalutamid fur die Zellreihe
PC-3 ermittelt. Diese liegt bei 92,63 UM und damit bei einer vielfach hoheren Konzentration

als in dieser Arbeit getestet wurde (Kandil et al. 2019).

Bei einer ahnlichen Untersuchung wurde der Effekt von Bicalutamid auf die Zellreihen
22Rv1 und PC-3 untersucht. Hierbei wurde festgestellt, dass Konzentrationen zwischen 1-
5 umol/I Bicalutamid keinen Effekt auf die Zellproliferation der Zellreihen 22Rv1 und PC-3
unter Zusatz von Testosteron aufweisen. In der AR positiven und hormonsensitiven Zell-
reihe 22Rv1 zeigte sich eine Reduktion der Proliferations — bzw. Vitalitatsrate dosisabhan-
gig bei Konzentrationen von 10 uM, 50 uM und 100 uM. Bei der PC-3 Zellreihe zeigte sich
bei gleichen Konzentrationen ebenfalls eine Reduktion der Vitalitat, welche weniger stark
ausgepragt war als in der Zellreihe 22Rv1 (Koukourakis et al. 2018). Das bedeutet, dass die
Effekte auf das Zellwachstum erst bei Konzentrationen > 10 uM aufgetreten sind. Zudem
wurden die Zellen fiir sechs Tage, also dreimal so lange wie in dem hier vorliegenden Stu-
diendesign, mit Bicalutamid stimuliert. Somit kdnnte die weniger lange Stimulationszeit so-
wie die zu geringe Konzentration des Medikamentes Bicalutamid ein Grund fiir den fehlen-
den Effekt des Antiandrogens auf die Stoffwechselaktivitat und die Vitalitat der 22Rv1 und

PC-3 Zellen in unserem Versuchsaufbau sein.
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Da die Zellreihe 22Rv1 einen mutierter AR aufweist und die Zellreihe PC-3 eine AR negati-
ven Status hat Uberrascht es nicht, dass in diesen Zelllinien hohe Dosierungen des Antiand-
rogens angewandt werden missen, um einen Effekt zu erzielen. Ebenfalls ist es nachvoll-
ziehbar, dass die Zellreihe BPH-1 durch den fehlenden AR keine Reaktion auf eine Therapie
mit Bicalutamid zeigt. Einzig die Zellreihe VCaP scheint einen Verlust der Zellproliferation
durch Bicalutamid zu erfahren, jedoch erst bei langeren Stimulierungen mit dem Medika-
ment, als es in dieser Arbeit durchgefiihrt wurde. Fir das Zellreihenderivat rVCaP wurde

keine vergleichende Studie Uber eine Stimulation mit Bicalutamid durchgefiihrt.

Eben beschriebene Studien werfen also die Frage auf, ob eine Konzentrationserhéhung des
Medikamentes Bicalutamid bzw. eine langere Stimulationszeit der Zellreihen VCaP, rVCaP,
22Rv1 und PC-3 zu einer Reduktion der Proliferationsrate filhren wiirde und gibt Anlass fiir

weitere Forschung mit veranderten Rahmenbedingungen.

4.2.3 Hyperthermie als mogliche Ursache einer Androgenresistenz

Der fehlende Effekt von Finasterid und Bicalutamid in den in dieser Arbeit untersuchten
Konzentrationen und Stimulationsdauer auf die fiinf Zellreihen bei Normothermie wurde
nun anhand weiterer Studien verifiziert. Somit sollten nun an dieser Stelle Uberlegungen
getroffen werden, warum auch unter Hitzeeinwirkung weiterhin kein Effekt auf die Zellen
durch die medikamentdse Stimulation erzielt werden konnte. Eine mogliche Ursache
konnte der Zusammenhang zwischen Hyperthermie und einer daraus resultierenden And-

rogenresistenz sein:

Studien weisen darauf hin, dass eine Therapie mit Hyperthermie eine Androgenresistenz
induzieren kann. Hierbei wurden die Zellreihen PC-3, DU145 sowie LnCaP untersucht. Die
AR negativen Zellreihen PC-3 und DU145 zeigten nach Hitzezufuhr weiterhin keine AR Ex-
pression auf Proteinebene, wohingegen die AR positive Zellreihe LnCaP ihre AR-Expression

nach einer Behandlung mit 44°C fiir eine Stunde komplett verloren hat. (Pajonk et al. 2005).

Die Medikamente Finasterid und Bicalutamid greifen beiden in den Androgen-Haushalt der
Zelle ein und sollen durch eine Suppression des DHT-Spiegels bzw. durch eine kompetitive
Hemmung des AR die Wirkung der Androgene auf die Zellen im Sinne eines gesteigerten
Wachstums minimieren (Nakabayashi et al. 2011; Vis und Schroder 2009b). Betrachtet man
nun die Ergebnisse aus der Pajonk et al. Studie, welche auf einen Verlust der AR-Expression
von AR positiven Zellen durch eine Behandlung mit Hyperthermie hinweisen, unterstiitzt
dies unsere Ergebnisse. Sollten alle Zellen durch die Hitzeexposition im Thermozykler eine
Androgenresistenz entwickelt haben, erklart dies den fehlenden Effekt von Finasterid und
Bicalutamid auf die Proliferation und Vitalitat der erhitzten Zellen, da beide Medikamente

ihre Wirkung durch die Inaktivierung des AR nicht entfalten kénnen.
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Wie bereits in Kapitel 1.2.2.3 beschrieben ist eine mogliche Chemopravention mit Finaste-
rid fir die Entwicklung eines Prostatakarzinoms weiterhin umstritten und bis dato nicht
zugelassen (Liss und Thompson 2018). Das Medikamente Bicalutamid bedurfte fiir eine
Wirkung auf die Zellreihen einer langeren Stimulationsdauer und/oder einer vielfach hohe-
ren Konzentration. Studien zeigen, dass eine Erhohung der Bicalutamid-Dosis in vivo keine
vermehrte Toxizitat zeigt, allerdings auch keinen Vorteil im Uberleben bringt (Tyrrell et al.

2006). Eine Dosiserh6hung von Bicalutamid sollte demnach kritisch betrachtet werden.

In Zusammenschau mit der fehlenden Veranderung der Hitzesensitivitat durch eine Vorbe-
handlung mit Finasterid oder Bicalutamid vor dem Hintergrund einer Hyperthermie-indu-
zierten Androgenresistenz scheint eine neoadjuvante Therapie mit den beiden untersuch-

ten Medikamenten vor einer HIFU-Therapie nicht sinnvoll.

4.3 Rolle der HSP

4.3.1 Paradoxer Stoffwechselanstieg im MTS-Test

Ungeachtet der medikamentdsen Stimulation ist eine interessante Auffalligkeit im Ergeb-
nisteil der paradoxe Anstieg der Stoffwechselaktivitat der Zellreihen rVCaP, VCaP und PC-3
zwischen 46-52°C. Diese sind vor allem in den Versuchen ohne vorherige medikamentése
Stimulation und in den Zellreihen rVCaP und PC-3 deutlich zu sehen, da hier die Tempera-
turabstufungen in kleineren Schritten vorgenommen wurden. Durch einen vorherigen
Stoffwechselaktivitatsabfall bei Temperaturen zwischen 37-46°C kommt der darauffol-
gende Stoffwechselaktivitatsanstieg besser zur Geltung. Der Stoffwechselaktivitatsanstieg
wirft die Frage auf, ob eine Hitzezufuhr in diesen Temperaturbereichen die Stoffwechselak-
tivitat im Sinne einer Proliferationssteigerung der Zellen anregt oder ob es andere Erkla-

rungen fiir den Anstieg der Graphen im MTS-Test gibt.

Der zytotoxische Effekt mit dem Ziel der Wachstumssuppression ab Temperaturen von
41°C ist bewiesen. Proliferationstests der Zellreihe PC-3 und DU145 zeigen eine
Thermosensitivitdt der Zellen, also ein Ansprechen auf die Hyperthermie im Sinne eines
Sistierens des Wachstums bei 40°C. Das Studiendesign unterscheidet sich sehr von den hier
durchgefihrten Experimenten. Die Proliferationstests wurden in genannter Studie nach ei-
ner dreitdgigen Inkubationszeit bei 40°C durchgefiihrt, wohingegen in der hier vorliegen-
den Arbeit die Zellen nur fiir wenige Sekunden den hyperthermischen Temperaturen aus-
gesetzt waren (Kalamida et al. 2015). Trotzdem wiirde man anhand dieser Studien erwar-
ten, dass durch das Sistieren des Wachstums bei Temperaturerhéhung auch die Stoffwech-
selaktivitat der Zellen bei Temperaturerhohung sukzessive abnimmt. Diese Annahme steht

im Widerspruch zu den Ergebnissen des MTS-Tests dieser Arbeit. Insbesondere die starken
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Anstiege der Zellreihen rVCaP und PC-3 zwischen 46-52°C lassen die Moglichkeit eines
Stoffwechselanstiegs aufgrund einer Proliferationssteigerung der Zellen unwahrscheinlich

erscheinen.

Aus diesem Grund sollte die Wirkungsweise des MTS-Tests im Zusammenhang mit dem
paradoxen Anstieg des Stoffwechsels genauer hinterfragt werden. Der MTS-Test beruht auf
der Umwandlung des MTS-Farbstoffs in das blaue Formazan, welches durch die Reduktion
von NADH und NADPH wahrend der Glykolyse stattfindet (Buttke et al. 1993; Mosmann
1983). Die Induktion von Hyperthermie auf Gewebe hat eine immense Anzahl an Reaktio-
nen zu Folge, welche mit einem Energieverbrauch der Zelle verbunden sind: Eine verbes-
serte Vaskularisation durch die Expression von reaktiven Sauerstoffspezies und vaskuldren
endothelialen Wachstumsfaktoren, das Aussenden von Lymphozytentransportsignalen, die
Expression von inflammatorischen Zytokinen und die Aktivierung von HSP (Repasky et al.
2013). Beispielsweise sind HSP fiir die Faltung von Proteinen verantwortlich und bendétigen
hierfir Adenosintriphosphat (ATP) (Beckmann et al. 1992). Die ATP-Gewinnung findet in
der Glykolyse statt. Die Steigerung der Glykolyse in der Zelle wiederum zeigt im MTS-Test
eine vermehrte Stoffwechselaktivitat und damit indirekt eine Steigerung der Viabilitat der
Zelle an. Es ist also denkbar, dass der Anstieg der Graphen der Zellreihen rVCaP und PC-3
bei steigender Temperatur im Zusammenhang mit den Reaktionswegen aufgrund der Hit-
zeexposition steht - wie beispielsweise einer erhdhten Expression der HSP und den damit
verbundenen gesteigerten ATP-Verbrauch im Rahmen der Glykolyse. Diese Vermutung

wird nun im nachsten Kapitel weiter ausgefiihrt.

