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Einleitung 3

1 Einleitung

1.1 Ubersicht tiber den Aufbau der Prostata und die Hypothe-
se der neuroendokrinen Steuerung von Prostatakarzino-

men

Die Prostata ist eine akzessorische Geschlechtsdriise und besteht aus zwei Kompartimen-
ten, 1. dem Stroma mit glatter Muskulatur, Bindegewebe, Nerven und Gefé3en und 2.
dem Epithel, das aus Driisenzellen, Basalzellen und neuroendokrinen Zellen zusammen-
gesetzt ist. Die physiologische Aufgabe des Epithels ist die Produktion sehr unterschied-
licher nieder- und héhermolekularer Substanzen wie Calcium- und Zinkionen, Diamine,
Peptide und eine Rethe von Enzymen. Darunter stellt das Prostata-spezifische Antigen
(PSA), eine Serin-Protease vom Kallikreintyp, die wichtigste Komponente dar. Seine
Funktion liegt in der Spaltung des aus der Blaschendrise stammenden Semenogelin in
kleinere Peptide, die einerseits zur Verfllissigung des Seminalkoagulums und anderer-
seits zur Motilitatsbeschleunigung der Spermien fihrt.

Wahrend die Funktionen der Drusenzellen zumindest in Ansdtzen geklart i, ist die Rolle
der Basalzellen und der neuroendokrinen Zellen nach wie vor kontrovers. Die meisten
Pathologen sehen die Basalzellen analog zum mehrschichtigen Plattenepithel der Haut
als Stammzelllager und Vorléufer der Drisenzellen an (z.B. Bonkhoff et al. 1998), was
von anderer Seite (Aumuller 1979) bestritten wird. Fir die neuroendokrinen Zellen gibt
es bisher keine eindeutig bewiesene Funktionszuweisung, sondern weitestgehend Hypo-
thesen. Insbesondere ist auch der histogenetische Zusammenhang zwischen den drei Zell-
formen des Epithels und seine Bedeutung fur die Entstehung des Prostatakarzinoms sehr
kontrovers.

Eine Reihe neuerer Arbeiten behauptet eine Transformation von exokrinen, d.h. PSA-
sezernierenden Prostata-(Karzinom-)Zellen tGber sog. ,,amphikrine”, d.h. sowohl PSA wie
Neuropeptide oder andere neuroendokrine Substanzen produzierende Zellen in (neuro-)
endokrin aktive Tumorzellen. Diese neuroendokrin aktiven Tumoren (,kleinzellige Kar-
zinome") sollen Androgen-unabhangig entweder parakrin oder autokrin das Tumor-

wachstum stimulieren (s. Abb. 1).
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Abbildung 1. Unterschiedliche Konzepte der parakrinen Steuerung der Prostata (oben) und des
Prostata-Karzinoms (Aumuller et al., 1995).

In den letzten Jahren wurde deshalb eine zunehmende Aufmerksamkeit auf die neuroen-
dokrine Zelldifferenzierung gelegt. Gesichert ist die sehr schlechte Prognose von Prosta
takarzinomen mit neuroendokrinen Charakteristika; dabei ist der Zusammenhang zwi-
schen neuroendokriner Differenzierung, Androgen-Unabhéngigkeit und Tumorprogressi-
on vollig unklar. Die Untersuchungen der vorliegenden Arbeit sind dem Fragenkomplex
dieser putativen Transformation der exokrinen in neuroendokrine Tumorzellen und der
Wirkungsweise der Differenzierungssignal e gewidmet.

1.2 Neuroendokrine Zellen in der menschlichen Prostata

Die neuroendokrinen Zellen (NE-Zellen) der menschlichen Prostata wurden bereits 1944
beschrieben (Pretl et al, 1944) und spéter von Feyrter et a (1951) dem diffusen neuroen-
dokrinen System (heute als Amino Precursor Uptake and Decarboxylation-System, kurz
APUD-Zellsystem bezeichnet) zugeordnet. Wie die Ubrigen neuroendokrinen Zellen im
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Bereich der Atemwege (,, Kulschitzki-Zellen*) und des Gastrointestinaltrakts lassen sich
bei den neurendokrinen Zellen der Prostata , offene” oder ,,luminokrineg®, d.h. bis an das
Azinuslumen reichende Formen, von ,,geschlossenen®, d.h. ausschliefdlich mit Dendriten-
dhnlichen Ausldufern im basalen Kompartiment versehene Zellen unterscheiden. Die
NE-Zellen werden vorzugsweise durch ihre Sekretionsprodukte, Rezeptoren und Marker
(Cecio et a, 1993; Xue et al, 1997; Han et a, 1997; Speights et al, 1997, Moody et al,
1997; Polge et a, 1997) charakterisiert. Die wichtigsten Produkte dieser Zellen, die auch
deshalb al's histopathol ogische Marker verwendet werden sind:

- Chromogranin A (CgA); daneben auch Chromogranin B (CgB) und Sekretogra-

nin

- Neuronen-spezifische Enolase (NSE)

- Serotonin/5-Hydroxytryptamin (5-HT)

- Cdcitonin (CT) und Calcitonin-Gene related polypeptide (CGRP)

- Somatostatin (ST); gelegentlich werden auch Motilin und Neurotensin aufgefuhrt

- Bombesin/Gastrin Releasing Peptide (GRP).

Die funktionellen Bedeutung aller dieser Komponenten ist bisher nur unzureichend ver-
standen (Cohen et al, 1993). Neben einer parakrinen Funktion z.B. auf Spermien (durch
den ,offenen* Typ) oder auf das Stroma (durch den ,geschlossenen* Typ) sind
wachstumsstimulatorische Effekte auf Epithel- und Stromazellen beschrieben worden
(Bologna et a, 1989; Bonkhoff et a, 1991). AufRerdem beeinflussen die NE-Zellen die
intraluminale Sekretion von Peptiden, welche fur das Seminal plasma und die Modifizie-
rung spezifischer Spermienfunktionen eine wichtige Rolle spielen kodnnen (Di
Sant”Agnese, 1992; Abrahamsson et a, 1999).

Im Gegensatz zu fast allen anderen Spezies (mit Ausnahme des Meerschweinchens) sind
nur in der menschlichen Prostata NE-Zellen neben Basal- und Drisenzellen zu finden.
Ihre Herkunft ist ebenso wie ihre Funktion umstritten (Abrahamsson, 1998; de Mesy Jen-
sen und Di Sant”Agnese, 1994; Noordzij et al, 1995; Xue et al, 1998).

Die Bedeutung der NE-Zellen fir die benigne Prostata-Hyperplasie (BPH) scheint gering
zu sein. Dahingegen wird die Rolle der NE-Zellen im Prostatakarzinom kontrovers dis-
kutiert (van der Voorde, 1995; Jiborn et al, 1998; Casella et a, 1998; Pruneri et a, 1998;
Bartholdi et al, 1998; Markwalder und Reubi, 1999).

Studien mit einer Laufzeit tber 23 Jahren zeigten, dass das kleinzelligen Karzinom der
Prostata (small cell carcinoma: SCC), welches wissenschaftlich belegt eine NE-
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Differenzierung aufweist, einen sehr aggressiven klinischen Verlauf hat (Tetu et al, 1987,
Ro et a, 1987). 1% aler Prostatakarzinome sind SCC-Tumoren. Die neuroendokrinen
Marker wie NSE, CgA und Serotonin, die im SCC-Tumor zu finden sind, kbnnen auch in
typischen Adenokarzinomen nachgewiesen werden. Die Hohe des Serum-CgA bei Pati-
enten korreliert mit dem immunologischen CgA-Nachweis im Gewebe (Deftos et a,
1996) und ist bel ca. 35% der Patienten mit fortgeschrittenen Prostatakarzinom erhéht
(Hoosein et a, 1995). Die gleiche Arbeitsgruppe (Hoosein et al, 1996) beschrieb genau-
er, wie eng die NE-Zellen und ihre Produkte mit dem Prostatakarzinom assoziiert sind
bzw. mit dem Tumorwachstum und deren Invasivitét. Cohen et a (1990) lenkte mit der
Verdffentlichung von signifikant verkiirzten Uberlebenswahrscheinlichkeiten von Patien-
ten mit primérem Prostatakarzinom und positivem immunologischen CgA und NSE er-
neut die Aufmerksamkeit auf die NE-Zellen. Kadmon et al (1991) zeigten bei 48% ihrer
Patienten mit G2-Prostatakarzinom einen erhéhten CgA-Serum-Wert.

Die Uberwiegende Anzahl der Autoren beschreibt eine proliferationssteigernde parakrine
Wirkung von Peptidhormonen aus den NE-Zellen der Prostata auf das Prostatakarzinom
(Angelsen et a, 1998; Wu et al, 1998; Hoosein, 1998; Chen et al, 1999).

Wie bei der umstrittenen Herkunft der NE-Zellen des Magen-Darm-Traktes aus Deriva-
ten der Neuralleiste (Andrew et al, 1998; Itoh et a, 1997), wurde auch bei verschiedenen
Prostatakarzinomzelllinien (einschliefflich der NE-Zellen) eine Ableitung aus undifferen-
zierten Vorlauferzellen angenommen. Die NE-Zellen sollen in Zelllinien (Qiu et a, 1998;
Di Cristofano et al, 1998), in transgenen Mé&usen (Garabedian et a, 1998) oder Xe-
nograft-Modellen (Jongsma et al, 1999) nach verschiedenen Induktoren (Androgenent-
zug, Interleukin-6-Behandlung) auftreten. Allerdings ist die Charakterisierung der neu-
gebildeten NE-Zellen nicht Uberzeugend. Hinzu kommt, dass nicht alle neuronalen In-
duktoren (wie NGF-13, Angelsen et al, 1998) effektiv sind.

Bang et a (1994) hatten die Entstehung von NE-Zellen aus LNCaP-Zellen nach Stimula-
tion mit CAMP behauptet. Die Studien von Ischia et a (1998) an LNCaP- (Androgen-
abhangige Prostatakarzinomzelllinie) und CRL-5813-Zellen (typische NE-Zélllinie) ha
ben eindeutig bewiesen, dass nur die letzteren die typischen neuroendokrinen Charakte-

ristika besitzen.
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1.3 Zédlinien als experimentelle Modelle der Prostata-

Forschung

Eine systematische Studie von Angelsen et al (1997) Uber das Vorkommen neuroendo-
kriner Prostatazellen belegt, dass sie den meisten Labortieren, wie Ratten, Katzen, Hunde
und Meerschweinchen fehlen und damit a's experimentelle Modelle nicht in Frage kom-
men. Zur Untersuchung des neuroendokrinen Potentials von unterschiedlichen Prostata-
tumorstadien konnen gut etablierte Prostatazelllinien dienen, an denen Androgen-
abhangige oder Androgen-unabhangige Stadien in vitro simuliert werden kdénnen. Zellen
eines humanen Prostataprimartumors sind nur mit Schwierigkeiten au3erhalb ihres Wirts
zu halten. Fur die vom Patienten entnommenen Tumorzellen stellen athymische Mause
keine befriedigende Umgebung dar. Dennoch konnten einige Primartumoren auf Nackt-
mause transplantiert werden. Auch eine begrenzte Anzahl an kontinuierlich in vitro
wachsenden Zelllinien konnte aus Metastasen humaner Prostatakarzinome etabliert wer-

den.

1.3.1 Die Androgen-abhangige Prostatazelllinie LNCaP (ATCC-Nr.:
CRL-1740)

Die LNCaP-Zdlllinie ist die einzige kommerziell erhdtliche humane Androgen-
abhangige Prostatakarzinomzelllinie, die in vitro kultiviert werden kann. Sie wurde von
Horoszewicz et a (1977) aus einer Nadelaspirationsbiopsie einer supraklavikuldren
Lymphknotenmetastase bei einem 50 Jahre alten Mann mit einem nachgewiesenen Pros-
tatakarzinom isoliert. Die Zellen produzieren das Prostata-spezifische-Antigen (PSA).
Sie wachsen in Clustern, welche sich wahrend des Pipettiervorgangs fir das Anlegen
einer Subkultur auflésen. Da die Zellen ein langsames Wachstum zeigen, sollten sie nach
Subkultivierung fur 48 h ungestért inkubiert werden (Medium siehe Tab. 4). Der von
ATCC vertriebene Klon LNCaP-FGC ist eine , fast growing colony“. Sie verdoppelt ihre
Zellzahl in 73 h. Die Zellen sind als einzige in vitro wachsende Zellen Androgen- und
Ostrogen-Rezeptor positiv.

Diese Zelllinie diente in unseren Versuchen as ein experimentelle Modell fir ein gut

differenziertes Androgen-abhangiges Prostatakarzinom.
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1.3.2 Androgen-unabhéngige Zé€lllinien

1.3.21 PC-3-Zéelllinie (ATCC-Nr.: CRL-1435)
Die PC-3-Zelllinie wurde von Kaighn et a (1979) aus einer Knochenmetastase eines

Adenokarzinoms der Prostata von einem 62-jahrigen Mann isoliert. Diese Zellen zeigen
eine geringe Aktivitét fur die saure Prostata-Phosphatase (PAP) und sind Testosteron-5-

-Reduktase positiv. Sie exprimieren HLA Al und A9. Diese Metastase gilt als undiffe-
renziert und wird dem Grad 1V nach Gleason zugeordnet. Sie exprimieren keine Rezepto-

ren fr Androgene (und andere Steroidhormone).

1.3.2.2 DU-145-Z€llinie (ATCC-Nr.: HTB-81)
Die DU-145-Zelllinie wurde von Stone et al (1978) aus einer Hirnmetastase eines 69-

jahrigen Mannes mit Prostatakarzinom und einer seit drei Jahren bestehenden Leukamie
isoliert. Die metastatische Lasion wurde als maldig differenziertes Adenokarzinom be-
schrieben. Diese Linie zeigt keine Hormonsensitivitét. DU-145-Zellen exprimieren kein
PSA.

Die unter 1.3.2.1 und 1.3.2.2 beschriebenen Zelllinien dienten in unseren Versuchen als
experimentelles Modell fur schlecht differenzierte Androgen-unabhéngige Prostatakarzi-

nome.

1.3.3 Neuroendokrine Zelllinie (ATCC-Nr.: CRL-5813)

Die CRL-5813-Z€ellinie weist allen wesentlichen neuroendokrinen Marker auf und wur-
de aus einer extrapulmonalen Lymphknotenmetastase eines neuroendokrinen Kleinzell-
karzinoms der Lunge isoliert. Sie produziert atriales natriuretisches Peptid (ANP) und
Chromogranin A (CgA) und ist Androgenrezeptor-insensitiv. Kultiviert werden die Zel-
len in 95% HITES-Medium mit 5% DM SO.

Sie sollten den direkten Vergleich von typischen Prostatatumorzellen und neuroendokri-
nen Zellen in einem identischen Versuchaufbau ermoglichen. Des Weiteren haben wir
die NE-Zelle herangezogen, um sie in unseren morphologischen und immunhistochemi-

schen Versuchen als eine direkte Positivkontrolle zu verwenden.
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1.4 Neuroendokrine Stimulation von Karzinomen

1.4.1 DieRolleder Zytokine

Fur die Zellkommunikation vielzelliger Organismen sind u.a. die Hormone entscheidend.
Sie bilden eine Gruppe von interzellulégren Signalsubstanzen, die nicht nur lokale und
systemische, immunologische und Abwehr-Aufgaben wahrnehmen, sondern auch die
Waundheilung und Blutbildung mitregulieren. Die Gruppe | der nach Wirkungsmecha-
nismen und topographischer Zuordnung in sechs Gruppen aufgeteilten Hormone bilden
die Zytokine. Zu ihnen zdhlen neben den bekannten Erythropoetin, Insulin Like Growth
Factor (IGF) und Epidermal Growth Factor (EGF) auch die Interleukine (IL).

Die Zellen des Immunsystems nutzen zur Kommunikation zwei Arten der Signaltber-
mittlung: Einmal die direkten Kontakte von Zelle zu Zelle Uber Membran-Rezeptoren,
z.B. bei der Antigen-Erkennung, und zum anderen die Ausschittung von Signal substan-
zen. Diese Signalsubstanzen werden a's Interleukine bezeichnet. Sie regulieren im phy-
siologischen oder pathologischen Sinne als parakrine und autokrine Faktoren Proliferati-
on, Differenzierung und Funktion von Zellen. Wie bereits bei vielen anderen Maligno-
men, z.B. im Falle der Meningeome eine wachstumshemmende Wirkung durch Interleu-
kin 6 (IL-6; Jones et al, 1997) beschrieben wurde, spielen die Interleukine auch in der
Prostata physiologisch und pathologisch eine entscheidende Rolle (Hoosein et al, 1998;
Abdul et a 2000,2001; Hobisch et al, 2001).

Interleukin-1 kommt in zwei Formen vor — apha ( ) und beta ( ). Beide Peptide unter-
scheiden sich stark in ihrer Primérstruktur. Durch die Bindung an den gleichen Rezeptor
haben sie die gleiche biologische Wirkung. Sie aktivieren T- und B-Lymphozyten.
Daneben haben sie weitere Wirkungen, die mit dem Beginn einer Infektion in Zusam-
menhang stehen. Sie modulieren das Zentralnervensystem (z.B. Fieberaus 6sung, Appe-
titlosigkeit, Corticotropin-Ausschittung), den Stoffwechsel, das Blutsystem und die
Blutgefale (s. Karlson, P., Doenecke, D. Koolman, J.: Biochemie fir Mediziner und Na-
turwissenschaftler 1994).

Interleukin-6 ist ein 21-28 kD Protein, mit 184 Aminosduren (May et al, 1988), welches
zur Interleukin-6-Zytokin-Familie gehort, wie , leukemia inhibitory faktor”, Interleukin-
11, Kardiotrophin-1 und Oncostatin M (Sehgal et a, 1995). Viele physiol ogische Funkti-

onen sind auf die Wirkung von Interleukin-6 zurtickzufthren, einschliefdlich der Forde-
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rung der Antikorperproduktion in B-Lymphozyten, modulatorische Effekte in der Syn-
these von hepatischen Akute-Phase-Proteinen, Beeinflussung der Osteoklasten in Kno-
chen und der Thrombosebildung (Hiramo et a, 1992). Interleukin-6 vermittelt seine Ak-
tivitét durch einen Interleukin-6-Rezeptor-Komplex aus zwei Komponenten (Taga et a,

1989). Interleukin-6 besitzt zahlreiche Wirkungen (Pleiotropie).

1.4.1.1 Verschaffen sich schlecht differenzierte Karzinome einen Wachstumsvorteil

durch Interleukin-1?

Haupt-Wachstums- und Differenzierungsfaktoren der Prostata sind die Androgene. Wei-
tere Hormone und Wachstumsfaktoren spielen eine Rolle (Hsieh et al, 1995). Bereits in
den 1990er Jahren zeigten Untersuchungen eine Wachstumshemmung Androgen-
abhangiger Zellen durch das konditionierte Medium (CM) Androgen-unabhangiger Zel-
len (Sherwood et al, 1990; Fruehauf et al, 1990; van Moorselaar et al, 1991). Diese Beo-
bachtungen wurden von Abolhassani et al (1995) bestétigt.

Welche Substanzen im CM der Androgen-unabhangigen Zellen sind fur diesen Effekt
verantwortlich? Verschiedene neutralisierende Antikorper, u.a. auch gegen Interleukin-1
und -6 konnten die Wachstumshemmung nicht aufheben. Es wurde ein 50 kD schweres
Protein verantwortlich gemacht, und die <26 kD grof3en Zytokine gelangten in den Hin-
tergrund der Diskussion (Abolhassani et a, 1995). Abolhassani et d (1995) wiesen nach
ihren Untersuchungen den Zytokinen keinen entscheidenden Anteil an dem wachstums-
hemmenden Einfluss des CM von Androgen-unabhangigen Zellen auf Androgen-
abhéngige Zellen zu. Weiter wurde ein Prostata-spezifischer Antigen-Suppressing-Faktor
in Androgen-unabhéngigen Zellen beschrieben, der basierend auf physiologisch-
chemischen Charakteristika, dem isoelektrischen Punkt nahe Null und durch neutralisie-
rende Antikorpern als Interleukin-1 identifiziert wurde (Abdul et al, 1995). Abdul et al
(1995) und Hoosein et al. (1998) glaubten mit Interleukin-1 einen wesentlichen Faktor
der Wachstumshemmung an Androgen-abhangigen Zellen durch Androgen-unabhéngige
Zellen entdeckt zu haben. Bereits diese Diskrepanz in den Untersuchungsergebnissen, bei
teilweise identischen Versuchsaufbauten, verdeutlicht die Schwierigkeit der Ergebnisin-
terpretation. Hoosein et a (1998) isolierten in Androgen-unabhangigen PC-3-Zellen In-
terleukin-1 und - . In Androgen-unabhéngigen DU-145-Zellen fanden sie Interleukin-
1 . Culig et a (1998) und Chiau et a (1999) beschrieben eine Wachstumshemmung der
LNCaP-Zellen durch Interleukin-1 . Sie wiesen Interleukin-1-mRNA nur in Androgen-

unabhéngigen Zellen nach, nicht aber in Androgen-abhangigen Zellen. Diese experimen-
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tellen Beweise unterstiitzen die Idee von Abdul et al (1999), dass Androgen-unabhangige
Zellen in einer Tumorproliferation ihren Wachstumsvorteil durch Unterdriickung der
Proliferation von Androgen-abhangigen Zellen gewinnen und dass hier ein entscheiden-
der Faktor das Interleukin-1 darstellt.

