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1. Einleitung

1.1 Das Prostatakarzinom

,Fruherer US-Prasident Joe Biden an Prostata-Krebs erkrankt® titelte die Suddeutsche
Zeitung am 19.05.2025. ,Es handele sich um eine aggressive, aber behandelbare Form
der Krankheit® wird Bidens Buro zitiert. Demnach wurden auch Knochenmetastasen
festgestellt. Allerdings handele es sich ,um einen hormonempfindlichen Tumor, was die

Behandlungsmdoglichkeiten verbessere®.

1.2 Epidemiologie

Das Prostatakarzinom betrifft vornehmlich den &lteren Mann. Joe Biden ist 82 Jahre alt.
Statistisch gesehen ist einer von 19 Mannern im Alter von 75 Jahren in Deutschland
betroffen. Neben dem Alter ist eine Haufung der Erkrankung unter nahen Angehdrigen
feststellbar. Zudem scheinen auch chronische Entziindungen der Prostata das Risiko zu
erkranken zu erh6hen (Robert Koch-Institut, 2024).

Die weltweit hochste beschriebene Inzidenz des Prostatakarzinoms findet sich in den USA
mit 124,8/100.000 (Leitlinienprogramm Onkologie, 2025). In Deutschland stellt das
Prostatakarzinom die haufigste maligne Erkrankung bei Mannern dar. Die Mortalitat liegt,
bezogen auf alle Krebserkrankungen beim Mann, auf Platz zwei hinter dem
Bronchialkarzinom. Bei einer altersstandardisierten Inzidenz von 108,5 pro 100.000
erkrankten im Jahr 2022 74.895 Manner neu, es verstarben im Jahr 2023 15.196 Manner
in Deutschland an Prostatakrebs (Robert Koch-Institut und Gesellschaft der
epidemiologischen Krebsregister in Deutschland e.V. (GEKID), 2023). Unter
Berucksichtigung der demographischen Entwicklung in Deutschland ist hier mit einer

erheblichen Zunahme der Fallzahlen in den nachsten Jahren zu rechnen.

1.3 Vorsorge und Screening

Eine Vorsorgeuntersuchung fir Prostatakrebs gibt es nicht. Zwar werden fir 5-Alpha-
Reduktase-Hemmer (Hemmung der Bildung des aktiven Testosterons DHT) wie

Finasterid praventive Wirkungen beim Prostatakarzinom diskutiert, die Medikamente sind
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jedoch in Deutschland zur Pravention des Prostatakarzinoms nicht zugelassen (Kramer
et al., 2009). Ein organisiertes Prostatakrebs-Screening gibt es in Deutschland zudem
nicht. Aktuell werden etwa 1/3 der Tumoren spat und in fortgeschrittenen Stadien
entdeckt. Die 5-Jahresiuberlebensrate liegt aktuell bei 91 % (Robert Koch-Institut, 2024).

Als Fruherkennungsuntersuchung tbernimmt die gesetzliche Krankenversicherung bei
Mannern ab einem Alter von 45 Jahren einmal pro Jahr eine Abfrage von etwaigen
Beschwerden, eine Tastuntersuchung (digital rektale Untersuchung) der Prostata mit
klinischer Untersuchung der Leistenlymphknoten und der duReren Geschlechtsteile ohne
Bestimmung des prostataspezifischen Antigen (PSA) Wertes im Blut. Das PSA ist eine
Serin-Protease, welche bei Zerstérung der normalen Prostatastruktur in das Serum
diffundiert und laborchemisch im Blut bestimmt werden kann. Beim Prostatakarzinom ist
fur eine PSA Erhdhung mafigeblich die Zerstdérung der Prostatastruktur und die erhghte
Anzahl maligne verdnderter Zellen verantwortlich (Btcker et al.,, 2004). Eine
abschlieRende Bewertung eines risikoadaptierten PSA-Screenings steht aus (Deutsche
Gesellschaft fur Urologie, 2020).

Bei klinischem Verdacht auf ein Prostatakarzinom soll eine weitergehende Diagnostik
unter Berlcksichtigung des Alters des Betroffenen bzw. seiner geschéatzten
Lebenserwartung, von noch mindestens 10 bis 15 Jahren, erfolgen. Sie besteht in PSA-
Wert-Bestimmung, Bildgebung (transrektal-sonographisch) und Biopsie (Stanzbiopsie
unter transrektal-sonographischer Kontrolle); gof. multiplanimetrisches
Magnetresonanztomogramm. Das weitere Vorgehen richtet sich dann nach der
ermittelten Befundkonstellation, insbesondere nach dem Progressions- und Rezidivrisiko

des Tumors.

1.4 Morphologie

In mehr als 90 % der Falle besteht beim Prostatakarzinom ein Adenokarzinom (Riede et
al., 2004). Sehr selten sind unter anderem die sehr aggressiven duktalen und kleinzelligen
Prostatakarzinome, bei Letzteren haufig mit neuroendokriner Differenzierung in der
Immunhistochemie, feststellbar. Dariiber hinaus gibt es weitere histologische Varianten,
auf die hier nicht eingegangen werden soll. Der von der International Society of Urological

Pathology (ISUP) (van Leenders et al., 2020) tberarbeitete Gleason-Score wird fur die
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histologische = Graduierung des Prostatakarzinoms verwendet, wobei die
Drisenmorphologie beurteilt wird. Er unterteilt das Prostatakarzinom in finf Gleason-

Grade, wobei ein héherer Score eine hohere Entartung bedeutet (Srigley et al., 2016).

1.5 Prostataspezifisches Membranantigen

Das prostataspezifische Membranantigen (PSMA) ist ein Transmembranprotein, dessen
Amino-Ende sich intrazellular befindet; das Carboxylende liegt hingegen extrazellular im
Sinne eines Typ Il Transmembranproteins (Ghosh et al., 2005). Das PSMA spaltet als
Folathydrolase Polyglutamatketten von Folsdure ab (Yao et al., 2010; Heston, 1996). Es
wird kodiert durch das FOLH1-Gen (Gorges et al., 2016). PSMA kommt beim Menschen
insbesondere im benignen Prostataepithel, aber auch in anderen Geweben wie im Gehirn,
im Dunndarm (Rais et al., 2016), in den Nieren und in den Tranen- und Speicheldriisen
physiologischer Weise vor (Wright et al., 1995; Kinoshita et al., 2006). Zu finden ist es
aber auch in malignem Prostataepithel und spielt auRerdem in der Neovaskulatur
verschiedener solider Tumore wie Hepatozellzulares-, Nierenzell-, Brust- und
Kolonkarzinom eine Rolle (Chang et al., 1999; Tolkach et al., 2019).

PSMA wurde 1980 auf der Zellmembran sogenannter ,Lymph Node Carcinoma of the
Prostate” Zellen, kurz LNCaP, lokalisiert (Heston, 1996). Das sind Zellen einer Zelllinie,
die aus einer Lymphknotenmetastase eines Prostatakarzinompatienten stammen. Diese

Zelllinie dient auch heute noch der weiteren Erforschung des Prostatakarzinoms.

Die Adenokarzinome der Prostata exprimieren nahezu alle (95 %) PSMA. Dies ist im
Primartumor, in Lymphknotenmetastasen und Fernmetastasen nachweisbar (Perner et
al., 2007). Der Expressionsgrad auf der Tumorzelle kann stark variieren, ist aber in der
Regel deutlich hoher (bis zu 1.000-fach) als auf der gesunden Zelle. Im Verlauf der
Tumorerkrankung kann sich die PSMA Expression verandern. Sie kann bei
kastrationsresistenten Prostatakarzinomen abnehmen, was beispielsweise auf die
Entwicklung von Mischtumoren mit neuroendokriner Transdifferenzierung hinweisen
kann. Beim neuroendokrinen Karzinom liegt die PSMA-Expression nur in ca. 31 % der
Félle vor. In der Regel ist jedoch eine héhere PSMA-Expression mit einem héheren
Tumorstadium, Gleason Score und einer Hormon-Refraktaritat der Tumorerkrankung

assoziiert (Perner et al., 2007; Rajasekaran et al., 2005).
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Da PSMA in der Regel von Prostatakarzinomzellen tberschie3end exprimiert wird und
zudem an der Zelloberflache der Prostatakarzinomzellen lokalisiert ist, eignet es sich als
Zielstruktur fur Bildgebung und Therapie. Die Detektion mittels PSMA-Positronen-
Emissions-Tomographie/Computertomographie (PET/CT) erfolgt dabei mittels radioaktiv
markierten Tracern. Das sind Liganden, die spezifisch an PSMA binden und zudem mit
einem Radionuklid gekoppelt sind. Fur diese Untersuchung stehen die Nuklide Gallium-68
(Ga-68) oder Fluor-18 (F-18) zur Verfuigung, welche nur eine kurze Halbwertszeit haben
(67,6 bzw. 109,8 Minuten). Gemessen werden die PSMA-Liganden-Konzentrationen
innerhalb von Geweben und Strukturen als ,Standard Uptake Value® (SUV).
Prostatakarzinomherde stellen sich dementsprechend abhangig von ihrem PSMA
Expressionsgrad als fokale Mehrspeicherungen dar (Deutsche Gesellschaft fur
Nuklearmedizin (DGN), 2023). Die PSMA-PET/CT-Untersuchung ist beim Prostatakrebs
der Computertomografie und Knochenszintigrafie bezuglich Sensitivitat und Spezifitat zur
Detektion von Tumormanifestationen wie Metastasen und Rezidiven tUberlegen, unter der
Voraussetzung, dass die Tumorzellen PSMA exprimieren. Eingesetzt wird die
Untersuchung zur Tumordetektion beim biochemischen Rezidiv, also einem Anstieg des
PSA-Wertes, und zum Staging des Hoch-Risiko-Prostatakarzinoms (Deutsche
Gesellschaft fur Nuklearmedizin (DGN), 2023).

1.6 Stadieneinteilung und Therapie

Der nachfolgende Abschnitt stellt, sofern nicht anders vermerkt, einen Uberblick tiber die
derzeit geltenden Therapiestandards des Prostatakarzinoms auf Grundlage der aktuellen
S3-Leitlinie (Version 8.1 Stand 08/2025) dar. Die Stadieneinteilung erfolgt aktuell nach
der TNM- bzw. UICC-Klassifikation (siehe Tab. 1 und Tab. 2).
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Tab. 1. TNM-Klassifikation des Prostatakarzinoms
Klassifikation aus dem Leitlinienprogramm Onkologie, 2025.

TNM Ausdehnung Klinische Einteilung

TX |Primartumor kann nicht beurteilt werden

TO |Kein Hinweis auf einen Primartumor

Klinisch inapparenter, nicht-tastbarer Tumor

T1a: Inzidenteller Befund in <5% einer Gewebeprobe

T1
T1b: Inzidenteller Befund in >5% einer Gewebeprobe
T1c: Tumornachweis mittels Prostatabiopsie Lokal begrenztes
Tastbarer, auf die Prostata beschrankter Tumor Prostatakarzinom
- T2a: Befall von £50% eines Seitenlappens

T2b: Befall von >50% eines Seitenlappens

T2c: Befall beider Seitenlappen

Tumor durchbricht tastbar die Prostatakapsel

T3 | T3a: Ein- oder beidseitige extrakapsulare Ausbreitung

T3b: Infiltration der Blaschendriise(n)

Verwachsung mit oder Infiltration benachbarter _
Strukturen auRer der Blaschendriise(n) Lokal fortgeschrittenes

: : Prostatakarzinom
Musculus sphincter ani externus

T4 | Musculus levator ani
Rektum

Beckenwand

N1 |Regionéarer Lymphknotenbefall (pelvine Lymphknoten)

Vorliegen von Fernmetastasen Fortgeschrittenes/

M1la: Nicht-regionare Lymphknotenmetastase(n) metastasiertes

M1 i
M1b: Knochenmetastase(n) Prostatakarzinom

M1c: Andere Fernmetastase(n)



https://next.amboss.com/de/article/WM0Png#Z970927e1ac0d17178380462888edfce9
https://next.amboss.com/de/article/WM0Png#Z96dbcb525ee590dbfa7e193aeb93cb24
https://next.amboss.com/de/article/Ji0ssf#Zed2ef0442ddf5060ac0a56ce5238505d
https://next.amboss.com/de/article/WM0Png#Z96dbcb525ee590dbfa7e193aeb93cb24
https://next.amboss.com/de/article/dp0ooS#Zbfaa5e36b49c717bef490fb9f759436b
https://next.amboss.com/de/article/dp0ooS#Zbfaa5e36b49c717bef490fb9f759436b
https://next.amboss.com/de/article/dp0ooS#Zbfaa5e36b49c717bef490fb9f759436b
https://next.amboss.com/de/article/8p0OrS#Z87999251415a287af83ffd65220c1a0a
https://next.amboss.com/de/article/T6064S#Z58a439684bb2987b847b8d341fa4ddd1
https://next.amboss.com/de/article/8p0OrS#Z71d360f5080428e2124f389dd24c5253
https://next.amboss.com/de/article/Tp06KS#Zacb6c6186401a71fb252812bdf652733
https://next.amboss.com/de/article/HQ0Kxf#Z94bdb0fbb73bfbc119bd935e147dde2b
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Tab. 2: UICC-Stadieneinteilung des Prostatakarzinoms
Stadieneinteilung aus dem Leitlinienprogramm Onkologie, 2025.