4.3.2 Ausbildung einer Thermotoleranz durch HSP

Eine erworbene Strategie von Zellen, sich vor der thermischen Zytotoxizitat zu schiitzen, ist

die Thermotoleranz. Diese wird reguliert von HSP (Lindquist und Craig 1988).

HSP sind wie bereits erwahnt verantwortlich fiir die Proteinfaltung und spielen eine wich-
tige Rolle in der Regulation zellularer Signale, insbesondere in thermischen, chemischen
und physikalischen Stresssituationen der Zelle (Ciocca und Calderwood 2005). Sie kontrol-
lieren die Proteinstabilitdat und Proteinfunktion, verhindern eine Aggregation von fehlgefal-
teten Proteinen und ermdglichen einen intrazelluldaren Proteintransport. In Stresssituatio-
nen sind sie fir die Aufrechterhaltung der Proteinkonformationen verantwortlich und ge-
wahrleisten somit das Bestehen von Ligandenbindungen. Zu stark geschadigte Proteine
werden durch HSP abgebaut (Azad et al. 2015).

HSP sind in vielen Krebszellen iiberexprimiert. Diese Uberexpression verhindert eine spon-
tane Apoptose und kann somit die Malignitdt einer Krebszelle verstarken (Ciocca und

Calderwood 2005). Im Prostatakarzinom haben die HSP 70 und 90 einen zytoprotektiven
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Effekt durch eine Inhibierung der Apoptose, durch die Modulation des Zellzyklus sowie
durch eine Steigerung der Invasion und Metastasierung des Karzinoms (Kita et al. 2017;
Teng et al. 2012). Eine erhohte HSP 27-Expression ist mit einer schlechten Prognose des

Prostatakarzinoms vergesellschaftet (Ciocca und Calderwood 2005).

HSP werden also im Gegensatz zu den meisten anderen Proteinen wahrend und fir eine
gewisse Zeit nach Hitzeexposition nicht herunter-, sondern heraufreguliert und sollten an-
gesichts unserer Experimente mit dem Einsatz von Hyperthermie naher betrachtet werden
(Dewhirst et al. 2003).

In einer Studie aus Osterreich wurde untersucht, in welchem AusmaR die HSP in Prosta-
takarzinomzellen auf subletale Temperaturen im Grenzbereich der HIFU-Therapie reagie-
ren. Hierfiir wurden unter anderem die auch in dieser Arbeit untersuchten PC-3 Zellen ver-
wendet. Eine einstlindige Behandlung der Zellen mit 43°C in vitro resultierte in einem flinf
- neunfachen Anstieg des HSP 27-Levels sowie einem vier - flinffachem Anstieg des HSP 86-
Levels. Eine in vivo Untersuchung wurde ebenfalls durchgefiihrt. Hierflir wurde bei Patien-
ten mit lokal begrenztem Prostatakarzinom zunachst eine HIFU-Therapie und in der glei-
chen Sitzung drei Stunden spater eine Prostatektomie durchgefiihrt. Das Gewebe wurde
immunhistochemisch gefarbt. In der Grenzzone der HIFU-Therapie zeigte sich eine deutli-
che Hochregulierung der HSP 72/73-Level, wohingegen die HSP 72/73-Level nahe der Nek-
rosezone abnahmen. In der Nekrosezone waren die HSP 72/73-Level heterogen verteilt,
also teils herunter-, teils heraufreguliert und teils gleichbleibend (Kramer et al. 2004). Diese
Studie deutet daraufhin, dass die Prostatakrebszellen in den Grenzregionen der HIFU-The-
rapie, also zwischen 43-55°C, eine Hochregulation der HSP erfahren und dadurch protek-

tive MaRnahmen wie eine verstarkte Inhibition der Apoptose stattfinden.

Eine weitere Studie untersuchte die Auswirkung von Hitze auf HSP 27 in vitro bei der and-
rogensensitiven Prostatakrebszellreihe LnCaP bei hoheren Temperaturen. Die Zellen wur-
den fiir 60 Minuten Temperaturen zwischen 43-49°C ausgesetzt. Dabei zeigte sich auch hier
ein Anstieg der HSP-Expressionslevel um das drei - vierfache in der LnCaP Zellreihe. In vivo
zeigte sich insbesondere am Randbereich der Nekrosezone eine Heraufregulierung des HSP
27-Levels. Hierflir wurden neun menschliche Prostatae (flinf Patienten mit lokalisiertem
Prostatakarzinom und vier Patienten mit invasivem Blasenkarzinom) untersucht. Die Pros-
tatae wurden durch Thermoablation mittels HIFU zwei Stunden bis acht Tage vor der chi-
rurgischen Entfernung behandelt. Anschlieffend wurde das HSP 27-Expressionsmuster
durch immunhistochemische Verfahren dargestellt. Als Kontrolle dienten unbehandelte
BPH - (n =10) und PC - (n = 7) Proben (Madersbacher et al. 1998).

In den beiden Studien wurde fiir die in vitro Versuche eine Inkubationszeit der Hyperther-

mie von einer Stunde gewahlt. Die Zellen waren also deutlich langer der Hitze ausgesetzt
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als in dieser Arbeit, in welcher die Rampenrate 3,5°C/s betrug und die Zellen somit einigen
Sekunden der Hitze ausgesetzt wurden. Diese Tatsache ist wichtig zu erwdahnen, da die
Rampenrate, mit der die Zellen erhitzt werden, die Hitzesensitivitat nachweislich beein-
flusst. Studien mit Ovarialzellen zufolge erh6ht eine langsamere Hitzezufuhr das Risiko flr
die Ausbildung protektiver Strategien, um die Zelle vor thermischen Effekten zu schiitzen.
Hierbei werden Rampenraten von Minuten mit Rampenraten von Stunden verglichen, um
eine Temperaturerhéhung von 37°C auf 42,4°C zu erreichen (Herman et al. 1981). Diese
Tatsache erschwert einen Vergleich zwischen den in vitro Versuchen der Studien und dieser
Arbeit, da eine schnellere Erhitzung potenziell zu einer weniger ausgepragten Expressions-
steigerung der HSP fiihren kdnnte und daraus ein geringerer Anstieg der Stoffwechselakti-

vitat resultieren wurde.

In den in vivo Versuchen wurden HIFU-Therapien durchgefiihrt und das Prostatagewebe im
Anschluss untersucht. Die Zeit der Erhitzung der Zellen liegt somit im Sekundenbereich und
entspricht damit eher den Expositionszeiten, die auch in unserem Studiendesign verwen-
det wurden. Somit kdnnten die verstarkten Expressionslevel der HSP unter hyperthermi-
schen Bedingungen eine Erklarung fir die erhdhte Stoffwechselaktivitat und damit den pa-
radoxen Kurvenanstieg der Zelllinien rVCaP und PC-3 im MTS-Test bei Temperaturen zwi-
schen 46-52°C sein. Bis dato gibt es keine Studien, welche die Expressionslevel der HSP der
hier untersuchten fiinf Zellreihen bei Normothermie sowie deren Veranderung bei Hitze-
exposition untersuchen und vergleichen. Somit bleiben die verstarkten Expressionslevel
der HSP lediglich eine Vermutung fir die gesteigerte Stoffwechselaktivitat der Zellen unter

hyperthermischen Bedingungen.

4.3.3 Zusammenhang zwischen Stoffwechselaktivitat und Vitalitat

Der paradoxe Stoffwechselanstieg war am starksten in den MTS-Tests der Zellreihe rVCaP
und PC-3 ausgepragt. Nimmt man an, dass die erhohte Stoffwechselaktivitat mit einer ver-
mehrten Expression der HSP in Zusammenhang steht, wiirde man eine starkere Thermoto-
leranz im Sinne einer héheren Vitalitat in der FACS-Analyse in diesen beiden Zellreihen im
Vergleich zu den (brigen Zellreihen erwarten. Tatsachlich zeigen die beiden Zellreihen
rVCaP und PC-3 die hochsten Vitalitdatswerte in dem Temperaturbereich um 60°C. Bei
57,8°C sind in der Zellreihe rVCaP fast noch 50% der Zellen vital, wohingegen sich die Vita-
litatswerte der Zellreihen BPH-1, VCaP und 22Rv1 in einem Rahmen zwischen 10-30% be-
wegen. Bei 62,6°C zeigen die Zellreihen BPH-1, VCaP und 22Rv1 eine Vitalitat < 5%, wohin-
gegen die Zellen der rVCaP noch um die 20% Vitalitat zeigen und die Zellreihe PC-3 um die

10%. Um den Zusammenhang zwischen der Stoffwechselaktivitat in den MTS-Tests und den
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Vitalitatswerten der FACS-Analysen anschaulicher zu gestalten, wurden die beiden Versu-
che fir jede Zellreihe in jeweils einer Grafik zusammengefasst. Hierzu wurde eine Kombi-
nation aus den Liniendiagrammen der MTS-Tests und den Balkendiagrammen der FACS-
Analysen erstellt. Auf der x-Achse ist die Temperatur in °C aufgetragen, auf der y-Achse
links der Abbildung die Stoffwechselaktivitat der MTS-Tests und auf der y-Achse rechts der
Abbildung die Vitalitatswerte der FACS-Analyse. Wichtig ist, dass die Daten des MTS-Tests
auf eine Kontrolle normalisiert wurden, wohingegen die Daten der FACS-Analyse einen Pro-
zentsatz aller untersuchten Zellen darstellen. Die Abbildungen dienen also nicht dem direk-
ten Vergleich der Ergebnisse der beiden Versuche sondern sollen lediglich einen potenziel-
len Zusammenhang abbilden. Fiir die Daten der unstimulierten Zellen der MTS-Tests wurde
jeweils der Mittelwert aus den Ergebnissen der MTS-Tests ohne medikamentése Stimula-
tion sowie aus den Ergebnissen der unstimulierten Zellgruppen der MTS-Tests mit Finaste-

rid und Bicalutamid berechnet und der Standardfehler mit in die Grafik GUbernommen.
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Abbildung 43: Gegenlberstellung MTS-Test und FACS-Analyse der Zellreihe BPH-1