1.4.1.2 DieRollevon Interleukin-6 im Prostatakarzinom

In der Literatur sind tber Interleukin-6 im Bezug auf die menschliche Prostata viele Pa-
rallelen zwischen Interleukin-6 und Interleukin-1 zu finden. Zur Zeit liegt auf Interleu-
kin-6 ein deutlich hoherer Forschungsschwerpunkt. Dies mag an den vielféltigen Aufga
benbereichen von Interleukin-6 liegen (siehe 1.4.1). Interleukin-6 wirkt aleine oder in
Kombination mit anderen Zytokinen als Differenzierungsfaktor. Dies konnte in der Pros-
tata (Revel et a, 1991), im ZNS (Jones et a, 1997) und in glatten Muskelzellen (Beasley
et al, 1997) gezeigt werden. Patienten mit fortgeschrittenem Prostatakarzinom besitzen
haufig einen erhthten Interleukin-6-Blutwert (Drachenberg et al, 1999; Twillie et a,
1995; Hoosein et al, 1995; Nakoshima et al, 2000), welcher als Marker fir Androgen-
unabhéngiges Wachstum eingestuft wird (Drachenberg et al, 1995). Diesen erhéhten In-
terleukin-6-Blutwert bezeichnen Hoosein et a (1998) als einen ,,unabhangigen Vorhersa-
gewert fur die Uberlebenswahrscheinlichkeit von Prostatakarzinompatienten®.

Bei Melanomen der Haut wird Interleukin-6 nur in schlecht differenzierten Tumorformen
im Blut gefunden. Das Wachstum von gut differenzierten Karzinomen wird negativ be-
einflusst, so dass Interleukin-6 hier von einem parakrinen Wachstumsinhibitor in einen
autokrinen Wachstumsforderer tbergeht (Lu und Kerbel, 1993).

In Karzinomen der Prostata findet sich Interleukin-6 ebenfalls bei schlecht differenzier-
ten Karzinomen im Blut. In gut differenzierten Karzinomzelllinien ist der Interleukin-6-
Blutwert nicht erhéht (Thille et al, 1995).

Zellen beider Karzinomstadien besitzen den Interleukin-6-Rezeptor. Interleukin-6-
MRNA |&sst sich nur in schlecht differenzierten Karzinomen (PC-3- und DU-145-Zellen)
isolieren. Die LNCaP-Zellen (gut differenziert) werden durch Interleukin-6 paracrin in
ihrem Wachstum gehemmt. Die schlecht differenzierten Karzinome scheinen sich au-
tokrin in ihrem Wachstum zu stimulieren (Chung et al, 1999; Mori et al, 1999; siehe Tab.
1).
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Tabelle 1. Vorkommen und Wirken von Interleukin-6 im Prostatakar zinom.

IL-6 im IL-6- IL-6- IL-6- Anti-1L-6-AK-
CM MRNA  Rezeptor Behandlung Behandlung

gut differenziert

(LNCaP-Zellen) negativ  negativ positiv 0
schlecht differ.

(DU-145-Z€llen) positiv positiv positiv 0
+  angedeutet wachstumsfordernd -  angedeutet wachstumshemmend

++ sichtbar wachstumsférdernd -- sichtbar wachstumshemmend

+++ deutlich wachstumsférdernd  --- deutlich wachstumshemmend

0 keine Wachstumsveranderung

Allerdings wird ebenfalls ein wachstumsfordernder Effekt von Interleukin-6 auf LNCaP-
Zellen beschrieben (Okamoto et al, 1997). Die Untersuchungen von Hobisch et a (2001)
zeigten, dass Androgen-abhangige Prostatakarzinomzellen nach langer Behandlung mit
Interleukin-6 eigens mit der Produktion von Interleukin-6 beginnen und dies einen mog-
lichen Schritt in die néchste Malignitétsstufe darstellt. In BPH-Zellen ist Interleukin-6-
Rezeptor-mRNA nur in 78% des untersuchten Materials zu finden (Hobisch und Culig et
al, 2000). Die Expression eines Interleukin-6-Rezeptors konnte fir maligne Prostatazel-
len (100% Interleukin-6-Rezeptor-mRNA) einen Wachstumsvorteil bedeuten (Okamoto
et a, 1997).

1.4.2 Die Rollevon cyclischem Adenosinmonophosphat (CAMP) alsin-
trazelluldrer SignalUber mittler

Wachstumsfaktoren haben durch cAMP Auswirkungen auf Wachstum, Differenzierung
und Motilitét von vielen Zelltypen. Das Androgen-unabhangige Wachstum in Prostata
karzinomen kann durch verschiedene Mechanismen induziert werden (Culig et al, 1997).
Einer davon ist die Rezeptor-spezifische parakrine oder autokrine Wachstumsregulation
durch Neuropeptide, produziert von neuroendokrinen Zellen. Faktoren wie Serotonin,
Bombesin, Gastrin Releasing Peptide (GRP), Vasoactive Intestinal Peptide (VIP), Calci-
tonin (CT), Parathyroid-hormone-related-Protein (PTHRP) und Somatostatin sind Bei-
spiele fur Neuropeptide, die in Lunge, Pankreas, Prostata und anderen epithelialen Or-
ganabschnitten das Wachstum beeinflussen. Die meisten Neuropeptide agieren Uber ,, se-

cond messenger”. Diese sind leicht verfigbar und haben eine kurze Halbwertszeit. Die
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wichtigsten ,second messenger® sind cAMP, cyclisches Guanosinmonophosphat
(cGMP), Ca*, Inositol-trisphosphat (1Ps), Diacylglycerol (DAG) und Stickstoffmonoxid
(NO). Eine besondere Stellung nehmen die Derivate der Nucleosidtriphosphate
(ATP/GTP) ein. Sie bilden ,, second messenger“ in Form von cyclischem Adenosin-3°,5"-
monophosphat (3°,5-cyclo-AMP, cAMP) und cyclischen Guanosin-3°,5 -monophophat
(3',5"-cyclo-GMP, cGMP). Diese Botenstoffe tibernehmen eine Schitisselfunktion in der
Signaltransduktion. Bang et a (1994) und Cox et a (2000) zeigten dies auch fur die
Prostata.

Durch verschiedenste Pharmaka (Cox et al, 1999), db-cAMP (Bang et al, 1994; Cox et d,
1999; Cox et Deeble, 2001; Zelivianski et al, 2001), 8Br-cAMP (Mori et a, 1999), Papa-
verin (Goto et al, 1999), Forskolin, Epinephrin, 1soprotenol (Cox et Deeble, 1999; 2000)
kann die Bereitstellung des second Messanger CAMP in den zu untersuchenden Prostata-
karzinomzellen angehoben werden. Hierdurch erfahren Androgen-abhéngige Zellen eine
Wachstumshemmung (Bang et al, 1994; Cox et al, 1999; 2000; 2001; Zelivianski et al,
2001). Androgen-unabhéngige Zellen sollen in ihrem Wachstum teils stark (Bang et al,
1994), teils etwas (Cox et al, 1999; 2000; 2001) und teils kaum gehemmt (Zelivianski et
al, 2001). Hier differieren die Ergebnisse offensichtlich erheblich.

1.5 Marker des Prostatakarzinoms bzw. neuroendokriner Zel-

len

Das Driisengewebe der humanen Prostata besteht, wie oben dargestellt aus drei Zellty-
pen: Stamm-, Basal- und Drisenzellen (di Sant’Agnese et al, 1992, Bonkhoff et al,
1994). Die Drusenzellen des Lumen bilden die Mehrheit und exprimieren in ihrer sekre-
torischen Funktion u.a. das Protein PSA, welches ein nitzlicher Marker fur die exokrine
Funktion der Drise darstellt (sehe 3.4.1 und 4.8.1.1). Unter den luminalen Zellen befin-
det sich die Basalzellschicht, welche die Stammzellen enthélt. Die NE-Zellen exprimie-
ren u.a. als Marker typischerweise die Neuronen-spezifische Enolase (NSE), das Seroto-
nin und das Chromogranin A (CgA) (di Sant’Agnese et a, 1992). Die drei Mitglieder der
Chromogranin Familie: Chromogranin A, Chromogranin B (Sekretogranin I) und Chro-
mogranin C (Sekretogranin 11) sind saure Glykoproteine, die in den meisten endokrinen
und neuronalen Geweben enthalten sind (O Conner et a, 1984). Chromogranin ist das
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guantitativ grofite sekretorisch-granulére Protein und dient als Marker fir neuroendokrine
Differenzierung (O"Conner et al, 1984 und 1986).

1.6 Neuroendokrine Differenzierung durch spezifische Be-

handlung in Prostatazelllinien

1.6.1 Differenzierung von LNCaP-, PC-3- und DU-145-Z¢€llen nach In-
terleukin-1- und -6-Behandlung

Hoosein et a (1998) untersuchten Androgen-abhéngige und Androgen-unabhéngige Zel-
len auf ihr neuroendokrines Differenzierungspotential nach Zytokinbehandlung. Sie stell-
ten fest, dass konditioniertes Medium von Androgen-unabhangigen PC-3- und DU-145-
Zellen das Zellwachstum der Androgen-abhangigen LNCaP-Zelllinie hemmt. Der entge-
gengesetzte Versuch ergab keine wesentlichen Wachstumsveranderungen. Des Weiteren
ergab eine subkutane Implantation von PC-3-Zellen neben LNCaP-Zellen in Mausen eine
dramatische Inhibition der LNCaP-Zellen nach drei Monaten. Diese Daten legten nahe,
dass die Androgen-unabhangigen Zellen einen Faktor sezernieren, der das Wachstum von
Androgen-abhéngigen Zellen hemmt. Diesen Faktor identifizierten Hoosein et al (1998)
as Interleukin-1 (siehe 1.4). Da Interleukine keinen Effekt auf Androgen-unabhéngige
Zellen haben, scheinen diese die Sensibilitét fur den wachstumshemmenden Effekt der
Interleukine bereits verloren zu haben.
Interleukin-1 -mRNA ist unter den Androgen-unabhéngigen Zellen nur in den PC-3-
Zellen zu finden. DU-145- und LNCaP-Zellen waren negativ fur die Interleukin-1 -
MRNA.
Fazit: <Interleukin-1-mRNA konnte nur in Androgen-unabhangigen Zellen nachgewiesen
werden.
* Interleukin-1 hemmt Androgen-abhangige Zellen und hat keinen Einfluss auf
Androgen-unabhangige Zellen.
In einem zweiten Versuchsdurchgang zeigten Hoosein et al (1998) eine Hemmung der
LNCaP-Zellen auch durch Interleukin-6. Unter Interleukin-1 kam es zu einer CgA-
Zunahme bzw. zu einer PSA-Sekretionsabnahme. Abdul et a (1999) bestétigten die
Ergebnisse Uber Interleukin-1 und Qiu et a (1998) die Uber Interleukin-6.
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1.6.2 Neuroendokrine Differenzierung von Prostatakar zinomen als
Antwort auf eine gesteigerte intrazellulare cCAM P-K onzentration

Die Arbeitsgruppe Bang et a (1994) untersuchte erneut Androgen-abhangige LNCaP-
Zellen neben Androgen-unabhangigen PC-3M- und DU-145-Zellen. Die PC-3M-
Zélllinie ist eine hochmaligne Metastasenvariante der PC-3-Zélllinie (siehe 1.3.2.1). Die-
se Zelllinien wurden jeweils mit db-cAMP behandelt (1.4.2).

Morphologisch zeigten sich bei den DU-145-Zellen keine Veranderungen. Demgegen-
Uber wiesen die db-cAMP-behandelten LNCaP- und die PC-3M-Zellen nach finf Tagen
neuronale Charakteristika auf (bi- und multipolare Zellen mit schmalen Zellkérpern und
langen Zellauslaufern). Hierbei wurde die Fahigkeit des db-cAMP, den intrazelluldren
CAMP-Spiegel der untersuchten Zellen anzuheben, mit ®I-markierten cAMP-
Radi oimmunoessays nachgewiesen.

In ihren elektronenmikroskopischen Befunden fanden Bang et a. (1994) bei den LNCaP-
und PC-3M-Zellen nach db-cAMP-Behandlung eine stérkere Abrundung der Zellen. Die
LNCaP-Zellen enthielten zahlreiche dense-core-Granula, welche charakreristisch fur eine
gut differenzierte neurosekretorische Zelle sind.

Die Proliferationskinetiken ergaben eine Wachstumshemmung der db-cAMP-
behandelten PC-3M- und LNCaP-Zellen.

Die immunocytochemischen und Wester n-Blot-Analysen deuteten bei unbehandelten PC-
3M-Zellen auf eine starke NSE-Expression, und bel LNCaP-Zellen eine sehr geringe.
Den neuroendokrinen Marker CgA wiesen Bang et a (1994) gleichermal3en in LNCaP-
und PC-3M-Zellen nach (durch db-cAMP-Behandlung unveréndert). Auf eine Veroffent-
lichung von Brugge et al (1985) zuriickgreifend, verwendete er die Proteintyrosinkinase
pp60“™ as einen Marker fir neuroendokrine Differenzierung. Die Expression der
pp60“ ™ -Aktivitat war niedrig in LNCaP-Zellen und hoch in PC-3M-Zellen, wobei die
db-cAMP-Behandlung der PC-3M-Zellen die Expression der pp60°™ -Aktivitat stark
zunehmen lief3.

Sie folgerten aus ihren Versuchen eine durch cAMP induzierte G1-Synchronisation, ei-
nen Wachstumsstop (LNCaP- und PC-3M-Zellen), den Verlust der Klonogenitdt (PC-
3M-Zellen) und eine terminale neuroendokrine Differenzierung (vor allem Androgen-
unabhéngigen PC-3M-Zellen).
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1.7 Stammzellhypothesen zum Prostata-K arzinom

Die Existenz der NE-Zellen in der adulten Prostata ist wie unter 1.2 beschrieben vielfach
gesichert. Die Herkunft wird kontrovers diskutiert. Unter 4.10 sollen die Ergebnisse die-
ser Arbeit auf die bestehenden Prostatastammzellmodelle bezogen werden. Im Folgenden

werden richtungsweisende Modelle vorgestellt.

1.7.1 Die Stammzellhypothese nach Bonkhoff et al (1998)

Der Pathologe H. Bonkhoff entwickelte nach detaillierten immunhistochemischen Unter-
suchungen an hyperplastischem Prostatamaterial und an Prostatakarzinomen eine umfas-
sende Stammzellhypothese (Bonkhoff und Remberger, 1996; Bonkhoff et al, 1998). Im
folgenden werden die fir diese Arbeit wichtigen Aussagen dargestellt:

1. Uber der Stromaschicht befindet sich, durch eine Basalmembran getrennt, die
StammzelIschicht mit Androgen-unabhéngigen Basalzellen.

2. In der folgenden Zellebene existiert ein Proliferationskompartiment der Basal zel -
len mit teils Androgen-unabhangigen Zellen, teils Androgen-abhangigen Inter-
medidarformen zwischen Basal- und Drisenzellen bzw. Androgen-unabhangigen
Intermediarformen zwischen Basal- und neuroendokrinen Zellen.

3. Das Differenzierungskompartiment enthalt die terminal differenzierten, strikt An-
drogen-abhangigen Driisenzellen, Zwischenformen zwischen Driisen- und neuro-
endokrinen Zellen und schlief3dlich die Androgen-unabhangigen neuroendokrinen
Zéellen.

Bonkhoff et a (1998) gehen von einer einzigen Androgen-unabhangigen Stammzelle

aus, die sich aus dem Anlagematerial des Sinus urogenitalis herleitet.
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Abbildung 2: Zelldifferenzierung im normalen menschlichen Prostataepithel nach Bonkhoff et al
(1998).

1.7.2 Die duale Stammzellhypothese nach Aumdiller et al (2001)

In einer gemeinsam mit den schwedischen Urologen P.-A. Abrahamsson (Lund) und A.
Bjartell (Malmo) durchgefihrten Studie wurde das Auftreten und die Verteilung der NE-
Zellen wéahrend der Entwicklung der menschlichen Prostata systematisch untersucht
(Aumller et al, 2001). Dabei wurde ein charakteristisches zeitliches und réumliches Ver-
teilungsmuster dieser Androgen-unabhéngigen Zellen festgestellt. Dies wurde zur Grund-
lage fUr eine alternative, die sog. duale Stammzellhypothese genommen. Hiernach exis-
tieren in der Prostata neben denen aus dem Sinus urogenitalis abstammenden Zellformen
(Stammzellen, Basalzellen, intermedidre Formen ohne und mit Androgen-rezeptor, Dri-
senzellen) die NE-Zellen als zweite unabhangige Zellform, die vermutlich aus der Neu-
ralleiste abstammend Uber die periprostatischen Ganglien bzw. das Mesenchym zu den
epithelialen Driisenanlagen der Prostata gelangt Aumdiiller et al, 1999).

Nach den embryologischen Untersuchungen wandern die NE-Zellen der Prostata entwe-
der aus periprostatischen Paraganglien und das Mesenchym durch die Basalmembran in
das Epithel ein (was aber nicht beobachtet werden konnte; oder die im Mesenchym ver-
teilten Zellen induzieren die Bildung der NE-Zellen im Epithel des Sinus urogenitalis.
Von diesen Vorlaufern der Driisenazini gelangen sie in die Drisenanlagen der Prostata.
Bel spéteren Feten und Neonaten bildet der Bereich des Urethralepithels um den Collicu-
lus seminalis zusammen mit den proximalen Driisengangen ein regelrechtes Lager von
NE-Zellen, von wo auch die Drisenspossen mit dem Auswachsen die NE-quasi ,, mit-
nehmen®. Daher ist zu verstehen, weshalb die Peripherie der Drise relativ wenige NE-
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Zellen enthédlt. Wahrend der gesamten postnatalen Entwicklung bleibt nach Aumdiller et
al (2001) der prozentuale Anteil der NE-Zellen am Gesamtepithel und auch der von u-
rethral nach subkapsulér verlaufende quantitative Gradient der Verteilung der NE-Zellen
anndhernd gleich.

Die inhomogene Verteilung der NE-Zellen in der Prostata, ihre zahlenmaldige Konstanz,
die wahrscheinlichen Herkunft aus den periprostatischen Paraganglien, die fehlende An-
drogen-Abhéngigkeit und die fehlenden Intermediarformen zwischen Drisen- und NE-
Zellen (,amphikrine Zellen®) in juvenilen bzw. intakten adulten Prostaten sprechen nach
Ansicht der Autoren fir einen Sonderstatus der NE-Zellen in der Prostata.

Die an anderen Stellen des Korpers feststellbare Varianz der Immunreaktivitét fur CgA
und Neuropeptide bzw. Peptidhormone und die sehr unterschiedliche Zellform deuteten
sie as Ausdruck einer schwer darstellbaren Differenzierung der NE-Zellen von einer
schwachen oder nur einen Marker exprimierenden Form (dormant NE-cell) hin zur voll
differenzierten Form (mature active NE-cell) mit der Expression mehrerer Marker. Die
schwach differenzierte, ,, schlafende* Form dirfte bei Routineféarbungen nicht von ande-
ren Stammzellformen unterscheidbar sein.

Die folgende Abbildung stellt die duale Stammzellhypothese von Aumdiller et a (2001)

ein einem Schema aus der Originalarbeit dar.
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Abbildung 3: Die duale Stammzellhypthese im Prostataepithel nach Aumiiller et al (2001).
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1.8 Fragestellungen und Zielsetzung der Arbeit

Weltweit z&hlt das Prostatakarzinom bis heute zu den haufigsten Erkrankungen des élte-
ren Mannes. Es zeigt zu Beginn einen Androgen-abhangigen Status, den es im Verlauf
der Tumorprogression und Metastasierung verliert. Androgen-unabhangige Tumore sind
flr den Patienten mit einer schlechten Prognose verbunden. In den letzten Jahren wurde
die Aufmerksamkeit auf neuroendokrine Charakteristika im Prostatakarzinom gelegt, da
fUr den Patienten bei erhdhten NE-Markern (NSE, CgA) mit einem erhohten Morbiditéts-
risiko zu rechnen ist.

NE-Zellen sind charakteristisch fur die menschliche Prostata. Die funktionelle Rolle ist
noch weitgehend unbekannt (siehe 1.2).

Da die NE-Zellen den meisten Labortieren fehlen, kbnnen als experimentelle Modelle
nur in vitro etablierte Zellen von verschieden differenzierten Prostatakarzinomzellen die-
nen. In dieser Arbeit wird darauf Wert gelegt, dass neben Androgen-abhéngigen Zellen
und Androgen-unabhangigen Zellen auch typische neuroendokrine Zellen zum Vergleich
herangezogen werden (siehe 1.3).