UICC-Stadium TNM-Stadium
I T1-2a NO MO
I T2b—c NO MO
11 T3 NO MO
T4 NOMO  oder
v T1-4 N1 MO oder
T1-4 NO-1 M1

Die Stadien T1-2 NO MO werden unter der Bezeichnung lokal begrenztes
Prostatakarzinom zusammengefasst. Das lokal fortgeschrittene Prostatakarzinom
umfasst die Stadien T3-4 NO MO. Die Stadien N1 und/oder M1 werden als
fortgeschrittenes bzw. metastasiertes Prostatakarzinom bezeichnet. Das Risiko flr
Progression oder Rezidiv eines lokal begrenzten Prostatakarzinoms wird nach D'Amico
et al. (1998) eingeteilt in niedrig, intermediar und hoch unter Beriicksichtigung der Hohe
des PSA-Wertes, des Gleason-Scores (GS) und der Tumorgrof3e, siehe Tab. 3
(Leitlinienprogramm Onkologie, 2025).

Tab. 3: Rezidivrisiko des Prostatakarzinoms nach D'Amico et al. (1998)

Niedriges Risiko Intermediares Risiko Hohes Risiko
PSA <10 ng/mL PSA 10 - 20 ng/mL PSA > 20 ng/mL
und GS <6 oder GS 7 oder GS = 8
und T1lc oder T2a oder T2b oder T2c

So kommt bei Mannern mit bioptisch nachgewiesenem lokalen Prostatakarzinom und
geringem Progressionsrisiko statt einer Prostatektomie als Mittel der Wahl auch eine
aktive Uberwachung in Frage (Leitlinienprogramm Onkologie, 2025). Beim Hoch-Risiko-
Prostatakarzinom hingegen sind weitergehende Untersuchungen zur Tumorausdehnung

und Planung der optimalen Therapie unabkémmlich.


https://next.amboss.com/de/article/WM0Png#Z970927e1ac0d17178380462888edfce9
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Das Prostatakarzinom metastasiert lymphogen am haufigsten pelvin, paraaortal und
inguinal und hamatogen vornehmlich mit bis zu 90 % in den Knochen (Bdcker et al.,
2004). Im Zusammenhang mit der Detektion von Metastasen kommt der PET/CT-

Untersuchung eine besondere Bedeutung zu.

Beim rezidivierten oder metastasierten Prostatakarzinom sinkt die Lebenserwartung
deutlich. Im UICC-Stadium IV liegt die 5-Jahres-Uberlebensrate bei 57 % (Robert Koch-
Institut, 2024). Im Krankheitsverlauf entwickeln Patienten mit metastasiertem
Prostatakarzinom nach zumeist anfanglicher Hormonsensitivitait des Tumors eine
Kastrationsresistenz. Das metastasierte kastrationsresistente  Prostatakarzinom
(mCRPC) ist die aggressivste Form des Prostatakarzinoms und ist definiert dadurch, dass
das Prostatakarzinom trotz medikamentoser oder chirurgischer Kastration
(Testosteronspiegel im Blut unter 50 ng/dL) fortschreitet. Der Tumorprogress wird
nachweisbar (a) biochemisch durch drei konsekutive Anstiege des PSA-Wertes im
mindestens wochentlichen Abstand, (b) einem Anstieg des PSA-Wertes um mindestens
50 % gegenuber dem Nadir und einem PSA-Wert > 2 ng/mL und/oder (c) in der
Bildgebung durch den Nachweis von mindestens zwei neuen Knochenmetastasen im
Knochenscan oder neuer Weichteillasionen (nach Kriterien der ,Response Evaluation

Criteria in Solid Tumors®) (Leitlinienprogramm Onkologie, 2025).

Zur Behandlung des metastasierten hormonsensiblen Prostatakarzinoms kommt eine
Androgendeprivationstherapie (ADT) (mit Gabe von Gonadotropin-Releasing-Hormon
(GnRH) - Antagonisten oder Agonisten) zum Einsatz in Kombination mit
Androgenrezeptor-Signalweg-Inhibitoren  (ARSI: z.B. Darolutamid, Apalutamid,
Enzalutamid) oder dem selektiven CYP17Al-Inhibitor Abirateron und ggf. eine
Kombination mit einer Chemotherapie mit Docetaxel (ADT, Darolutamid und Docetaxel).
Eine Kombinationsbehandlung ist der reinen ADT uberlegen; die jeweilige Therapie richtet
sich nach der Befundkonstellation des Tumors (high-volume, high-risk), der Belastbarkeit
des Patienten, nach dem Nebenwirkungsspektrum und dem Zulassungsstatus der
jeweiligen Therapien, Eignung fir Chemotherapie und weiteren individuellen Faktoren.
Ziel ist es, mdglichst lange den Status der Hormonsensitivitat zu halten und das Eintreten

der Kastrationsresistenz hinauszuzégern.
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Therapeutisch wird beim kastrationsresistenten Prostatakarzinom (CRPC) eine
Fortsetzung der ADT und Therapie mit ARSI empfohlen, weil davonausgegangen wird,
dass der Tumor neben Kkastrationsresistenten Tumorzellen auch hormonsensitive
Tumorzellen aufweist. Zudem wird die Durchfihrung einer Mutationsanalyse in
Tumorzellen  empfohlen.  Untersucht wird auf Defekte der homologen
Rekombinationsreparatur, dazu zahlen ATM, BRCA1l und BRCA2. BRCAl und 2-
Mutationen treten in ca. einem Drittel der Falle auf. Bei entsprechendem Nachweis ist der
Einsatz von Inhibitoren der Poly(ADP-Ribose)-Polymerasen (PARP-Inhibitoren, PARPI)

eine mogliche Behandlungsoption (Leitlinienprogramm Onkologie, 2025).

Zudem ist neben der ADT und Behandlung mit ARSI oder Abirateron eine Chemotherapie
mit dem Taxan Docetaxel mit sechs Zyklen in zwei oder drei wochigem Abstand eine
weitere Option. Bei weiterer Tumorprogredienz wird entsprechen aktueller Leitlinie eine
Chemotherapie mit dem Taxan Cabazitaxel empfohlen oder eine Therapie mit [*"’Lu]Lu-
PSMA-617 angeboten, auch Vipivotid-Tetraxetan (Pluvicto®) genannt. Die ['"’Lu]Lu-
PSMA-Therapie ist seit Marz 2022 durch die U.S. Food an Drug Administration (FDA)
zugelassen und wurde im Oktober 2022 von der Européischen Arzneimittel-Agentur
genehmigt (Novartis, 2022a, 2022b).

Eine weitere Therapieoption in der Behandlung des mCRPC mit ausschliel3lich
Knochenmetastasen besteht in der Behandlung mit Radium-223 (Xofigo®). Unter der
Voraussetzung, dass keine viszeralen Metastasen vorliegen bzw. bekannt sind, kann das
Medikament beim mCRPC gegeben werden. Ra-223 ist ein Calciumanalogon und wird
wie Calcium in neu gebildeten Knochen, dementsprechend insbesondere in
osteoblastischen Metastasen wie beim Prostatakarzinom, eingebaut. Ra-223 ist ein
Alpha-Strahler, hat nur eine kurze Reichweite und bestrahlt so gezielt benachbarte
Tumorzellen. Ra-223 hat also einen lokalisierten zytotoxischen Effekt. Es werden mehrere
Zyklen durchgefuhrt, die Vertraglichkeit ist gut. Eine Reduktion der Knochenfiliae oder
zumindest ein verlangsamtes Wachstum kann auf diese Weise erzielt werden. Ra-223
wurde in der européaischen Union im November 2013 zugelassen. Beschrankt ist die
Zulassung auf Patienten mit metastasiertem Prostatakarzinom, die mindestens zwei
Vortherapien fur die metastasierte Erkrankung erhalten haben oder die keine andere

Therapie erhalten kdnnen.
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1.6.1 [Y’Lu]Lu-PSMA-Therapie

Wie bereits erortert sind in der Regel hthere Tumorstadien, héherer Gleason bzw. ISUP
Score und eine Hormonrefraktaritdt der Tumorerkrankung mit einer hoheren PSMA-
Expression assoziiert (Perner et al., 2007; Rajasekaran et al., 2005). Diese
Tumoreigenschaft wird in der Behandlung mit Lutetium-177 genutzt. Daflr wird an einen
PSMA-Liganden das Nuklid Lutetium-177 gekoppelt. Unter den verschiedenen PSMA-
Liganden ist [*’Lu]Lu-PSMA-617 der derzeit am besten untersuchte Wirkstoff und wird
auch an der Klinik und Poliklinik fir Nuklearmedizin des Universitatsklinikums Bonn in der
klinischen Anwendung eingesetzt (Kuo et al., 2018; Yordanova et al., 2017). Der Ligand
PSMA-617 bindet Uber das PSMA-spezifische Glu-Harnstoff-Lys Bindemotiv an die
katalytische Domane des PSMA-Molekiils. Uber einen Linker ist PSMA-617 mit dem
Chelator DOTA verbunden, der die stabile Komplexbildung mit Radionukliden wie Ga-68
oder Lu-177 ermdglicht (Ahmadzadehfar et al., 2015; Kratochwil et al., 2015). Ein weiterer
therapeutisch genutzter Ligand ist PSMA-I&T (prostate-specific membrane antigen for
imaging and therapy), der in praklinischen und klinischen Studien eine weitgehend
vergleichbare Wirksamkeit und Sicherheit zu PSMA-617 gezeigt hat (Fendler et al.,
2017a; Schuchardt et al., 2022).

Der [*"7Lu]Lu-PSMA-Ligand wird intravends appliziert, bindet an das membrangebundene
Enzym PSMA und wird sodann Uber eine Clathrin-vermittelte Endozytose in die Zelle
aufgenommen. Zuvor werden PSMA exprimierende Zellen bzw. Metastasen mittels
PSMA-PET/CT detektiert (s.0.) (Emmett et al., 2017). Auf diese Weise kann
insbesondere festgestellt werden, ob die Tumormanifestationen die Zielstruktur PSMA
ausreichend exprimieren, was Voraussetzung fiur eine erfolgreiche Behandlung mit
[17Lu]Lu-PSMA-617 ist. So konnte in den Studien VISION (Rohith, 2021; Hofman et al.,
2021) und TheraP (Hofman et al., 2021) gezeigt werden, dass Patienten mit einer hohen
Tracer-Aufnahme durch Tumorzellen, also einer hohen SUV im PSMA-PET/CT besser
auf eine Therapie mit [*’’Lu]Lu-PSMA-617 ansprechen (Leitlinienprogramm Onkologie,
2025).

Lutetium-177 ist ein Beta-Minus-Strahler und zerfallt in das stabile Haffnium. Es hat eine

Halbwertszeit von 6,7 Tagen und wirkt somit iber mehrere Wochen (Emmett et al., 2017).



18

Es hat eine mittlere Reichweite von ca. 0,3 mm, so dass eine punktgenaue Bestrahlung

von PSMA-exprimierendem Tumorgewebe maoglich ist (Zhao et al., 2023).

Die Wirkung ionisierender Strahlung auf Tumorzellen beruht wesentlich auf der Induktion
von DNA-Schaden, wobei insbesondere Doppelstrangbriche als die kritischsten und
potenziell letalen L&sionen gelten. Dabei unterscheidet man zwischen direkter
Strahlenwirkung, bei der die Energie unmittelbar auf die DNA Ubertragen wird, und
indirekter Wirkung, bei der Uber die Radiolyse von Wasser reaktive Sauerstoffspezies
entstehen, die sekundar DNA und andere Zellbestandteile schadigen kdnnen (Herrmann
et al., 2006).

Die zellulare Antwort auf diese Schaden erfolgt in einer klar zeitlich abgestimmten
Abfolge. Bereits innerhalb der ersten Minuten bis Stunden nach Bestrahlung werden DNA-
Schaden erkannt und Reparaturmechanismen aktiviert. Parallel dazu kommt es zur
Hochregulation zellularer Abwehrmechanismen gegen oxidativen Stress. Wahrend
einfache Einzelstrangbriiche oft innerhalb von Minuten bis wenigen Stunden repariert
werden, benoétigen komplexere Schaden oder multiple Doppelstrangbriiche mehrere
Stunden bis Tage (Kauffmann et al., 2011). Persistierende oder fehlerhaft reparierte
Schéaden, die innerhalb dieser Zeitraume nicht effizient behoben werden, kdnnen
Chromosomenaberrationen mit azentrischen Fragmenten oder Translokationen
verursachen und fihren zur Aktivierung zellularer Programme, die einen Zelltod oder
irreversiblen Wachstumsarrest einleiten. Sie werden als wichtigste Quelle fur durch

Strahlung induzierte biologische Schaden angesehen (Herrmann et al., 2006).