In Abbildung 43 sind die Ergebnisse der MTS-Tests sowie der FACS-Analysen der Zellreihe
BPH-1 dargestellt. Bei 37°C zeigt sich eine Stoffwechselaktivitdt von knapp unter 100% der
unstimulierten und stimulierten Zellen bezogen auf die jeweilige Kontrollgruppe sowie eine
Vitalitat von > 80% bezogen auf die gesamte Zellpopulation. Mit sinkender Stoffwechselak-
tivitdt nimmt auch der Anteil an vitalen Zellen ab, sodass bei 57,8°C 20-30% der Zellen im
Vergleich zur Kontrollgruppe im MTS-Test stoffwechselaktiv und zwischen 20-30% der Zel-

len in der FACS-Analyse vital sind. Mit weiterhin steigenden Temperaturen verlieren die
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Zellen nahezu ihr gesamte Stoffwechselaktivitat und es sind kaum mehr vitale Zellen nach-
zuweisen. Die Ergebnisse der MTS-Tests und der FACS-Analyse stimmen fir die Zellreihe

BPH-1 also gut lGberein.

rVCaP: MTS + FACS
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Abbildung 44: Gegenliberstellung MTS-Test und FACS-Analyse der Zellreihe rVCaP

In Abbildung 44 ist die Gegentiberstellung der MTS-Tests sowie der FACS-Analysen der Zell-
reihe rVCaP dargestellt. Bei 37°C sind zwischen 90-110% der stimulierten und unstimulier-
ten Zellen im Vergleich zur jeweiligen Kontrollgruppe stoffwechselaktiv. In der FACS-Ana-
lyse zeigt sich bei 37°C eine Vitalitat um 90% sowohl bei den stimulierten als auch bei den
unstimulierten Zellen. Im MTS-Test erfolgt dann bei 51,3°C der bereits beschriebene Stoff-
wechselaktivitatsanstieg. Interessanterweise sind die Zellen bei 57,8°C nur noch zu 20%
stoffwechselaktiv, in der FACS-Analyse zeigen sich jedoch Vitalitdtswerte von fast 50%. Bei
einer Temperatur von 62,6°C kann im MTS-Test eine Stoffwechselaktivitdt von knapp 5%
gemessen werden, wohingegen die Zellen in der FACS-Analyse weiterhin um die 20% Vita-
litdt zeigen. Wie bereits erwdahnt kann ein direkter Vergleich zwischen den Ergebnissen
nicht gezogen werden, da die Werte der MTS-Tests auf eine Kontrolle normiert wurden
und die Ergebnisse der FACS-Analyse einen Anteil einer Population widerspiegelt. Trotzdem
scheint es so, als seien die Zellen zwar kaum mehr stoffwechselaktiv, jedoch weiterhin vital.
Verknilpft man nun erneut die Annahme, dass der zuvor beobachtete Stoffwechselanstieg
der Zellreihe rVCaP mit einer Aktivierung der HSP einhergeht und damit die Ausbildung
einer Zytoprotektion vor dem thermischen Schaden verstarkt wird, wiirde dies den erst
spateren Vitalitatsabfall der Zellreihe rVCaP im Vergleich zu den Ubrigen Zellreihen erkla-

ren.
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Abbildung 45: Gegenliberstellung MTS-Test und FACS-Analyse der Zellreihe VCaP

In Abbildung 45 wurden die Ergebnisse des MTS-Tests sowie der FACS-Analyse der unsti-
mulierten und stimulierten Zellen der Zellreihe VCaP gegentlibergestellt. Hier bietet sich ein
ahnliches Bild wie bereits bei der Zellreihe BPH-1. Bei 37°C sind die Zellen nahezu zu 100%
stoffwechselaktiv im Vergleich zu den Kontrollgruppen. In der FACS-Analyse entspricht der
Anteil vitaler Zellen 80%. Bei Erhohung der Temperatur auf 57,8°C sind im MTS-Test < 10%
der Zellen stoffwechselaktiv und in der FACS-Analyse circa 15% der Zellen vital. Bei weiterer
Temperaturerh6hung nimmt die Stoffwechselaktivitat der Zellen zunachst ab, um dann bei
92,7°C wieder leicht zuzunehmen. Die Vitalitat der Zellen in den FACS-Analysen nimmt hin-

gegen konstant ab und ist bei 92,7°C nahezu 0%.
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Abbildung 46: Gegenliberstellung MTS-Test und FACS-Analyse der Zellreihe 22Rv1



Diskussion 97

In Abbildung 46 sind die Ergebnisse der MTS-Tests sowie der FACS-Analysen der Zellreihe
22Rv1 gegenilbergestellt. Die Stoffwechselaktivitat und die Vitalitat stimmen wie bei der
Zellreihe BPH-1 und VCaP gut liberein: Bei einer Temperatur von 37°C zeigt sich eine Stoff-
wechselaktivitat von etwas > 100% im Vergleich zur jeweiligen Kontrollgruppe der unsti-
mulierten und stimulierten Zellen. Die Vitalitat der Zellen in der FACS-Analyse betragt zwi-
schen 63-70%. Bis zu einer Temperatur von 57,8°C nimmt die Stoffwechselaktivitat dann
konstant ab und erreicht knapp 20%. Auch der Anteil an vitalen Zellen in der FACS-Analyse
sinkt und betragt bei 57,8°C circa 10%. Bei weiterer Temperaturerhéhung nimmt sowohl
die Stoffwechselaktivitat in den MTS-Tests als auch die Vitalitat in der FACS-Analyse weiter
ab.
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Abbildung 47: Gegenlberstellung MTS-Test und FACS-Analyse der Zellreihe PC-3

In Abbildung 47 ist die Gegeniiberstellung der MTS-Tests und der FACS-Analysen der unsti-
mulierten und stimulierten PC-3 Zellen dargestellt. Hier zeigt sich nun wiederum ein ahnli-
ches Bild wie bereits in der Zellreihe rVCaP. Bei 37°C sind zwischen 95-100% der Zellen in
den MTS-Tests bezogen auf die jeweilige Kontrolle stoffwechselaktiv. Die Vitalitat in der
FACS-Analyse gemessen an der Gesamtpopulation betragt zwischen 80-85%. Bei weiterer
Steigerung der Temperatur ldsst sich anhand der gemessenen Daten der MTS-Tests eine
kleine Steigerung der Stoffwechselaktivitdt verzeichnen. Diese ist nicht so stark ausgepragt
wie bei der Zellreihe rVCaP aber sichtlich vorhanden. Im weiteren Verlauf senkt sich die
Stoffwechselaktivitat der Zellreihe PC-3 auf knapp 5% bei einer Temperatur von 62,6°C ab.
Die Vitalitat bei dieser Temperaturabstufung betragt weiterhin fast 10%. Somit scheinen

analog zur Zellreihe rVCaP auch die PC-3 Zellen um 60°C zwar stark an Stoffwechselaktivitat
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zu verlieren jedoch weiterhin eine héhere Vitalitat als die Ubrigen Zellreihen ohne voraus-
gehenden Stoffwechselanstieg aufzuweisen. Somit kann auch in der Zellreihe PC-3 disku-
tiert werden, ob der Stoffwechselanstieg durch eine vermehrte Aktivierung der HSP zu-
stande kommt und ob diese vermehrte Aktivierung die Zellen langer vor thermischen Scha-
den durch eine vermehrte Ausbildung von protektiven Strategien schiitzt. Bei weiterer Er-
hoéhung der Temperatur auf 92,7°C liegt sowohl die Stoffwechselaktivitat im MTS-Test als
auch die Vitalitat in der FACS-Analyse bei nahezu 0%.

4.3.4 Méogliche verstarkte Thermotoleranz durch HSP

Die Gegenliberstellung der MTS-Tests und der FACS-Analysen der einzelnen Zellreihen zeigt
also bei der Zellreihe rVCaP und PC-3 eine prolongierte Thermotoleranz im Vergleich zu den
Ubrigen Zellgruppen. Die Zellreihe rVCaP hat bei 62,6°C einen Anteil an vitalen Zellen von
circa 20%, die Zellreihe PC-3 knapp 10%. Beiden Zellreihen geht im MTS-Test ein Anstieg
der Stoffwechselaktivitdat voraus. Die Zellreihen BPH-1, VCaP und 22Rv1l weisen keinen
Stoffwechselanstieg auf und die Vitalitat bei 62,6°C liegt zwischen 1-5%. Aus diesen Be-
obachtungen konnte also die Schlussfolgerung gezogen werden, dass die Zellreihe rVCaP
und PC-3 einen Stoffwechselanstieg im hyperthermischen Bereich im Rahmen einer ver-
mehrten HSP-Expression im Vergleich zu den lbrigen Zellreihen zeigt, dadurch die Zellen
eine verstarkte Thermotoleranz entwickeln und folglich im Vergleich zu den anderen Zell-
reihen bei Erh6hung der Temperatur langer vital bleiben. Flir diese Schlussfolgerung spricht
eine vergleichende in vitro Untersuchung der HSP-Hochregulation zwischen den andro-
geninsensitiven PC-3 Zellen und den androgensensitiven LNCaP Zellen unter hyperthermi-
schen Bedingungen in bereits erwdhnter 6sterreichischer Studie. So resultiert aus einer Er-
hitzung der Zellen auf 43°C fiir eine Stunde ein héheres AusmaR der Hochregulation der
HSP 27-mRNA in den PC-3 Zellen im Vergleich zu den LNCaP Zellen. Auch die HSP 86-mRNA-
Expression wurde in den PC-3 Zellen um ein Vielfaches starker hochreguliert als in den
LNCaP Zellen (Kramer et al. 2004). Diese Ergebnisse unterstiitzen somit die These, dass die
Zellreihe PC-3 den vermehrten Stoffwechselanstieg und die daraus resultierende prolon-
gierte Thermotoleranz durch eine starkere Expression der HSP im hyperthermischen Be-
reich erreicht hat. Um diese Annahme auch fiir die Zellreihe rVCaP zu bestatigen, miissten
in weiteren Versuchen die HSP-Expression aller finf Zellreihen unter Hitzeapplikation un-

tersucht werden und diese nachfolgend miteinander verglichen werden.