Eswurde bei verschiedenen Prostatakarzinomzelllinien eine Ableitung der NE-Zellen aus
undifferenzierten Vorlauferzellen angenommen, die nach verschiedenen Induktoren (In-
terleukin-113, Interleukin-6, cAMP) auftreten sollen (siehe 1.4).

Bang et a (1994) hatten die Entstehung von NE-Zellen aus LNCaP-Zellen nach Behand-
lung mit db-cAMP behauptet und Hoosein et al (1998) nach Behandlung mit Interleukin-
1 und Interleukin-6. Die Untersuchungen von Ischia et al (1998) an LNCaP- und CRL-
5813-Zellen (typische NE-Zelle) haben eindeutig bewiesen, dass nur die CRL-5813-
Zellen den gesamten NE-Charakter besitzen (siehe 1.6).

Diese Arbeit greift das differierende Meinungsbild Uber die Herkunft und Funktion der
NE-Zellen in der menschlichen Prostata auf und stellt die Untersuchungen von Bang et al
(1994) und Hoosein et a (1998) in den Vergleich mit der typischen NE-Zelllinie CRL-
5813, wie bereits von Ischia et al (1998) im Ansatz durchgefiihrt.

Dies soll mit Hilfe der Vergleichs der in einer Parallelarbeit dargestellten, gemeinsam
erarbeiteten Proliferationskinetiken mit dem morphologischen Erscheinungsbild (licht-
und elektronenmikroskopische Struktur) und der Verteilung und Expression von typi-
schen NE-Markern (auf RNA- und Proteinebene) in verschieden differenzierten Prostata-

karzinomzelllinien parallel zu einer typischen NE-Zelllinie untersucht werden.
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Durch unsere Untersuchung wollen wir die Histogenese der NE-Zellen im Prostatakarzi-
nom genauer herausarbeiten ( siehe 1.7), um damit mdglicherweise neue Strategien fir

die Behandlung des Androgen-unabhangigen Prostatakarzinoms zu finden.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Ze€lkultur

Materid:

PBS

MEM Eaglew. Earle’s salts
FKS

RPMI-1640
Penicillin/Streptomycin
Amphotericin B

HEPES

Filter (Porengroi3e: 0,22 gm)
50 ml-/15 ml-Roéhrchen
Kulturflaschen 75 cnv?
Kulturflaschen 25 cnv?
24-well Platten

96-well Platten

Pipetten

Inkubator

Wasserbad
Phasenkontrast-Mikroskop
Invertoskop
Begasungsbrutschrank
Zentrifuge

Trypsin EDTA
ELISA-Reader

Bezugsquelle:

Biochrom, Solingen

Pan Biotech, Aidenbach
Linaris, Bettingen

Pan Biotech, Aidenbach
Boehringer, Mannheim
Gibco BRL, Eggenstein
Gibco BRL, Eggenstein
Sartorius, Goéttingen
Greiner, NUrnberg
Sarstedt, Nirnbrecht
Greiner, NUrnberg
Falcon, Heidelberg
Falcon, Heidelberg
Falcon/Greiner, Heidelberg/Nirnberg
Steri-Cult 200 ® Incubators,
Forma Scientific Inc.
TypW 350 T, Memmert
Olympus, Hamburg
Zeiss, Oberkochen
Heraeus Christ, Hanau
Heraeus Christ, Hanau
Sigma, Deisenhofen

Dynatech, Denkendorf
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2.1.2 Interleukineund cAMP

Interleukin-1 Pepro Tech, Rocky Hill, New Jersey (USA)
Interleukin-6 Pepro Tech, Rocky Hill, New Jersey (USA)
db-cAMP Sigma, Missouri (USA)

2.1.3 Molekularbiologie

Entmineralisiertes Wasser wurde hergestellt mit Hilfe einer MilliQ-Reinstwasseranlage
der Fa. Millipore (Eschborn) mit einer vorgeschalteten lonenaustauscherbombe (Ministil
P21) der Fa. Christ (Osterode/Harz). Das so gewonnene Millipore-Wasser wurde fir be-

stimmte Experimente (PCR etc.) zusétzlich autoklaviert (120°C, 1 atdi, mind. 15 min).

Materid: Bezugsquelle:

RNA-Praparation:

TRIzol -Reagenz Gibco BRL, Eggenstein
Zellschaber Sarstedt, Nurnbrecht
Tuberkulin-Spritze Braun, Melsungen
RNasin® Promega, Mannheim
DNase| Boehringer, Mannheim
RNA-Gel el ektrophorese:

3-Morpholino-Propansul fonsaure Serva, Mannheim
Glycerol/Bromphenolblau Serva, Mannheim

Reverse Transkription:

RT-Puffer Promega, Mannheim
Nukleotid-Mix/RNasin® Promega, Mannheim
Reverse Transkriptase (200 U/m) M-MLV RNase® H minus,

Promega, Mannheim
Oligo dT(12-18)Primer Promega, Mannheim
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Polymerase Kettenreaktion:

PCR-Puffer (fir GAPDH) PanSystems, Nurnberg
Primer (rGAPDH) Biosource, Ratingen
Nukleotid-Mix Promega, Mannheim
Mineral ol Sigma, Deisenhofen
Tag-Polymerase PanSystems, Nurnberg
2.1.4 Zédllinien

In der vorliegenden Arbeit wurden die drei humanen Prostatakarzinom-Zelllinien
LNCaP, PC-3 und DU-145 von der American Type Culture Collection (ATCC) verwen-
det (sehe 1.3). Des Weiteren wurden die folgenden Zelllinien als Positivkontrollen ver-

wendet: CRL-5813 als Vergleichszelle der morphologischen Ubersichtsdarstellungen

(sehe 3.2.1) und Positivkontrolle der CgA-Immunfluoreszenzen. Weiterhin dienten in
den Polymerasekettenreaktionen BON-Zellen als CgA-Positivkontrolle.

Kurzcharakterisierung der verwendeten Positivkontrol len:

BON-Zellen: Die BON-Zdlllinie wurde einer peripankreatischen Lymphknotenmetasta-

CRL-5813:

CRL-1803:

se eines menschlichen neuroendokrinen Pankreas-Karzinoid-Tumors iso-
liert. Diese vielfach untersuchte neuroendokrine Zelllinie produziert unter
anderem CgA, Serotonin (5-HT), Neurotensin (NT) und Calcitonin (CT).
Diese neuroendokrine Zelllinie wurde aus einer extrapulmonalen Lymph-
knotenmetastase eines neuroendokrinen Kleinzellkarzinoms der Lunge i-
soliert. Sie produziert atriales natriuretisches Peptid (ANP) und CgA. Kul-
tiviert werden die Zellen in 95% HITES-Medium und 5% DM SO.

Von S.S. Leong mittels Nadelbiopsie von einer 77-jahrigen aus einem
medulléren Schilddrisenkarzinom entnommen und etabliert, wéchst diese
Zdllinie in RPMI 1640, 15% FKS und 1mM L-Glutamin adhaerent an.
Sie produziert Calcitonin und Carcinoembryonic Antigen (CEA)
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2.1.5 Antikorper

Tabelle 2: Erstantikorper fur die lmmunfluoreszenz

Erstantikor per Verdunnung

Her kunft

Anti-Prostata Spezifisches Antigen 1:200

(PSA) monoklonal (mouse)

Prof. Dr. H. Lilja
Department of Clinical Chemis-
try, Lund University Hospital,

Malmo (Schweden)

Anti- -Actin monoklonal (mouse) 1:500 Sigma, Missouri (USA)
Anti-NSE 1:100 Dianova

Anti-Chromogranin A (CgA) poly- 1:300 Dako, Hamburg

klonal (rabbit)

Anti-Chromogranin B (CgB) 1:100
Tabelle 3: Zweitantikorper fur die lmmunfluoreszenz

Zweitantikor per Verdunnung Herkunft

CyTM3-conjugated 1:100 Jackson Immuno Research Labo-
Affinity Pure Goat anti-Rabbit 1gG ratories, Inc. (USA)
CyTM3-conjugated 1:500 Jackson Immuno Research Labo-
Affinity Pure Goat Anti-Mouse ratories, Inc. (USA)

1gG

CyTM,-conjugated 1:100 Jackson Immuno Research Labo-

Affinity Pure Goat anti-Rabbit 1gG

ratories, Inc. (USA)
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2.1.6 PCR — Oligonukleotid-Primer

Tabelle 4: PCR Primerpaare

GEN Primer paar e (M ensch) PCR-GrolRe Anlagerungs
Oligosequenz -Sense Temperatur
-Antisense
PSA human 5 -GCG TGA TCT TGC TGG
GTCGG-3 363 59°C
5 -CCT TCT GAG GGT GAA
CTTGCG- 3
Neuronen- spezifi- 5 -GAC TTT GTC AGG GAC
sche Enolase TATCC-3 390 bp 55°C
(HNSE2) 5 -CAT GAG CTG GTT TTT
AGC- 3
Chromogranin A 5 -GGA GAT GGC AGT GGT
(CgA) CCC-3 390 bp 55°C

5 -TGC AGC TGG TGG GCC
ACT-&
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2.2 Methoden

2.2.1 Zdlkulturmethoden

2.2.1.1 Kultivieren der Tumorzdllen

Die humanen Prostatazelllinien LNCaP und PC-3 wurden mit RPMI 1640 10% FKS, die
humane Prostatazelllinie DU-145 mit MEM Eagle w. Earle’s salts in T75-Kulturflaschen
angezichtet und in einem Begasungsbrutschrank bei 37°C, 5% CO, und 100% Luft-
feuchtigkeit gelagert. Der Wechsel des Mediums erfolgte ale zwei bis drei Tage, wobei
ale Arbeiten mit Zellkulturen unter sterilen Bedingungen an einer sterilen Laminar Flow

Bank durchgefuhrt wurden.

2.2.1.2 Reaktivierung kryokonservierter Zellen

Die Gefdl3e, in denen sich die aufzutauenden Zellen befanden, wurden aus dem flUissigen
Stickstoff entnommen, fur 2,5 - 3 min in einem Wasserbad bel 37°C aufgetaut und im
vorgewarmten 30 ml Medium aufgenommen. Um das DM SO herauszuwaschen, wurde
10 min bei 500 x g zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, das Zellpellet nach
grindlicher Vortex-Homogenisierung in 10 ml Medium resuspendiert, die Suspension

sorgféltig durchmischt und in 4 - 5 T75-Kulturflaschen transferiert.

2.2.1.3 Subkultivierung der Kulturzellen

Nach Erreichen eines konfluenten Zellrasens wurden Subpopul ationen angelegt. Hierzu
wurde das Zellmedium abgegossen und zweimal mit je 10 ml PBS gesplilt, worauf die
LNCaP-Zélllinie einmal mit einem ml Trypsin-EDTA-L 6sung versehen wurde, die DU-
145- und PC-3-Zellen jeweils zweimal. Die Zellen wurden maximal 3 min bel 37°C mit
der L6sung inkubiert und durch Klopfen vom Untergrund geldst, was unter dem Inver-
toskop kontrolliert wurde. Um nun die Aktivitat der Trypsin-EDTA®-Lésung zu stoppen,
wurden 10 ml Medium auf die Zellen gegeben. Die Zellsuspension wurde mehrmals
durch eine 25 ml Pipette gezogen, in ein Zentrifugenréhrchen Uberfuhrt und bei 200 x g

fur 10 min zentrifugiert. Nach vorsichtigem Abdekantieren des Uberstandes wurde das
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Zellpellet je nach Versuchsansatz in der entsprechenden Menge Medium aufgenommen

und resuspendiert.

2.2.1.4 Bestimmung der Zellzahl

Die Zellen wurden, wie unter 2.2.1.3 beschrieben, abtrypsiniert und von der Zellsuspen-
sion ein Aliquot enthommen. Dieses wurde in eine Neubauer-Zahlkammer gegeben, die
Zellen in zehn 0,1 pl grof3en Bezirken in einem Phasenkontrast-Zellkulturmikroskop bei
100-facher Vergrol3erung gezéhlt und addiert (= Zellzahl/ul). Die hier erhatene Zellzahl
multipliziert man mit der Menge der Zellsuspension, um die Gesamtzellzahl zu erhalten.
Bsp.: 1l =100 Zellen, 40 ml Zellsuspension
100 Z./ul * 40 ml = 4000000 Z.
Alle Zellzahlbestimmungen wurden als Duplikate oder Triplikate angelegt und die Mit-

telwerte errechnet.

2.2.1.5 Kryokonservierung der Zellen

Die Kryokonservierung bietet die Moglichkeit, Zellen einer dauerhaften Lagerung zuzu-
fUhren. Zuerst wurde das Einfriermedium hergestellt und anschlief3end bei 4°C gelagert
(Einfriermedium: 20% (v/v) DM SO, RPMI-Medium). Die Zellen wurden abtrypsiniert,
das Pellet in 0,9 ml Medium resuspensiert, in ein 1,8 ml Kryoréhrchen Uberfihrt und bei
4°C fur 2 - 4 h gelagert. Anschlief?end wurde 0,9 ml Einfriermedium hinzugegeben, wo-
durch eine DM SO-Endkonzentration von 10% erreicht wird.

Die anschlief3ende Lagerung zur definitiven Abkihlung erfolgte in einem Styroporbehal -
ter Uber Nacht bei —80°C. Nach 1 - 2 Tagen wurden die Zellen in flissigen Stickstoff
Uberfihrt und bei —196°C gelagert.
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Herstellung der Wachstumsmedien und PBS-Waschlésung (Medienansétze fur jeweils
500 ml):

Tabelle 5: Zdlkultur - Medienansatze fir Karzinomzellen

RPMI 1640 10% FKS MEM Eaglew. Earl€’ s salts
Medium fur LNCaP- und PC-3-Zellen Medium fir DU-145-Z¢€llen

50 ml FKS 50 ml FKS
5 ml  Penicillin/Streptomycin 5 ml Penicillin/Streptomycin
ml  Amphotericin B 5 ml Amphotericin B

10 ml  L-Glutamin
13,49 ml  Sodium bicarbonate 7,5% 440 m MEM Eaglewith Earle’s

1250 ml  HepeslM salts with L-Glutamin
40,40 ml  RPMI (10-fach Konz.) with NaHCO3
363,61 ml Aquabidest. (SIGMA:M4656)

2.2.1.6 Mykoplasmennachweis

Tabelle 6: Herstellen von 1xPBS

Phosphate buffered saline (1xPBS)

8,7 g NaCl

14 g NaHPO,

03 g KHyPO,
Ad 1000 ml mit autoklaviertem Wasser.
Der pH-Wert wird mit HCIl auf 7,4 einge-
stellt.

Zellkulturen sind haufig mit Mykoplasmen kontaminiert. Da die Zellkulturen allerdings

meist normales Wachstum zeigen, werden diese Kontaminationen oft nicht festgestellt.
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Die Hauptkontaminationsgquellen fir Mykoplasmeninfektionen sind Rinderserum, La-
borpersonal und Mykoplasmen-infizierte Kulturen. Der DNA-Farbetest mit 4',6'-
Diamidin-2'-Phenylindol-Dihydrochlorid (DAPI) erlaubt die routinemélige Kontrolle
von Zellkulturen, Seren, Medien etc. auf Mykoplasmen. Weiterhin kdnnen auch Bakteri-

en, die keine sichtbaren Veranderungen der Zellkultur bewirken, erkannt werden.

Prinzip:

Der Fluoreszenzfarbstoff DAPI bindet selektiv an DNA und bildet stark fluoreszierende
DNA-DAPI-Komplexe mit hoher Spezifitét. DAPI hat in wassriger Lésung ein Absorp-
tionsmaximum bei 340 nm und ein Emissonsmaximum bei 488 nm. Eswird von den Zel-
len sehr rasch in die DNA aufgenommen, wodurch die Zellkerne stark fluoreszieren,
wéahrend eine zytopl asmatische Fluoreszenz nicht nachweisbar ist. Bei einer Kontamina-
tion von Zellkulturen findet man einzelne fluoreszierende Punkte im Zytoplasma und
manchmal auch im interzelluléren Raum.

Arbeitsgang:

Die Kulturen wurden in kleinen Kulturschalen (@ = 3 cm) ausgesét und bis auf maximal
50 - 70% Konfluenz angeziichtet. Vollstandige Konfluenz wiirde die Visualisierung von
Mykoplasmen vermindern. Danach wurde das Medium abgesaugt und einmal mit DAPI
gespult. Anschlief3end wurde DAPI hinzugefigt und 15 min bei 37°C im Brutschrank
inkubiert. Danach wurde 1 x mit PBS und 3 x mit Aqua bidest gespiilt. Die Kontrolle
erfolgte unter dem UV-Invertoskop. Die DNA (Zellkerne oder Mykoplasmen) stellte sich

als Blaufluoreszenz dar.

2.2.1.7 Anlegen der Zellen in 96-well Platten

Die Zellen wurden wie beschrieben abtrypsiniert, resuspensiert und fir jede Zelllinie die
Zellzahl bestimmt. So wurden fir die drei unterschiedlichen Tumorzelllinien wachstums-
spezifisch zwischen 500 und 10000 Zellen fur ein Well berechnet. Nun wurden die spezi-
fischen Zellsuspensionen mit 200 pl Medium pro Well verteilt. Wie die T75
Kulturflaschen wurden auch die 96-well Platten in einem Begasungsbrutschrank bei
37°C, 5% CO, und 100% Luftfeuchtigkeit einen Tag kultiviert, bis die Zellen ein adh&
rentes Wachstum zeigten. In der Anwachsphase sollten die Platten mdglichst wenig be-

wegt werden.
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2.2.1.8 Behandlung der Zellen mit I nterleukinen und db-cAMP

Die Platten wurden nach 24 h aus dem Begasungsbrutschrank enthommen und mit einer
Achtkanal pipette das Medium abgesaugt. Beim Absaugen sollten die Platten leicht ge-
neigt werden, um das Medium an den Réndern der Wells abzusaugen und so moglichst
wenige Zellen zu entfernen.

Mit der ersten Platte (unstimulierte Zellen) wurde zuvor ein Amidoblack-Assay (siehe
2.2.1.9) durchgefuhrt, um den Referenzwert fir die behandelten Zellen zu erhalten. Die
Ubrigen Platten erhielten das mit unterschiedlichen Konzentrationen von Interleukin-1
Interleukin-6 und db-cAMP versehene frische Medium, wobel jeweils die untereinander
in einer Reihe liegenden acht Wells dieselbe Konzentration an Stimulans erhalten. Als
Negativkontrolle diente pro Behandlung eine Reihe mit acht Wells, die nur mit Medium
versehen wurde. Die Zellen wurden entweder ohne weiteren Mediumwechsel zwischen
168 h und 216 h im Brutschrank inkubiert (initiale Behandlung), oder tUber sechs bis acht
Tage einem taglichen Wechsel des Behandlungsmediums unterzogen (tégliche Behand-
lung). Zur Dokumentation der Proliferation wurde bei initialer und téglicher Behandlung
meist an den Tagen eins, drei funf und sieben ein Amidoblack-Assay mit einer Platte
durchgefuhrt (siehe 2.2.1.9).

2.2.1.9 Amidoblack Assay

Zur Beurteilung der Zellzahl nach abgeschlossener Proliferationskinetik kommt die Me-
thode der Zelldichtenfarbung mit Amidoschwarz zur Anwendung.

Bei diesem Verfahren wird der Proteinfarbstoff Amidoblack als Indikator fir die Zellzahl
in 96-Well Platten benutzt.

Arbeitsgang:

Die 96-well Platten wurden am Tag der Behandlung (um einen Referenzwert zu erhalten)
und dann jeweils im Abstand von 24 h bzw. 48 h dem Inkubator entnommen.

Danach wurde das Medium mit einer 8-Kanal-Pipette abgesaugt. Im Anschluss daran
wurden pro Well 100 pl Fixierldsung zugegeben und fur 15 min inkubiert. Anschlief?end
wurde die Fixierldsung wieder abgesaugt und pro Well 100 pl Amidoblack-Féarbel 6sung
hinzugegeben. Die Inkubationszeit betrug 30 min.

Daraufhin wurde die Farbelsung wieder abgesaugt und es folgten zwei Waschschritte
mit destilliertem Wasser, dessen pH <5 ist. Im ersten Waschschritt wurden 100 pul, an-
schlief3end 200 pl WaschlGsung verwendet.
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Nach dem letzten Absaugen wurden die Platten mehrmals vorsichtig durch Klopfen be-
wegt, um sie von Waschldsungsresten zu befreien und fir mindestens 24 h offen ge-
trocknet.

Die Elution des gebundenen Farbstoffs erfolgte durch Zugabe vom 200 pl 50 mM Na-
OH-Ldsung pro Well. Um eine homogene L6sung des Farbstoffes zu erreichen, wurden
die Platten kurz vor der Messung gleichmalig fir 10 sec geschittelt.

Die Farbung wurde mit einem Elisa-Reader durch Messung der Absorption bei 620 nm
(Referenzfilter: 490 nm) quantifiziert.

Die Intensitét der Farbung und somit auch die Absorption korrelieren direkt mit der Zell-
zahl (sehe 4.3).