VISION, eine prospektive randomisierte Phase I1lI-Studie mit 831 Patienten, konnte
zeigen, dass das Uberleben von Patienten und auch das radiologische progressionsfreie
Uberleben nach Lutetium-177-Bestrahlung (um 4 bzw. 5 Monate) signifikant verlangert
werden konnten (Rohith, 2021). Die radiologische Ansprechrate lag bei 51 %. In der
Studie TheraP zeigten sich dhnliche Ergebnisse (Hofman et al., 2021). Die radiologische
Ansprechrate lag unter [*"’Lu]Lu-PSMA-617 bei 49 %, wohingegen Cabazitaxel nur auf
24 % kam (Hofman et al., 2021). Zwar offenbarte diese Studie keine Verbesserung der
Gesamtiberlebenszeit durch [Y/Lu]Lu-PSMA-617 gegeniiber Cabazitaxel, aber

durchaus eine Verbesserung der Lebensqualitat.
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Trotz vielversprechender Ergebnisse spricht ein erheblicher Teil der Patienten - laut
Ahmadzadehfar et al. (2017) bis zu 30 % - nicht auf die [*"’Lu]Lu-PSMA-617-Therapie an.
Insbesondere zeigte sich, dass etwa ein Drittel der behandelten Patienten kein
Ansprechen auf den ersten Therapiezyklus aufweist. Dieses friilhe Ansprechen, definiert
durch einen PSA-Abfall, ist jedoch von prognostischer Bedeutung: Patienten mit einem
PSA-RlUckgang nach dem ersten Zyklus zeigten ein Gesamtiberleben von
durchschnittlich 68 Wochen, verglichen mit nur 33 Wochen bei jenen ohne initiales
Ansprechen. Ein fehlendes Ansprechen auf den ersten Zyklus sollte jedoch nicht
automatisch zum Therapieabbruch fuhren, da etwa die Halfte dieser Patienten in
nachfolgenden Zyklen noch ein therapeutisches Ansprechen entwickeln kann
(Ahmadzadehfar et al., 2017). Die genauen Ursachen fur das Nicht-Ansprechen bleiben
bislang unklar. Eine multivariate Analyse von Ferdinandus et al. (2017) deutet jedoch
darauf hin, dass bestimmte klinische Parameter — wie eine erhdhte Thrombozytenzahl
oder der regelmalige Einsatz opioidhaltiger Analgetika — mit einem geringeren

Ansprechen auf den ersten Therapiezyklus assoziiert sein kénnten.

Mit [*"“Lu]Lu-PSMA-617 sollen laut gtiltiger Leitlinie und Zulassung Patienten mit mCRPC
behandelt werden, die bei fortgesetzter ADT und unter beziehungsweise nach Inhibition
des Androgenrezeptor- (AR) Signalwegs und taxanbasierter Chemotherapie einen
Tumorprogress aufweisen (Sartor et al., 2021). Haufigste Nebenwirkungen von Vipivotid-
Tetraxetan sind Blutbildveranderungen wie Anamie, Thrombo- und Lymphozytopenie und
Fatigue. Hinzuweisen ist in diesem Zusammenhang auf eine mogliche strahleninduzierte
Nephropathie nach einer hohen Anzahl an Zyklen einer [Y7Lu]Lu-PSMA-
Radioligandentherapie (RLT) (Ahmadzadehfar et al., 2016; Heck et al., 2019).

Das metastasierende kastrationsresistente Prostatakarzinom bietet durch die
Hochregulation des PSMAs auf den Tumorzellen vielversprechende therapeutische
Optionen. Weitere Forschungen werden auch in der aktuellen Leitlinie ,Prostatakarzinom®

Version 8.0 angereqgt.

1.7 Zielsetzung der Arbeit

In der praklinischen Forschung zum kastrationsresistenten Prostatakarzinom wird zumeist

an Zellen der Zelllinie PC3 gearbeitet. Diese Zelllinie wurde aus einer Knochenmetastase
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eines Patienten isoliert und zeichnet sich durch ein aggressives Wachstumsverhalten
sowie eine hohe Tumorigenitat aus, was sie fur In-vivo-Studien z. B. an Nacktmausen
geeignet macht (Kaighn et al, 1979). PC3 Zellen weisen analog zum
kastrationsresistenten Prostatakarzinom einen kompletten Verlust des
Tumorsuppressorgens PTEN auf (Huang et al., 2001), was zu einer konstitutiven
Aktivierung des PI3K/AKT/mTOR-Signalwegs fuhrt und somit Zellproliferation,
Uberlebensfahigkeit und Resistenz gegeniiber verschiedenen Therapieformen fordert
(Schrecengost und Knudsen, 2013; Sharma et al., 2010; Saranyutanon et al., 2020).
Zusatzlich liegt eine Loss-of-Function-Mutation im TP53-Gen vor (Carroll et al., 1993),
wodurch zentrale zellulare Kontrollmechanismen wie die DNA-Schadensantwort oder der
programmierte Zelltod beeintrachtigt sind. Diese Mutation ist sowohl mit dem
metastasierten  kastrationsresistenten als auch mit dem Kkastrationsnaiven
Prostatakarzinom assoziiert (Teroerde et al., 2021). Diese genetische Konstellation macht
PC3 Zellen zu einem besonders relevanten Modell fur fortgeschrittene, therapieresistente
Tumorstadien des Prostatakarzinoms. Zudem exprimieren PC3 Zellen keine funktionellen
Androgenrezeptoren, wodurch sie androgenunabhangig und somit kastrationsresistent
sind. Allerdings exprimieren sie nicht das prostataspezifische Membranantigen, so dass
die PC3 Zellen nicht Uber diese wesentliche Eigenschaft zur weiteren Erforschung der
Radioligandentherapie verfugen (Gorges et al., 2016). Bioware Brite PC3 Red-FLuc-GFP
Zellen (im Folgenden mit PC3* abgekurzt) besitzen im Vergleich zu nativen PC3 Zellen
die zusatzliche Eigenschaft, den fluoreszierenden Marker GFP und den
bioluminiszierenden Marker RedFLuc stabil zu exprimieren. Diese optischen Marker
ermdglichen eine nichtinvasive Visualisierung und Quantifizierung des Tumorwachstums
in In-vivo-Modellen und sind somit besonders geeignet fur Langzeitstudien und

bildgebende Verfahren. Sie exprimieren ebenfalls kein PSMA.

Die LNCaP Zelllinie hingegen, die aus einer Lymphknotenmetastase eines
Prostatakarzinompatienten stammt, exprimiert PSMA. Allerdings weisen diese Zellen
keine oder nur eine geringe Fahigkeit auf, Tumore zu bilden, weshalb sie fir In-vivo-
Versuche ungeeignet sind. LNCaP Zellen verfligen zudem Uber funktionelle
Androgenrezeptoren, sind somit hormonsensitiv und erfullen nicht die wesentliche
Voraussetzung der Kastrationsresistenz zur Erforschung des CRPCs (Saranyutanon et
al., 2020).
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Fur die Forschung zur PSMA-gerichteten Radioligandentherapie steht bislang eine
etablierte androgenresistente Prostatakarzinom-Zelllinie nicht zur Verfigung, die ohne
genetische Manipulation, wie etwa Klonierung oder Etablierung aus Xenograft-Modellen
(z.B. 22Rv1), PSMA exprimiert (Saranyutanon et al., 2020). Da jedoch die Expression
des PSMA-Rezeptors eine zentrale Voraussetzung fir die Wirksamkeit der [*/7Lu]Lu-
PSMA-Therapie ist, stellt die Etablierung einer stabil PSMA exprimierenden,
androgenresistenten Zelllinie ein wertvolles Werkzeug dar, um das Therapieansprechen

und potenzielle Resistenzmechanismen naher zu untersuchen.

Ziel der vorliegenden Arbeit soll sein, die durch GFP fluoreszierenden und aufgrund ihrer
Luciferaseaktivitéat leuchtenden PC3 Red-FLuc-GFP Zellen so zu modifizieren, dass sie
sowohl fur In-vitro-Studien, als auch In-vivo-Mausstudien zur Untersuchung von PSMA-
exprimierendem Prostatakarzinom verwendet werden kénnen. Die neue Zelllinie soll die
die Tumorigenitat und Androgenresistenz der PC3 Red-FLuc-GFP Zellen und die PSMA-
Expression der LNCaP Zellen in sich vereinigen. Zu diesem Zweck wird das FOLH1-Gen,
welches PSMA kodiert, aus der mRNA PSMA-positiver LNCaP Zellen isoliert, in cDNA
(komplementare DNA) umgewandelt und in PC3* Zellen transfiziert. Im Rahmen
weitergehender Untersuchungen wird die durch Transfektion vermittelte PSMA-
Expression auf den Zellen bestatigt, die Zellproliferation Uberprtft, das Verhalten der so
gewonnenen Zellen nach Exposition mit Radioliganden und Zytostatika analysiert und mit

dem der PSMA-nativen Mutterzellen sowie LNCaP Zellen verglichen.



22

2. Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Gerate und Software

Tab. 4: Verwendete Gerate
Gerat
Tischautoklav Laboklav 55-MSV

HERACELL VIOS 160i CO2-Inkubator
Imager Fusion Solo 7S Edge
Inkubator Heraeus Oven

Kleine Zentrifuge

Automated Cell Counter TC20
Labofuge 15R

Mikroskop Axiovert 200

Mini PROTEAN Tetra Cell

MiniSpin Plus

NanoPhotometer® N60
NucleoCounter® NC-200™

PowerPac HC

Roller Shaker RS-TR 10

Schwenk- und Schittelgerat
SpectraMax iD3 Multiplatten-Reader
Sterilbank

Stickstofftank

Tagman PCR 7500 fast System
Thermocycler Biometra Trio
ThermoMixer Comfort

Tiefkuhlgerat -80 °C Modellreihe HFU/HFC
Trans-Blot® SD Semi-Dry Transfer Cell
Vakuumpumpe

Vortexer

Hersteller

SHP Steriltechnik AG, Schloss Detzel 1,
Haldensleben, DE
Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Vilber Lourmat, Marne La Vallée, FRA
Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Sigma, Osterode am Harz, DE

BioRad, Hercules, USA

Heraeus, Hanau, DE

Carl Zeiss, Jena, DE

BioRad, Hercules, USA

Eppendorf, Hamburg, DE

Implen, Minchen, DE

ChemoMetec, Allerod, DNK

BioRad, Hercules, USA

Phoenix Instrument GmbH, Garbsen, DE
VWR, Part of Avantor, Radnor, USA
Molecular Devices, San José, CA; USA
Heraeus Holding GmbH, Hanau, DE

Air Liquide S.A., Paris, FRA

Applied Biosystems, Waltham, USA
Analytik Jena, Jena, DE

Eppendorf, Hamburg, DE

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
BioRad, Hercules, USA

Welch Vacuum, Furstenfeldbruck, DE
Phoenix Instrument GmbH, Garbsen, DE



Gerat

Wallac Wizard 3" 1480 Gammazahler
Wallac 1420 Victor Photometer
Warmeschrank Heraeus series 6000

Tab.5: Verwendete Software
Software

7500 Real-Time PCR System
AxioVision

DNASTAR Bioinformatics
Evolution Capt Software
GraphPad Prism 8

ImageJ Version 1.53r
Microsoft® Excel Version 2019
Microsoft® Word Version 2019
Microsoft® PowerPoint Version 2019

Victor Wallac 1420 Photometer, Software
Version 3.0

2.1.2 Verbrauchsmaterialien

Tab. 6: Verwendetes Verbrauchsmaterial
Verbrauchsmaterial
1,5-mL-Reaktionsgefal3e

6-, 24-, 96-Lochplatten

75 cm? und 25 cm? Zellkulturflaschen
96-well PCR-Platte

Amersham Hybond LFP 0.2 PVDF
Westernblot Membran
Autoklavierte Pipettenspitzen

(0,1 pL — 1.000 pL)
Kryo-Rohrchen

Papierticher
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Hersteller
PerkinElmer, Waltham, USA
PerkinElmer, Waltham, USA

Heraeus Instruments, Hanau, DE

Firma

Applied Biosystems, Waltham, USA
Carl Zeiss, Jena, DE

DNASTAR Inc., Madison, USA

Vilber Lourmat, Marne La Vallée, FRA
GraphPad Software, Inc., San Diego, US
NIH, Bethesda, MD, USA

Microsoft Corp., Redmond, USA
Microsoft Corp., Redmond, USA
Microsoft Corp., Redmond, USA
PerkinElmer, Waltham, USA

Hersteller

Eppendorf, Hamburg, DE

Greiner Bio-One, Kremsmdunster, AT
Greiner Bio-One, Kremsmdunster, AT
Brand GmbH & Co.KG, Wertheim, DE

GE Healthcare Life Sciences,
Buckinghamshire, UK
Eppendorf, Hamburg, DE
neolLab, Heidelberg, DE

SCA TORK, Mannheim, DE



Verbrauchsmaterial

Parafilm

Pasteurpipetten

Perfusorspritze 50 mL

Pipettenspitzen mit Filter

Pipettenspitzen ohne Filter

Stabpipetten 10 mL

Vial-Cassette™

Whatman® Chromatographie-Filterpapier
Zellschaber

Zentrifugen-Rohrchen 15 mL, 50 mL

2.1.3 Chemikalien und Reagenzien
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Hersteller

Pechiney Plastic Packaging Inc,
Neenah, USA
Brand GmbH & Co.KG, Wertheim, DE

B. Braun Melsungen AG, Melsungen, DE
Nerbe plus GmbH, Winsen, DE

Greiner Bio-One, Kremsmiinster, AT
Greiner Bio-One, Kremsmiinster, AT
ChemoMetec, Kaiserslautern, DE
Cytiva, Marlborough, USA

Sarstedt AG & Co. KG, Numbrecht, DE

Greiner Bio-One, Kremsmiunster, AT

Tab. 7: Verwendete Chemikalien und Reagenzien

Chemikalie/Reagenz
Acrylamid/Bis-Lésung 30 %
Agar-Bacto-Qualitat

Agarose fur Molekularbiologie
Albumin Standard
Ammoniumperoxodisulfat (APS)
Ampicillin-Natriumsalz

Bovines Serumalbumin (BSA)
Cabazitaxel

cOmplete™ Proteasehemmer-Cocktail
Dimethylsulfoxid (DMSO)
DNA-Gel-Ladepuffer 6x
Docetaxel (hydrate)