4.3.5 Testosteron als mogliche Ursache der gesteigerten Stoffwechselaktivitat

Der erwdhnte paradoxe Stoffwechselaktivitatsanstieg im MTS-Test ist in der Zellreihe

rVCaP mit Abstand am starksten ausgepragt. Die androgenabhangige Zelllinie rVCaP wurde
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durch eine dreimonatige Testosteronbehandlung aus der Zellreihe VCaP abgeleitet (Thelen
et al. 2013). Somit unterscheidet sich das Zellreihenderivat von allen anderen in dieser Ar-
beit getesteten Zellreihen durch eine vorherige Testosteronzugabe und wirft die Frage auf,
ob die hohe Stoffwechselaktivitat wahrend der Hyperthermiebehandlung mit dieser Tes-

tosteronbehandlung in Zusammenhang gebracht werden kann.

Testosteron dient als Ligand fiir den AR und férdert durch dessen Aktivierung das Uberle-
ben und Wachstum in Prostatakarzinomzellen (Balk und Knudsen 2008). Somit verwundert
es nicht, dass eine Zugabe von Testosteron in einer vermehrten Proliferationsaktivitat der
Zellen resultiert. Dies bestatigt die bereits erwahnte Studie aus New York von Cchipa et al.,
welche das Zellwachstum der Zellreihe VCaP unter Substitution mit 1 nM DHT via Trypan-
blau Test gemessen hat. Nach drei Tagen zeigte sich eine Steigerung der Proliferationsrate
der VCaP Zellen unter DHT-Behandlung um das nahezu Vierfache im Vergleich zur unbe-
handelten Kontrollgruppe (Chhipa et al. 2013). Auch wenn DHT mit einer Vielfach héheren
Rezeptoraffinitat an den AR der Prostatazellen bindet als Testosteron ist davon auszuge-
hen, dass eine Stimulation der VCaP Zellen mit Testosteron ebenfalls in einer Steigerung

der Proliferationsrate miindet (Knudsen und Penning 2010).

Obwohl also eine generell erhdhte Stoffwechselaktivitat der mit Testosteron behandelten
rVCaP Zellen zu erwarten ist, stellt sich trotzdem weiterhin die Frage, warum die Stoffwech-
selaktivitat der rVCaP Zellen unter hyperthermischen Bedingungen so drastisch gesteigert

wird.

In einer Studie der Universitat Bethesda wurde der Effekt von Testosteron auf die thermi-
sche Antwort von Mausen auf eine Hitzeexposition getestet. Die thermische Antwort
wurde anhand der Steigerungsdynamik der Kerntemperatur auf einen Wert von 42,4°C bei
einer Hitzeexposition zwischen 39,5-40°C gemessen. Hierflir wurden vier Gruppen unter-
schieden, eine Kontrollgruppe bestehend aus unkastrierten mannlichen Mausen, weibliche
Mause, kastrierte Mause und kastrierte Mause mit nachfolgender Testosteronsubstitution.
Die Ergebnisse ergaben eine hohere Empfanglichkeit der mannlichen Mause fiir die Ent-
wicklung einer hitzeinduzierten Hyperthermie im Sinne eines schnelleren und gréRReren An-
stiegs der Kerntemperatur im Vergleich zu den weiblichen Mausen. Dabei wurde gezeigt,
dass diese rapidere Reaktion durch eine Kastration der Mause geziigelt werden kann, nicht
jedoch durch eine Kastration mit nachfolgender Testosterongabe. Diese Ergebnisse sugge-
rieren, dass Testosteron eine wichtige Rolle in der Verstarkung der hyperthermischen Re-
aktion auf Hitzeexposition spielt. Eine Suppression von Testosteron hingegen scheint die
Resistenz der Tiere gegentliber der Ausbildung einer hitzeinduzierten Hyperthermie zu ver-
bessern (Chen und Yu 2018).
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Verbindet man also die Annahmen, dass die Prdsenz von Testosteron in vivo eine verstarkte
Reaktion des Gewebes auf Hitze vermittelt und die Umwandlung des MTS-Farbstoffes in
Formazan und damit die Stoffwechselaktivitaitsmessung durch die Reaktionen wahrend der
Glykolyse unter thermischen Stress beeinflusst wird, konnte dies als eine Erklarung flr den

sehr starken paradoxen Vitalitatsanstieg der Zellreihe rVCaP in vitro dienen.

Die umgekehrte Annahme, also dass eine Suppression von Testosteron in vivo zu einer lang-
sameren Ausbildung einer hitzeinduzierten Hyperthermie und damit zu einer geringeren
Stoffwechselaktivitat im MTS-Test fihrt, deckt sich ebenfalls mit unseren Ergebnissen. In
den MTS-Tests der Zellreihe rVCaP zeigte sich sowohl bei den unstimulierten als auch bei
den mit Finasterid und Bicalutamid behandelten Zellen ein Anstieg der Stoffwechselaktivi-
tat bei Steigerung der Temperatur. Interessant ist, dass bei den MTS-Tests, in denen die
Zellen zuvor mit Medikamenten behandelt wurden, die Stoffwechselaktivitat der Kontroll-
gruppe, also der Zellen ohne medikament6se Stimulation, bei einer Temperatur von 53,9°C
abfallt, wohingegen die Stoffwechselaktivitdt der medikamentos behandelten Zellen be-
reits bei 51,3°C ihr Maximum erreicht. Das Medikament Finasterid inhibiert als 5a-Reduk-
tase-Hemmer die Umwandlung von Testosteron in DHT, welches eine zwei - flinffach ho-
here Bindungsaffinitat zum AR aufweist (Vis und Schroder 2009b). Bicalutamid ist ein Anti-
androgen, wirkt kompetitivam AR und minimiert somit die Wirkung von Testosteron/DHT
am AR (Nakabayashi et al. 2011). Die Stoffwechselaktivitat fallt also in den Testosteron-
supprimierten rVCaP Zellen etwas friiher ab als in den nicht behandelten rVCaP Zellen und
deutet somit ebenfalls daraufhin, dass eine Suppression von Testosteron eine schwachere
Reaktion des Stoffwechsels auf Hitzeexposition vermittelt. Gegen diese Annahme spricht
allerdings die Tatsache, dass auch die Zellen der Loésungsmittelkontrolle in beiden Versu-
chen, also sowohl die mit EtOH behandelten Zellen in den MTS-Tests mit Finasterid als auch
die mit DMSO behandelten Zellen in den MTS-Tests mit Bicalutamid analog zu den Testos-
teron supprimierten Zellen bereits etwas friiher einen Verlust der Stoffwechselaktivitat
aufzeigen als die unstimulierte Kontrollgruppe. Zudem kann die erhohte Anfélligkeit der
Zellen auf thermischen Stress in der FACS-Analyse nicht belegt werden. Im Gegenteil zeigen
die Zellen der Zellreihe rVCaP sogar eine héhere Vitalitat bei Temperaturen um 60°C als die
Ubrigen Zellreihen ohne Testosteronzugabe und damit eher eine verminderte Anfalligkeit
auf thermischen Stress. Des Weiteren erklart die Zugabe von Testosteron nicht die eben-

falls erhohte Stoffwechselaktivitat der Zellreihe PC-3.

In einer weiteren Studie wurde der Effekt einer Zugabe von Testosteron auf die Expression
des HSP 90-Levels in Prostatagewebe untersucht. Hierflir wurden Mause mit 3 mg/kg Kor-
pergewicht Testosteron fiir 14 Tage behandelt. Nachdem die Mause getoétet wurden,

wurde das prostatische Gewebe mittels Western Blot Analysen auf die Expression von HSP
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90 untersucht. Hierbei zeigte sich eine signifikant vermehrte Expression des HSP 90-Levels
der mit Testosteron behandelten Mause im Vergleich zur Kontrollgruppe, welche nicht mit
Testosteron behandelt wurden (Kim et al. 2018). Diese Studie unterstiitzt die Annahme,
dass die hohe Stoffwechselaktivitat in der Zellreihe rVCaP, welche ebenfalls mit Testoste-
ron behandelt wurde, in einer vermehrten Expression und Aktivitat von HSP griindet. Diese
Vermutung wiirde auch die hoheren Vitalitatswerte in der FACS-Analyse bei 57,8°C und
62,6°C erklaren. Sollte die Substitution von Testosteron das HSP-Level erh6hen, konnte dies
zu einer vermehrten Thermotoleranz filhren, was wiederum in einem reduzierten Abfall

der Vitalitat der Zellen bei Steigerung der Temperatur resultiert.

Wiirde man Patienten nun mit Finasterid oder Bicalutamid behandeln und somit suppri-
mierte Testosteronspiegel erzeugen, wiirde man laut unseren Ergebnissen eine schwa-
chere Antwort der Stoffwechselaktivitat auf die Hitze erzeugen. Allerdings zeigt sich diese
schwachere Antwort nur in der zuvor mit Testosteron behandelten Zellreihe rVCaP und ist
zudem nicht signifikant schwacher als in den Zellen ohne medikamentése Stimulation.
Hangt die erhdhte Stoffwechselaktivitdt auRerdem mit einer vermehrten Expression der
HSP durch die vorherige Testosterongabe zusammen, wiirde durch den Entzug von Testos-

teron durch eine ADT lediglich der zuvor selbst herbeigefihrte Effekt ausgeglichen werden.

4.3.6 Mogliche Auswirkung des paradoxen Stoffwechselaktivitdtsanstiegs

Sollte sich die Stoffwechselaktivitat in den Zellreihen rVCaP und PC-3 tatsachlich so verhal-
ten, wie unsere Ergebnisse vermuten lassen, wiirde dies natirlich Auswirkung auf die HIFU-
Therapie in vivo haben. Wie bereits in Kapitel 4.1.2 geschildert, erfolgt die Verteilung der

Hitze wahrend der HIFU-Therapie exzentrisch.

Werden die Ultraschallwellen in der Indexldsion geblindelt, erreichen sie dort Spitzentem-
peraturen zwischen 80-100°C (Kennedy 2005). Somit werden in der Umgebung der Index-
lasion durch eine geringere Fokussierung der Schallwellen niedrigere Temperaturen er-
reicht (Nau et al. 2005). Die duRere Grenze der Gewebszerstorung in der HIFU-Therapie ist
zwischen 50-54°C definiert (Diederich 2005). Ubertrdgt man nun die Ergebnisse des MTS-
Tests und der FACS-Analysen der Zellreihen rVCaP und PC-3 auf die in vivo HIFU Anwen-
dung, wiirden in der Grenzzone der HIFU-Therapie die Prostatazellen durch die Hitzezufuhr
eine erhohte Stoffwechselaktivitat aufweisen. Erklart man sich diese erhéhte Stoffwech-
selaktivitat im Rahmen der Aktivierung der HSP zur Ausbildung einer Thermotoleranz, wel-
che sich in der hoheren Vitalitat in der FACS-Analyse im Vergleich zu den Ubrigen Zellreihen
widerspiegelt, wirde dies wiederum eine Resistenz der PC-3 Zellen und der rVCaP Zellen
auf Thermoablationen und ein daraus resultierendes mogliches Therapieversagen bedeu-

ten.
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4.4 Limitationen der angewandten Messmethoden

Fir die Detektion der Stoffwechselaktivitat sowie der Vitalitat der Zellen unter hyperther-
mischen Bedingungen wurden sowohl fiir die unstimulierten als auch fiir die stimulierten
Zellen der MTS-Test und die FACS-Analyse angewandt. Bevor die Ergebnisse der in vitro
Versuche mit in vivo Studien verglichen werden, sollen zunachst noch einige Vor- und Nach-

teile der beiden angewandten Messmethoden kurz erlautert werden.