Tabelle 7: Fixier-, Farbe-, NaOH- und Waschlésung fir Amidoblack

Fixierlésung Férbel6sung
2000 ml  Formalin 37% 90 ml Eisessig
48,6 ml Eisessg 910 ml Aquadest.
2914 ml  Aquadest. 82 g NaAcetat
44 g Na-Acetat 1 g Amidoblack (NBB)
Waschldsung NaOH-L dsung (50 nM)
500 ml Aquabidest. 1000 ml Aquabidest.

7 Tr. HCI10M 2 g NaOH
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2.2.2 Molekularbiologische Methoden

2.2.2.1 Gesamt-RNA-Isolation aus Zellen
Die Gesamt-RNA-Isolation erfolgte mittels der TRIzol™-Methode entsprechend den
Angaben der Firma Gibco BRL modifiziert nach Chomczynski und Sacchi (1987).
Die Zellen (LNCaP und DU-145) wurden in 25 cm? Kulturflaschen mit den jeweiligen
Kontrollen und Behandlungen sechs Tage lang, wie unter 2.2.1 beschrieben, in einem
Begasungsbrutschrank bebruitet.
Zu Beginn wurden die Zellen in den Kulturflaschen zweimal mit PBS gewaschen, an-
schlieRend mit 400 pl TRIzolO in den jeweiligen Flaschen versehen und danach mit ei-
nem Zellschaber von der Unterflache gel6st. Die jeweilige Zell-TRIzol™-Suspension
wurde nun 3 - 5 Mal mit einer Insulinspritze (40 1E) mit Kanlle aspiriert, um die Zellen
vollsténdig aufzubrechen. Die Proben wurden dann finf min bei Rt inkubiert. Nach Zu-
gabe von 0,2 ml Chloroform/0,75 ml TRIzolO wurde 15 sec kréftig manuell gemischt
und erneut fur fUnf bis zehn min bei RT inkubiert. Im Anschluss erfolgte ein weiterer
Zentrifugationsschritt bel 12000 x g und 4°C Uber 15 min. Es entstehen drei Phasen:

Eine obere wéal3rige Phase mit der Total-RNA,

Eine mittlere weildich-milchige Phase mit Proteinen,

Eine untere rotliche Phase, welche die genomische DNA (gDNA) enthélt.

RNA-Reinigung von gDNA:
Die oberste Phase mit der Total-RNA wurde vorsichtig abpipettiert, in ein neues Eppen-
dorfcup uberfuhrt und mit einem Probenansatz (siehe Tab. 9) fur 30 min bel 37°C inku-

biert, um die Probe von gDNA-V erunreinigungen zu befreien.
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Tabelle 8: RNA-Pré&par ation Reaktionsansatz fir DNase |

Reaktionsansatz fir DNase | bezogen auf 200pl Probe (wassrige Phase)

200 ul Probe (wéssrige Phase)
01 M TrissHCI
05 M KCl

15 mM MgCl,

Nach der Inkubation wurde der Reaktionsansatz zweimal mit einer dem Probenvolumen
identischen Menge an Chloroform aufgereinigt. Nach Zugabe des Chloroforms wurden
die Proben geschuttelt und 15 min bei 4°C mit 12000 x g zentrifugiert. Diese Arbeits-

schritte wurden noch ein- bis zweimal wiederholt, um die RNA nochmals aufzureinigen.

Fallung der Gesamt-RNA:

Die obere wassrige Phase wurde erneut abgenommen, mit 0,5 100% EtOH/0,75 ml Tri-
z0lO versetzt, und die zwei Phasen anschlieRend durch Invertieren durchmischt. Die
Probe wurde nun zwei h bei —20°C oder fir 30 min bei —70°C inkubiert und im Anschluss
erneut bei 4°C fur 30 min bei 12000 x g zentrifugiert. Das durch das Zentrifugieren ent-
standene Zellpellet wurde mit 70% EtOH gewaschen, kurz luftgetrocknet und in 50 pl

autoklavierten Millipore-Wasser mit 0,5 pl RNase-Inhibitor (33 U) aufgenommen.

Spektrophotometrische Messung:

Durch die spektrophotometrische Messung kann die RNA-Konzentration der Proben bei
260 nm quantifiziert werden. Hierzu wurde 1 ul Total-RNA-L6sung in 1 ml destilliertes
Wasser pipettiert, die Probe durchmischt und der RNA-Gehalt photometrisch gemessen.
Zusétzlich wurde der Reinheitsgrad der RNA-Préparation bestimmt. Hierzu fuhrt man
eine erneute Messung bei 280 nm durch, da hier das Absorptionsmaximum der Proteine
liegt. Der bestimmte 260/280 nm Quotient der Werte sollte bel einer sauberen RNA-
Préparation zwischen 1,8 und 2,0 liegen.
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2.2.2.2 RNA-Gelelektrophorese

Zur erneuten Kontrolle der Qualitéat der RNA-Isolation aus den Zellen diente die RNA-
Gelelektrophorese.
Die praparierte RNA wird hierzu durch ein Agarosegel ihrer Grof3e nach in drei folgende
Banden, die als Grélenrichtwerte dienen, aufgetrennt:

28 STRNA (= 3,95 kb)

18 SrRNA (= 1,99 kb)

5,8 S rRNA (= 0,123 kb)
Es wird hierzu mit 0,66-molaren Formaldehydgelen (Fourney et al, 1988) gearbeitet, die
gegenliber dem Standardprotokoll (Sambrook et al, 1989) den Vorteil bieten, im Gel gut
sichtbare Banden und eine scharfe Auftrennung zu zeigen.
Die Gelkammer, der Kamm und der Trog wurden zunéchst fir 30 min in 3%-igem H,0,
(v/v) eingelegt und anschlief?end mehrmals mit Aqua dest. gesplilt. In der Zwischenzeit
wurde das Gel vorbereitet. Hierzu wurde 1 - 1,5%-ige Agarose durch Kochen in Aqua
dest. geldst und nach Abkihlen auf ca. 60°C mit 3,06 ml 37%-igem Formaldehyd und 6
ml 5 x MOPS (pH 7,0) versetzt. Im Anschluss konnte das Gel gegossen werden.
Zur Probenvorbereitung wurden 5 pg RNA mit 10 pl RNA-Laufpuffer und 1,5 pl 0,1%-
iger Ethidiumbromid-Stammldsung versetzt und mit sterilem Wasser auf 25 pl aufgefillt.
Die Probenansétze wurden anschlief3end 15 min auf 65°C erhitzt, danach auf Rt abge-
kuhlt und nach kurzem Anzentrifugieren in die Geltaschen geladen. Als RNA-Laufpuffer
diente 1 x MOPS. Das Gel lief dann bei konstant 80 Volt ca. 2 h und wurde anschlief3end
photographisch unter UV-Licht dokumentiert.

Tabelle 9: MOPS- und RNA-Probenpufferzusammensetzung fir RNA-Gelelektrophorese

10x MOPS (pH 7,0) RNA-Probenpuffer

0,2 M 3-Morpholino-Propansulfonsaure 750 pl Formamid (deionisiert)

50 mM Na-Acetat 150 pl 10x MOPS

10 mM EDTA (pH 8,0) 240 pl  Formaldehyd (37%)
Der pH-Wert von 7,0 wird mit 2 M NaOH 100 pl  Aquadest.
am pH-Meter eingestellt. 100 ul Glycerin

80 pl Bromphenolblau
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2.2.2.3 Reverse-Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR)

Mit dem Ziel, die in der zuvor durchgefiihrten RNA-Préparation gewonnenen RNA-
Molekile in cDNA umzuschreiben, wird mit dem Schlisselenzym, der Reversen
Transkriptase, ein komplementéarer cDNA-Strang synthetisiert. Die Reverse Transkripta-
se geht von einem Oligo-dT-Primer aus, der an den Poly-(A)-Schwanz der RNA bindet.

Tabelle 10: Supermix fur rt-PCR

Supermix (a8 pl)

6 pl RT5x Puffer
1 gl dNTPMix (ACGT, jeweils 10 mM)
1 pl RNasin® (10 U)

Der in Tabelle 10 aufgefiihrte Supermix wurde vorbereitet. Darauf wurden 1 - 3 pg der
RNA-Proben in 10 pl Millipore mit jeweils 1 ug Oligo-dT 12 - 18 fir zehn min bel 70°C
in einem PCR-Block inkubiert und anschlief3end mindestens zwei min auf Eis gelegt.
Nun wurden die Proben jeweils mit 8 ul des vorbereiteten Supermixes versetzt, fir zwel
min bei 42°C inkubiert, darauf mit 1 pl reverser Transkriptase versehen und anschlief3end
bei 42°C Uber 90 min inkubiert.

2.2.2.4 AMOC-Verfahren zur Erhéhung der cDNA-Ausbeute
Esist moglich, mit Hilfe des Arithmic Multiplication of cDNA-Verfahrens (AMOC) die

cDNA-Ausbeute der reversen Transkription deutlich zu erhéhen.

Dazu wurde der Gesamtansatz der aus der rt-PCR erhaltenen cDNA fir zehn min bei
85°C, dann fur drei min bei 95°C denaturiert und anschlief3end sofort fur 1 - 3 min auf
Eis gekihlt. Nach erneuter Zugabe von reverser Transkriptase (100 U) wurden die Pro-
ben bei 37°C Uber 30 min inkubiert.
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2.2.25 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Durch die PCR ist eine exponentielle Amplifikation der cDNA mdglich, welche durch
die reverse Transkriptase in der rt-PCR hergestellt wird.

Diese Reaktion gliedert sichin drei Temperaturschritte. Nach einer Denaturierung der zu
vervielfachenden Nukleotidsequenzen in dem ersten Reaktionsschritt folgt in einem
zweiten Reaktionsschritt das Anlagern der genspezifischen Oligonukleotide an die kom-
plementdre Sequenz (Annealing) und in einem dritten Reaktionsschritt eine Nukleotid-
kettenverlangerung (Elongation) in 20 - 40 Zyklen.

Denaturierung:

Die Ziel-DNA (Matrize) wird im ersten Schritt erhitzt. Auf diese Weise trennen sich die
DNA-Strénge voneinander.

Annealing:

Durch die Denaturierung entstehen Einzelstrange, an die sich die zugegebenen Primer
anlagern. Die Annealingtemperatur ist primerabhangig und wird zur Vermeidung von
unspezifischen Primer-Template-Interaktionen moglichst hoch angesetzt. Durch die Er-
hoéhung der Temperatur werden diese unspezifischen Hybridisierungen, welche auch bei
niedrigen Temperaturen ablaufen, gel6st und die PCR wird dadurch spezifischer.
Elongation:

Ausgehend von diesen Primern wird nun durch die zugegebene hitzestabile DNA-
Polymerase in einer Primerverlangerungsreaktion unter Nukleotidverbrauch der kom-
plementére DNA-Strang synthetisiert. Auf diese Weise wird die DNA verdoppelt.

Diese drei Reaktionsschritte werden nun 20 - 40 mal wiederholt, welches zu einem expo-
nentiellen Wachstum der cDNA fuhrt.
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Tabelle 11: 1 x PCR — Supermix fur PCR

1 x PCR- Super mix

5 pl - 10 x PCR-Puffer

1 pl 3 Primer (100 pmol/ul)

1 pl 5 Primer (100 pmol/ul)

1 pl dNTP Mix (ACGT, je 10 mM)/Promega

04 pl Tag-Polymerase (invi-Tag/Pan Systems)
39,6 pl Autoklaviertes Wasser

Arbeitsschritte:

Eswurden zwei pl der Zellen-cDNA mit 48 pl desin der Tabelle aufgefiihrten Supermi-

xes versetzt und mit 30 pl Mineral6l Gberschichtet, um die Probenansétze gegentiber den

Denaturierungstempe-raturen zu schitzen. Diese Ansdtze wurden nun in einem PCR-

Thermocycler (MWG Biotech, Ebersberg) folgendem Temperaturprogramm unterwor-

fen:

Denaturierung
Denaturierung
Annealing

Elongation

Denaturierung

Annealing
Elongation

95°C 4min => Ein Zyklus
95°C 45 sec
X°C 45 sec

(X = Primerspezifisch, siehe Primertabelle 2.5.2)

72°C 90 sec

(Die primerspezifische Zyklenzahl von 25 - 40 Zyklen ist
ebenfalls der Primertabelle in 2.5.2 zu entnehmen.)

95°C 4min

X°C 45 sec

72°C 90 sec =>ein Zyklus

Zur Kontrolle der Primer werden GAPDH (Glycerinal dehydphosphat-Dehydrogenase)

bzw. -Aktin mit der entsprechenden Annealing-Temperatur von 59°C und einer Zyklen-

zahl von 35 verwendet.
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2.2.2.6 DNA-Gelelektrophorese

Mit diesem Verfahren konnen die DNA-Fragmente aufgrund der negativen Ladung ihrer
Phosphatreste im elektrischen Feld in Agarosegelen aufgetrennt werden. Die Wande-
rungsgeschwindigkeit der DNA-Fragmente ist hierbei umgekehrt proportional zur Lange
der Fragmente. Zur Herstellung dieses Gels wurde durch Kochen 1,5%-ige Agarose
(Gibco BRL, Eggenstein) in 1 x TBE-Puffer gelost und in einem Wasserbad auf 60°C
abgeklhlt. Anschlief?end wurde 1% Ethidiumbromid im Verhdtnis 1:20.000 zugegeben,
welches die Darstellung der aufgetrennten Nucleotidfragmente ermdglicht, indem es zwi-
schen den Basenpaaren des DNA-Doppel stranges interkaliert und kurzwelliges UV-Licht
(260 nm) als orange-rotes Fluoreszenzlicht (590 nm) wieder abgibt und auf diese Weise
die Banden sichtbar macht.

Das so vorbereitete Gel wurde in den mit einem Probenkamm versehenen Geltrog gegos-
sen, welcher vor Auspolymeralisierung des Gels in die Gelkammer (Pharmacia, Freiburg
oder Stratagene, Heidelberg) eingesetzt wurde. Die Gelkammer wird mit 1 x TBE-Puffer
(Laufpuffer) beschichtet und nach Auspolymerisierung des Gels der Probenkamm ent-
nommen. Die DNA-Proben werden im Verhdltnis 1:5 mit DNA-Probenpuffer (6 x Loa-
ding-buffer ohne Bromphenolblau) gemischt und in die Gelvertiefungen einpipettiert. Es
wird nun eine Spannung von 90 Volt tiber 60 - 90 min am Gel angelegt und anschlief}end
das Gel unter UV-Licht-Bestrahlung (Transilluminator) mit einer Polaroid MP-4 Land
Camera photographiert (MAGV GmbH, Rabenau-Londorf).

Tabelle 12: 10 x TBE, DNA-Probenpuffer und Ethidiumbromid fiir DNA-Gelelektr ophorese

10x TBE DNA-Probenpuffer (6 x)  Ethidiumbromid
(Tris-Borat/EDTA)

108 g Tris 0,25 % Xylencyanol FF 1 g Ethidiumbromid
53 g Borsaure 30 % Glycerin In 100 ml Aqua dest. geldst
20 m 05M EDTA

pH 8,0

Ad 1000 ml mit Aqua dest.
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2.2.3 Immunhistochemische M ethoden

Immunhistochemische Nachweisverfahren beruhen auf dem Prinzip der spezifischen
Bindung von Antikdrpern an Antigenen auf Zell- oder Gewebeschnitten. Diese Antikor-
per kénnen durch Enzyme, fluoreszierende Farbstoffe oder Goldpartikel markiert wer-
den. In der Elektronenmikroskopie werden Goldpartikel verwendet und im Fall einer
enzymgekoppelten Antikorpermarkierung wird eine Farbreaktion durch eine nachge-

schaltete Substratumsetzung nachgewiesen.

2.2.3.1 Indirekte lmmunfluoreszenz

Durch Licht in definierter Wellenlange kénnen Fluoreszeinisothiocyanat (FITC) und
CY 2 bzw. CYsz-markierte IgG Antikorper als Fluorochrome zur Fluoreszenz angeregt
werden. Antigene Strukturen zweier unterschiedlicher und verschieden markierter Anti-
korper koénnen mit der Methode der Doppel fluoreszenz dargestel It werden.
Arbeitsschritte:

Die auf Deckglaschen gewachsenen Zellen wurden nach Beendigung der Behandlungs-
phase und nach vorsichtigem Absaugen des Mediums zweimal 5 min mit PBS gewa-
schen, anschlief3end mit auf —20°C vorgekihitem Methanol 5 min fixiert und darauf er-
neut mit zwei PBS-Waschschritten Uber jeweils finf min versehen. Danach wurde bei
4°C uber Nacht inkubiert.

Am folgenden Tag folgte eine Zugabe von 500 pl 0,1% Tritonlésung/Well fir 15 min.
Nach einmaligem Spilen mit PBS fir 5 min wurden nun die Deckglaschen mit den dar-
auf fixierten Zellen vorsichtig mit einer Pinzette aus den Wells enthommen und in eine
feuchte Kammer tberfuhrt. Uber 15 min wurden unspezifische Bindungsstellen mit 2%
BSA in PBS (bzw. 10 x PBS)-L 6sung geblockt und anschliefiend mit 30 ul des Erstanti-
korpers pro Deckglschen (angesetzt in PBS + 2% BSA) tber Nacht bel 4°C inkubiert.
Am né&chsten Tag folgten zunéchst erneut zwei Waschschritte mit PBS/10 x PBS. Darauf
wurde mit 50 pl des Zweitantikorpers pro Deckglaschen (angesetzt in PBS + 2% BSA)
fur mindestens 30 min bei Rt im Dunkeln inkubiert. Genaue Konzentrationen der Erst-
und Zweitantikorper sind den Tabellen unter 2.1.5 zu entnehmen. Nach erfolgter Inkuba-
tion wurde 2 x 5 min mit PBS gewaschen und anschlief3end mit 30 - 50 pl/Well DAPI

(Konz.: 1:100) far 15 minim Dunkeln inkubiert, um die Zellkerne anzuférben.
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Nach zwei abschlieffenden Waschschritten in PBS wurden die Deckglaschen aus der
feuchten Kammer entnommen und mit 1 - 2 Tr. Propylgallat (zur Verminderung des
Ausbleichens der Fluoreszenz) auf einem Objekttréger eingedeckt. Bis zur abschlief3en-
den Beurteilung der Immunfluoreszenz wurden die Objekttrager bei 4°C gelagert.

Tabelle 13: Propylgallat fur die Immunfluoreszenz

Propylgallat

159
Ad 100 ml mit Glycerin (50 %) in
1x PBS.

Die Dokumentation erfolgte an einem DM RD-Photomikroskop von Leica (Fluores-
zenzmikroskopie) und an einem Olympus Fluoview BX 50 WI konfokalen Laser-
Scanning-Mikroskop (Arbeitsgruppe Prof. Weihe; Herrn Dr. M. Bette danke ich auch

andieser Stelle fur seine Hilfe).
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2.2.4 Morphologische Methoden

2.2.4.1 Transmissionselektronenmikroskopie

Die Zellen wurden fir die Transmissionselektronenmikroskopie in 12-well Platten auf
Deckgléaschen unter gleichen Bedingung wie unter 2.2.1.7 beschrieben kultiviert und be-
handelt (2.2.1.8). Nach Entfernung des Mediums wurden die Zellen mit PBS gewaschen
und 4 h bel 4°C mit 2,5% Glutaraldehyd in 0,1 M Na-Cacodylatpuffer (pH 7,3) fixiert.

Tabelle 14: Fixierlosung fir die Transmissionselektr onenmikroskopie

Fixierl6sung nach Ito und Karnovsky (1968)

2,5 % Paraformaldehyd
25 % Glutaradehyd
0,05% Pikrinsaure
in Na-Cacodylatpuffer 0,1 M, pH 7,3

Nachdem die Zellen nochmals mit Na-Cacodylat-puffer gewaschen wurden, erfolgte die
Osmierung in 1% OO, fur 60 min bei Rt. Nach dem Osmierungs-schritt folgte eine Ent-
wasserung der Proben in einer aufsteigenden Alkoholreihe von 50% - 70% - 80% - 90% -
96% Ethanol und 100% Propylenoxid, wonach das Gewebe mit Epon infiltriert wurde.
Dazu wurden die Deckglaschen kopfiiber auf Epon gefiillte Gelatinekapseln gelegt. Die
Polymerisation erfolgte nun fir 48 h bel 60°C. Danach wurden die Deckglaschen durch
kurzes Eintauchen der Proben in flUssigen Stickstoff entfernt. Auf einem Reichert-
Ultramikrotom wurden mit einem Diamantmesser 50 - 70 nm dicke Schnitte angefertigt.
Die Schnitte wurden mit alkoholischer Uranylacetat-Ldsung und alkalischer Bleicitrat-
Losung kontrastiert und mit einem Zeiss Elektronenmikroskop Typ 10-AB bei einer
Strahlspannung von 60 kV untersucht.
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2.2.4.2 Lichtmikroskopie

Die Photodokumentation der Zellkulturen erfolgte mit dem Diaphot 300 Mikroskop (Ni-
kon). Ausgestattet ist das Mikroskop mit einer Nikon F 90 X Kamera. Als Filmmaterial
dienten Filme der Firma AGFA (APX 100) oder der Firma Fuji (Fujichrom 400 und Fu-
jichrom 64T). Die Aufnahmen wurden mit drei verschiedenen Belichtungskorrekturen
angefertigt (+1,0,-1). Je nach Préparat wurden Durchlicht oder Phasenkontrastobjektive
verwendet. Die verwendeten Objektive erbringen eine 4 - 32-fache VergrofRerung. Wei-

terhin wurden mittels der SemidUnnschnittmethode dokumentiert.