DMEM/F12 (Dulbecco's Modified Eagle
Medium/Nutrient Mixture F-12)
dNTP Mix (10 mM)

Hersteller

Carl Roth, Karlsruhe, DE

Becton Dickinson, Franklin Lakes, USA
Merck, Darmstadt, DE

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Arcos Organics, New Jersey, USA

Carl Roth, Karlsruhe, DE

Merck, Darmstadt, DE

Biomol, Hamburg, DE

Roche, Basel, Schweiz

AppliChem GmbH, Darmstadt, DE
Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Biomol, Hamburg, DE

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
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Chemikalie/Reagenz

EMEM (Eagle's Minimum Essential Medium)

Ethanol

Fetales Kalberserum (FBS)
Geneticin (G418)

GelRed® Nukleinsauren-Farbemittel
GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder
Glycin

Halt Protease and Phosphatase Inhibitor
100x
HDGreen™

HyClone™ Fetales Kalberserum (FBS)
Isopropanol

Kanamycin A

Kristallviolett-L6ésung 1 %

Laemmli SDS Probenpuffer 6x
LB-Broth-Base

Magermilchpulver

Maxima SYBR Green/ROX qPCR Master
Mix 2x
Methanol

PageRuler™ Plus Prestained Protein
Ladder

PBS (Phosphat gepufferte Salzlésung),

pH 7,4 1x

Penicillin/Streptomycin (P/S) (10.000 U/mL)

Pierce™ RIPA Puffer

Random Hexamer Primer

Reaction Buffer 5x

RevertAid H Minus Reverse Transcriptase

RevertAid Premium Reverse Transcriptase
(200 U/puL)
RiboLock RNase Inhibitor (40 U/uL)

RPMI 1640 w/ Glutamax
SDS 20 % Lo6sung

Hersteller

CLS Cell Lines Service GmbH,
Eppelheim, DE
AppliChem, Darmstadt, DE

PAN-Biotech, Aidenbach, DE

Merck, Darmstadt, DE

Merck, Darmstadt, DE

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Carl Roth, Karlsruhe, DE

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Intas GmbH, Goéttingen, DE

Cytiva, Marlborough, USA

Acros Organics, New Jersey, USA
Biomol, Hamburg, DE

Merck, Darmstadt, DE

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Carl Roth, Karlsruhe, DE

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

AppliChem, Darmstadt, DE
Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

PAN-Biotech, Aidenbach, DE

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
AppliChem, Darmstadt, DE
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Chemikalie/Reagenz Hersteller

Super Signal™ West Dura Extended Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Duration Substrate

TAE Puffer 10x Carl Roth, Karlsruhe, DE

Tango Puffer 10x Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
TBS 10x, pH 7.4 Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
TEMED Merck, Darmstadt, DE

Tris Base Ultrapure Biomol, Hamburg, DE

TRIS-gepufferte Salzlésung (TBS 10x) Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Tris-HCI Biomol, Hamburg, DE

Trypsin 2x PAN-Biotech, Aidenbach, DE

Tween ® 20 Merck, Darmstadt, DE
B-Mercaptoethanol AppliChem, Darmstadt, DE

2.1.4 Radiopharmaka

Das fiur die Bestrahlung bendtigte [YLu]lLu-PSMA-I&T wurde durch die
Radiochemie/Radiopharmazie der Klinik und Poliklinik fur Nuklearmedizin des
Universitatsklinikums Bonn bereitgestellt.

2.1.5 Puffer und Losungen

Tab. 8: Zusammensetzung von verwendeten Puffern und Losungen

Puffer/Losungen Zusammensetzung
Agarosegel 1 % Agarose in 1x TAE-Puffer
Auftragspuffer 90 % Laemmli SDS Probenpuffer 6x +
10 % B-Mercaptoethanol
Bakterien- 2,5 % LB Broth Base + 50 pg/mL Kanamycin A in ddH,0

Selektionsmedium
Bindungspuffer (BP) RPMI Medium + 5 % BSA

SDS-Laufpuffer 10x 0,25 M Tris, 1,92 M Glycin, 0,1 % SDS
SDS-Laufpuffer 1x 1:10 Verdunnung des 10x Laufpuffers

LBamp-Agar Gel 2,5 % LB Broth Base + 1,5 % Agar + 50 pg/mL Ampicillin in
ddH,0
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Puffer/Lésungen
Milchpulver-TBS, 5 %
RIPA Lysepuffer

Zusammensetzung

Protease Inhibitor
TAE-Puffer 1x

TBS 1x

TBS-T
Transfer-Puffer 10x
Transfer-Puffer 1x
Tris-HCI 0,5 M
Tris-HCI 1,5 M

2.1.6 Kommerzielle Fertigsysteme ,Kits*

Tab. 9: Verwendete Kits
Kit
Attractene Transfection Reagent

CellTiter 96® AQueous One Solution Cell
Proliferation Assay
Effectene Transfection Reagent

Kapa2G Fast HS Genotyping Mix
NucleoBond® Xtra Midi

pCR4 TOPO TA cloning for sequencing
Phusion Green Hot Start Il High-Fidelity Kit
Pierce BCA Protein Assay Kit

Pierce ECL Westernblotting Substrate
QIAprep Spin Miniprep Kit

QIAquick Gel Extraction Kit

RNeasy® Mini Kit

5 % Magermilchpulver in 1x TBS
50 mL RIPA-Lyse- und Extraktionspuffer + 1 Tablette cOmplete

1:10 Verdunnung des TAE-Puffer 10x

1:10 Verdinnung des 10x TBS

0,05 % Tween-20 in 1x TBS

390 mM Glycin, 480 mM Tris, 0,375 % SDS

1:10 Verdinnung des 10x Transferpuffer + 20 % Methanol
Tris/HCI 0,5 M pH 6,8

Tris/HCI 1,5 M pH 8,8

Hersteller
Qiagen, Hilden, DE
Promega, Madison, WI, USA

Qiagen, Hilden, DE

Merck, Darmstadt, Germany
Macherey-Nagel, Duren, DE

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Qiagen, Hilden, DE

Qiagen, Hilden, DE

Qiagen, Hilden, DE
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2.1.7 Enzyme

Tab. 10: Verwendete Enzyme

Enzyme Hersteller

Apall New England Biolabs, Ipswich, USA
Kpnl New England Biolabs, Ipswich, USA
Notl Fast Digest Thermo Fisher Scientific, Schwerte, DE
Quick CIP New England Biolabs, Ipswich, USA
SfaAl Fast Digest Thermo Fisher Scientific, Schwerte, DE
Spel New England Biolabs, Ipswich, USA
T4 DNA-Ligase Thermo Fisher Scientific, Schwerte, DE
Xbal New England Biolabs, Ipswich, USA
2.1.8 Primer

Alle Primer wurden von der Firma Eurofins Genomics, Ebersberg DE bezogen.

Tab. 11: Verwendete Primer

Primer Sequenz 5'-3'

EF50 CTTCCATTTCAGGTGTCGTGAC
FOLH1-CDS-Notl-RV GCGGCCGCTCCTCTTAGGCTACTTCACTCA
FOLH1-CDS-SfaAl-FW GCGATCGCCATGTGGAATCTCCT
FOLH1-FW1 GGAGAGGAAGTCTCAAAGTGCC
FOLH1-RV1 TGGTTCCACTGCTCCTCTGAGA

M13(-21) TGTAAAACGACGGCCAGT

PPIA FW1 GCTGGACCCAACACAAATGG

PPIA RV1 GGCCTCCACAATATTCATGCCT

XL39 ATTAGGACAAGGCTGGTGGG
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2.1.9 Antikorper

Tab. 12: Verwendete primare Antikorper
Priméare Antikdrper Firma Verdinnung

Anti-beta Actin antibody (AC-15) Maus mAb, Abcam, Cambridge, UK | 1:5.000
#ab6276
PSMA Clone 3E6 Maus mAb DAKO, Hamburg, DE 1:1.000

Der verwendete PSMA-Antikérper 3E6 erkennt ein Epitop in der 57-134-Aminosaure-

Region des extrazellularen Teils des PSMA-Molekils.

Tab. 13: Verwendete sekundare Antikorper
Sekundéare Antikorper Firma Verdinnung
Ziege Anti-Maus IgG (HRP), #ab6789 Abcam, Cambridge, UK  1:5.000

2.1.10 Nanobodies

Die Nanobodies Nb13 und Nb37 wurden speziell fir die Klinik und Poliklinik fur
Nuklearmedizin des Universitatsklinikums Bonn beim European Molecular Biology
Laboratory in Heidelberg bestellt und binden beide an PSMA.

2.1.11 Vektoren
2.1.11.1 pCMV6-FOLH1

Die Vektoren pCMV6-FOLH1-Isoform1, pCMV6-FOLH1-Isoform2 und pCMV6-FOLH1-
Isoform4 (Vektorkarte im Anhang 1a, erstellt mit Microsoft® PowerPoint) wurden

bereitgestellt durch Dr. Thomas Mayr, Institut fir Pathologie, Universitatsklinikum Bonn.

Die Vektoren bestehen aus dem pCMV6-Entry-Vektor (Kataolognr.: PS100001, OriGene
Technologies, Rockville, USA) und dem Insert FOLHL1. Die kodierenden Sequenzen der
FOLH1-Isoformen (Tab. 14) wurden aus LNCaP cDNA durch Phusion-basierte PCR
(Phusion Green Hot Start 1l High-Fidelity Kit) unter Verwendung von DNA-Primern
(FOLH1-CDS-SfaAl-FW und FOLH1-CDS-Notl-RV) unter den folgenden Bedingungen
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amplifiziert: Denaturierung: 98 °C fir 30 Sekunden; 35 Zyklen von 98 °C fur 10 Sekunden,
60 °C fur 15 Sekunden, 72 °C fir 90 Sekunden; abschlieRende Elongation: 72 °C fir
5 Minuten. A-tailing von FOLH1-Isoform-1-Fragmenten, isoliert aus 1 %-igem TAE-
Agarosegel unter Verwendung des QiaQuick Gel Extraction Kits, wurde mit dem Kapa2G
Fast HS Genotyping Mix bei 68 °C fur 20 Minuten durchgefuhrt. Das Reaktionsgemisch
wurde direkt fur die Klonierung mit dem TOPO™ TA Cloning™ Kit for Sequencing
verwendet, um pCR4-FOLH1-Vektoren zu erhalten. Nach Uberprifung der gewiinschten
Sequenzen wurden die kodierenden Sequenzen der FOLH1-Isoformen durch
Restriktionsverdauung mit SfaAl und Notl in die pCMV6-Entry-Expressionsvektoren

rekloniert.

Tab. 14: FOLH1-Sequenzen

FOLH1- NCBI Referenzsequenz Lange SfaAl/Notl- NCBI Referenz
Isoform flankierte Sequenz Aminosauresequenz
Isoform1  NM_004476.3 2.259 bp NP_004467.1
Isoform2  NM_001014986.3 2.166 bp NP_001014986.1
Isoform 4 NM _001193472.3 2.163 bp NP_001180401.1

Tab. 15: Errechnetes Molekulargewicht der Aminosauresequenz der FOLH1-Isoformen

1,2und 4
FOLH1-Isoform Errechentes Molekulargewicht [kDa]
Isoform 1 84,3
Isoform 2 80,6
Isoform 4 78,8

2.1.11.2 pEF1a-Entry-Vektor

Grundlage des pEF1a-Entry-Vektors ist der pCMV6-Entry-Vektor. Aus dem pCMV6-
Entry-Vektor wurde der CMV-immediate/early-Promotor durch Restriktionsverdau mit
Kpnl und Spel herausgeschnitten und durch den EF1a-Promotor aus dem pLenti-EF1a-
C-mGFP-Vektor (Katalognr.: PS100084, OriGene Technologies, Rockville, USA) durch

Restriktionsverdau mit Kpnl und Xbal ersetzt.
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2.1.11.3 pEF1a-FOLH1

Die Klonierungsvektoren pEF1a-FOLH1-Isoforml und pEF1a-FOLH1-Isoform2
(Vektorkarte im Anhang 1b) wurden in dieser Arbeit erstellt. Es handelt sich um einen
eukaryotischen  Expressionsvektor mit dem FOLH1 und dem Neomycin
Phosphotransferase Il Gen, welches die Resistenz gegen Kanamycin und Neomycin
sowie das hier verwendete Geneticin (G418) vermittelt. Die multiple Klonierungssequenz
(MCS) befindet sich zwischen EFla-Promotor und dem FOLH1 Gen.

2.1.12 Bakterien

Fur die Transformation von Expressionsvektoren wurden One Shot™ TOP10 chemisch
kompetente Escherichia coli (E. coli) von Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
(C404006) verwendet.

2.2 Methoden
2.2.1 Molekularbiologische Methoden

Bei samtlichen Experimenten wurde darauf geachtet, DNA-Isolate auf Eis zu fihren und

benutzte Enzyme stets bei -20 °C zu lagern.