4.4.1 MTS-Test

Der MTT-Test gilt seit seiner Entwicklung im Jahr 1983 durch Mosmann als Goldstandard-
messmethode zur Detektion der Viabilitdt von Zellen (Mosmann 1983). Insbesondere durch
die zahlreichen Modifikationen des MTT-Tests in den folgenden Jahren — hierzu zahlt der
Wegfall von Waschschritten sowie Entfarbungsverfahren — erreichte der Test eine verein-
fachte Anwendbarkeit und wurde als Proliferationstest zunehmend beliebter (Khabar et al.
1996).

4.4.1.1 Fehlender Abfall der Stoffwechselaktivitat trotz Thermoablation

In den hier durchgefiihrten MTS-Tests fallt ein fehlender Abfall der Stoffwechselaktivitat
trotz thermoablativen Temperaturen auf. Die direkte thermische Zelltoxizitat im Sinne ei-
nes irreversiblen Zelltodes durch Koagulationsnekrosen tritt auf, wenn die Temperaturen
im Gewebe eine Grenze von > 56°C flir einen Zeitraum von Uber einer Sekunde erreichen.
Wahrend der HIFU-Therapie kénnen im Fokuspunkt die Temperaturen schnell Grenzwerte
> 80°C erreichen, was selbst bei sehr kurzer Expositionsdauer zu einem effektiven Zelltod
fihren sollte (Kennedy 2005). In den in dieser Arbeit durchgefiihrten Versuchen wurden
die Zellen den Zieltemperaturen fiir jeweils zehn Sekunden ausgesetzt. Dies sollte einer

genligend langen Expositionszeit flr eine Nekrose entsprechen.

Betrachtet man jedoch die Ergebnisse der MTS-Tests fallt auf, dass die Werte der Stoff-
wechselaktivitat selbst bei > 90°C bei allen Zelllinien > 2% liegen, bei der Zellreihe rVCaP,

VCaP sowie der Zellreihe 22Rv1 sogar = 15% im Vergleich zu deren unerhitzten Kontrollen.

Eine Erklarung hierfir kdnnte in der Biochemie des MTS-Tests liegen: Wie bereits in Kapitel
2.2.4 ausfuhrlich beschrieben beruht der auf Tetrazolium basierende MTT-Test auf der en-
zymatischen Umwandlung in Formazan. Diese Umwandlung erfolgt in verschiedenen Zell-
organellen wie den Mitochondrien und dem endoplasmatischen Retikulum (Stockert et al.
2012). Es wurde bewiesen, dass verschiedene Faktoren ebenfalls zu einer Aktivierung der
enzymatischen Katalyse des Farbstoffes und somit zu einer falsch-hoch oder falsch-niedrig

gemessenen Zellvitalitat fihren kdnnen (Sylvester 2011). So konnte gezeigt werden, dass
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der Glukosegehalt des Mediums, in welchem die Zellen in der Zellkultur gehalten werden,
einen Einfluss auf die Formazan Produktion in verschiedenen Tumoren hat. Sowohl der
Grad des zellularen Transportes von Glukose als auch der Glukosestoffwechsel der Zellen
selbst nimmt Einfluss auf die Reduktion des MTT-Farbstoffes und damit auf das Ergebnis
der gemessenen Zellviabilitat. Eine erhohte Konzentration von Glukose im Medium geht
mit einer erhéhten Aktivitdt des Zellstoffwechsels im MTT-Test einher (Vistica et al. 1991).
Die Zellreihen BPH-1, VCaP, 22Rv1 und PC-3 wurden in DMEM gehalten, die Zellreihe rVCaP
in DMEM versetzt mit Testosteron (1 nMol). Das verwendete DMEM enthielt 4,5 g/l Glu-
kose und zahlt damit zu einem Medium mit hohem Glukosegehalt. DMEM reduziert als
glukosehaltiges Medium den MTT-Farbstoff nachweislich starker als andere Zellkulturme-
dien wie RPMI (Rosewell Parl Memorial Institute) oder F12. Da der MTS-Farbstoff dem Salz
des MTT-Farbstoffes ahnelt und beide als Substrat fiir das gleiche Enzym dienen wird ver-
mutet, dass der MTS-Farbstoff ebenfalls vermehrt mit DMEM interagiert (Talorete et al.
2006). In den MTS-Testungen dieser Arbeit wurden jeweils zwei Leerproben aus reinem
Medium mitgefihrt und im Anschluss an die Tests von den untersuchten Proben abgezo-
gen, um das Medium als potenzielle Fehlerquelle auszuschlieBen. Allerdings wurde diese
Leerprobe nicht erhitzt, sondern bei 37°C im Inkubator gelagert. Somit wurde von den er-
hitzten Zellproben nicht eine ebenfalls auf dieselbe Temperatur erhitzte Leerprobe des Me-
diums abgezogen. Dies kdnnte eine Erklarung fiir die Tatsache sein, dass die Stoffwech-
selaktivitat im MTS-Test auch bei héheren Temperaturen in Bereichen zwischen 2-16% blei-

ben.

Neben dem Medium kann auch die Wahl des Losungsmittels fiir Medikamente die Ergeb-
nisse des MTS-Tests beeinflussen. Fiir das Medikament Finasterid wurde EtOH als Losungs-
mittel genutzt, fiir das Medikament Bicalutamid wurde DMSO als Losungsmittel genutzt.
Mehrere Arbeitsgruppen haben festgestellt, dass DMSO als Losungsmittel fir den MTT-
Test gut geeignet ist. Es bietet eine bessere Loslichkeit des Formazan und eine daraus re-
sultierende bessere Stabilitat und Ablesbarkeit in der Messung der optischen Dichte des
umgewandelten Formazans im MTT-Test (Twentyman und Luscombe 1987). Um einen Ein-
fluss des Losungsmittels auszuschlieBen, wurden in den hier durchgefliihrten MTS-Tests je-
weils Losungsmittelkontrollen mitgefiihrt; dies kann somit als potenzielle Fehlerquelle im

MTS-Test ausgeschlossen werden.

4.4.1.2 Unterschiedliche Stoffwechselaktivitat bei 37°C Inkubator vs. Thermozykler

Eine weitere Auffalligkeit im MTS-Test ist die unterschiedliche Stoffwechselaktivitat der
Zellen bei 37°C im Thermozykler bezogen auf die Zellen der 37°C Inkubator Kontrolle. Hier

lasst sich kein einheitliches Muster identifizieren. Wahrend die Zellreihen BPH-1 und PC-3
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sowohl in den MTS-Tests ohne medikamentdse Stimulation also auch in den Tests mit me-
dikamentoéser Stimulation nahezu die gleiche metabolische Aktivitat wie die Zellen der In-
kubator-Kontrolle aufweisen, zeigen sich in den Zellreihen rVCaP, VCaP und 22Rv1 teils ho-
here und teils geringere Stoffwechselaktivitdten im Vergleich zur jeweiligen Inkubator-Kon-

trolle.

Die Zellen der Kontrolle befanden sich wahrend der Erhitzung der tbrigen Zellen im Inku-
bator und wurden dort bei einer konstanten Temperatur von 37°C gelagert. Die Zellen, die
im Thermozykler auf 37°C erhitzt wurden, wurden wahrend der Erhitzung der anderen Zel-
len auf hohere Temperaturen bei Raumtemperatur gelagert und damit teilweise bis zu tGber
einer Stunde hypothermischen Bedingungen ausgesetzt. Wie bereits im Vorfeld diskutiert,
konnte die unterschiedliche Stoffwechselaktivitat der Zellreihen bei Hyperthermie mit ei-
ner unterschiedlichen Expression von HSP zusammenhangen. Milder Kaltestress (zwischen
25-35°C) und Hitzeschock induzieren teilweise dhnliche Anpassungsreaktionen auf Zellen
(Neutelings et al. 2013). Es wurde bereits eine Vielzahl an Kalteschockproteinen (CSP) be-
schrieben, worunter das RBM3 (RNA Binding Motif Protein 3) sorgfaltig charakterisiert
wurde. Die Expression des Proteins wird bei einer milden Hypothermie drastisch hochre-
guliert und scheint dadurch eine Schlisselrolle in Adaptionsmechanismen der Zellen in hy-

pothermischen Stresssituationen einzunehmen (Dresios et al. 2005).

Die mit 37°C im Thermozykler erhitzten Zellen wurden, nachdem sie fiir die Zeit der Erhit-
zung der anderen Zellen bei Raumtemperatur gelagert wurden, mit dem MTS-Farbstoff ver-
setzt und anschlieBend bis zur Messung vier Stunden bei 37°C im Inkubator aufbewahrt.
Auch ein Wiederaufwarmen der Zellen nach milder Hypothermie kann nachweislich in
Prostatagewebe Genexpressionen und die Proliferationsrate der Zellen erhéhen (Kaija et
al. 2015).