2.2.5 Biochemische M ethoden

2.2.5.1 Elektro-Chemi-Lumineszenz | mmuno-Assay (ECLIA)

Dieser elektronischer Hochgeschwindigkeits-ELISA (EnzymLincedlmmunoSurbendAs-
say) wird an den von Roche Immunoassay Analysenautomaten Elecsys 2010 durchge-
fuhrt. Der tPSA Elecsys ist ein immunologischer in vitro Test zur quantitativen Bestim-
mung des Prostata-spezifischen Antigens.

Testprinzip:

1. Inkubation: 20 | Probe, ein biotinylierter monoklonaler PSA-spezifischer Anti-
korper und ein mit Ruthenium-Komplex markierter monoklonaler PSA-
spezifischer Antikorper bilden einen Sandwich-Komplex.

2. Inkubation: Nach Zugabe von Streptavidin beschichteten Mikropartikeln wird der
Komplex tber Biotin-Streptavidin Wechselwirkung an die Festphase gebunden.

3. Das Reaktionsgemisch wird in die Messzelle Uberfuhrt, wo die Mikropartikel
durch magnetische Wirkung auf die Oberflache der Elektrode fixiert werden. Da-
nach werden mit ProCell die ungebundenen Substanzen entfernt. Durch Anlegen
einer Spannung wird die Chemilumineszenzemission induziert und mit dem Pho-
tomultuplier gemessen.

4. Die Ergebnisse werden anhand einer Kalibrationkurve ermittelt. Diese wird durch
eine 2-Punkt Kalibration und eine Uber den Reagenzbarcode mitgelieferte Mas-

terkurve gerétespezifisch generiert.
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3 Ergebnisse

3.1 Voruntersuchungen zur Optimierung der experimentellen

Bedingungen

In den nachfolgend beschriebenen Versuchen wurde das Wachstumsverhalten der An-
drogen-abhéngigen LNCaP-Zelllinie, sowie der Androgen-unabhéngigen DU-145- und
PC-3- Zelllinien durch Interleukin-1 -, Interleukin-6- und db-cAMP-Behandlung unter-
sucht.

Hintergrund fur die Durchfuhrung der Versuche war die Frage nach der Dosisabhangig-
keit des Effekts in der Wachstumsbeeinflussung.

Wie unter 2.2.1.7/8 bereits beschrieben, wurde das Medium der drei Zelllinien nach einer
24 h Anwachsphase abgesaugt und durch die Behandlungsmedien ersetzt, worauf sich
eine acht- bis zehntégige Beobachtung des Zellwachstums unter der Behandlung an-
schloss. Zur Quantifizierung des Zellwachstums wurde alle 24 bis 48 h eine Ami-
doblackmethode (2.2.1.9) durchgefuhrt.

In mehreren Versuchsansdtzen wurden unterschiedliche Interleukin-1 -, Interleukin-6-
(Abb. 4) und db-cAMP-Konzentrationen (Abb. 5) auf verschiedene Zellzahlen der drei
Zéelllinien untersucht (Tab. 16).
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Abbildung 4: Getestete Konzentrationen der Interleukin-Stimulantien (oben).
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Abbildung 5: Getestete Konzentrationen der db-cAM P-Stimulantien.

Tabelle 15; Getestete Zellzahlen der einzelnen Zelllinien.

LNCaP-Zellen: DU-145-Z€llen: PC-3-Zé€llen:
2000-10000 Z€llen/Well 200-2000 Zellen/Well 1000-2000 Zellen/Well
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Ergebnisse der Voruntersuchungen:

Die LNCaP-Zellen zeigen eine deutliche Proliferationshemmung durch Interleukin-
1 - und Interleukin-6-Behandlung. Bei IL-13 kann keine Dosisabhéngigkeit festgestellt
werden. Die Interleukin-6-Behandlung zeigt bei hdheren Behandlungskonzentrationen
einen stérkeren Effekt gegentiber geringeren Behandlungskonzentrationen

LNCaP-Zellen werden in keiner der Versuchsreihen in ihrem Wachstum durch db-
CAMP beeinflusst.

Die untersuchten Androgen-unabhéngigen Zelllinien PC-3 und DU-145 zeigen keine

Anderung des Wachstumsverhalten durch die Behandlungen.

Tabelle 16: Ergebnisse des ersten Versuchdurchganges der Kinetiken.

LNCaP-Z€llen PC-3-Z€llen DU-145-Z€llen
Interleukin-1 0 0
Interleukin-6 0 0
db-cAMP 0 0 0
+  angedeutet wachstumsfordernd -  angedeutet wachstumshemmend
++ sichtbar wachstumsférdernd -- sichtbar wachstumshemmend
+++ deutlich wachstumsférdernd  --- deutlich wachstumshemmend

0 keine Wachstumsveranderung
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3.2 Erkenntnisseder Voruntersuchungen und Grundlagen fur

die Folgeversuche

In den Fallen, in denen eine Wachstumsbeeinflussung gezeigt werden konnte,
stellte sich diese nach sechs Tagen ein und ging nach acht bis neuntégiger Be-
handlung in eine Plateauphase Uber.
Folgerung: Die Folgeversuche (Morphologie, Transmissionselektronen-
mikroskopie, PCR, Immunfluoreszenz) werden mit 24 h Anwachsphase und
sechstégiger Behandlung durchgefihrt.
Fur das Anwachsen und Proliferieren Uber sieben Tage in den 96-well Platten
stellte sich eine Zellzahl von 500 Zellen pro Well fur DU-145-Zellen, 1000 Zellen
pro Well fir PC-3-Zellen und 6000 Zellen pro Well fur LNCaP-Zellen a's gins-
tigste Versuchsbedingungen heraus (Tab. 18).

Tabelle 17: Die verwendeten Zellzahlen fir die Folgever suche.

LNCaP-Zellen: DU-145-Z€llen: PC-3-Zé€llen:
6000 Zellen/Well 500 Zellen/Well 1000 Zellen/Well

Bel keinem Versuch stellte sich ein dosisabhangiger Effekt ein.
Folgerung: Fur die Behandlungen werden zukiinftig folgende Dosen verwen-
det: Interleukin-1 2,5 ng/ml, Interleukin-6 25 ng/ml und db-cAMP 2,5 pg/ml
fur die LNCaP-Zellen und Interleukin-1 10 ng/ml, Interleukin-6 25 ng/ml und
db-cAMP 2,5 pg/ml fur die DU-145-Zellen (Tab. 19).

Tabelle 18: Die verwendeten Behandlungsdosen fur die Folgever suche.

Interleukin-1 Interleukin-6 db-cAMP

LNCaP-Zellen 2,5 ng/ml 25 ng/ml 2,5 pg/mi

DU-145-Zé€llen 10 ng/ml 25 ng/ml 2,5 pg/mi
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Bel PC-3- und DU-145-Zellen zeigte sich durch die Behandlung kein Effekt auf das
Zellwachstum.

Folgerung: Als Beispiel fur eine Androgen-unabhangige Zelllinie wird im
Hauptversuch mit der DU-145-Z€lllinie gearbeitet.

Erganzend zu den oben beschriebenen Proliferationskinetiken mit initialer Behand-
lung an Tag 1 wurde in eéinem neuen Ansatz ein taglicher Mediumwechsel durchgefihrt
(siehe 2.2.1.8). Hierbei wurde unverandert nach 24 h Anwachsphase das Medium durch
Behandlungsmedium ersetzt. Dieses wurde nun Uber die Dauer von sieben Tagen taglich
erneuert. Es sollte hierbei getestet werde, inwieweit ein taglicher Mediumwechsel bzw.
eine téglich neue Zugabe z.B. des Zytokins das Zellwachstum im Vergleich zu den initial
behandelten Zellen beeinflusst (t&gliche Behandlungen wurden nur mit Interleukin-1
und db-cAMP durchgefhrt).

3.3 Hauptversuch der Proliferationskinetiken

Die Ergebnisse der Untersuchungen der Proliferationskinetik der Androgen-abhangigen
bzw. Androgen-unabhangigen Zelllinien nach den im Vorversuch ermittelten Behand-
lungsschema, die gemeinsam durchgefuhrt worden waren, sind bereits in der Dissertation
von Bjorn Wind (, Androgenunabhéngige Differenzierungssignale in humanen Prostata-
karzinomlinien nach Stimulation mit Interleukinen IL-1R3, IL-6 und db-cAMP* Marburg
2003) dargestellt worden. Da in der vorliegenden Arbeit die Frage der neuroendokrinen
Differenzierung im Mittelpunkt stand, werden diese Ergebnisse nur zur Diskussion he-

rangezogen.
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3.4 Morphologische Ergebnisse

Die morphologischen Ergebnisse bauen auf den Erkenntnissen der Zellkulturuntersu-
chungen auf (siehe 3.1/3.2). Nachdem in der Zellkultur die Zelldichte nur unabhangig
von der Zellform gemessen wurde und damit eine Aussage Uber das Proliferationsverhal -
ten der Zelllinien unter Interleukin-1 -, Interleukin-6- und db-cAMP-Behandlung ermog-
lichte, soll diein vitro-Morphologie der Zellen unter jeweiliger Behandlung im Vergleich
zur unbehandelten Kontrolle eine Hinweis auf die Differenzierungsrichtung ermoglichen.
Neben Ubersichtsaufnahmen der Zellkulturen in vitro wurden Semidunnschnittpraparate
und transmissi onsel ektronenmikroskopische Aufnahmen ausgewertet. Die Zellen wurden
nach initialer Behandlung am sechsten Tag mit den jeweiligen Techniken dokumentiert.
Die Beschreibungen unter den Bildern beziehen sich auf den gesamten Zellrasen, gezeigt

ist jeweils nur ein Ausschnitt.
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3.4.1 Semidinnschnitt-Histologie der LNCaP-Zellen

Gezeigt werden die Androgen-abhangige LNCaP-Zelllinie unter Interleukin-1 - und
cAMP-Behandlung im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle.

3.4.1.1 LNCaP-Zellen unbehandelte Kontrolle

Abbildung 6: Semidinnschnittaufnahme der L NCaP-Zellen — Kontrolle (x40)
Dicht gelagerter Zellrasen aus vorzugweise rundlichen Zellen mit hoher Kern-Plasma-
Relation. Die rundlichen bis leicht polymorphen Kerne weisen oft grof3e, manchmal

wurmartige Nukleolen auf. Mitosen (nicht auf diesem Ausschnitt) sind relativ haufig.
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Abbildung 7: Semidiinnschnittaufnahme der LNCaP-Zellen — K ontrolle (x63)

Bel stérkerer VergrofRerung sind mehrere aneuploide Mitosen zu sehen. Das Zytoplasma
der Zellen ist stark granuliert, vorzugsweise durch Granula vom Typ der dense bodies
(Sekundérlysosomen).

3.4.1.2 Mit cAMP behandelte LNCAP-Zellen

Abbildung 8: Semidiinnschnittaufnahme der LNCaP-Zellen — cAM P-behandelt (x40)

Der Zellrasen ist zu einem Plattenepithel-ahnlichen Verband verdichtet; einzelne Zell-
gruppen liegen am Rand. Das Zytoplasma der Zellen ist dunkler/stéarker basophil as bei
den Kontrollen und enthalt neben dunklen auch zahlreiche helle EinschlUisse.
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Abbildung 9: Semidinnschnittaufnahme der LNCaP-Zellen — cAM P-behandelt (x63)
Die Heterogenitét der Zelleinschlusse tritt deutlich hervor; an einzelnen Stellen sind

Zellkontakte i.S. von Desmosomen zu vermuten. Die Zahl der atypischen Mitosen
scheint anndhernd gleich wie bei den Kontrollen.

3.4.1.3 MitInterleukin-1 behandelte LNCAP-Zé€llen

Abbildung 10: Semidinnschnittaufnahme der LNCaP-Zellen —0,5nM/ml IL-1 -behandelt (x40)
Die Zellen liegen grofétenteils isoliert als langgestreckte Einzelzellen oder Zellgruppen
zusammen. Einzelne pyknotische oder kondensierte Zellen bzw. Zellfragmente deuten
auf apoptotische Vorgange. Die unregelméidige Kontur der Zellen kommt durch zahlrei-
che Auslaufer zustande.
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Abbildung 11: Semidiinnschnittaufnahme der LNCaP-Zellen —0,5nM/ml IL-1 -behandelt (x63)
Zahlreiche Anschnitte von dinnen Zellauslaufern belegen das polymorphe Bild der Zel-

len. Die Heterogenitét der Dichte des Zytoplasmas bzw. der zytoplasmatischen Ein-
schlusseist aufféllig.

Abbildung 12: Semidiinnschnittaufnahme der LNCaP-Zellen —2,5nM/ml IL-1 -behandelt (x40)
Die Zellen bieten im wesentlichen das gleiche Bild wie bei der Behandlung mit einer
geringeren IL-1 -Konzentration; insgesamt herrschen die eher aberundeten perinuklegren

Bereiche vor. Auffélligist das Vorkommen grofer runder Nukleolen in vielen Zellen.
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Abbildung 13: Semidiinnschnittaufnahme der LNCaP-Zellen —2,5nM/ml IL-1 -behandelt (x63)
Bel diesem stérker vereinzelt liegenden Zellgruppen wird die Abrundung im perinukle&-
ren Bereich und das Vorliegen von Anschnitten schmaler langer Ausléufer besonders

deutlich. Pyknotische und mdglicherwei se fragmentierte Zellen treten ebenfalls auf.

3.4.2 Transmissionselektronenmikroskopie

In den Zellkulturuntersuchungen und in der in vitro-Morphologie ist das Augenmerk
primér auf das Wachstumsverhalten und die Veranderung des Zell-Phanotypus unter In-
terleukin-13 und db-cAMP-Behandlung gelegt worden. Dabei wies lediglich die LNCaP-
Zellinie Anzeichen einer potentiellen neuronalen Differenzierung auf. Ob es sich dabei
letztlich nur um ein Epiphdnomen handelt, sollte durch transmissionselektronenmikro-
skopische und immunhistochemi sche Untersuchungen geklart werden..

Es werden im folgenden die ultrastrukturellen Veranderungen dieser Prostatakarzinom-
zelllinie (LNCaP-Zellen) unter Interleukin-13 und db-cAMP-Einwirkung naher betrach-
tet.

Das Untersuchungsmaterial wurde unter den in den Vorversuchen ermittelten standardi-

sierten Bedingungen gewonnen.
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3.4.2.1 Unbehandelte LNCaP-Zellen — Kontrolle

Abbildung 14: EM-Darstellung der LNCaP-Zellen —Kontr olle (x3500)

Ubersicht tiber einen Ausschnitt eines Zellverbandes; der langgestreckte Zellkern einer
Zelle enthdlt zwel grofe isolierte Nukleolus-Anschnitte in einen Euchromatin-reichen
Karyoplasma. Die Zellen weisen einen eher sparlichen Besatz mit Zellorganellen auf;
zahlreiche polymorphe und unterschiedlich dichte dense bodies sowie wenige helle Va-
kuolen sind im Zytoplasma zu sehen.
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Abbildung 15: EM-Darstellung der LNCaP-Zellen —K ontrolle (x11000)

Perinuklegrer Bereich mit Golgiapparat, wenigen, teilweise lysosomal verdnderten Mito-
chondrien und zahlreichen dense bodies. Im Zytoplasma tangential geschnittenen Kern-
hillenbereich deuten sich zahlreiche Kernporen an.
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Abbildung 16: EM-Darstellung der LNCaP-Zellen —K ontrolle (x20500)

Randbereich einer Zelle mit einem dichten parallel angeordneten Teppich aus Mikrofi-
lamenten, die teils langs, teils quer getroffen sind. Die Plasmamembran zeigt eine Reihe
von , coated pits* und , coated vesicles*. ER-Zisternen sind langgestreckt und anastomi-
sieren; sie sind nur spérlich mit Ribosomen besetzt. Die Mitochondrien von Crista-Typ

sind relativ klein. Homogene Binnenstruktur der dense bodies.
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Abbildung 17: EM-Darstelung der LNCaP-Zellen — K ontr olle (x20500)
Teils senkrecht, teils tangential getroffene ER-Zisternen mit varablem Ribosomenbesatz.
Ein grof3es hydropisches Mitrochondrium enthalt einen Einschlul3. Im Zytoplasma zahl-

reiche unterschiedlich grof3e Vesikel, sparlich Glykogen und zahlreiche dense bodies.
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3.4.2.2 Mit cAMP behandelte LNCaP-Zédlen

Abbildung 18: EM-Dar stellung der L NCaP-Zellen — cAM P-Behandlung (x4500)

Verband von Zellen um ein Pseudolumen mit kurzen plumpen Zellausl&uferstummeln.
Die Euchromatin-reichen Zellkerne enthalten ungewdhnlich grof3e Nukleolen. Im Zytop-
lasma wechseln Zellorganell-reiche Abschnitte mit solchen mit spérlichen Organellbesatz
ab. Die Plasmamembran ist groftenteils glatt, weist einfache Adhésionskomplexe und

gelegentlich blattartige Interdigitationen auf.
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Abbildung 19: EM-Darstellung der L NCaP-Zellen —cAM P-Behandlung (x5500)
Im Kontaktbereich benachbarter Zellen stellen sich die Zellverbindungen al's sehr einfa-

che desmosomen-ahnliche Adh&sionskomplexe dar. Das Zytoplasma enthalt sehr zahlirei-
che glatte helle Vesikel unterschiedlicher Grof3e in der Nachbarschaft der deutlich hy-
pertrophierten Golgi-Apparats, einige dense bodies und deutlich volumindsere Mito-
chondrien mit spérlicherem Crista-Besatz als die Kontrollzellen. Lange schlanke ER-
Zisternen mit dinnen Ribosomen-Besatz wechseln mit kurzen Profilen von glattem ER
ab.
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Abbildung 20: EM-Dar stellung der L NCaP-Zellen — cAM P-Behandlung (x20500)
Flachschnitt durch zwel benachbarte Zellen. Kurze glatte und raue ER-Profile, Cluster

von freien Ribosomen und zahlreichen Vesikel unterschiedlicher Grof3e und Form. Insge-

samt spricht das Bild fur eine erh6hte Synthesel eistung der Zellen.
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3.4.2.3 MitInterleukin-1 behandelte LNCaP-Z¢€llen

Abbildung 21: EM-Darstellung der LNCaP-Zellen —2,5 ng/ml Interleukin-1 -Behandlung (x2500)
Verband weniger Gruppen zusammengefasster Zellen mit rundlicher perinukledrer Kotur.
Die Zellkerne sind nierenférmig gebogen und enthalten langgestreckte, stark aufgelo-
ckerte Nukleolen. Im Zytoplasma fallen dichte Aggregate von grof3en, stark unterschied-
lich geformten Mitochondrien auf.
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Abbildung 22: EM-Darstellung der LNCaP-Zellen — 2,5 ng/ml Interleukin-1 -Behandlung (x4500)
Flachschnitt durch zwei benachbarte Zellen ohne Zelljunktionen. Zahlreiche langge-

streckte, cristareiche Mitochondrien mit dichter Matrix wechseln mit grof3en hellen Va

kuolen und mehreren in Diktyosomen aufgespaltenen Golgi-Apparaten ab, die in zahl-
reiche kleine Vesikel schwarme Ubergehen.
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Abbildung 23: EM-Darstellung der LNCaP-Zellen —2,5 ng/ml Interleukin-1 -Behandlung (x11000)
Gemisch aus grofen, sehr polymorphen und mit teilweise tubulér aufgetrieben Cristae
versehene Mitochondrien mit unterschiedlich grofien hellen Vesikel, kurzen ER- und

Golgi-Anschnitten. Die Menge der coated vesikelsist geringer als bei den Kontrollzellen.
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Abbildung 24: EM-Darstellung der LNCaP-Zellen — 2,5 ng/ml Interleukin-1 -Behandlung (x2500)
Flachschnitt durch Zellkontakte dreier benachbarter Zellen ohne erkennbare Membran-

differenzierungen. Zahlreiche helle Vesikel unterschiedlicher Grofie; lediglich in einem
Vesikel erscheint eine zentrale Verdichtung im Sinne eines dense core Vesikels. Die feh-
lende Homogenitat der Veskelstruktur spricht eindeutig gegen das Vorliegen spezifi-
scher (Transmitter- oder Hormon)Granula.