2.2.1.1 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsauren

Die Konzentrationsbestimmung von Nukleinsauren erfolgt mit dem Implen
NanoPhotometer® N60. Fir die Messungen werden 1-2 uL der Probe in die spezielle
Messkammer des Spektrophotometers aufgetragen. Die Nukleinsduren absorbieren UV-
Licht bei einer spezifischen Wellenldnge von 260 nm. Protein hingegen zeigt sein
Absorbtionsmaximum bei 280 nm. Durch die Messung der Intensitat der Absorption bei
diesen Wellenlangen kann das Gerat die Konzentration der Nukleinsaure und deren
Reinheitsgrad in der Probe bestimmen. Die Absorption bei 260 nm ist direkt proportional
zur Konzentration der Nukleinsaure, basierend auf der Lambert-Beer-Gleichung, die
besagt, dass die Absorption durch die Konzentration der Probe und die Weglénge des
Lichts in der Probe bestimmt wird. Der 260/280-Quotient misst die Reinheit von

Nukleinsduren. RNA hat typischerweise einen Wert um 2,0, wahrend dsDNA bei etwa 1,8
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liegt. Ein niedrigerer Wert deutet auf Proteinverunreinigungen hin, ein héherer auf

Kontaminationen durch andere Molekdile.

2.2.1.2 DNA-Restriktionsverdau

Restriktionsendonukleasen sind bakterielle Enzyme, welche in der Lage sind,
doppelstrangige DNA an bestimmten 4-8 Basenpaar langen Erkennungssequenzen zu
schneiden. Dabei entstehen glatte (,blunt“) oder 5’-bzw. 3’-Uberstehende (,sticky“) Enden.
Eine Einheit (Unit, U) Enzym ist definiert als diejenige Menge, welche in der Lage ist, in

einer Stunde 1 pg reine DNA zu verdauen.

Die analytischen Restriktionsansatze bestehen in moglichst geringem Volumen aus der
zu verdauenden DNA, 1 Unit Enzym/pg DNA und dem entsprechenden, vom Hersteller
mitgelieferten Puffer mit einem Anteil von 1/10 am Gesamtvolumen des Verdaus (Tab.
16). Die Inkubation erfolgt bei analytischer Restriktion fur 90 Minuten und bei praparativer
Restriktion fur 3 Stunden bei der vom Hersteller angegebenen Temperatur, meist 37 °C.
Im Gegensatz zum analytischen Restriktionsverdau, der fur Kontrollen einer Klonierung
oder zur GroRBenbestimmung von DNA-Fragmenten eingesetzt werden, verfolgt der
praparative Restriktionsverdau das Ziel, definierte DNA-Fragmente in grof3erer Menge zu
isolieren und fir nachfolgende Experimente nutzbar zu machen, weshalb hier gro3ere
Mengen DNA verwendet werden (Tab. 17). Fur die Klonierung werden hier nur

Restriktionsenzyme mit 5’'Uberhang verwendet.

Tab. 16: Typischer analytischer Restriktionsverdau

DNA ca. 1 pug, meist 1uL
Restriktionsenzym (10 U/uL) 0,1 pL

Puffer nach Herstellerangabe (10x) 1 pL

Auf 10 pL mit ddH20 auffiillen
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Tab. 17: Typischer praparativer Restriktionsverdau
Vektor-DNA 20 ug
Restriktionsenzym (10 U/pL) 2 uL
Puffer nach Herstellerangabe (10x) 10 pL
Auf 100 pL mit ddH20 auffullen

Bei der Linearisierung wird ein Plasmidvektor durch Einsatz von Restriktionsenzymen in
seine lineare Form Uberfuhrt, es wird also das zirkulare DNA-Molekil geschnitten, sodass
es eine offene Kette bildet. Der dargestellte Verdauansatz (Tab. 18) dient der
Linearisierung der Transfektionsvektoren vor der stabilen Transfektion und wird fur
90 Minuten bei 37 °C durchgefihrt.

Tab. 18: Linearisierungsansatz fur Transfektionsvektoren

Vektor-DNA 10 ug
Restriktionsenzym 1 pL Spel oder 2 pL ApalLl
Cut Smart Puffer (10x) 5uL

Auf 50 pL mit ddH20 auffillen

2.2.1.3 Agarose-Gelelektrophorese

Im Agarosegel werden DNA-Fragmente ihrer Gro3e nach aufgetrennt. Hier werden fir
analytische Gele horizontale 1 % Agarosegele (1 % Agarose in TAE-Puffer) mit dem DNA-
bindenden Farbstoff HDGreen™ (3 pL pro Gel) verwendet. Die DNA-Proben (ca. 1 ug)
werden jeweils mit 6x DNA-Gel-Ladepuffer (4 pL) zur visuellen Nachverfolgung der DNA-
Wanderung versetzt. Die Elektrophorese findet bei 80-100 V fir 40-60 Minuten statt.
Durch die Interkalation des unter UV-Licht fluoreszierenden HDGreen™ Farbstoffs
konnen die DNA-Fragmente mittels UV-Transilluminator des Fusion Solo 7S sichtbar
gemacht und fotographisch dokumentiert werden. Die Abschatzung der Grol3e der
einzelnen DNA-Fragmente erfolgt anhand einer DNA-Leiter (GeneRuler 1 kb Plus), also

parallellaufende DNA-Fragmente bekannter Lange.
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Fur die Herstellung praparativer Agarosegele wird das GelRed® Nukleinsauren-
Farbemittel (10 uL GelRed® auf 100 mL TAE-Gel) anstatt des HDGreens™ verwendet,
da sich eine mit HDGreen™ behandelte DNA nicht klonieren lasst. Die verwendete
Probenmenge liegt bei 100 pL pro Probenansatz mit ca. 20 pg DNA, welcher mit 30 pL
DNA-Gel-Ladefarbstoff versetzt wird.

2.2.1.4 Isolierung von DNA aus Agarosegelen

Das QIAquick Gel Extraction Kit wird zur Reinigung und Extraktion von DNA-Fragmenten
aus praparativen Agarosegelen gemal3 Herstellerangaben verwendet. Zunéachst werden
die gewlnschten DNA-Banden unter UV-Licht mit einem Skalpell ausgeschnitten und in
ein ReaktionsgefalR Uberfuhrt. Die Gelstliicke werden in 1,5-mL-Reaktionsgefale
Uberfiihrt und gewogen, um das Volumen des bendétigten Puffers zu bestimmen. Das Gel
wird mit lodiésung im Verhaltnis 1:3 (300 pL lodlésung pro 100 mg Gel) versetzt und bei
50 °C fur 15 Minuten geschmolzen. Nach vollstandiger Auflosung wird der Probe ein
Volumen Isopropanol entsprechend 1:1 der urspringlichen Gelmasse hinzugefiigt. Die
Mischung wird dann auf eine QIAquick Spin-Séaule in ein 2-mL-Sammelrohrchen Gberfuhrt
und fur 60 Sekunden bei 17.900 g zentrifugiert. Der Durchfluss wird verworfen, da die
DNA nun an die Membran der Saule gebunden ist. Darauf folgt eine Waschung mit 750 pL
Puffer PE und zwei weitere Zentrifugationen fir 60 Sekunden und 2 Minuten unter
Verwerfen des Durchlaufs bei 17.900 g. Schlie3lich wird 50 pL nukleasefreies Wasser
direkt auf die Membran der Saule zur DNA gegeben, fir 1-4 Minuten inkubiert und die
DNA durch eine letzte Zentrifugation eluiert und anschlieRend die DNA-Konzentration

gemessen.

2.2.1.5 Aufreinigung der DNA

Zur Aufreinigung der DNA und Entfernung von Enzymen und Pufferbestandteilen nach
Restriktionsverdau wird das QIlAprep Spin Miniprep Kit nach Herstellerprotokoll
verwendet. Zundchst wird die Probe mit dem Bindungspuffer PB im Verhéaltnis 1:3
verdinnt, um die DNA an die Membran der Spin-Saule zu binden. Die Mischung wird auf
die QIAprep Spin Séulen gegeben und zentrifugiert (60 Sekunden bei 13.000 g), wobei
der Durchfluss verworfen wird. Anschlieend erfolgt eine Waschung mit 0,75 mL Puffer
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PE und eine weitere Zentrifugation. Nach Entsorgung des Durchflusses, wird die
Zentrifugation wiederholt, um verbliebenen Waschpuffer zu entfernen. Die Elution der
gereinigten DNA erfolgt durch Zugabe von 50 pL ddH,O direkt auf die Membran, eine
kurze Inkubation und abschlie3ende Zentrifugation in ein neues

1,5-mL-Zentrifugenrohrchen. Zuletzt wird die DNA-Konzentration bestimmit.

2.2.1.6 Ligation von Vektor und Insert

Um ein Transgen in einen Vektor einzufligen, missen beide isoliert und linearisiert
vorliegen. Dann kdnnen diese in einem Ligationsschritt mithilfe einer T4 DNA-Ligase
verknupft werden. Das Enzym T4 DNA-Ligase katalysiert ATP-abhangig die
Phosphodieesterbriicke eines 3’-Hydroxyl- mit einem 5’-Phosphatrest und kann so

DNA-Molekule kovalent verbinden (Gaastra und Hansen, 1985).

Damit die DNA-Schnittenden eines Vektors wahrend des Ligationsschritts nicht religieren,
wird der Vektor mittels alkalischer Phosphatase (CIP) inkubiert. Dieses Enzym entfernt
die 5'-Phosphatgruppen, die von der DNA-Ligase benétigt werden, um das
Phosphodiester DNA-Grundgerust miteinander zu verbinden. Dafiir werden 2 pL des CIP
Enzyms mit einem linearisierten Transfektionsvektor (ca. 20 ug) fur 30 Minuten bei 37 °C

inkubiert.

Die Ligationsansatze enthalten 100 ng Plasmid-DNA in einem Endvolumen von 20 uL, die
3-fache Menge an einzuklonierendem Fragment, Ligase-Puffer und 0,5 uL T4-DNA-
Ligase (5 U/uL). Die Ligation kohasiver Enden erfolgt Uber Nacht bei RT.

Die Menge der eingesetzten DNA, ausgehend von 100 ng Vektor-DNA und dreifachem

molaren Uberschuss an Insert-DNA, orientiert sich an folgender Formel:

Insert [kb]
Insert [ng] = 3 = Vektor [ng] *

Vektor [kb]
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Tab. 19: Standardligationsansatz: Vektor mit Insert und Kontrollvektor ohne Insert

Ligationsart Vektor + Insert Vektorkontrolle
Vektor-DNA 100 ng 100 ng

Insert 123 ng -

5x Ligationspuffer 4 uL 4 uL

T4 DNA Ligase 0,5 pL 0,5 puL

Auf 20 puL Endvolumen mit ddH20 auffullen

2.2.1.7 Transformation von E. coli

Transformation bezeichnet die Aufnahme freier DNA durch Bakterien. Hier werden die
chemische Transformation von kompetenten E. coli Bakterien (One Shot™ TOP10) mit

Ligationsansatzen der gewlnschten Transfektionsvektoren durchgefthrt.

Fur die Transformation werden pro Ligationsansatz 3 pL Plasmid-DNA zu 50 pL frisch auf
Eis aufgetauter Bakteriensuspension kompetenter TOP10-Zellen hinzugegeben. Parallel
werden Kontrollen mit religiertem Vektor ohne Insert durchgefuhrt. Danach werden die
Zellen einem Hitzeschock bei 42 °C fir 35 Sekunden unterzogen und erneut auf Eis fur
5 Minuten inkubiert. Nach Zugabe von 250 uL SOC-Medium zur Bakteriensuspension
werden diese fur 1 Stunde bei 37 °C und 250 rpm bebritet. Die so bebriteten Bakterien
werden zentrifugiert (1.000 g, 5 Minuten, 4 °C), der Uberstand bis auf 80-100 pL
abgenommen und der Rest auf Ampicillin-haltige Agarplatten ausgestrichen und bei 37 °C
fir ca. 16 Stunden weiter bebrutet, bis einzelne Kolonien sichtbar werden. Einzelne
Bakterienkolonien werden in separate Schnappdeckelrohrchen mit
Bakterien-Selektionsmedium Uberfuhrt und fur die Plasmid-Praparation weiterverwendet
oder bei 4 °C gelagert. Da die Plasmide Resistenzgene fir Antibiotika enthalten, kdnnen

jene Bakterien selektiert werden, welche die DNA aufgenommen haben.

2.2.1.8 Praparation von Plasmid-DNA

Fur die Plasmidpraparation zu analytischen Zwecken werden 4 mL einer Ubernachtkultur
eines E. coli Klons eingesetzt. Die Isolation der Plasmide erfolgt Uber Spinsaulchen

(QlAprep Spin  Miniprep Kit) gemalR Herstellerprotokoll. Dafir wird eine
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Bakteriensuspension tGber Nacht bei 37 °C und 250 rpm auf einem Schiittler bebrutet und
bei 5000 rpm fur 5 Minuten in 1,5 mL Zentrifugenréhrchen pelletiert. Das Zellpellet wird in
250 pL Puffer P1 mit zugefiigter RNAse A resuspendiert. AnschlieRend werden 250 pL
Puffer P2 hinzugefiigt, die Losung geschwenkt und fur 5 Minuten bei Raumtemperatur
inkubiert, um die Zellmembranen zu lysieren und die DNA freizusetzen. Die Lyse wird mit
350 puL Puffer N3 gestoppt. Die Mischung wird fir 10 Minuten bei 17.900 g zentrifugiert,
wodurch der klare Uberstand mit der Plasmid-DNA von dem pelletierten Zelldebris
getrennt wird. Bis zu 800 pL des Uberstands wird auf eine QlAprep Spin-Saule in ein 2-
mL-Sammelréhrchen Uberfuhrt und fir 60 Sekunden bei 17.900 g zentrifugiert. Nach
einer Zentrifugation fur 60 Sekunden folgt eine Waschung mit 750 uL Puffer PE und eine
trockene Zentrifugation. Die Plasmid-DNA wird dann mit 50 pL nukleasefreiem Wasser in

einer abschlieRenden Zentrifugation eluiert und dessen Konzentration bestimmt.