In einer Studie aus den USA wurden Genexpressionsprofile der Zellreihe LNCaP und PC-3
als Antwort auf milden hyperthermischen Stress angefertigt. In der androgensensitiven
LNCaP Zellreihe zeigten sich 216 dysregulierte Gene, in der androgeninsensitiven Zellreihe
PC-3 158 dysregulierte Gene. Von diesen dysregulierten Genen teilten sich die beiden Zell-
reihen 54 und deutet damit auf teilweise gleiche Anpassungsreaktionen auf thermischen
Stress der Zellreihen hin. Unter diesen 54 gemeinsamen Genen befanden sich auch HSP
und CSP. HSP wurden teils starker in der PC-3, teils starker in der LNCaP heraufreguliert.
Auch unter den CSP fanden sich Unterschiede im Ausmal der Herunterregulierung (Zeng
et al. 2009). Die Mehrheit der Gene stimmen also nicht Gberein und selbst die gemeinsa-
men Gene werden in einem unterschiedlichen hohen Mal als Antwort auf Stress in den
beiden Zellreihen exprimiert. Somit wundert es nicht, dass sich die Stoffwechselaktivitat

der fiinf Zellreihen bei 37°C unterscheiden, wenn man davon ausgeht, dass die Zellen bei
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37°Cim Thermozykler im Vergleich zu den 37°C im Inkubator durch die Temperaturschwan-
kungen vermehrten Stress ausgesetzt wurden und jede Zellreihe mit ihrem Metabolismus
individuell auf diesen Stress reagiert. Auch ergab sich durch ein routinierteres Vorgehen in
spater durchgefiihrten Experimenten ein Unterschied in der Zeitdauer, in welcher die Zel-
len hypothermischen Stress ausgesetzt waren. Man kann also annehmen, dass die Zellrei-
hen unterschiedliche Genprofile aufweisen und sich sowohl im Maf$ der HSP- also auch der
CSP-Expression als Antwort auf Stress unterscheiden. In Zusammenschau mit der variablen
Dauer der Temperaturschwankungen kénnten diese Tatsachen als Erklarung dienen, dass
sich die Stoffwechselaktivitat der Zellreihen, welche bei 37°C im Thermozykler erhitzt wur-
den, von der Stoffweckselaktivitat der Inkubator-Kontrolle unterscheiden und sich kein ein-

heitliches Muster identifizieren lasst.

4.4.2 FACS-Analyse

Die Durchflusszytometrie ist eine Messmethode, bei welcher Zellen durch Streulichter nach
GrolRe, Form und intrazellularer Komplexitdt sowie durch fluoreszierende Anfarbungen in
diverse weitere Charakteristika sortiert und analysiert werden kénnen. Die Durchflusszyto-
metrie ist ein wertvolles Instrument mit Anwendungen in vielen Disziplinen wie der Onko-

logie, der Immunologie und der Mikrobiologie (McKinnon 2018).

In der hier vorliegenden Arbeit wurde die Durchflusszytometrie mit den fluoreszierenden
Proteinen Annexin V und Pi kombiniert, um vitale Zellen von apoptotischen und nekroti-
schen Zellen nach der Exposition verschiedener Temperaturen zu unterscheiden und eine
mogliche Auswirkung auf die Vitalitat der Zellen unter medikamentéser Vorbehandlung mit
Finasterid oder Bicalutamid festzustellen. Wie bereits im MTS-Test zeigt sich hier kein Un-

terschied der Hitzesensitivitat der flinf Zellreihen unter medikamentéser Vorbehandlung.

Die Ergebnisse bezliglich der Einleitung der Apoptose decken sich gut mit den in der Litera-
tur beschriebenen Daten. Die zelluldre Homodostase kann bis zu Temperaturen von 45°C
aufrechterhalten werden. Zwischen 45-60°C verkiirzt sich die Lange der Hitzeexposition bis
zum Auftreten einer Zellschadigung. Ab einer Temperatur von 60-100°C tritt dann der na-
hezu sofortige Zelltod ein (Goldberg et al. 2000). Diese Abstufung entspricht gut den hier

erfassten Daten.

Bei der Zellreihe BPH-1 findet zwischen 57,8°C und 62,6°C ein Abfall von > 20% auf < 5%
der Vitalitat statt, bei den Zellreihen VCaP und 22Rv1 zwischen 57,8°C und 62,6°C ein Abfall
von 10-15% auf 1%. Bei der Zellreihe PC-3 geschieht ein Abfall zwischen 62,6°C und 65°C
von 9-10% auf < 1%. Lediglich bei der Zellreihe rVCaP konnte bei 62,6°C weiterhin eine ho-
here Vitalitat zwischen 16-22% nachgewiesen werden, welche bereits ausfihrlich in vorhe-

rigen Kapiteln erldutert wurde.
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Trotz der weitreichenden Nutzung der Durchflusszytometrie hat auch diese einige Nach-
teile. Ein nicht automatisiertes Vorgehen kann zu potenziellen Fehlerquellen fiihren. Die
Handhabung der Proben und des Instrumentensetups sollte von Experten durchgefiihrt
werden (Maecker et al. 2012). Die Kalibrierung des Gerates und der bendtigten Spannun-
gen fiir unsere Versuche wurden von einer fiir die Durchflusszytometrie geschulten Fach-
kraft durchgefiihrt.

4.4.2.1 Manuelles Gating

Wichtig zu erwahnen ist das manuelle Gating (siehe Abbildung 7: FSC-/SSC-Diagramm). Wie
bereits im Material und Methodenteil beschrieben wurden die Zellen anhand des FSC und
des SSC zu einer Population gegatet und die beschadigten Zellen und Zellbestandteile aus-
sortiert. Das Ziel war die intakten Zellen einer jeder Krebszellreihe zu detektieren, um an-
hand dieses Vorsortierens die weitere Analyse zu optimieren. Im ,,Human Immune Genome
Project” konnte gezeigt werden, dass das manuelle Gating eine der groRten Variablen im
Outcome der FACS-basierten Experimente darstellt. Die Analyse der Populationen, die von
Interesse sind, sollten zentral von einem oder mehreren koordinierten Experten oder von
automatisierten Gating-Algorithmen durchgefiihrt werden (Finak et al. 2016; Maecker et
al. 2012). Wahrend des manuellen Gatings werden die Grenzen zur Auswahl einer Popula-
tion subjektiv festgelegt. Zudem werden lediglich ein- bis zweidimensionale Plots betrach-
tet. Dies vernachldssigt die hohe Dimensionalitat der FACS-Daten und sorgt somit fir eine
Enthaltung wichtiger Informationen (Montante und Brinkman 2019). Jedes manuelle Ga-
ting stlitzt sich zudem auf die Erfahrung des Forschers und kann eine Tendenz zu den er-
warteten Resultaten fordern (Mair et al. 2016). Ein automatisiertes Verfahren fihrt zu ei-
nem gleichen bzw. genaueren Ergebnis als die Analyse durch einen menschlichen Experten

in diesem Gebiet (Aghaeepour et al. 2013).

4.4.2.2 Zellzahl

Bei der Durchfiihrung des MTS-Tests wurden zur Vorbereitung Konzentrationen zwischen
1,5 - 4x10° Zellen/ml verwendet, um nach 48 Stunden eine Zellzahl von 5x10° - 1x10° Zel-
len/ml zu erreichen. Bei der FACS-Analyse waren deutlich héhere Zellzahlen pro Versuch
noétig. Es wurden 5x10° - 1x108 Zellen/ml ausgesat um bei der Durchfihrung der Analyse

Konzentrationen von 1 - 3x10° Zellen/ml zu erreichen.

Folglich lag bei den FACS-Analysen eine sehr hohe Zelldichte in den PCR-Streifen vor, in
welchen die Zellen im Thermozykler erhitzt wurden. Die Frage ist nun, ob diese hohe Zell-

dichte die Wirkung der Hitzeexposition beeinflusst. In einer Veroffentlichung Gber ein in-
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vitro Testsystem fiir Chemo- und Thermosensibilitat von Ewing-Sarkom-Zellreihen wurde
als optimale Zelldichte 10.000 Zellen/Loch fir die Durchfiihrung eines Proliferationstestes
nach Hitzeexposition beschrieben (Debes et al. 2002). In unseren Versuchen wurde jedes
Loch mit 2 ml der Zellsuspension befiillt, dies entspricht beim MTS-Test 2x 1,5 - 4x10° Zel-
len, bei der FACS-Analyse 2x 5x10° - 1x10° Zellen pro Loch, somit also einer deutlich hohe-

ren Zellzahl.

4.5 Vergleich in vitro Ergebnisse mit klinischen Studien

In diesem experimentellen Aufbau zeigen die Ergebnisse der MTS-Testung sowie der FACS-
Analyse der Zellreihen nach medikamentdser Vorbehandlung klar, dass eine Stimulation
mit Finasterid oder Bicalutamid keinen signifikanten Einfluss auf die Hitzesensitivitat der
Prostatakrebszellen BPH-1, rVCaP, VCaP, 22Rv1 und PC-3 bewirkt.