Zusammenfassung der Semidunnschnitt-Histologie  und _Transmiss onsel ektronen-

mikroskopie:
Zusammenfassend ist festzustellen, dass die CAMP-Stimulation eine Art pseudoaci ntser

Differenzierung, die Interleukin-1 -Stimulation eine Neuron-ahnliche Morphologie der
Zellen als Epiphdnomen erzeugt. Es gibt mophologisch und ultrastrukturell keinerlei
Hinweis fUr eine echte funktionelle Transdifferenzierung im Sinne einer neuroendokrinen
Aktivitét.
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3.5 Ergebnisse der Polymerasekettenreaktion (PCR) und der

Elektr o-Chemi-Lumineszenz- lmmuno-Assays (ECLIA)

Mit den im Folgenden dokumentierten Untersuchungen solle die Synthese bzw. Konzent-
ration und die Verteilung von typischen Markern der neuroendokrinen Zelldifferenzie-
rung molekularbiologisch auf RNA-Ebene untersucht werden. Fir PSA wurden Elektro-
Chemi-Lumineszenz-lmmuno-Assays durchgefihrt.

Es wurden sowohl die Androgen-abhangige LNCaP-Zelllinie, as auch die Androgen-
unabhéngige DU-145-Zé€lllinie jeweils in unbehandelter, in Interleukin-1 - und in db-
CAMP-behandelter Form untersucht. Dabei wurden in Analogie zu den vorherigen Ver-
suchen nach einer 24-stiindigen Anwachsphase die LNCaP-Zellen initial mit 2,5 ng/ml
Interleukin-1 und 2,5 pg/ml db-cAMP bzw. die DU-145-Zellen initial mit 10 ng/ml In-
terleukin-1 und 2,5 pg/ml db-cAMP Uber sechs Tage behandelt. Anschlief3end folgte die
unter 2.2.2 beschriebene Aufarbeitung der jeweiligen RNA und die Darstellung der dar-
aus gewonnenen spezifischen DNA-Strange. Im Bezug auf eine mogliche neuroendokri-
ne Zelldifferenzierung der Prostatakarzinomzellen richteten wir unser Augenmerk auf die
neuroendokrinen Marker Chromogranin A (CgA) und die Neuronen-spezifische Enolase
(NSE). Unter 2.1.6 sind die verwendeten Primer mit genauen Sequenzen, Grof3e und spe-
zieller Anlagerungstemperatur tabellarisch gelistet. Die Zelltaschen der LNCaP- und DU-
145-Zellen sind jeweils in den ersten drei Geltaschen mit der unbehandelten Kontrollen,
den Taschen 4-6 mit der Interleukin-1 -Behandlung und den Taschen 7-9 mit der cAMP-
Behandlung belegt.
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Abbildung 25: CgA, NSE und PSA-PCR neben den PSA-EL | SA-Unter suchungen
Die NSE- und PSA-Expression der LNCaP-Zellen ist geghemmt durch Interleukin-1 (2,5

ng/ml), wobei kein Effekt bei der cAMP-Behandlung (0,5 g/ml) zu erkennen ist.

DU-145-Zellen exprimieren kein PSA. Weder die Interleukin-1 - , noch cAMP-
Behandlung induzieren eine CgA-Expression in LNCaP- oder DU-145-Zellen. CRL 1803
und BON-Zellen wurden als Positivkontrollen fir CgA und NSE, LNCaP-Zellen fir PSA

verwendet.
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3.6 Ergebnisseder Immunfluoreszenz-Unter suchungen

Aufbauend auf die vorausgegangenen Untersuchungen wurde mit Hilfe des Immunfluo-
reszenzverfahrens die Expression neuroendokriner Marker (CgA, CgB, NSE) von unbe-
handelten versus Interleukin- und db-cAMP-behandelten LNCaP- und DU-145-Zellen
untersucht. Dokumentiert sind die Forversuche, und Hauptversuche der Immunfluores-
zenzaufnahmen. Hier wurden, um die Beurteilbarkeit der Verteilung der Marker in den
Immunreaktionen zu steigern, Doppelfluoreszenz-Markierungen durchgefiihrt. Doku-
mentiert wurden zusétzlich PSA- und -Actin/Ko-Markierungsaufnahmen. Ausserdem
wurde zu diesen zwei Zelllinien eine neuroendokrine Zelllinie (CRL-5813) herangezogen
(Charakterisierung unter 1.3.3), die ebenfalls unter Zellkulturbedingungen angeziichtet,
nach Erreichen eines konfluenten Zellrasens analog den LNCaP- und DU-145-Zellen mit
Interleukin-1 und db-cAMP behandelt und am sechsten Tag immunhistochemisch mar-
kiert wurde. Hierbei wurden sowohl fur die Prostatakarzinomzellen a's auch fur die CRL-

5813-Zellen immer die gleichen Antikorper verwendet.

3.6.1 Vorversucheder Immunfluoreszenz

3.6.1.1 PSA- und CgA-Doppelfluoreszenz der LNCaP-Zelllinie unter Interleukin-1 -
und db-cAMP-Behandlung

Um festzustellen, ob es unter den gewdhlten experimentellen Bedingungen in den
LNCaP-Zellen zu einer Koexpression von sekretorischem PSA und dem neuronaen
Marker CgA kommt, wurden entsprechende Doppelfluoreszenz-Untersuchungen durch-
gefuhrt.

Die Immunmarkierung erfolgte nach sechs Tagen Behandlungsdauer bei initialer Inter-
leukin-1 -Behandlung mit 2,5 ng/ml bzw. db-cAMP-Behandlung mit 2,5 pg/ml. Gezeigt
werden nebeneinander PSA (griin)- und CgA (rot)-lmmunfluoreszenzaufnahmen des
gleichen Zellausschnittes. Die mit Interleukin behandelten LNCaP-Zellen werden in 100-

facher und 63-facher VergrofRerung demonstriert.
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3.6.1.1.1 Die unbehandelte Kontrolle zeigt neben einer deutlichen PSA-
Immunreaktivitét e ne unspezifische CgA-lmmunfluoreszenz

Abbildung 26: | mmunfluor eszenz-Unter suchungen der LNCaP-Zellen —Kontrolle (100 —fache Ver-
gr6Berung), rot: a-CgA-Cy,-Detektion, grin: a-PSA-Cys-Detektion

In der PSA-Darstellung (rechts) ist eine kraftige, schwach granulére bis diffuse PSA-
Immunfluoreszenz sichtbar. In der CgA-Darstellung (links) zeigte sich eine vorwiegend

nukledre , offenbar unspezifische Fluoreszenz .

3.6.1.1.2 Nach Interleukin-1 -Behandlung bleibt die PSA-Immunfluoreszenz und die
falsch positive CgA-Reaktion unverdndert

Abbildung 27: Immunfluoreszenz-Unter suchung der LNCaP-Zellen - Interleukin-1 -Behandlung
grin: a-CgA-Cys-Detektion, rot: a-PSA-Cy,-Detektion (63-fache Ver gr 6l3er ung)
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Abbildung 28: mmunfluor eszenz-Untersuchung der LNCaP-Zellen - Interleukin-1 -Behandlung
grin: aCgA-Cys-Detektion, rot: a-PSA-Cy,-Detektion (100-fache Ver gr 63er ung)

Die PSA-Markierung (rechts) zeigt unverandert zur Kontrolle eine teils granul&re, teils
diffuse Immunfluoreszenz. In der CgA-Darstellung (links) ist eine diffuse Grinfluores-
zenz der Zellen, insbesondere der Zellkerne zu sehen, die als unspezifische falsch-

positive CgA-Immunreaktion zu werten ist.
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Wegen der geringen Auflésung der Immunfluoreszenz in den intakten Zellen wurde die
PSA- und CgA-Darstellung fur Interleukin-1-behandelte LNCaP-Zellen durch konfokale

Laserscanning-Mikroskopie untersucht, die eine bessere Zuordnung der Fluoreszenz ges-
tattet.

Abbildung 29: L aser scanning-Mikroskopie der PSA-CgA-Doppelmarkierung von LNCaP-Zellen
nach Interleukin-1 -Behandlung, grin: a-PSA-Cys-Nachwels, rot: a-CgA-Cy,-Detektion

Auch hier zeigt sich die Konzentration der unspezifischen CgA-Fluoreszenz in den Zell-
kernen.
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3.6.1.1.3 Keine Anderung des Verteilungsmusters der PSA-CgA-Immunfluoreszenz
nach db-cAMP-Behandlung

Die Vorbehandlung der Zellen in dieser Aufnahme erfolgte analog zu der obigen Inter-
leukin-1 -Behandlung. Die jeweils identischen Zellausschnitte sind mit der PSA- (rot),
und der CgA-(gruin)-Darstellung nebeneinandergestel |t.

Abbildung 30: Immunfluor eszenz-Unter suchung der L NCaP-Zellen nach db-cAM P-Behandlung,
rot: a-PSA-Cy,-Detektion, grin: a-CgA-Cys-Detektion

Diese Aufnahme zeigt tberwiegend granuldre PSA-Immunfluoreszenzsignale neben dif-
fusen, falsch positiven CgA-lmmunfluoreszenzen.
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Um die als unspezifisch vermutete CgA-Immunfluoreszenz noch genauer lokalisieren

bzw. abklaren zu kénnen, wurden Doppelfluoreszenz-Markierungen mit CgA und -

Aktin (zur Darstellung des Cytoskeletts der Zellen) durchgefihrt. Im Folgenden werden

db-cAMP-behandelte LNCaP-Zellen in einer Doppelfluoreszenzaufnahme mit CgA- und
-Actin-Markierung gezeigt.

Abbildung 31: Immunfluor eszenz-Unter suchung der L NCaP-Zellen nach db-cAM P-Behandlung,
rot: a- -Actin -Cy,-Detektion, griin: a-CgA-Cys-Detektion

Die kréftige Rotfluoreszenz des peripheren Aktin-Netzes in den Zellen herrscht deutlich

vor. Eine unspezifische Grinfluoreszenz (CgA) ist auf die Zellkerne konzentriert.

3.6.1.2 Fehlende CgA-lmmunfluoreszenzin DU-145-Zellen

In den DU-145-Z€llen stellte sich weder in unbehandelten noch in behandelten Zellen

eine CgA-Immunfluoreszenz oder unspezifische Bindung dar.
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3.6.1.3 Positivkontrolle der CgA-Immunreaktivitat in einer typischen neuroendokri-
nen Zelllinie (CRL-5813)

Eine Interleukin-1 -behandelte CRL-5813-Zelle ist in einer Durchlicht- (Abb. 36) und
einer CgA-Immunfluoreszenzaufnahme dargestellt (Abb. 37). Um die charakteristische
Morphologie und CgA-Immunfluoreszenz am anschaulichsten zu demonstrieren, wurde
eine Zelle des Zellrasens als Beispiel herausgegriffen. Die Beschreibung und Beurteilung
basiert auf hier nicht gezeigten Ubersichtsaufnahmen.

Abbildung 32: CRL —5813-Zé€llen - Dur chlichtaufnahme
Die in der Durchlichtaufnahme zu sehenden Zellen zeigen aul3er einer schmalen elon-
giert-ellipsoiden Form des Perikaryons dinne, lange Auslaufer. Der ovale blasige Z€ll-

kern ist von wenig Zytoplasma umgeben und ohne erkennbaren Nukleolus (Abb. 22).
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Abbildung 33: mmunfluoreszenz-Unter suchung der CRL-5813-Z¢llen, CgA-
I mmunfluor eszenzaufnahme

Die Chromogranin A-Darstellung der identischen Aufnahme zeigt eine deutliche Zy-
toplasmaanfarbung mit Aussparung des Zellkernes als Zeichen einer hohen intrazellul &
ren CgA-Konzentration (Abb. 23).

Zusammenfassung der |mmunfluoreszenz-V oruntersuchungen:

Die LNCaP-Zellen zeigten weder nach Behandlung noch in den unbehandelten Kontrol-
len eine spezifische zytoplasmatische CgA-Immunfluoreszenz; die auftretende Fluores-
zenz geht offenbar auf eine unspezifische Bindung des Antikorpers an den Zellkern zu-
rick. Die PSA-und -Actin-Immunfluoreszenz ist bei Kontrollen und den verschiede-
nen Behandlungen kréftig und eindeutig, verandert sich aber nur unwesentlich nach Be-
handlung..

Die DU-145-Zellen zeigten in alen Untersuchungen keine CgA-Immunfluoreszenz, d.h.
es erfolgte weder eine spezifische noch eine unspezifische Bildung des Antikorpers.

In den unbehandelten und behandelten CRL-5813-Z€llen stellte sich die fur neuroendo-

krine Zellen typische zytoplasmatische CgA-Immunfluoreszenz dar.
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3.6.2 Hauptversuche der Immunfluor eszenzunter suchung

Kontrolle

Interleukin-1

cAMP

PSA CgB NSE

Abbildung 34: mmunfluor eszenzaufnahmenserie neur oendokriner Marker (CgB/NSE) und PSA im
Vergleich.

Chromogranin B-Immunreaktionen sind als falsch-positive Hintergrundreaktionen einzu-
ordnen. Ein starkes Signal ist in der PSA-Kontrolle sichtbar, welches durch Interleukin-
1 unbeeinflusst bleibt. Einige Zellen zeigen NSE-Immunreaktivitét, sowohl in den

behandelten, als auch in den Kontrollzellen. Diese Ergebnisse finden Bestdtigung in den
RNA-Dokumentationen.
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4 Diskussion

4.1 Auswahl der verwendeten Zdllinien

Der Schwerpunkt dieser Arbeit wurde darauf gelegt, den Weg von gut differenzierten zu
schlecht differenzierten Tumorzellen in der Prostata aufzuzeigen. Des Weiteren sollte
untersucht werden, ob bzw. durch welchen Einfluss es zu einer neuroendokrinen Diffe-
renzierung kommt. Wie unter 1.4 beschrieben sind von Horoszewicz et al (1983; LNCaP-
Zellen), Kaighn et al (1979; PC-3-Zellen) und Stone et a (1978; DU-145-Z€llen) jeweils
Zelllinien etabliert worden, an denen die Prostatatumorstadien in vitro simuliert werden
koénnen. Vorraussetzung in unseren Untersuchung war die identische Behandlung der
verschiedenen Zelltypen, um unterschiedliche Reaktionsweisen diskutieren zu kénnen.
Ob ein neuroendokrines Potential in den Prostatatumorzellen besteht oder durch Behand-
lung entsteht, 1&sst sich durch einen Vergleich mit Zellen darstellen, in denen ein neuro-
endokriner Charakter bereits gesichert ist (CRL-5813-Zellen, 1.3.3).

4.2 Zur Rolleder Interleukinein der Tumorprogression

Die Fragestellung dieser Arbeit bezieht sich ausschliefdlich auf die Differenzierung von
Karzinomen in der menschlichen Prostata. Es sei jedoch erwahnt, dass die hier beschrie-
benen zugrundeliegenden Mechanismen ebenfalls in anderen Formen der Tumorprogres-
sion gefunden wurden. Tumormetastasierungen in Leber, Lunge und Knochenmark wer-
den durch Interleukin-1 stark beeinflusst (Anasagasti et al, 1997). Li et al (1992) experi-
mentierten an funf verschiedenen epithelialen Zelllinien von Ovarialkarzinomen. Sie
konnten zeigen, dass Ovarialkarzinome Interleukin-1 sezernieren. Dem schliefdt sich die
Entdeckung von Jones et a (1997) an, die eine starke Abhangigkeit der Gehirntumorpro-
liferationen von Interleukin-1 und -6 nachwiesen, wobei Interleukin-1 die Expression von
Interleukin-6 forderte. Ahnliche Ergebnisse verdffentlichten Beasley et a (1997) uber
glatte Muskel zellen der Gefalze.
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4.3 Methodische VorUberlegungen zur Planung der Kinetiken

Die Voraussetzungen fir einen reibungslosen Ablauf eines Kinetikversuches ist ein
keimfreies Wachstum der verwendeten Zelllinien. Es wurden ausschliefdlich etablierte
Zéelllinien untersucht. Die unter 3.1 beschriebenen Vorversuche dienten der Einordnung
von Anwachsdauer, bendtigter Zellzahlen und Adhésionscharakteristika der vier Zellli-
nien, um sie miteinander vergleichen zu kdnnen.

Die unter 2.2.1.9 beschriebene Zellzahimessung nach dem Amidoblack-Verfahren setzt
die Intensitét der Farbung direkt mit der Zellzahl in Korrelation. Um behandelte (Inter-
leukin-1, Interleukin-6 und db-cAMP) und unbehandelte Zellen vergleichen zu kénnen,
mussen die jeweiligen Zellen in gleicher GrofRenordnung vorliegen. Dies ist bel zytoto-
xisch verénderten, und somit kleineren Zellen nicht der Fall und fuhrt zu einem Auswer-
tungsfehler. Abolhassani et al (1995) stellte bei einer Analyse des Zellzyklus von
LNCaP-Zellen fest, dass Interleukin-1 die Zellen nicht zytotoxisch, sondern zytostatisch
hemmt. Interleukin-1 behandelte Zellen sind demnach mit unbehandelten Zellen gut ver-
gleichbar. Ein, wie von Abolhassani et al (1995) fir Interleukin-1 beschriebener zytosta-
tischer Effekt ist fur Interleukin-6 nicht beschrieben. Nach unseren vergleichbaren Mes-
sungen von Interleukin-1 und -6 ist auch fur Interleukin-6 von einem zytostatischen Ef-
fekt auszugehen. Vermutlich gilt, dass die Zellen durch die beiden genannten Interleuki-
ne in die Go- oder G;-Phase Ubergeleitet und vor dem Eintritt in die S-Phase bzw. G,-
Phase gehindert werden.

Eine weitere Storgrofie fur die Messgenauigkeit ist die Konzentration des Behandlungs-
zusatzes. Fir die in vitro-Untersuchungen der Zelllinien wurde die Testung verschiedener
Konzentrationen fur Interleukin-1, Interleukin-6 und cAMP durchgefihrt (Abb. 4/5), um
einen zytotoxischen Dosiseffekt ab einer bestimmten Hohe des Behandlungszusatzes
darzustellen. Tabelle 19 gibt die Behandlungskonzentrationen wieder, die nachgewiesen
keinen zytotoxischen Effekt auf die Zellen austiben. Unklar bleibt jedoch, warum sich bei
den von uns gewahlten Dosen keine Dosisabhangigkeit der Wirkung nachweisen lief3.
Denn es zeigte sich durch die verwendeten Behandlungskonzentrationen kein dosi sab-
héngiger Effekt auf das Zellwachstum. Dies l&sst vermuten, dass nach Auslastung der
Membrancarriersysteme bzw. Rezeptoren die Behandlungssubstanzen keinen zusétzli-
chen zytotoxischen Einfluss haben, welcheer die M essgenauigkeit beeintréchtigen wirde.
Des Weiteren wurde mit der Testung von verschiedenen Zellzahlen (siehe Tab. 16 und

18) die Vorraussetzung fur die morphologische und immunologische Dokumentation
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geschaffen. Die bereits in der Dissertation von B. Wind (Marburg 2003) dargestellten,
gemeinsam erarbeiteten Ergebnisse sollen im Folgenden im Hinblick auf die angebliche
neurogene Differenzierung des Prostatakarzinoms mit diskutiert werden.

4.4 \Wachstum von Prostata-K arzinomzellen unter dem Ein-

flussvon Zytokinen und db-cAMP

4.4.1 Wirkung einer kontinuierlichen Interleukin-1-Behandlung

Absorption

Tagl Tag3 Tag5 Tag7
Zeit (nach Behandlung)

—e—Kontrolle —#—11 18 1ng/ml 11-18 2,5ng/mi |

Abbildung 35: Proliferationskinetik von L NCaP-Zellen nach taglicher Behandlung mit Interleukin-
1.

Tabelle 19: Dar stellung des prozentualen Antells der behandelten Zellen gegenliber der unbehandel-
ten Kontrolle (siehe Abb. 24).

Tagl Tag 3 Tag5 Tag7

Interleukin-1 (1 ng/ml) 112% 74% 50% 46%

Interleukin-1 (2,5 ng/ml) 118% 81% 50% 48%
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Differierende Ergebnisse und Interpretationen der Wachstumsbeeinflussung von Inter-
leukinen auf Prostatakarzinomzellen lassen erkennen, dass es viele Faktoren gibt, die an
diesem Prozess beteiligt sind. Dass Abolhassani et al (1995) die hemmende Wirkung
eines konditionierten Mediums (CM) von Androgen-unabhéngigen Zellen auf Androgen-
abhangige Zellen durch Interleukin-Antikorper nicht neutralisieren konnte, mag an dem
Uberwiegenden Einfluss anderer Faktoren liegen. Sowohl Interleukin-1, als auch Inter-
leukin-6 haben einen deutlichen wachstumshemmenden Einfluss auf Androgen-
abhéngige Zellen (Abdul et a, 1999; Hoosein et al, 1998; Chiau et al, 1999). In unseren
Kinetiken konnte dies ebenfalls bewiesen werden.

Um zytotoxische und autokrine Effekte zu minimieren, wurden tégliche Behandlungen
mit Interleukin-1 durchgefiihrt. Bei dieser Behandlung wurde das Behandlungsmedium
des Vortages vollsténdig abgesaugt und durch die gleiche Behandlungssubstanz ersetzt
(sehe 2.2.1.8). So konnten von den Zellen evtl. autokrin sezernierte Substanzen oder

zellulére Abbauprodukte téglich entfernt werden.