Fur die Praparation groRerer Plasmidmengen werden das NucleoBond® Xtra Midi Kit nach
Protokoll verwendet. Dazu werden 100 mL dber Nacht kultivierte Bakterienkultur in
Kanamycin-haltigem LB-Medium (50 pg/mL) fir 10 Minuten bei 5000 g zentrifugiert, um
die Zellen zu pelletieren. Der Uberstand wird verworfen, und das Zellpellet wird in 8 mL
Resuspensionspuffer RES resuspendiert. Die Lyse erfolgt durch Zugabe von 8 mL
Lysepuffer LYS. Die Mischung wird vorsichtig durch Schwenken gemischt und fur
5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert, um eine vollstandige Lyse zu gewahrleisten.
Anschliel3end wird die Lyse mit 8 mL Neutralisationspuffer NEU gestoppt. Das Lysat wird
auf eine NucleoBond® Xtra Saule tiberfihrt, nachdem deren Filtereinsatz mit 12 mL Puffer
EQU getrankt wird. Die Plasmid-DNA bindet selektiv an die Saule, wahrend unerwiinschte
Zellbestandteile sich im Durchfluss wiederfinden. Nach dem Laden wird der Filter mit 5 mL
Aquilibrierungspuffer EQU gewaschen, um dort gebundene Plasmid-DNA auf die Saule
zu uberfihren. Der bis zu diesem Schritt einliegende S&ulen-Filter wird entfernt und
verworfen. Es folgt ein Waschschritt der Sdule mit 8 mL Waschpuffer WASH, um restliche
Proteine, RNA und Endotoxine auszuspulen. Zur Elution der gereinigten Plasmid-DNA
wird die Saule mit 5 mL Elutionspuffer ELU behandelt. Die eluierten DNA-Fraktionen
werden mit 3,5 mL Isopropanol vermischt, um die DNA zu prazipitieren. Die DNA wird
durch 60-minitige Zentrifugation bei 5.000 g bei 4 °C pelletiert, der Uberstand wird
entfernt, und das Pellet wird mit 70 % Ethanol gewaschen. Nach einer erneuten
Zentrifugation bei 15 .000 g fur 5 Minuten wird das Pellet fir 30 Minunten bei 37 °C
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getrocknet und die DNA anschliel3end in 100 pL nukleasefreiem Wasser gelost und die

DNA-Konzentration gemessen.

2.2.1.9 Sequenzanalyse

Die Sequenzanalysen von Vektor-DNA wird von Eurofins Genomics, Sitz Kadln
durchgefuihrt. Daflr werden 1,5 ug Proben-DNA mit 2 pL eines Primers (EF50, XL39,
M13(-21), FOLH1-FW1, FOLH1-RV1,; jeweils 10 pmol/uL) versetzt und an die Firma zur
Sequenzierung versandt. Die Editierung und das Alignment der Sequenzierungs-
Tracefiles erfolgt mit der DNASTAR Lasergene Bioinformatics Software. Die
entsprechenden Referenzsequenzen der FOLH1-Isoformen 1, 2 und 4 (siehe Tab. 14)

stammen aus der Bibliothek des ,National Center for Biotechnology Information® (NCBI).

2.2.2 Zellbiologische Methoden

2.2.2.1 Verwendete Zelllinien und Medien

Tab. 20: Verwendete Zelllinien

Zelllinie

Bioware Brite Cell

PC3 Red-FLuc-GFP

Ursprung

Adenokarzinom,
Prostata, exprimiert

bezogen von

PerkinElmer
(Waltham, USA)

Medium

EMEM
+ 10 % FBS Hyclone

(PC3%) Red-FLuc-GFP Kat.Nr. BW133416

HEK293 Fibroblasten, DMSZzZ DMEM/F12
menschliche Braunschweig, DE  + 10 % FBS (Gibco)
embryonale Niere  Kat.Nr. ACC 305 + 1 % Pen/Strep

HEK293FT Fibroblasten, Invitrogen/Thermo DMEM/F12
menschliche (Waltham, USA) + 10 % FBS (Gibco)
embryonale Niere, Kat.Nr. R70007 + 1 % Pen/Strep
exprimiert SV40 T

LNCaP Adenokarzinom, DMSZ DMEM/F12
Prostata Braunschweig, DE  + 10 % FBS (Gibco)

Kat.Nr. ACC 256

+ 1 % Pen/Strep
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Tab. 21: Zellkulturmedien fur PC3* Zellen

Medium Zusammensetzung
EMEM-Standardmedium EMEM + 10 % Hyclone FBS
Selektionsmedium EMEM-Standardmedium + 0,75 mg/mL G418

Kryomedium zur Langzeitlagerung 5 % DMSO in Hyclone FBS

2.2.2.2 Kultivierung humaner Zelllinien

Alle Zelllinien werden bei 37 °C in einem Inkubator bei 5 % CO2 und 95 % Luftfeuchtigkeit
kultiviert. Zellkulturmedien werden spatestens alle 72 Stunden gewechselt. Wahrend der
Arbeit mit Zellen wird konsequent aseptische Protokolle befolgt und eine sterile Werkbank

verwendet.

Zur Passage von konfluent gewachsenen Zellen wird das Medium vollstandig von den
Zellen entfernt, die Zellen mit Phosphat gepufferter Salzlésung (PBS) gewaschen und
durch eine 3-minutige Inkubation in einer 0,05 % Trypsin/EDTA-L6sung von der Schale
gelost. AnschlieBend wird das Trypsin durch Zugabe von neuem Standardmedium
inaktiviert und die Zellen durch Auf- und Abpipettieren dissoziiert. Die Zellsuspension wird
in geeigneter Verdinnung in eine neue Zellkulturflasche dberfuhrt oder fir
Versuchsansétze durch Zentrifugation bei 500 g fur 5 Minuten pelletiert und in geeigneter

Verdinnung in neuem Medium ausgesat.

Zum Einfrieren werden die Zellen wie beim Passagieren dissoziiert und pelletiert. Es
werden 1 Million Zellen pro Kryoréhrchen in 1 mL Hyclone FBS mit 5% DMSO
resuspendiert und bei -80 °C im Gefrierschrank oder langfristig bei -196 °C in einem
Flussigstickstoffbehalter gelagert. Vor dem Einfrieren werden die Zellen auf Mykoplasmen

mittels PCR-Testung untersucht.

Der Auftauvorgang wird ziigig im Wasserbad bei 37 °C durchgefiihrt. Die aufgetauten
Zellen werden mit Standardmedium versetzt und durch 4-minitige Zentrifugation bei
200 g pelletiert, bevor sie in frischem Standardmedium resuspendiert und in einer T25-

Zellkulturflasche unter Standardbedingung kultiviert werden.
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2.2.2.3 Zellzahlbestimmung mit dem NucleoCounter

Absolute Zellzahlen werden mit einem automatischen Zellzéhlgerat, dem NucleoCounter
NC-200, bestimmt. Zur Zellzahlbestimmung pro Vertiefung werden das Medium
abgesaugt, mit PBS gewaschen, mit Trypsin geldst, mit Medium versetzt und im
Mikroreaktionsgefald bei 500 g fir 4 Minuten zentrifugiert und in Standardmedium
resuspendiert. Mit einer Vial-Cassette werden 60 pL der auszuzéahlenden Zellsuspension
aufgenommen, die dann mitsamt der Messkassette in die vorgesehene Messkammer des
NucleoCounters gesteckt wird. Dabei liegt die Zellkonzentration optimalerweise zwischen

5x10* und 5x108 Zellen/mL, da dies dem optimalen Messbereich des Geréates entspricht.

2.2.2.4 Kiristallviolett Farbung

Eine angewandte Methode zur semi-quantitativen Bestimmung der Zellzahl auf
Zellkulturplatten ist die Kristallviolett Farbung. Diese orientiert sich am Protokoll von

Timothy Lane (University of California, Los Angeles).

Die Kristallviolett Losung besteht aus 0,05 % Kristallviolett-Losung und 20 % Methanol in
bidestilliertem Wasser. Zunachst wird das Zellkulturmedium abgenommen, bevor die
Vertiefungen mit der Kristallviolett Farbungslosung benetzt werden und diese 30 Minuten
lang einwirkt. Dabei findet die Fixierung durch Methanol und das Farben durch die
Kristallviolett Losung in einem Schritt statt. Die Kristallviolett Losung farbt dabei die
Zellkerne an (Gillies et al., 1986). Da tote Zellen nicht adharent sind, werden diese mit
dem Medium abgesaugt oder im nachsten Waschschritt entfernt. Es verbleiben
entsprechend nur die gefarbten fixierten Zellen in den Vertiefungen. Uberfliissiger
Farbstoff wird dann im Wasserbad ausgespult und die Zellkulturplatten bei
Raumtemperatur Uber Nacht getrocknet. Am né&chsten Tag wird der in den Zellen
verbliebene Farbstoff mit Methanol absolut eluiert und im Plattenlesegerat (Wallac 1420

Victor Photometer) die Absorption bei einer Wellenlange von A=540 nm gemessen.

Pro Versuch werden Vertiefungen ohne Zellen mitgefthrt, die ansonsten wie die anderen
Vertiefungen mit Medium und Substanzen behandelt werden. Die Absorptionswerte

dieser Vertiefungen werden jeweils gemittelt (=Blank) und von allen
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Probenabsorptionswerten abgezogen, um unspezifisch gebundene Farbreste nicht

mitzuwerten.

Die ermittelten Absorptionswerte reprasentieren keine absoluten Zellzahlen, sondern
verhalten sich lediglich innerhalb eines Experimentes proportional zur Zahl der
unbehandelten Kontrollgruppe und werden als relative Werte in Prozent zu der

unbehandelten Kontrolle angegeben.

2.2.2.5 Bestimmung der Selektionskonzentration von Geneticin

Um die Minimalkonzentration des Antibiotikums Geneticin fur die Aufrechterhaltung der
Selektion der Transfektanten zu bestimmen, wird die Sensitivitat der PC3* Zellen auf
G418-Sulfat untersucht.

Pro Konzentration und Messzeitpunkt werden zwei Vertiefungen (Doublette) angesetzt.
Hierfir werden 10.000 Zellen pro Vertiefung auf 6-Lochplatten im Standardmedium
ausgesat und am nachsten Tag das Medium gewechselt. Nach zwei Tagen (TO) wird die
Anzahl an Zellen der ersten Doublette ausgezahlt und somit die Ausgangszellzahl
bestimmt. In die restlichen Vertiefungen wird G418 hinzugegeben, sodass
Konzentrationen von 0, 100, 250, 500, 750 und 1.000 pg/mL des Antibiotikums erzielt
werden. Nach weiteren 3, 5 und 9 Tagen wird jeweils die Zellzahl zweier weiterer
Vertiefungen pro G418 Konzentration bemessen und bei den verbleibenden Zellen das
Medium mit entsprechenden G418 Konzentrationen gewechselt. Die Zellzahl wird mit dem
Automated Cell Counter NC-200 bestimmt. Die erhaltenen Zellzahlen werden auf die
Ausgangszellzahl an TO normiert. Fir einen Datenpunkt wird der Mittelwert mit
Standardabweichung aus 3 Versuchen bestimmt. Aus diesen Datenpunkten werden
sogenannte kill curves® erstellt. Idealerweise wird eine G418 Konzentration gewabhlt, die
alle nicht-transfizierten Zellen effizient eliminiert, wahrend stabile Transfektanten
Uberleben kdnnen (Pathak et al., 2010).

2.2.2.6 Transiente Transfektion

Die Transfektion ist eine Methode zur Einfihrung von Fremd-DNA oder RNA in

eukaryotische Zellen, um die Expression eines bestimmten Gens zu ermdglichen. Die
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Lipofektion mit Effectene oder Attractene ist eine chemische Transfektionsmethode, bei
der kationische Lipide eingesetzt werden, welche mit der Zellmembran fusionieren und
dadurch die eingeschlossene Nukleinsaure in das Zytoplasma oder den Zellkern gelangt.
Die transienten Transfektionen dienen als Test flr die spater durchgeflhrten stabilen
Transfektionen, um die Expression des Zielgens vor der genetischen Integration zu
prufen. Dabei wird der nicht-linearisierte Vektor voriibergehend in die Zellen eingebracht,
ohne dass er ins Genom integriert wird. Dies ermdglicht eine schnelle Analyse der
Genexpression und Proteinproduktion. Innerhalb von 24-96 Stunden wird die DNA
episomal exprimiert, bevor sie durch Zellteilung oder zellulare Abbauprozesse verloren

geht.

24 Stunden vor Transfektion werden die zu transfizierenden Zellen auf 6-Lochplatten
ausgeséat (pro Vertiefung: 320.000 HEK293FT Zellen; 500.000 PC3* Zellen; 500.000
HEK293 Zellen), um am Tag der Transfektion eine Konfluenz von bis zu 80 % zu
erreichen. Alle Zellen werden unter Standardbedingungen bebrtet. Die Transfektion wird
fur jeden Vektor in zwei Vertiefungen pro Ansatz durchgefihrt und eine nicht zu
transfizierende Kontrolle (Mock) mitgefihrt. Am Tag der Transfektion werden die Zellen

mit PBS gewaschen und frisches Medium hinzugegeben.