Dieses Resultat deckt sich mit einer klinischen Studie aus Tokio, welche den Effekt einer
neoadjuvanten ADT auf das Outcome des lokal begrenzten Prostatakarzinoms nach HIFU-
Therapie untersuchte. Zwischen 1999 und 2005 wurden 250 Patienten untersucht. 154 der
Patienten erhielten eine ADT Uber einen Zeitraum von zwei bis sieben Monaten vor der
HIFU-Therapie, 96 Patienten erhielten nur die HIFU-Behandlung. Patientenalter, Krank-
heitsstadium und Gleason-Score vor Behandlung waren gleich in beiden Patientengruppen.
Patienten der ADT Gruppe hatten ein signifikant hoheres PSA-Level sowie ein geringeres
Prostatavolumen im Vergleich zur Patientenkohorte ohne ADT vor Therapiebeginn. Das pri-
mare Outcome wurde gemessen am Therapieversagen, welches als Prasenz eines Prosta-
takarzinoms in einer sechs Monate nach der HIFU-Therapie durchgefiihrten TRUS-gesteu-
erten Prostatabiopsie definiert wurde. Die Ergebnisse erbrachten ein im TRUS gleicherma-
Ren reduziertes Prostatavolumen der mit und ohne ADT behandelten Patienten nach der
HIFU-Therapie. In den Prostatabiopsien erbrachten 80/250 Biopsien ein positives Ergebnis
fir Prostatakrebs (32%). Das Therapieversagen war in der mit ADT neoadjuvant behandel-
ten Gruppe etwas geringer, dieses Ergebnis war statistisch jedoch nicht signifikant (31% vs.
34%). Diskutiert wurden in dieser Studie der insgesamt hohere PSA-Ausgangswert in der
mit ADT vorbehandelte Patientengruppe, welcher mit einem fortgeschrittenen Krankheits-
bild einhergehen konnten. Des Weiteren stellt sich die pathologische Analyse der Prosta-
tabiopsien von vorbehandeltem Gewebe schwieriger dar als die Analyse von nicht behan-
deltem Gewebe und kdnnte eine potentielle Fehlerquelle bei der Detektion von karzino-
matosen Residuen in der Prostata sein (Uchida et al. 2006). Ein Follow-Up dieser Studie
wurde bis dato nicht veroéffentlicht. Trotz allem l3sst die Studie ebenfalls auf keinen Einfluss
einer ADT auf die HIFU-Therapie schlieBen und deckt sich somit in den Ergebnissen mit den
hier durchgefiihrten MTS-Tests und FACS-Analysen.
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Eine weitere japanische Studie untersuchte den Einfluss einer neoadjuvanten ADT auf die
HIFU-Therapie beim nicht-metastasierten Prostatakarzinom an einer Gruppe von 530 Pati-
enten. 270 Patienten erhielten eine neoadjuvante Therapie, 202 davon ein LHRH-Analogon
mit Antiandrogen, 68 Patienten nur ein LHRH-Analogon, 260 Patienten wurden ausschlieR-
lich mit einer HIFU-Therapie behandelt. Die ADT wurde innerhalb von 6 Monaten vor der
HIFU-Therapie durchgefiihrt. Die Gruppe mit neoadjuvanter ADT zeigte einen héheren PSA-
Ausgangswert sowie ein héheres Risikoprofil als die Kohorte ohne ADT. Das primadre Out-
come wurde gemessen anhand des krankheitsfreien Uberlebens, welches sich aus einem
fehlenden PSA-Anstieg > 2 ng/ml ausgehend vom niedrigsten gemessenen PSA-Wert (PSA-
Nadir), negativen Prostatabiopsien sowie das Fehlen von Fernmetastasen zusammen-
setzte. Der PSA-Wert wurde alle ein bis drei Monate wahrend des ersten Jahres nach HIFU-
Therapie gemessen und danach alle zwei bis sechs Monate wahrend des Follow-Up. Die
postoperative Prostatabiopsie wurde sechs bis zwoIlf Monate nach der HIFU-Therapie
durchgefihrt. Die Ergebnisse erbrachten keinen signifikanten Unterschied im PSA-Wert
zwolf Monate nach der HIFU-Therapie zwischen beiden Patientengruppen. Der PSA-Nadir
wiederum war vier Monate nach HIFU-Behandlung in den mit einer neoadjuvanten ADT
behandelten Patientengruppe signifikant geringer. Ebenso zeigte sich eine signifikant ge-
ringere Rate an negativen Prostatabiopsien in der ADT Gruppe (84,4%) im Vergleich zu Pa-
tienten ohne ADT (77,2%). Die biochemische Versagensrate, gemessen anhand eines PSA-
Anstiegs > 2 ng/ml, war in der ADT-Gruppe ebenfalls signifikant geringer (16,3%) im Ver-
gleich zu den Patienten ohne ADT (28,5%), insbesondere in den Intermediar- und Hochrisi-
kogruppen. Insgesamt wurde ein Versagen der HIFU-Therapie bei 31,5% der Patienten
ohne ADT und 18,5% der Patienten mit ADT bestimmt. In Zusammenschau konnte eine sig-
nifikant bessere Drei-Jahres-Uberlebensrate bei Patienten mit Intermedidr- und Hochrisi-
koprofil in der mit einer neoadjuvanten ADT behandelten Kohorte im Vergleich zur nur mit

HIFU-Therapie behandelten Kohorte gezeigt werden (Sumitomo et al. 2008).

Diese Ergebnisse stehen im Kontrast zu den Ergebnissen der Studie von Uchida et al. Eine
mogliche Erklarung hierfiir konnte der Einschluss von Patienten mit weiter fortgeschritte-
nen Erkrankungen in der Studie von Sumitomo et al. sein, da die Verbesserung der Drei-
Jahres-Uberlebensrate insbesondere in den Intermediir- und Hochrisiko Patienten aufge-
zeigt wurde. AuRerdem wurden in beiden Studien unterschiedliche Definitionen fiir ein
HIFU-Versagen gewahlt. In der Studie von Uchida er al. wurde ein Therapieversagen mit
einer positiven Prostatabiopsie gleichgesetzt. Ubereinstimmend hierzu konnte auch in der
Studie von Sumitomo et al. kein Unterschied in den positiven Prostatabiopsieraten und der
Drei-Jahres-Uberlebensrate ohne Krankheit in den Niedrig- und Intermediir Risikogruppen
gezeigt werden (Sumitomo et al. 2008; Uchida et al. 2006). Zudem gab es in der Studie von

Sumitomo et al. keine Patientenkohorte, welche nur mit einer ADT behandelt wurden. Es
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sollte also auch diskutiert werden, ob die verbesserte Drei-Jahres-Uberlebensrate der In-
termediar- und Hochrisikogruppen lediglich auf die ADT zuriickzufiihren ist, unabhangig

von der zusatzlich durchgefiihrten HIFU-Therapie.

Die beiden Vero6ffentlichungen zeigen in jedem Fall, dass weitere Studien mit einem lange-
ren Follow-Up, einer genauen Kategorisierung der Patientenkohorten sowie einer exakte-
ren Definition bezliglich des Therapieversagens notwendig sind, um eine klare Aussage

Uber den Nutzen einer neoadjuvanten ADT vor einer HIFU-Therapie treffen zu konnen.

4.6 Zusammenfassung und Ausblick

Die vorliegende Arbeit hatte zum Ziel, die thermischen Behandlungen - als Paradebeispiel
exemplarisch an die HIFU-Therapie angelehnt - in vitro zu simulieren und eine mogliche
Auswirkung auf die Hitzesensitivitat der funf Prostatakrebszellreihen BPH-1, rVCaP, VCaP,
22Rv1 und PC-3 durch die Kombination einer hyperthermischen Behandlung mit einer ADT
zu detektieren. Zur Erzeugung der Androgendeprivation wurden die Medikamente Finas-

terid und Bicalutamid gewabhlt.

Die Simulation der HIFU-Therapie erfolgte tiber einen Thermozykler. Hiermit wurden ledig-
lich die thermischen, nicht aber die mechanischen Effekte der HIFU-Therapie beriicksich-
tigt. Die gewahlten Temperaturen, die Hitzeexpositionsdauer sowie die Rampenrate in un-
seren in vitro Versuchen beziehen jedoch die Rahmenbedingungen einer HIFU-Therapie in
vivo mit ein. Somit wurde ein anndhernd vergleichbares in vitro Modell der thermischen

Effekte einer HIFU-Therapie geschaffen.

Sowohl in den MTS-Tests als auch in den FACS-Analysen konnte kein signifikanter Einfluss
einer Androgendeprivation durch Finasterid und Bicalutamid auf die Hitzesensitivitat der
Prostatakrebszellreihen BPH-1, rVCaP, VCaP, 22Rv1 und PC-3 gezeigt werden. In vergleich-
baren Studien konnte bereits bei normothermischen Bedingungen ein fehlender Effekt auf
die Proliferation der Zellreihen durch die beiden Medikamente, wie sie in Dosierung und
Stimulationsdauer in dieser Arbeit eingesetzt wurden, nachgewiesen werden. Die Hyper-
thermie als mogliche Ursache einer Androgenresistenz macht eine Wirkung der Medika-
mente auf die Zellreihen unter Hitzeeinwirkung unwahrscheinlich und bekraftigt unsere Er-

gebnisse.

Interessanterweise zeigte sich bei den Zellreihen rVCaP und PC-3 ein paradoxer Anstieg der
metabolischen Aktivitat im Bereich zwischen 46-52°C. Dieser kdnnte im Zusammenhang
mit einer vermehrten Expression von HSP als zytoprotektive MaBnahme durch den thermi-

schen Stress stehen. Studien haben bereits eine starkere HSP-Expression der Zellreihe
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PC-3 unter hyperthermischen Bedingungen im Vergleich zu anderen Prostatakrebszellrei-
hen nachgewiesen. Der positive Einfluss auf die Hochregulierung von HSP durch Testoste-
ron verstarken diese Hypothese auch fir die Zellreihe rVCaP. Die Ausbildung einer hitzein-
duzierten Hyperthermie durch Testosteron kdonnte ebenfalls als Grund fiir die vermehrte

Stoffwechselaktivitat in der Zellreihe rVCaP dienen.

Die Annahme, dass eine vermehrte HSP-Expression die Ursache fiir die Stoffwechselaktivi-
tatssteigerung ist und damit eine verstarkte Zytoprotektion initiiert wird, deckt sich zudem
mit der prolongierten Thermotoleranz, welche fiir die beiden Zellreihen rVCaP und PC-3 in
den FACS-Analysen gemessen wurde. Insbesondere die Zellreihe rVCaP zeigt bei 60°C deut-
lich héhere Vitalitatswerte als die Zellreihen BPH-1, VCaP und 22Rvl. Diese prolongierte
Thermotoleranz konnte eine wichtige Rolle in der HIFU-Therapie in vivo spielen, da Tempe-
raturen > 55°C haufig als Grenzbereich der HIFU-Therapie definiert wird. Waren die Zellen
in diesem Bereich noch vital, wiirde dies einem Therapieversagen gleichkommen. In diesem
Kontext lohnt es sich, weitere Studien liber die notwendigen Temperaturen zum Erreichen
eines definitiven Zelltodes durchzufiihren. Somit kdbnnte der Temperaturbereich in der Nut-
zung der Thermoablation weiter optimiert werden. Hierbei sollte das Temperaturminimum
zum Erreichen eines sicheren Zelltodes eingehalten werden, zur Schonung des umliegen-
den Gewebes kdnnte dementsprechend auf unnotig hohe Temperaturen verzichtet wer-

den.

In zuklinftigen Untersuchungen Uber einen Zusammenhang zwischen ADT und HIFU-The-
rapie sollte sich bei der Simulation der HIFU-Therapie in vitro noch mehr an das klinische
Vorbild der HIFU-Therapie in vivo angendhert werden. Die Induktion einer Androgenresis-
tenz durch eine Hyperthermiebehandlung sollte vor einer Dosiserh6hung oder einer Ver-
langerung der Stimulationszeiten der Medikamente der ADT genauer analysiert werden.
Ein interessantes Gebiet, das im Zusammenhang mit dieser Arbeit weiter untersucht wer-
den koénnte, ist die Rolle der HSP unter hyperthermischen Bedingungen in den untersuch-
ten Zellreihen. Ein Vergleich der HSP-Expressionslevel bei Normothermie sowie deren Ver-
anderung bei Hitzeexposition ware erstrebenswert. Ebenfalls sollte die Rolle des Testoste-
rons in Bezug auf die HSP-Expression unter Hyperthermie naher betrachtet werden. Der

zusatzliche Einsatz von HSP-Inhibitoren konnte erwogen werden.