Tabelle 20: Initiale und tagliche Interleukin-1 -Behandlung im Vergleich

IL-1 -initiale Behandlung IL-1 -t&gliche Behandlung
LNCaP-Zellen 27% 46%
DU-145-Zé€llen 0 70%

In unseren Untersuchungen konnten wir feststellen, dass die initiale Interleukin-1-
Behandlung der LNCaP-Zellen eine deutliche Wachstumshemmung zeigt (auf 27%). Die
tagliche Behandlung der LNCaP-Zellen mit Interleukin-1 zeigte eine sichtbare Wachs-
tumshemmung (Abb. 24; auf 46%). Bei Einschrankung der autokrinen Wachstumsbeein-
flussung féllt die Hemmung von Interleukin-1 auf LNCaP-Zellen geringer aus. Wir fol-
gern daraus, dass LNCaP-Zellen nach 2-3-tagiger Behandlung mit Interleukin-1 ange-
regt werden, autokrin wachstumshemmende Faktoren in das Medium zu sezernieren (sie-
he Abb. 38). Dies wiirde die Idee von Abdul et al (1999) des Wachstumsvorteils Andro-
gen-unabhangiger Zellen gegenlber Androgen-abhéngigen Zellen durch Interleukin-1

vorerst unterstreichen.
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Initiale Behandlung Tagliche Behandlung

1. mittlere Hemmung durch 1. mittlere Hemmung durch
IL-1(--) IL-1(--)

2. IL-1stimuliert die Bildung 2. starke Reduktion der au-
autocriner, hemmender tocrinen Substanzen durch
Substanzen (-) M ediumwechsel

=> starke Hemmung => mittlere Hemmung

Abbildung 36: M dgliches Verhalten einer LNCaP-Zellen nach téglicher Interleukin-1-Behandlung.
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L egende Abbildung 25, 26:

LNCaP-Zelle

DU-145-Z€elle
Behandlungssubstanz I nterleukin-1
Autokrine Substanzen

Starke Reduktion der autocrinen Substanzen durch M ediumwechsel

(+/++/+++) Leichte/ mittlere/ starke Proliferation

(-/--1---) L eichte/ mittlere/ starke Hemmung

Die initiale Interleukin-1-Behandlung von Androgen-unabhéngigen DU-145-Zellen
zeigte keinen Effekt, die tagliche Interleukin-1-Behandlung eine Hemmung auf 70%
(siehe Tab. 23).

Absorption

Tagl Tag3 Tag5 Tag7
Zeit (nach Behandlung)

—e—Kontrolle —8— 11 1 2,5ng/ml 11-18 10ng/m |

Abbildung 37: Praliferationskinetik von DU-145-Zellen nach taglicher Behandlung mit Interleukin-
1.
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Tabelle 21: Prozentuale Dar stellung der Wachstumsbeeinflussung von DU-145-Zellen bei taglicher
Interleukin-1 -Behandlung ( siehe Abb. 26).

Tag1l Tag 3 Tag>s Tag 7
Interleukin-1 2,5 ng/ml 101% 93% 77% 70%
Interleukin-1 10 ng/ml 100% 90% 71% 61%

Wir folgern hieraus, dass Interleukin-1 einen hemmenden Einfluss auf das Wachstums-
verhalten der DU-145-Zellen bei Verringerung von potentiell autokrin produzierten Sub-
stanzen im Kultumedium hat (siehe Abb. 38). Demzufolge scheinen die vermutlich von
DU-145-Zellen autokrin sezernierten Substanzen stark wachstumsfordernd zu sein. Das

autokrin sezernierte Interleukin-1 fungiert wachstumshemmend.

Abbildung 38: Mdgliches Verhalten einer DU-145-Zelle nach téglicher Interleukin-1-Behandlung.

Initiale Behandlung Tagliche Behandlung

1. leichte Hemmung durch 1. leichte Hemmung durch
IL-1(-) IL-1(-)

2. autocrine Substanzen mit 2. starke Reduktion der au-
starker proliferativer tocrinen Substanzen durch
Wirkung (+++) M ediumwechsel

=> mittlere Prolferation => |eichte Hemmung
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Unsere téglich durchgefihrten Behandlungen mit Interleukin-1 verdeutlichen, dass Inter-
leukin-1 sowohl auf Androgen-abhangige, als auch auf Androgen-unabhéngige Zellen
einen hemmenden Einfluss hat. Dies steht im Gegensatz zu der Vorstellung von Abdul et
al (1999), die Interleukin-1 als parakrinen Wachstumshemmer in Androgen-abhangigen
Zellen und autokrinen Wachstumsférderer Androgen-unabhangiger Zellen sieht. Abdul et
a (1999) erkennen einen Wachstumsvorteil Androgen-unabhangiger Zellen gegenlber
Androgen-abhangigen Zellen durch Interleukin-1. Die Untersuchungen von Hoosein et a
(1998) zeigten ebenfalls einen wachstumshemmenden Effekt auf Androgen-abhéangige
Zéellen, allerdings keinen Effekt auf Androgen-unabhéngige Zellen. Wir konnten die von
Abdul et a (1999) und Hoosein et a (1998) gezeigte Hemmung von Androgen-
abhangigen Zellen durch Interleukin-1 ebenfalls bestétigen. Die experimentellen Ergeb-
nisse, die wir durch die téglichen Behandlungen mit Interleukin-1 erarbeitet haben, zwin-
gen uns zu einer weiterfihrenden Interpretation. Nachdem Abdul et a (1999) von einer
autokrinen Wachstumsférderung und Hoosein et a (1998) von keinem Effekt von Inter-
leukin-1 auf Androgen-unabhangigen Zellen ausgehen, konnten wir zeigen, dass Inter-
leukin-1 in Bezug auf die Androgen-unabhangigen Zellen einen wachstumshemmenden
Effekt hat. Die Wachstumshemmung von Androgen-abhangigen und Androgen-
unabhangigen Zellen tritt im Laufe der Tumorprogression um so mehr in den Hinter-
grund, um so mehr potentielle autokrine wachstumsfordernde Substanzen sezerniert wer-
den (siehe Abb. 39). Nach unseren Erkenntnissen sind in den Androgen-unabhangigen
Zellen andere Faktoren als Interleukin-1 fur die unkontrollierte Zellvermehrung verant-
wortlich. Dass DU-145-Zellen durch die Sekretion von Interleukin einen Wachstumsvor-
teil erreichen, indem sie Androgen-abhangige Zellen in ihrem Wachstum hemmen (Ab-
dul und Hoosein, 1998), ist sowohl mit unseren, als auch den Ergebnissen von Abdul et

al (1999) zu vereinbaren.
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Proliferation 1
OhnelIL-1
+++
Initiale IL-1
++ Behandiung
+
+ autocirn
0 fordernde
Substanzen
TéaglicheIL-1
- ) Behandlung
+ autocirn hemmende
Substanzen
Differenzierungsgrad
gut differenziertes Karzinom schlecht differenziertes Karzinom
(LNCaP-Zéellen) (DU-145-Z¢€llen)

Abbildung 39: Hypothese zur Rolle von I nterleukin-1 auf das Prostatawachstum nach taglicher
Behandlung von Prostatakarzinomzelllinien in vitro.

4.4.2 Ergebnisseder Interleukin-6-Behandlung

Die an Tag 1 durchgefihrten Behandlungen mit Interleukin-6 von Androgen-abhangigen
und Androgen-unabhangigen Zellen haben einen hemmenden Effekt auf Androgen-
abhangige Zellen gezeigt. Wie unter 1.4.1.2 erlautert, zeigten Lu und Kerbel (1993)
erstmals die parakrine Wachstumsinhibition gut differenzierter Karzinome durch Inter-
leukin-6 an Melanomen der Haut. Chung bzw. Mori et al (1999) fanden dies ebenso fir
das Prostatakarzinom. Okamoto et a (1997) beschrieben eine Wachstumsférderung von
gut differenzierten Karzinomen durch Interleukin-6. Diese Aussage kann durch unsere
Ergebnisse nicht bestétigt werden und bleibt als einzige kontrére Meinung stehen. Dass
Androgen-unabhangige, schlecht differenzierte Karzinomzelllinien in unseren Kinetiken
keine Beeinflussung durch Interleukin-6 erfahren, passt zusammen mit der von Chung et
a (1999) und Mori et a (1999) herausgefundenen Wachstumshemmung bei Zugabe von
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Anti-Interleukin-6-Antikorper in die Vorstellung einer autokrinen Wachstumsférderung
schlecht differenzierter Karzinome durch Interleukin-6. Die Ergebnisse von Hobisch et al
(2000) und Culig et a (2000) sprechen ebenfalls fir diese These. Offen bleibt die Frage,
ob, dhnlich wie bei den Interleukin-1-Behandlungen, téagliche Behandlungen neue Er-

kenntnisse liefern konnten. Dies erdffnet ein Gebiet fir weitere Forschungen.

4.4.3 Untersuchungen zur cAMP-Wirkung auf Prostatazellen

Die Behandlung der Androgen-abhangigen Zellen mit db-cAMP ergab eine angedeutete
Wachstumshemmung, welche mit den Ergebnissen der Arbeiten von Mori et a (1999),
Goto et a (1999), Zelivianski et a (2001) und Deeble et al (2001) tbereinstimmt. Der
Aussagewert dieser Ergebnisse ist wegen der von den jeweiligen Untersuchern unter-
schiedlich verwendeten Stimulationssubstanzen (verschiedenste Pharmaka, db-cAMP,
8Br-cAMP, Papaverin, Forskolin, Epinephrin, Isoprotenol) schwierig zu interpretieren
und wird im Zusammenhang mit der NE-Differenzierung in Kapitel 4.8 gewertet. Die
von uns bei taglicher Behandlung gesehene Proliferationszunahme auf 141% muss durch
Folgeversuche Bestétigung finden und ist unter diesen Versuchsbedingungen in der Lite-
ratur nicht beschrieben. Wirde es zur Bestétigung des Ergebnisses der Wachstumssteige-
rung durch cAMP nach Reduzierung der von den Zellen putativen autokrin sezernierten
Substanzen durch die tégliche Behandlung kommen, misste dies, wie es Uber Interleu-

kin-1in 4.4.1 beschrieben wurde, pathophysiol ogisch neu gewertet werden.

4.4.4 Fazit aus den kinetischen Unter suchungen

Es ergaben sich im Literaturvergleich bei initialer Behandlung der Zellen keine neuen
Erkenntnisse, so dass fir Interleukin-1 und Interleukin-6 die Aussage einer parakrinen
Wachstumshemmung gut differenzierter Karzinome und eine vermutlich autokrin be-
dingte Wachstumsforderung schlecht differenzierter Karzinome bestehen bleibt.

Die Ergebnisse in der Literatur der cAMP-Behandlung von Prostatakarzinomzellen zeig-
ten bei einmaliger Behandlung leichte bis starke Hemmung und in einem Versuch mit
Dauerstimulation eine méaf3ig proliferationssteigernde Wirkung. Die Ergebnisse sind nicht
vergleichbar, da in der Literatur unterschiedliche Substanzen zur Stimulation verwendet
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wurden (db-cAMP, 8Br-cAMP, Papaverin u.s.w.). Ein direkter Vergleich dieser Behand-
lungssubstanzen kénnte einen neuen Forschungsansatz liefern.

Der fur Interleukin-1 durchgefihrte Versuch mit einer téglichen Behandlung der Prosta-
takarzinomzellen ergab eine Hemmwirkung von Interleukin-1 bei gut differenzierten
Karzinomen. In schlecht differenzierten Karzinonem konnte Interleukin-1 als autokriner
Wachstumsforderer nicht bestétigt werden. Fir Interleukin-1 bleibt nach unseren Ergeb-
nissen die Funktion der Wachstumshemmung von gut differenzierten Karzinomen auch
fur schlecht differenzierte Karzinome erhalten. Bei schlecht differenzierten Prostatakar-
zinomen tritt die Interleukin-1-Wirkung in den Hintergrund. Die putativen autokrinen
Proliferationsfaktoren Uberwiegen in ihrer Wirkung. Ausgedehntes Tumorwachstum ist
die Folge (siehe Abb. 4).

Es ist denkbar, dass bei taglicher Interleukin-6-Behandlung neue Interpretationsméglich-

keiten entstehen. Hier kdnnte die Forschung ankntipfen.

4.5 Morphologie der unbehandelten Zelllinien

4.5.1 Die Zdllinien im Vergleich

Diein der Dissertation von B. Wind (Marburg 2003) gezeigten, gemeinsam erarbeiteten
Ubersichtsaufnahmen flief¥en in diese Diskussion im Hinblick auf die angebliche neuro-
gene Differenzierung des Prostatakarzinoms mit ein.
Das Ziel von Ubersichtsdarstellungen war die Dokumentation des Wachstumsmusters der
beobachteten Zellart. Jede Zelle zeigte hier ein &ufferst typisches Wachstumsmuster.
Prostatatumorzelllinien proliferieren nach einigen Tagen zu einem dichten Zellrasen mit
meist rundlichen bis langlichen Zellen. Als Ergebnisse prasentiert werden in dieser Ar-
beit Semidinnschnittaufnahmen. Jede Zelllinie zeigte dabei Besonderheiten:
Die LNCaP-Zellen bildeten im dichten Zellrasen primér einen Clusterverband.
Vereinzelt waren auch Einzelzellen in Gruppen zu sehen, in denen sich die Zellen
polygona mit breitbasigen Ausldufern darstellten. Fir die LNCaP-Zelle ist das
Wachstum auch als Einzelzelle beschrieben. Im Clusterverband wéchst sie rund-

lich-oval ohne Zellauslaufer.
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Bei Auflésung der Clusterverbande zeigten die unbehandelten LNCaP-Zellen in
gruppierten Einzelzellen zwei bis drei breitbasige Audéaufer. Diese erinnern an
einen NE-Phanotyp. Der Vergleich von Abb. LNCaP-Zellen und NE-Zelle (Abb.
41) macht den deutlichen Unterschied der Zellformen anschaulich

Die PC-3-Zellen wuchsen typisch plastersteinartig mit rundlich-ovalen Formen.
Die DU-145-Zellen waren aufgrund des diffusen und schnellen Wachstums nur
ungenau zu beurteilen. Sie zeigten stets einen dichten Rasen mit rundlichen Zell-
formen.

Die neuroendokrine Zelllinie CRL-5813 wuchs typisch mit langen, dinnen,

dendritisch erscheinenden, schmalbasigen Audaufern (Abb.32).

Tabelle 22: Vergleich des Wachstumsver haltens der unbehandelten Zelllinien.

CRL-5813 LNCaP-Zellen PC-3-Zellen DU-145-Zéllen

Proliferations-

geschwindigkeit  sehr langsam langsam schnell sehr schnell
rundlich-oval  rundlich-oval  rundlich-ova rundlich
Wachstumsform mit mit ohne ohne

schmalbasigen  breitbasigen  Zellaudaufer  Zellauslaufer
Zelldendritus  Zellaud @ufer

Zur weiteren Beurteilung wurden EM-Aufnahmen angefertigt (siehe 4.5.2).

45.2 Ultrastruktur der unbehandelten LNCaP-Zellen

In elektronenmikroskopischen Ubersichtsdarstellungen sind bei NE-Zellen typischerwei-
se membranumhdillte dense-core-Granula zu finden. In keiner unserer Aufnahmen von
unbehandelten LNCaP-Zellen waren diese fur NE-Zellen geforderten Granula zu entde-
cken. Somit liefern die EM-Befunde der unbehandelten LNCaP-Zellen keinen Hinweis
auf eine NE-Differenzierung (3.4.2). Die in den Ubersichtsaufnahmen der in vitro-
Kulturen beschriebenen breitbasigen Zellaus &ufer sind hiernach al's Form des adharenten

Zellwachstums und nicht al's eine angedeutete Darstellung eines NE-Potentials zu werten.
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4.5.3 Fazit der morphologischen Unter suchungen der unbehandelten
Zdllinien

Zusammenfassend zeigte das Wachstumsmuster aller drei Prostatakarzinomzelllinien im
Vergleich mit der NE-Zelle (Abb. 32) keinen Hinweis auf ein NE-Potential. Die EM-
Untersuchungen (Abb.14-24) bestérkten diese Aussage. Auch Chiao et a (1995) be-
schrieben in unbehandelten LNCaP-Zellen ebenfalls leicht elongierte, multipolare For-
men. Bang et a (1994) beschrieben das Wachstumsmuster von unbehandelten LNCaP-
und PC-3M-Zellen (Androgen-unabhangige Zelllinie) als epithelia, azinar und in
Clustern wachsend. Beide Gruppen geben keinen eindeutigen Hinweis auf ein neuroen-

dokrines Differenzierungspotential bei den untersuchten Prostatakarzinomzellen.

4.6 Morphologieder behandelten Zelllinien

4.6.1 Morphologie und Wachstumsmuster in vitro

Androgen-abhéngige und -unabhangige Zelllinien wurden unter spezifischer Behandlung
von Chiao et a (1999) morphologisch néher betrachtet. In ihren Aufnahmen stellten sich
Androgen-abhangige Zellen unbehandelt als epithelial und in Clustern wachsend, die
Interleukin-1-behandelten Zellen as elongiert, bi- bis multipolar, bzw. dendritisch dar.
Qui et al (1998) machten die gleiche Beobachtung an Androgen-abhangigen Zellen nach
einer Behandlung mit Interleukin-6. Dies wurde wiederum von Spiotto und Chung
(2000) bestatigt werden. Wir konnten diese Beobachtung der breitbasigen Zellauslaufer
an Interleukin-1- und Interleukin-6-behandelten Androgen-abhangigen Zellen ebenfalls
machen. Wie unter ,Morphologie der unbehandelten Zelllinien* (Kap. 4.5) diskutiert,
haben wir in den unbehandelten LNCaP-Zellen sehr vereinzelt, doch regelmaliig Zell-
wachstum mit breitbasigen, elongierten Zellauslaufern beobachtet. Um diese Zellen war
der Clusterverband stets aufgehoben. Unbehandelte Zellen zeigten durch ihr dichtes,
clusterartiges Wachstum nur vereinzelt Gruppen von Einzelzellen, in denen ein Zell-
wachstum mit Zellausdufern mdéglich ist. Die elongierten Wachstumsformen kommen
bei den Zellen, die mit Interleukin-1 und Interleukin-6 behandelt wurden gehéduft vor.

Diesist auch auf die starke Reduzierung der Zellzahl durch die Interleukin-1- und Inter-
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leukin-6-Behandlung zuriickzufUhren. Damit verbunden ist ein geringeres Wachstum in
Clustern zugunsten des Wachstums in Gruppen von Einzelzellen. Die Ubersichtsaufnah-
men zeigten, dass eine Zellzahlveringerung das typische Wachstumsmuster der LNCaP-
Zellen in Verbanden von Einzelzellen ermdglicht, wéhrend ein dichter Zellrasen dieses
Wachstum kaum zul&sst (siehe Abb. 40). Chiau et a (1995) Qui et al (1998) und Spiotto
und Chung (2000) sehen im Auftreten von elongierten LNCaP-Zellen nach Interleukin-1
und -6-Behandlung eine induzierte neuroendokrine Transdifferenzierung. Die von uns
dargestellten breitbasigen Zellauslufer der unbehandelten Zellen (siehe 4.5) treten auf-
grund der raumlichen Bedingungen bei den behandelten Zellen schlanker, aber nicht neu-
roendokrin veréandert in Erscheinung. Die durch die Behandlung reduzierte Zellzahl |&sst
eine grofRere Ausbreitungsflache mit mehr Einzelzellen zu. Demzufolge stellen sich die

Zellen mit grazileren Auslaufern dar.

Abbildung 40: Vergleich des Zellwachstums von behandelten und unbehandelten LNCaP-Zellen.

Unbehandelte Kontrolle IL-1-Behandlung

= hohe Zé€llzahl = geringe Zellzahl

Folge: Folge:

1. vorwiegend Clusterver- 1. sehr wenig Clusterver -
bande bande

2. sehr wenig Zelleinzel- 2. vorwiegend

verbande Zelleinzelverbande
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Es stellt sich die Frage, ob die breitbasigen Zellauslaufer der behandelten LNCaP-Zellen,
die sich ebenfalls an unbehandelten Zellen darstellen lief3en, als ein von spezifischen Be-
handlungen unabhangiges, bereits bestehendes NE-Potential interpretiert werden kann.
Oder ist es ein zelltypisches Wachstumsmuster, das al's unabhangig von NE-Phénotyp zu
sehen ist?

Wir zichteten typische NE-Zellen an, um in einem direkten Vergleich Klarheit schaffen
zu konnen (siehe Abb. 32 und 41).

LNCaP-Zdle NE-Z€lle

Abbildung 41: Vergleich des Zellwachstums einer LNCaP-Zellen (behandelt oder unbehandelt) mit
einer typischen NE-Zelle.