Die transiente Transfektion mit den Vektoren pCMV6-FOLH1-Isoforml, -Isoform2 und
pCMV6-Empty erfolgt mit dem Effectene Transfection Reagent nach Herstellerprotokoll.
Pro Transfektionsansatz werden 0,4 pg DNA mit EC Puffer auf ein Gesamtvolumen von
100 pL eingestellt und 3,2 uL Enhancer hinzugefiigt und gemischt. Nach Inkubation von
5 Minuten bei Raumtemperatur werden 10 puL Effectene durch Auf- und Abpipettieren
untergemischt. Bevor die Losung tropfchenweise auf die Zellen gegeben wird, wird diese

mit 0,6 mL Medium gemischt und nochmals fur 10 Minuten stehen gelassen.

Die transiente Transfektion mit den Vektoren pEF1a-FOLH1-Isoforml, -Isoform2 und
pEF1a-Empty erfolgt mit dem Attractene Transfection Reagent gemaf3 Herstellerprotokoll.
Jeweils 1,5 ug Vektor-DNA und 4,5 uL Attractene Transfection Reagent werden mit
Serum- und Antibiotika-freiem EMEM auf 100 pL aufgefillt, gemischt und 15 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. Dies wird dann tropfchenweise auf die Zellen gegeben. Nach

3 Stunden Inkubationszeit wird 1 mL Standardmedium hinzugefiigt.
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24 Stunden nach den jeweiligen Transfektionen wird das Medium gewechselt. Zwei bis
funf Tage nach Transfektion werden alle Zellen der RIPA-Lyse unterzogen und

anschlieend im Western Blot auf die PSMA-Expression untersucht.

2.2.2.7 Stabile Transfektion

Die stabile Transfektion bezeichnet einen Prozess, bei dem fremde DNA dauerhaft in das
Genom eukaryotischer Zellen integriert wird, sodass das Zielgen uber mehrere
Zellgenerationen hinweg exprimiert wird. Fur die Integration werden die eingesetzten
Vektoren zuvor linearisiert (siehe 2.2.1.2). Abgesehen davon erfolgen die stabilen
Transfektionen auf gleiche Weise wie die transiente Transfektion mittels Effectene oder
Attractene (siehe 2.2.2.6).

Bei Verwendung von Effectene werden die Zellen 24 Stunden nach Transfektion
passagiert. Die mit Attractene transfizierten Zellen werden am dritten Tag nach
Transfektion passagiert. Fur die Passage werden pro Transfektionsansatz die Zellen aus
einer Vertiefung verdunnt (1:10, 1:100, 1:1.000 Zellen pro Ansatz) und diese auf drei
14 cm Platten ausgeséat. Die Zellen aus den restlichen Vertiefungen werden pro
Transfektionsansatz in T25-Zellkulturflaschen passagiert. Ab diesem Schritt werden die
transfizierten Zellen mit dem Selektionsmedium mit 0,75 mg/mL G418 weiterkultiviert, um
erfolgreich transfizierte Zellen zu selektieren. G418 ermdglicht die Selektion von allen
Zellen, die eine Neomycin-Resistenz aufweisen, also mit einem Plasmid transfiziert
wurden, welches diese Resistenz tragt. Aus einzelnen Zellen, die im Selektionsmedium
Uberleben, werden monoklonale Subklone geziichtet. Einzelne Kolonien werden mit einer
Pipettenspitze manuell auf separate 24-Lochplatten tberfuhrt und weiterkultiviert, um

einen grof3en Zellbestand zu erzielen.

2.2.2.8 Proliferations-Assay mittels MTS

Die Proliferation von Zellen wird mithilfe eines MTS-Assays quantifiziert. Hierfur wird das
CellTiter 96® AQueous One Solution Cell Proliferation Assay verwendet. Dieser
kolorimetrische Test basiert auf der Umwandlung einer Tetrazolverbindung (3-(4,5-
Dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-Carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-Tetrazolium,

abgekirzt MTS) in ein farbiges und l6sliches Formazan-Produkt. Diese Umwandlung
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erfolgt durch Reduktionsaquivalente wie NADH oder NADPH, die von metabolisch aktiven
Zellen produziert werden. Da absterbende Zellen ihre Fahigkeit verlieren,
Tetrazoliumsalze zu reduzieren, wird die Produktion des farbigen Formazanprodukts als
direkt proportional zur Anzahl der lebensfahigen Zellen in der Kultur angesehen. Diese

kann spektrophotometrisch bei 490 nm gemessen werden (Cory et al., 1991).

Pro Messzeitpunkt werden 3 Vertiefungen (Triplikate) pro Zelllinie angesetzt und ein
Triplikat ohne Zellen fur den Blankwert. Hierfir werden 2.000 Zellen pro Vertiefung auf
96-well-Platten mit Standardmedium ausgesat. Am Folgetag wird das Standardmedium
gewechselt, um das Zellwachstum anzuregen und das restliche Trypsin zu eliminieren.
Repréasentativ wird zu den Zeitpunkten 36, 60 und 84 Stunden nach Aussaat die Zellzahl
bestimmt. Hierfir wird zu diesen Zeitpunkten das Medium durch Umdrehen und
vorsichtigem Ausklopfen der Platten auf Papiertiichern zellschonend entfernt. In jede
Vertiefung wird dann eine Losung bestehend aus 100 pL Standardmedium und 20 pL
MTS pipettiert. Die Zellkulturplatten werden 4 Stunden bei 37 °C inkubiert, bevor sie im
Plattenlesegerat bei 490 nm ausgelesen werden. Die mit dem MTS-Assay ermittelten
Extinktionswerte reprasentieren keine absoluten Zellzahlen, sondern verhalten sich

lediglich innerhalb eines Experimentes proportional zur Zahl der noch lebenden Zellen.

Der Blankwert ist der Mittelwert der Extinktionswerte des zellfreien Triplikats. Von allen
gemessenen Extinktionswerten wird der Blankwert subtrahiert. Pro Versuch wird dann der
Mittelwert mit Standardabweichung aus den Extinktionswerten eines Triplikats bzw. eines

Messzeitpunktes berechnet.

Die Erstellung der Regressionskurven wird wie folgt vorgenommen. Fir das Zellwachstum

wird ein exponentielles Modell angenommen:
N == NO + er.t

N, entspricht dabei der AnfangspopulationsgroRe, N der Populationsgrof3e in
Abhéngigkeit von der Zeit t in Stunden und r der Wachstumsrate. Es wird eine

logarithmische Transformation der Form

In(N) =In(Ny) +r-t
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durchgefiihrt, um anschlieRend mit einer linearen Regression die Wachstumsrate r mit
zugehorigem Standradfehler SE(r) zu schatzen. Dies wird fur jeden der drei Versuche
(n=3) pro Zelllinie durchgefuhrt, anschlieRend die Wachstumsraten arithmetisch

gemittelt und den mittleren Standardfehler nach folgender Formel berechnet:

SE(r) =+ Var(r) =

Die Verdopplungszeit T, wird wie folgt berechnet:

B In(2)

2 —
Tr

Die Bestimmung der Unsicherheit der Verdopplungszeit erfolgt per Fehlerfortpflanzung
(Standardfehler der Verdopplungszeit):

In(2)

7:2

SE(T,) =

- SE(F)

Zur Prifung eines mdaglichen Unterschieds der Wachstumsraten zwischen den Zelllinien

werden t-Tests fur unabhangige Stichproben mit Welch-Korrektur durchgefihrt.

2.2.2.9 Lindmo-Assay

Mit dem Lindmo-Assay wird die immunreaktive Fraktion (IRF) der radioaktiv markierten
Zielmolekile untersucht. Dabei wird eine konstante Menge des radiomarkierten
Nanobodys Nb13 oder Nb37 mit steigenden Konzentrationen von Zielzellen, die das
entsprechende Antigen exprimieren, inkubiert. Durch lineare Extrapolation der
Bindungsdaten auf unendlichen Antigentiberschuss kann die IRF ermittelt werden. Im
Idealfall entspricht die IRF dem Maximalwert der spezifisch bindenden radioaktiven
Nanobodies, dividiert durch die gesamte Radioaktivitat. Die IRF bietet eine quantitative
Methode zur Bewertung der Bindungsaffinitdt und Spezifitdt eines Nanobodys fur den
Zelloberflachenrezeptor. Darliiber hinaus werden neben der Bestimmung der IRF sowohl
ein Bindungsdiagramm (spezifisch gebundene Aktivitat/applizierte Gesamtaktivitat vs.

Zellkonzentration (Zellen/mL)) sowie ein Lindmo-Diagramm (applizierte
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Gesamtaktivitat/spezifisch gebundene  Aktivitdit vs. inverse Zellkonzentration

(mL/Millionen Zellen)) mit Microsoft® Excel erstellt.

Fur den Lindmo-Test werden zunachst mindestens 4 bis 5 Tage vor dem Test die Zellen
in zwei bis drei Zellkulturflaschen ausgeséat, um eine hohe Zelldichte fir optimale
Ergebnisse zu erzielen. Am Tag des Tests werden die Zellen trypsinisiert und dann die
Zellkonzentration mit dem NucleoCounter TC20 bestimmt. Nach der Zahlung werden die
Zellen mit 5 mL Bindungspuffer (BP) gewaschen, um Trypsinreste zu entfernen. Sechs 2-
mL-Reaktionsgefalde werden aufsteigend nummeriert. Das Zellpellet wird in einem
definierten Volumen an Bindungspuffer resuspendiert und in das erste Reaktionsgefald
Uberfuhrt. Es wird eine Verdinnungsreihe erstellt, indem 400 yL Bindungspuffer in die
Rohrchen 2 bis 5 vorgelegt werden und dann 400 uL der Zellsuspension vom ersten
Reaktionsgefald in Reaktionsgefald 2, dann von Reaktionsgefal? 2 in Reaktionsgefald 3
usw. Ubertragen werden. In den Reaktionsgefal3en 5 und 6 findet keine Verdinnung statt,
so dass beide die gleiche Zellkonzentration enthalten. Ein Uberschuss an unmarkiertem
Nanobody (60 ug) wird in Reaktionsgefald 6 als Negativkontrolle hinzugefligt. Diese
Kontrolle ist fur die Unterscheidung zwischen spezifischer und unspezifischer Bindung
unerlasslich. Der radioaktiv markierte Nanobody wird fir den nachsten Schritt durch
Verdinnung auf eine Konzentration von 0,01 ng/uL gebracht und 10 pL der Verdinnung

(entspricht 0,1 ng) in alle Reaktionsgefal3e pipettiert.

Die Rohrchen werden dann fir 2 Stunden bei 37 °C inkubiert und wahrenddessen alle
30 Minuten invertiert, um die Bindungseffizienz zu verbessern. Nach der Inkubation
werden die Reaktionsgefalie per Gammazéhler gemessen, um die gesamte aufgebrachte
Aktivitat zu quantifizieren. Nach der ersten Messung werden die Reaktionsgefal3e fir
5 Minuten bei 500 g zentrifugiert, damit sich am Boden der Réhrchen Pellets bilden. Der
Uberstand wird verworfen und jedes Pellet wird dann mit 1 mL Bindungspuffer
gewaschen. Die Réhrchen werden erneut 5 Minuten lang bei 500 g zentrifugiert und der
Uberstand entfernt, um alle ungebundenen Nanobodies zu entfernen, die die Messungen
storen konnten. Schlie3lich werden die Pellets erneut per Gammazéhler gemessen. Die
Reaktionsgefalie 1 bis 5 liefern Daten Uber die spezifisch gebundene Aktivitat, wahrend
Rohrchen 6 Informationen Uber die unspezifisch gebundene Aktivitat liefert. Die

gesammelten Daten werden anschlieBend mit Microsoft® Excel ausgewertet.
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2.2.2.10 Bestimmung der IC50 des [*7Lu]Lu-PSMA-I&T

Die halbmaximale Hemmkonzentration (IC50) beschreibt die Konzentration des
unmarkierten Liganden, die erforderlich ist, um die Bindung des radioaktiv markierten
Liganden an das Zielprotein um 50 % zu hemmen. Uber die Bestimmung der IC50 werden

die Konzentrationen des Liganden fur den Scatchard-Assay festgelegt.

Fur die Bestimmung der IC50 des ['"/Lu]Lu-PSMA-I&T-Liganden werden vier bis finf
Tage vor dem Test die Zellen in neun 6-Lochplatten ausgesat, um die erforderliche
Konfluenz der Zellen zu erreichen. Es werden 18 Konzentrationen des unmarkierten
PSMA-I&T-Liganden getestet. Pro Konzentration werden drei 5-mL-Reaktionsgefalie
entsprechend beschriftet, sowie drei zusatzliche Roéhrchen fur die Standards (total

applizierte Aktivitat) prapariert.