Die HIFU-Behandlung als fokale Therapieoption wird in Zukunft eine immer wichtigere
Rolle in der Therapie des Prostatakarzinoms als Mittelweg zwischen Active Surveillance und
definitiven Therapieoptionen wie Operation und Bestrahlung einnehmen. Unter Beriick-

sichtigung dieses Trends ist es wichtig, eine mdgliche medikamentdse Beeinflussung der
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Hitzesensitivitat der Zellen durch Medikamente der Androgendeprivation, der Chemothe-
rapie oder auch aus dem Bereich der HSP-Inhibitoren weiter zu erforschen sowie den opti-

malen Temperaturbereich zum Erreichen eines sicheren Zelltodes festzulegen.
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5 Anhang

Tabelle 17: Mittelwerte und Standardfehler

Zellreihe Temperatur Stimulation Mittelwert Standardfehler
BPH-1 37°C Pi 0,002 0,001
Annexin V + Pi 0,077 0,006
Annexin V 0,060 0,019
ungefarbt 0,862 0,024
57,8°C Pi 0,005 0,001
Annexin V + Pi 0,313 0,049
Annexin V 0,377 0,072
ungefarbt 0,304 0,081
62,6°C Pi 0,005 0,001
Annexin V + Pi 0,708 0,021
Annexin V 0,248 0,037
ungefarbt 0,038 0,017
92,7°C Pi 0,001 0,001
Annexin V + Pi 0,987 0,003
Annexin V 0,012 0,003
ungefarbt 0,000 0,000
BPH-1 Finasterid 37°C Pi 0,001 0,001
Annexin V + Pi 0,084 0,008
Annexin V 0,073 0,028
ungefarbt 0,841 0,031
57,8°C Pi 0,007 0,002
Annexin V + Pi 0,412 0,026
Annexin V 0,362 0,084
ungefarbt 0,220 0,072
62,6°C Pi 0,009 0,004
Annexin V + Pi 0,793 0,038
Annexin V 0,154 0,011
ungefarbt 0,045 0,031
92,7°C Pi 0,000 0,000
Annexin V + Pi 0,985 0,004
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Annexin V 0,014 0,004

ungefarbt 0,000 0,000

BPH-1 Bicalutamid 37°C Pi 0,002 0,001
Annexin V + Pi 0,105 0,011

Annexin V 0,071 0,025

ungefarbt 0,823 0,029

57,8°C Pi 0,016 0,005
Annexin V + Pi 0,436 0,025

Annexin V 0,310 0,080

ungefarbt 0,239 0,080

62,6°C Pi 0,014 0,012
Annexin V + Pi 0,824 0,023

Annexin V 0,128 0,020

ungefarbt 0,034 0,022

92,7°C Pi 0,001 0,001
Annexin V + Pi 0,986 0,002

Annexin V 0,012 0,002

ungefarbt 0,001 0,000

rVCaP 37°C Pi 0,002 0,000
Annexin V + Pi 0,023 0,002

Annexin V 0,061 0,007

ungefarbt 0,914 0,007

57,8°C Pi 0,029 0,005
Annexin V + Pi 0,254 0,018

Annexin V 0,233 0,023

ungefarbt 0,484 0,011

62,6°C Pi 0,022 0,004
Annexin V + Pi 0,484 0,014

Annexin V 0,277 0,030

ungefarbt 0,216 0,015

92,7°C Pi 0,020 0,008
Annexin V + Pi 0,978 0,009

Annexin V 0,002 0,001

ungefarbt 0,000 0,000
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rVCaP Finasterid 37°C Pi 0,002 0,000
Annexin V + Pi 0,029 0,007

Annexin V 0,065 0,008

ungefarbt 0,904 0,011

57,8°C Pi 0,021 0,007
Annexin V + Pi 0,268 0,036

Annexin V 0,248 0,039

ungefarbt 0,463 0,005

62,6°C Pi 0,014 0,002
Annexin V + Pi 0,555 0,057

Annexin V 0,276 0,037

ungefarbt 0,155 0,032

92,7°C Pi 0,003 0,002
Annexin V + Pi 0,994 0,002

Annexin V 0,003 0,001

ungefarbt 0,000 0,000

rVCaP Bicalutamid 37°C Pi 0,002 0,001
Annexin V + Pi 0,029 0,004

Annexin V 0,084 0,018

ungefarbt 0,886 0,018

57,8°C Pi 0,020 0,006
Annexin V + Pi 0,303 0,028

Annexin V 0,246 0,032

ungefarbt 0,431 0,003

62,6°C Pi 0,022 0,006
Annexin V + Pi 0,520 0,038

Annexin V 0,283 0,049

ungefarbt 0,176 0,006

92,7°C Pi 0,011 0,006
Annexin V + Pi 0,984 0,009

Annexin V 0,004 0,002

ungefarbt 0,000 0,000

VCaP 37°C Pi 0,003 0,001
Annexin V + Pi 0,127 0,029
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Annexin V 0,061 0,002

ungefarbt 0,808 0,027

57,8°C Pi 0,016 0,004
Annexin V + Pi 0,527 0,030

Annexin V 0,310 0,012

ungefarbt 0,148 0,030

62,6°C Pi 0,006 0,001
Annexin V + Pi 0,762 0,031

Annexin V 0,218 0,028

ungefarbt 0,014 0,003

92,7°C Pi 0,001 0,000
Annexin V + Pi 0,987 0,002

Annexin V 0,011 0,002

ungefarbt 0,000 0,000

VCaP Finasterid 37°C Pi 0,001 0,001
Annexin V + Pi 0,104 0,012

Annexin V 0,075 0,008

ungefarbt 0,819 0,020

57,8°C Pi 0,021 0,013
Annexin V + Pi 0,569 0,054

Annexin V 0,287 0,055

ungefarbt 0,123 0,020

62,6°C Pi 0,003 0,002
Annexin V + Pi 0,848 0,012

Annexin V 0,142 0,017

ungefarbt 0,007 0,003

92,7°C Pi 0,000 0,000
Annexin V + Pi 0,987 0,004

Annexin V 0,012 0,004

ungefarbt 0,000 0,000

VCaP Bicalutamid 37°C Pi 0,003 0,002
Annexin V + Pi 0,132 0,047

Annexin V 0,067 0,006

ungefarbt 0,798 0,046
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57,8°C Pi 0,024 0,013
Annexin V + Pi 0,527 0,036

Annexin V 0,314 0,026

ungefarbt 0,135 0,034

62,6°C Pi 0,010 0,007
Annexin V + Pi 0,793 0,029

Annexin V 0,184 0,029

ungefarbt 0,013 0,005

92,7°C Pi 0,002 0,001
Annexin V + Pi 0,982 0,005

Annexin V 0,015 0,005

ungefarbt 0,001 0,000

22Rv1 37°C Pi 0,005 0,002
Annexin V + Pi 0,125 0,005

Annexin V 0,176 0,028

ungefarbt 0,694 0,032

57,8°C Pi 0,008 0,001
Annexin V + Pi 0,588 0,016

Annexin V 0,305 0,021

ungefarbt 0,099 0,013

62,6°C Pi 0,006 0,004
Annexin V + Pi 0,753 0,027

Annexin V 0,235 0,023

ungefarbt 0,006 0,002

92,7°C Pi 0,006 0,003
Annexin V + Pi 0,930 0,027

Annexin V 0,062 0,029

ungefarbt 0,002 0,001

22Rv1 Finasterid 37°C Pi 0,004 0,000
Annexin V + Pi 0,151 0,012

Annexin V 0,141 0,013

ungefarbt 0,704 0,014

57,8°C Pi 0,013 0,002
Annexin V + Pi 0,618 0,038
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Annexin V 0,249 0,039

ungefarbt 0,120 0,009

62,6°C Pi 0,008 0,003
Annexin V + Pi 0,768 0,035

Annexin V 0,214 0,037

ungefarbt 0,010 0,001

92,7°C Pi 0,004 0,003
Annexin V + Pi 0,947 0,020

Annexin V 0,047 0,018

ungefarbt 0,002 0,001

22Rv1 Bicalutamid 37°C Pi 0,003 0,000
Annexin V + Pi 0,166 0,029

Annexin V 0,199 0,018

ungefarbt 0,631 0,024

57,8°C Pi 0,014 0,006
Annexin V + Pi 0,622 0,073

Annexin V 0,260 0,065

ungefarbt 0,104 0,014

62,6°C Pi 0,010 0,005
Annexin V + Pi 0,792 0,065

Annexin V 0,191 0,065

ungefarbt 0,007 0,003

92,7°C Pi 0,000 0,000
Annexin V + Pi 0,955 0,021

Annexin V 0,044 0,020

ungefarbt 0,001 0,000

PC-3 37°C Pi 0,002 0,001
Annexin V + Pi 0,087 0,017

Annexin V 0,058 0,006

ungefarbt 0,852 0,012

57,8°C Pi 0,003 0,001
Annexin V + Pi 0,675 0,102

Annexin V 0,226 0,041

ungefarbt 0,097 0,064
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62,6°C Pi 0,001 0,000
Annexin V + Pi 0,822 0,083

Annexin V 0,172 0,083

ungefarbt 0,004 0,001

92,7°C Pi 0,000 0,000
Annexin V + Pi 0,979 0,004

Annexin V 0,020 0,004

ungefarbt 0,001 0,000

PC-3 Finasterid 37°C Pi 0,003 0,002
Annexin V + Pi 0,108 0,017

Annexin V 0,072 0,003

ungefarbt 0,816 0,016

57,8°C Pi 0,003 0,002
Annexin V + Pi 0,714 0,087

Annexin V 0,180 0,027

ungefarbt 0,104 0,061

62,6°C Pi 0,002 0,001
Annexin V + Pi 0,852 0,066

Annexin V 0,141 0,064

ungefarbt 0,005 0,001

92,7°C Pi 0,000 0,000
Annexin V + Pi 0,980 0,003

Annexin V 0,019 0,003

ungefarbt 0,001 0,000

PC-3 Bicalutamid 37°C Pi 0,003 0,002
Annexin V + Pi 0,114 0,011

Annexin V 0,076 0,005

ungefarbt 0,807 0,017

57,8°C Pi 0,002 0,000
Annexin V + Pi 0,721 0,139

Annexin V 0,185 0,065

ungefarbt 0,093 0,076

62,6°C Pi 0,002 0,000
Annexin V + Pi 0,874 0,060
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Annexin V 0,120 0,060
ungefarbt 0,004 0,000
92,7°C Pi 0,001 0,000
Annexin V + Pi 0,970 0,004
Annexin V 0,028 0,004
ungefarbt 0,002 0,000
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