Auf der Abbildung 30 ist zu erkennen, dass sich die typische NE-Zelle mit zwei langen,
dinnen, schmalbasigen Zellauslaufern, einem in sich homogenen oval-abgerundeten
Zellkorper und einem grofen Zellkern darstellt. Im Vergleich (Abb. 41) hat die LNCaP-
Zelle eine Phanotypus mit breitbasigen, direkt aus dem Zellzytoplasma hervorgehenden
Zéell-, Fortsétzen®. Die Zellform wird durch die breitbasigen Zellfortsétze bestimmt. Aus
unserer Sicht ist es nicht gerechtfertigt, von einer NE-Differenzierung der behandelten
LNCaP-Zellen zu sprechen, sondern wir stufen diese Wachstumsform al's typische, adhé-
rente Wuchsform einer Prostatatumorzelle als Einzelzelle ein. Um diese Ansicht zu Uber-
prifen, fuhrten wir EM-Aufnahmen von behandelten LNCaP-Zellen durch.
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4.6.1 Zusatzliche Interpretationser gebnisse durch die Elektronenmik-

roskopie

Die LNCaP-Zellen zeigten im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle nach Interleukin-1
und cAMP-Behandlung die ultrastrukturellen Aquivalente eines erhohten Stoffumsatzes.
Es waren weder die flr sekretorische Prostatazellen typischen polymorphen Vakuolen,
noch die fir die NE-Zellen geforderten dense-core-Granula zu erkennen. Nur in geringen
Ausnahmen war nach Interleukin-1-Behandlung granuléres Material zu finden, das an
sogenannte Prostasomen, partikulére Sekretionselemente der Prostata, erinnerte.

Einzig Bang et a (1994) beschrieben von einer Doppelmembran begrenzte dense-core-
Granula in LNCaP-Zellen nach cAMP-Behandlung. Wie oben dargestellt, fand dies in
unseren Untersuchungen keine Bestétigung.

Da wir in den EM-Aufnahmen der Zellen nach Interleukin-1-Behandlung keine NE-
Charakteristika zeigen konnten, ist die Interpretation der in vitro-Ubersichtsaufnahmen
als Fehlen eines NE-Differenzierungspotentials und linientypischen adhérenten Zell-

wachstum einer Prostatatumorzelle wahrscheinlich.

4.6.2 Fazit der morphologischen Unter suchungen

Dass Prostatatumorzellen, die mit Interleukin-1, Interleukin-6 und cCAMP behandelt wur-
den, elongierte Zellformen bilden, die an NE-Zellen erinnern, ist in der Literatur mehr-
fach beschrieben worden (Bang et a, 1994; Spiotto et al, 1999; Qui et a, 1998). Die ge-
nannten Autoren beschreiben die unbehandelten Prostatazellen als epithelial und in
Clustern wachsend und kénnen dadurch ihre Interpretation in Richtung einer NE-
Differenzierung durch die jeweilige Behandlung begrinden. Wir stellten dieses Zell-
wachstum mit elongierten, breitbasigen Zellausléufern in identischer Form bel unbehan-
delten Zellen fest, wenn dort der Clusterverband aufgehoben war. Der Vergleich mit ei-
ner typischen NE-Zelle (siehe Abb. 41) und das Fehlen der dense-core-Granula in den
EM-Aufnahmen stiitzen unsere These eines nicht vorhandenen NE-Potentials der unter-
suchten Zellen. Da sich NE-Zellen in sehr unterschiedlichen Zellformen présentieren
kénnen (Aumiller et al, 1999), wurden in den Prostatatumorzellen nach typischen NE-
Proteinen gesucht (siehe 4.7 und 4.8)
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4.7 VorUuberlegungen zu den Untersuchungen der Prostata-

zelllinien auf NE-Marker

Um die These des Fehlens neuroendokrinen Differenzierungspotentials von Prostatatu-
morzellen, behandelt oder unbehandelt (siehe 4.5 und 4.6), weiter zu prifen, wurde mo-
lekularbiologisch und immunhistochemisch nach typischen Markern der NE-
Differenzierung gesucht. Es wurden Interleukin-1- und cAMP-behandelte LNCaP- und
DU-145-Zellen untersucht.

Bereits die Voruntersuchungen zu den Immunfluoreszenzuntersuchungen zeigten in
LNCaP- und DU-145-Zellen eine falsch-positive CgA-Immunreaktivitét, unabhangig
davon, ob sie unbehandelt, mit Interleukin-1 oder mit db-cAMP behandelt waren. Dies
widerspricht den Ergebnissen von Abdul et al (1999), Hoosein et a (1998) und Diaz et al
(1998). Aus diesem Grund arbeiteten wir in den Hauptversuchen mit Doppelfluores-
zenzmarkierungen, zum einen mit Antikorpern gegen CgA bzw. PSA, zum anderen mit
Antikorpern gegen CgA und -Actin. Weiterhin wurden zwel verschiedene Dokumenta-
tionsmethoden (Durchlichtphotomikroskopie und konfokal e Laserscanning-Mikroskopie)
angewandt. Zuletzt zogen wir im Hauptversuch, dhnlich zu den Untersuchungen von Is-
chia et a (1998), zur Verbesserung der Aussagekraft und Bewertbarkeit, eine weitere
Zelle als Positivkontrolle heran, die gesicherten NE-Ursprungs ist (CRL-5813).

4.8 Nachwesmoglichkeiten typischer neuroendokriner Mar -

ker

Ahnlich dem Weg der Proteine von der DNA, tiber die mRNA, den intrazellul&ren Spei-
chern, bis zum extrazellularen Wirkort, stehen als Darstellungsmoglichkeiten auf RNA-
Ebene u.a. die PCR, auf Proteinebene intrazelluldr die Immunfluoreszenz und der Wes-
tern-blot bzw. extrazellulér der ELISA zur Verfligung.

In dieser Arbeit wurde sowohl RNA- (PCR), als auch die intrazellulére Proteinreifungs-
stufe (Immunfluoreszenz) dargestellt, um verschiedene Phasen der Proteinreifung zu do-

kumentieren.
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4.8.1 Immunhistochemische Untersuchung auf NE-Marker

4.8.1.1 Verbesserung der Beurteilbarkeit durch Doppel- und Vergleichsfluoreszenzen

Untersucht wurden Androgen-abhéngige LNCaP-Zellen, Androgen-unabhdngige DU-
145-Zellen und typische NE-Zellen (CRL-5813). Die Prostatazelllinien wurden sowohl
unbehandelt, als auch mit Interleukin-1 und db-cAMP-behandelt untersucht. Die NE-
Zelllinie wurde unbehandelt dargestellt. Das Ziel der Immunfluoreszenzaufnahmen ist
eine Darstellung des neuroendokrinen Markers Chromogranin A in den Prostatatumor-
und NE-Zellen. Um die Aussagekraft dieser Technik zu steigern, wurde mit Doppelfluo-
reszenzen gearbeitet. Hierzu wird der gleiche Zellausschnitt mit CgA- und PSA-
Antikorpern versehen und in Vergleichsaufnahmen gegentibergestellt. In diesen Abbil-
dungen (Abb. 26-30) ist die physiologische, zytoplasmatische PSA-Anreicherung zu se-
hen. Innerhalb der gleichen Aufnahme wird die unphysiologische, diffuse CgA-
Anreicherung im und um den Zellkern sichtbar. Dies verdeutlicht eine fasch-positve
CgA-Anreicherung der Zellen. Die Anwendung einer weiteren Aufnahmetechnik, dem
konfukalen Laserscanning, bestétigte diese Beobachtung.

Eine weitere Moglichkeit zur Kontrolle einer physiologischen versus falsch-positiven
Proteindarstellung in der Immunfluoreszenz ist eine Doppelfluoreszenz des gesuchten
Proteins mit dem Zytoskelett. Die Abbildung 31 zeigt das -Actin-Netz' der Zellen im
physiologischen Verteilungsmuster. Hier findet sich unspezifische, falsch-positive CgA-
Fluoreszenz.

Die bereits zur Beurteilung der Morphologie herangezogene neuroendokrine Zelle CRL-
5813 liefert in den Immunfluoreszenzaufnahmen eine physiologische, zytoplasmatische
CgA-Anreicherung (siehe Abb. 33) und im Vergleich mit der LNCaP-Zelle (siehe Abb.
42) einen weiteren Hinweis fur die falsch-positive CgA-Anreicherung in der LNCaP-
Zelle.

! Actinfilamente: A. finden sich nicht nur als Polymere des -Actinsin den verschiedenen Muskelzellen,
sondern kommen in Uberraschend hohen Konzentrationen auch in vielen Nicht-Muskelzellen vor. Nicht
Muskelactin ist ein Polymeres der beiden globuldre Komponenten - und -Actin. A. kommen als Faser-
blindel vor, die vielen Zellen eine gewisse mechanische Stabilitét verleihen. So sind sie an der Ausbildung
der Zonula adhaerens sowie der Typ || Desmosomen beteiligt (aus Loffler,Petrides — Biochemie und Pa-
thobiochemie).
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Falsch-positive K ernfar- Cytoplasmatische CgA-
bung der LNCaP-Zelle Anreicherung der NE-Zelle

Abbildung 42: Skizierung der unterschiedlichen NE-M arker-Dar stellung von L NCaP- (behandelt
und unbehandelt) und typischer NE-Zéelle.

In Abb. 42 schematisch, bzw. in Abb. 32/33 im Durchlicht und mit Immunfluoreszenz
dargestellt, kann direkt die unterschiedliche intrazelluldre CgA-Anreicherung im Ver-
gleich nachvollzogen werden. Alle Versuche fuhrten wir mit behandelten und unbehan-
delten Zelllinien durch. Wir fanden keinen Unterschied bei den behandelten im Vergleich

zu den unbehandelten Zelllinien.

4.8.1.2 Aussagekraft der |mmunfluoreszenzuntersuchungen

Diaz et a (1999) und Zelivianski et al (2001) konnten in ihren Immunfluoreszenzunter-
suchungen CgA in LNCaP-Zellen darstellen. Sie verwendeten weder eine NE-Zelle als
direkte Positivkontrolle, noch konnten sie mit Doppelfluoreszenz eine regelrechte Funk-
tion der Zellen garantieren, und damit eine falsch-positve Anreicherung nicht mit Sicher-
heit ausschlief3en.

Wir konnten in den LNCaP-Zellen nur falsch-positive CgA-Anreicherungen erkennen.
Hierbel wurde die regelrechte Zellfunktion mittels Doppelfluoreszenzen dargestellt.
Verwendung fanden hier CgA/PSA- und CgA/ -Actin-Doppelfluoreszenzen. Den aussa-
gekraftigsten Bewels lieferte die CgA-Darstellung in der typischen NE-Zelle CRL-5813
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(siehe Abb. 32/33) und somit die direkte Vergleichsmdglichkeit zwischen LNCaP- und
NE-Zelle (siehe Abb. 42).

Zusammenfassend miissen wir nach unseren Ergebnissen, entgegen Diaz et al (1999) und
Zelivianski et al (2001), davon ausgehen, dass LNCaP-Zellen kein CgA exprimieren.
Somit weisen LNCaP-Zellen in den immunhistochemischen Untersuchungen kein NE-
Potential auf. Hiermit teilen wir die Meinung von Ischia et al (1998), der nicht in den
LNCaP-Zellen, sondern nur in den CRL-5813-Zellen das gesamte NE-Potentia darstel-

len konnte.

4.8.2 Molekularbiologische Unter suchungen zeigen in den Vor ver su-
chen keine CgA-Signalein LNCaP-Zellen

Die sich an die Immunhistochemie anschlief3ende Methode der Molekularbiologie zeigte
eine Bestétigung des Ergebnisses unserer Immunfluoreszenz: Ein Fehlen der CgA-
Bande, bei deutlich positiven Bon-Zellen (siehe Charakterisierung 2.1.4).

Bel Darstellung der NSE-mRNA in den Prostatatumorzelllinien fanden wir in alen un-
tersuchten Zelllinien eine positive Bande fir NSE. Auch Zelivianski et al untersuchten
2001 die Prostatatumorzellen auf NE-Charakteristika unter Verwendung von NSE als
Marker. Sie beschreiben ein Sinken des NSE-Spiegels in LNCaP-Zellen durch db-
cAMP-Behandlung im Vergleich zu den unbehandelten Kontrollzellen, wohingegen der
NSE-Spiegel in weniger differenzierten C-81-LNCaP-Zellen durch db-cAMP anstieg.
Die Androgen-unabhéngige Zelllinie PC-3 zeigte bei db-cAMP-Behandlung einen NSE-
Angtieg. Tarle et a untersuchte 1994 80 Hormon-behandelte Prostatatumorpatienten und
bestimmten u.a den PSA- und NSE-Wert im Serum. Sie fanden einen erhdhten NSE-
Wert bei sehr fortgeschrittenen Prostatakarzinomen. Das Interesse der Kliniker an NSE
as Marker im fortgeschrittenen Tumorwachstum steigt. Als Marker fir NE-
Differenzierung bleibt NSE nach CgA die zweite Wahl, da auch eine Reihe weiterer Zel-
len NSE bildet (Haimoto et al, 1985).
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4.9 Ergebnis- und Aussagevergleich mit den Arbeiten von
Bang et al (1994) und Hoosein et al (1998)

Wir konnten durch die Kinetiken zeigen, dass sowohl Interleukin-1, als auch Interleukin-
6, Androgen-abhangige Zellen hemmen und Androgen-unabhangige Zelllinien in ihrem
Wachstum nicht beeinflussen. So kommen wir zu der gleichen Erkenntnis wie Hoosein et
al (1998), dass sich das fortgeschrittene Tumorgewebe durch Interleukin-1 und -6 einen
Wachstumsvorteil gegentiber dem noch gut differenzierten Gewebe verschafft. Die tagli-
che Behandlung mit Interleukin-1 zeigte neue Interpretationsmdglichkeiten. Durch unse-
re morphologischen und immunhistochemischen Untersuchungen (hier priméar an der
Androgen-abhangigen Zelllinie LNCaP) konnten wir, gerade im Vergleich mit einer typi-
schen NE-Zelle, keine NE-Charakteristika, in behandelter oder unbehandelter Form von
LNCaP-Zellen zeigen und postulieren, dass LNCaP-Zellen kein NE-Potential besitzen.
Wir konnten die von Bang et al 1994 morphologisch und elektronenmikroskopisch gese-
hene, und als solche gewertete, NE-Verénderung von Prostatatumorzellen nach db-
CAMP-Behandlung nicht bestétigen. Hingegen kdnnen wir nach unseren Erkenntnissen
die Aussagen von Ischia et a (1998) unterstiitzen. Dieser hatte in seinen Studien bewie-
sen, dass nur die NE-Zelllinie CRL-5813 im Vergleich mit der LNCaP-Zelle das gesamte
NE-Potential besitzt. Auch die von Bang et a (1994) in EM-Aufnahmen beschriebenen

dense-core-Granula konnten durch unsere Aufnahmen nicht reproduziert werden.

4.10Einordnung in die Stammzellhypothesen

Bereits in den siebziger Jahren wurde von Kastendieck et a ein Prolieferationszyklusim
Prostataepithel angenommen, der von den as Stammzellen angesehenen Basalzellen
ausgehen sollte (Aumdller, 1979). Mitosen in Basalzellen sind allerdings fast genauso
selten wie in den Drisenzellen, und wahrend der Pubertét ist die Mitoserate der adlumi-
nalen Zellen (&hnlich wie die der Driisenzellen beim Prostatakarzinom) héher als die der
Basalzellen. Da viele der neueren Proliferationsmodelle der Prostata jedoch von artifi-
ziellen Situationen (nach Androgen-Entzug und nachfolgender Substitution) ausgingen
und auf Beobachtungen an Labortieren beruhten (die wesentlich andere Struktur- und

Regulationsverhdltnisse aufweisen als sie fir das menschliche Organ gelten), waren
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Zweifel an der Gultigkeit dieser Theorien angebracht (Aumdller et al, 1994), wie sie z.B.
von Isaacs et al (1987) publiziert wurden. Wegen des angeblich in den Basalzellen nicht
vorhandenen Androgen-Rezeptors postulierte Isaaks ein  Androgen-unabhéngiges
Stammzell-Kompartiment, das in ein teilweise Androgen-abhéngiges Amplifikations-
Kompartiment Ubergeht. Hieraus soll ein Transitions-Kompartiment entstehen, dessen
Proliferationsaktivitét streng Androgen-abhangig sei. Die von der holléndischen Gruppe
um Prof. J. Schalken (Nijmegen) in der ventralen Rattenprostata beschriebenen interme-
didren Zellformen mit Basalzell- und Drusenzell-spezifischem Keratinmuster wurden als
Beweis fir die Richtigkeit dieser Hypothese angesehen. Aumdller et a (1999) fand an
intaktem menschlichem Prostatamaterial solche Ubergangsformen lediglich wahrend der
Pubertét, nie jedoch in der normalen, adulten Prostata. Die bis dahin existierenden Hypo-
thesen beschreiben die Prostatastammzellen as Vorstufe fir alle Prostataepithelien, ein-
geschlossen die NE-Zéellen.

De Marzo et a beschreibt 1998 das Konzept der multipotenten Stammzellen (auch in
anderen Organen wie z.B. Mamma: Stingl et al, 1998) bei der Entstehung der Prostata-
hyperplasie und Schalken et a hat unter Einbeziehung humanembryol ogischer Befunde
ein der Bonkhoff-Stammzellhypothese dhnliches Entwicklungskonzept der neuroendo-
krinen Prostatazellen entwickelt (Xue et a, 1998) (siehe Abb. 2).

Bei den Untersuchungen von Bonkhoff et al (siehe 1.7.1, Abb. 2) sind die fur die Kon-
zepte essentiellen Intermediarformen zwischen Basal- und NE- bzw. Basal- und Driisen-
zellen fast durchweg an pathologischem Material beschrieben worden bzw. basieren
hauptséchlich auf Experimenten mit Zellen, die eine Zwischenstufe von neuroendokrinen
und sekretorischen Zellen (amphikrinen Zellen) darstellen. In diesem Stammzellmodell
spiegelt die neuroendokine Differenzierung im Prostatakarzinom die Pluripotenz der
Stammzellen wieder.

Nach unseren Erkenntnissen scheinen die Prostatatumorzelllinien, nachgewiesen an
LNCaP-Zellen, kein priméres NE-Potential zu besitzen (siehe 4.5, 4.6, 4.8). Dies stitzt
die von Aumdiller et a (1999) postulierte duale Stammzellhypothese, wonach von einer
unabhéngigen Stammzellpopulation der NE-Zellen im Prostatagewebe ausgegangen wer-
den muss (siehe 1.7.2, Abb. 3).
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5 Zusammenfassung

Ausgangsfragestellung: Unter Einflul? von Androgenen differenziert sich wéahrend der
Pubertét die Prostata in ein stromales, ein sekretorisches und ein nicht-sekretorisches
epitheliales Kompartment. Beim Prostatakarzinom sollen zusétzliche neuroendokrine
Zellen eine autokrine Stimulation des Karzinoms bedingen. In der Literatur wurde die
Entstehung solcher neuroendokriner Zellen einerseits nach cAMP-Stimulierung bzw.
andererseits nach IL-13- und IL-6-Stimulation der LNCaP-Prostatakarzinomlinie be-
schrieben. Die Richtigkeit dieser Aussage sollte in der vorliegenden Arbeit Uberprift
werden.

Material und Methoden: Mittels morphologischer, molekularbiologischer und immun-
histochemischer Methoden wurde die Expression von sekretorischen und neuroendokri-
nen Makern in Prostatakarzinomzelllinien (LNCaP und DU-145) in vitro nach Behand-
lung mit Interleukin-1, Interleukin-6 und cAMP in unterschiedlichen Dosen und Applika-
tionsformen untersucht.

Ergebnisse: Die Ergebnisse ergeben keinen Hinweis auf ein neuroendokrines Differen-
zierungspotential von Androgen-abhangigen Prostatakarzinomzelllinien und lassen dies
auch bei Interleukin- und cAMP-Behandlung nicht erkennen. Besonders deutlich werden
diese Ergebnisse beim direkten Vergleich mit einer typischen neuroendokrinen Zelllinie,
bei der die neuroendokrinen Marker konstitutiv vorhanden sind.

Schlussfolgerung: Die Ergebnisse dieser Studie argumentieren gegen die Expression
von neuroendokrinen(Marker- und Stimulations-) Substanzen in Androgen-abhangigen
Prosatatumorzellen und unterstiitzen eher die Hypothese, dass neuroendokrine Zellen in
der humanen Prostata sich nicht aus epithelialen Vorléuferzellen herleiten, sondern wah-
rend der pubertalen Entwicklung in die Prostatadriise einwandern. Eine spontane neuro-
endokrine Differenzierung von Prostatatumorzellen in vivo kann jedoch mit diesen Ver-

suchen nicht ausgeschlossen werden.
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7 Anhang

7.1 Veroffentlichungen durch diese Arbeit

A Dall, G Aumuller, M Albrecht, A Weitzel, J Song, and DG Tang
Gene expression and localisation and of secretory and neuroendocrine marker proteinsin

the human prostate and in prostate cancer cellsfollowing cAMP and IL-1 stimulation.
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