Zur Vorbereitung des Assays wird ein Pipettierschema (Tab. 22) erstellt, in dem die
Volumina des Bindungspuffers (BP), des unmarkierten Liganden und des radioaktiv-
markierten Liganden festgelegt werden. Dabei wird darauf geachtet, dass das

Gesamtvolumen in jeder Vertiefung 2 mL betragt.
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Tab. 22: Verdunnungsprotokoll des unmarkierten Liganden fur die IC50
Bindungspuffer (BP) bestehend aus RPMI Medium mit 5 % BSA

Verdunnung V1: 667,392 uM auf 50 pM — 1:13,35, 37,34 pL Stammldsung + 462,44 uL BP

Nr. Konzentration [nM] Verdinnungsfaktor bei 50 uM Fir 2 mL/Vertiefung
1 500 1:100 20 pL
2 250 1:200 10 uL

Verdinnung V2: 50 yuM auf 1 yM — 1:50, 28 uL V1 + 1.372 uL BP

Nr. Konzentration [nM] Verdunnungsfaktor fur 1 uM Far 2 mL/Vertiefung
3 100 1:10 200 pL

4 50 1:20 100 pL

5 25 1:40 50 pL

6 10 1:100 20 pL

Verdinnung V3: 1 pM auf 100 nM — 1:10, 75 yL V2 + 675 pL BP

Nr. Konzentration [nM] Verdunnungsfaktor fur 100 nM Far 2 mL/Vertiefung
7 5 1:20 100 pL
8 25 1:40 50 pL

Verdunnung V4: 100 nM auf 10 nM — 1:10, 140 pL V3 + 1260 uL BP

Nr. Konzentration [nM] Verdinnungsfaktor fur 1 pM Fiur 2 mL/Vertiefung
9 1 1:10 200 pL

10 |05 1:20 100 pL

11  |0,25 1:40 50 pL

12 |01 1:100 20 pL

Verdunnung V 5: 10 nM auf 1 nM — 1:10, 100 pL V4 + 900 puL BP

Nr. Konzentration [nM] Verdunnungsfaktor fur 1 pM Fur 2 mL/Vertiefung
13 0,05 1:20 100 pL
14 0,01 1:100 20 pL
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Tab. 23: Pipettierschema IC50
Volumenangaben in pL

Probe Nr. 1 2 3 4 5 6 7 8
Konzentration |500 nM [250 nM 100 mM |50 mM |25 mM |10 mM 7.5mM |5mM
BP 1.970 1.980 1.790 1.890 1.940 1.970 1.890 1.940

Ligand- V1 20 10
(50 pM)
Ligand-v2 200 100 50 20
(1 pm)
Ligand-V3 100 50
(20 nM)
Radioaktiv 10 10 10 10 10 10 10 10
markierter
Ligand
(0,01 ng/uL)
Gesamtmenge [ 2.000 |2.000 |2.000 2.000 2.000 2.000 2.000 2.000

Probe Nr. 9 10 11 12 13 14
Konzentration |1 nM 0,5nM [(0,25nM|0,1 nM |0,05nM|0,01 nM
BP 1.790 1.840 1.940 1.970 1.890 1.970
Ligand-v4 200 100 50 20

(10 nM)

Ligand-V5 100 20

(1 nM)

Radioaktiv 10 10 10 10 10 10
markierter

Ligand

(0,01 ng/uL)
Gesamtmenge [ 2.000 |2.000 |2.000 |2.000 |2.000 2.000

Nachdem am Tag des Experiments der unmarkierte Ligand mit einer Konzentration der
Stammldésung von 1 mg/mL (667,392 uM) entsprechend des Pipettierschemas (Tab. 22)
verdunnt wurde, werden die Zellen mit 3 mL Bindungspuffer gewaschen, um Reststoffe
zu entfernen. AnschlieBend wird gemald Pipettierschema (Tab. 23) ein definiertes
Volumen Bindungspuffer in jede Vertiefung gegeben, gefolgt von der Zugabe des
entsprechenden Volumens des unmarkierten Liganden. Zum Schluss werden 10 uL des
radioaktiv markierten Liganden in jede Vertiefung pipettiert. Zusatzlich werden drei
Standardsatze hergestellt, indem jeweils 10 pL des radioaktiv markierten Liganden in drei
sterile 5-mL-Reaktionsgefal3e gegeben werden. Die Proben werden daraufhin 2 Stunden
lang bei 37 °C bebritet. Nach der Inkubation werden die Zellen zweimal mit 1 mL

Bindungspuffer gewaschen, um ungebundene radioaktive Substanz zu entfernen.
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Anschlieend werden die Zellen durch zweimaliges Abwischen jeder Vertiefung

gesammelt, und die Abstriche zur Analyse in neue Reaktionsgefalie tberfihrt.

Alle Rohrchen der Proben und Standards werden per Gammazahler gemessen, um die
mit jeder Probe verbundene Radioaktivitdt zu quantifizieren. Nach der Aufbereitung der

Daten in Excel, wird die halbmaximale Hemmkonzentration in GraphPad Prism berechnet.

2.2.2.11 Scatchard-Assay

Der Scatchard-Assay ist eine Methode zur Analyse der Bindungseigenschaften von
Liganden an Rezeptoren. Dabei wird eine definierte Anzahl an Zellen mit
unterschiedlichen Konzentrationen eines radioaktiv markierten und unmarkierten
Liganden verwendet und die Bindung an den Rezeptor in Abhangigkeit von der
Konzentration des markierten Liganden bestimmt. Nach der Bindungsreaktion werden die
gebundene und die freie Ligandenmenge getrennt und quantifiziert, um die

Bindungseigenschaften zu untersuchen.

Der Scatchard-Assay ermdglicht die Bestimmung der Affinitdt (Kp) und der maximalen
Bindungskapazitdt (Bmax) eines Rezeptors. Bmax gibt Auskunft dariiber, wie viele
Bindungsstellen vorhanden sind. Der Kp-Wert gibt an, wie stark das
Bindungspartnermolekil an das Zielmolekil bindet, wobei ein niedriger Kp-Wert

gleichbedeutend mit einer hohen Affinitat ist.

Mindestens vier bis finf Tage vor dem Assay werden die Zellen in 3 mL Kulturmedium auf
zehn 6-Lochplatten ausgesat, um sicherzustellen, dass sie die erforderliche Konfluenz

erreichten.

Bei der Vorbereitung wird ein Pipettierschema erstellt, in dem die Konzentrationen des
radioaktiv markierten Liganden auf Basis des zuvor ermittelten 1IC50-Werts festgelegt
werden. Dabei werden sowohl hohere als auch geringere Konzentrationen bertcksichtigt.
Da die IC50-Konzentrationen des PSMA-I&T-Liganden fur LNCaP und PC3*-FOLH1
Zellen vergleichbar sind, kann fir die Experimente dasselbe Pipettierschema verwendet

werden.
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Folgendes Schema wird angewendet:

Die Stammloésung des radioaktiv markierten Liganden lag bei 500 nM und wird im
Scatchard-Assay in den folgenden Konzentrationen getestet: 50 nM, 25 nM, 12,5 nM,
10 nM, 5 nM, 2,5 nM, 1,25 nM, 1 nM, 0,5 nM und 0,25 nM. Fur jede Konzentration werden
sechs Vertiefungen mit einem Gesamtvolumen von jeweils 2 mL sowie ein Standard pro

Konzentration vorbereitet.

Tab. 24: Pipettierschema Scatchard Assay

Die Stamml6dsung besteht aus radioaktiv markiertem Ligand von 500 nM. Die Verdinnung
des Liganden wird in der Halfte der Gesamtmenge an BP (BP/2) vorgenommen, da bereits
1 mL BP in den Vertiefungen vorliegt.

Verdinnungen aus der Stammldsung (500 nM)

Nr. | Konzentration Verdinnungsfaktor fur Fir 2 mL/Vertiefung fir 6 + 1 Vertiefungen
[nM] 700 nM [uL] (15 mL)

Ligand [mL] |BP /2 [mL]

1 50 1:10 200 1,5 6

2 25 1:20 100 0,75 6,75

3 10 1:50 40 0,3 7.2

4 7,5 1:66,6 30 0,225 7,275

5 5 1:100 20 0,15 7,35
2,925 34,575

+ 200 pL fur die Verdlinnung

Verdinnung V1: 500 nM auf 50 nM — 1:10, 200 pL Stammlésung + 1.800 pL BP

Nr. | Konzentration Verdunnungsfaktor fur 70 | Fir 2 mL/Vertiefung fur 6 + 1 Vertiefung (15
[nM] nM [uL] mL)
Ligand [mL] | BP /2 [mL]
6 2,5 1:20 100 0,75 6,75
7 1 1:50 40 0,3 7,2
8 0,75 1:66,6 30 0,225 7,275
9 0,5 1:100 20 0,15 7,35
10 0,25 1:200 10 0,075 7,425
1,5 36

Am Tag des Experiments werden die radioaktiv markierten und nicht markierten Liganden
gemald dem Pipettierschema mit Bindungspuffer verdinnt. Die Zellen werden mit 2 mL
Bindungspuffer gewaschen, um restliches Medium zu entfernen und eine saubere

Oberflache fur die Ligandenbindung zu gewahrleisten. AnschlieRend werden 1.000 pL
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(Vertiefungen 1-3) oder 985 pL (Vertiefungen 4-6) Bindungspuffer in die Vertiefungen
gegeben, gefolgt von 1 mL des entsprechend konzentrierten radioaktiv markierten
Liganden und 15 pL des unmarkierten Liganden. In die Vertiefungen, die fur die Aufnahme
von 15 ug (entspricht 15 pL) des unmarkierten Liganden vorgesehen sind (Vertiefung 4-
6), wird dieser unmittelbar nach dem radioaktiv markierten Liganden hinzugegeben, um
exakte kompetitive Bindungsbedingungen zu gewahrleisten. Dieses Mischungsverhaltnis

basiert auf dem folgenden Schema:

Tab. 25: Mischungsverhaltnis Scatchard-Assay

Die Vertiefungen 1, 2 und 3 dienen der Bestimmung der Gesamtbindung und enthalten
jeweils 1 mL Bindungspuffer (BP) sowie unmarkierten Liganden ohne Zusatz eines
radioaktiv markierten Liganden. Die Vertiefungen 4, 5 und 6 werden zur Bestimmung der
spezifischen und unspezifischen Bindung verwendet und enthalten jeweils 985 puL
Bindungspuffer, 1 mL des entsprechend konzentrierten radioaktiv markierten Liganden
sowie 15 pL unmarkierten Liganden.

Vertiefung 1 Vertiefung 2 Vertiefung 3

1 mLBP 1 mLBP 1 mLBP

1 mL unmarkierter Ligand 1 mL unmarkierter Ligand 1 mL unmarkierter Ligand
Vertiefung 4 Vertiefung 5 Vertiefung 6

985 uL BP 985 uL BP 985 uL BP

1 mL radiomarkierter Ligand 1 mL radiomarkierter Ligand 1 mL radiomarkierter Ligand
15 pL unmarkierter Ligand 15 pL unmarkierter Ligand 15 pL unmarkierter Ligand

Nach der Vorbereitung der Vertiefungen werden die Proben fir 2 Stunden bei 37 °C
inkubiert. Die Standards werden fir jede Konzentration wahrend der Inkubation durch
Pipettieren von 1 mL des radioaktiv markierten Liganden in ein Reaktionsgefald
hergestellt, und die Standards werden zusammen mit den Proben inkubiert. Nach der
Inkubation wird der Uberstand entfernt, und die Vertiefungen werden zweimal mit 1 mL
Bindungspuffer gewaschen. Der Uberstand und die Waschfraktionen werden in
5-mL-ReaktionsgefalRen gesammelt, die die ungebundene Fraktion darstellen. Schlief3lich
werden die Vertiefungen zweimal mit vorgeschnittenen Tupfern abgewischt, um alle
Zellen effektiv zu sammeln. Die Abstriche werden dann in Reaktionsgefale Uberfiihrt, die
die gebundene Fraktion darstellen. Die ungebundenen und gebundenen Fraktionen sowie
die Standards werden mit einem Gammazédhler gemessen, um die Radioaktivitat zu

guantifizieren. Die gesammelten Daten werden anschlieend in Excel und in GraphPad
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Prism Ubertragen, um eine Sattigungskurve und ein Scatchard-Diagramm zu erstellen und

die Dissoziationskonstante (Kp) sowie die Bindungskapazitét (Bmax) zu bestimmen.

2.2.2.12 Bestrahlung mit [*’Lu]Lu-PSMA-I&T

Fur die Bestrahlungsversuche mit [*7Lu]Lu-PSMA-I&T werden 300 Zellen bei einer
Versuchsdauer von 13 Tagen in je 1 mL Standardmedium pro Vertiefung auf einer 24-
Lochplatte ausgeséat. Am Folgetag (TO) findet die Behandlung mit [*’Lu]Lu-PSMA-I&T in

10 verschiedenen Konzentrationen (Tab. 26) statt.

Tab. 26: [Y"’Lu]Lu-PSMA-I&T Konzentration

[177Lu]Lu-PSMA-I&T

01 05 075 1 125 15 2 25 5 10
[MBq]

Jeweils vier Vertiefungen werden pro Konzentration angesetzt. Dabei wird die
entsprechende Konzentration des [Y’Lu]Lu-PSMA-I&T, verdinnt in Standardmedium,
direkt in die Vertiefungen zu den Zellen gegeben. AufRerdem wird eine Negativkontrolle
ohne Bestrahlung mitgefuhrt. 24 Stunden spéter werden die Zellen zwei Mal mit PBS
gewaschen und somit das [Y’Lu]Lu-PSMA-I&T entfernt. Nach dem Waschschritt wird
neues Standardmedium hinzugefiuigt. 12 Tage nach der [*"’Lu]Lu-PSMA-I&T-Behandlung
wird das Wachstum gestoppt und die relative Zellzahl mithilfe der Kristallviolett

Farbemethode bestimmt.

Zur Bestimmung der IC50-Werte werden die absorbanzbasierten Proliferationsdaten mit
GraphPad Prism analysiert. Die Regressionsanalyse erfolgt nach dem Modell “[Inhibitor]
vs. normalized response — Variable slope (four parameters)”, wodurch eine prazise
Anpassung der Dosis-Wirkungskurven und die Ermittlung halbmaximal wirksamer

Konzentrationen (IC50) ermdglicht wird.

2.2.2.13 Behandlung mit Taxanen

Fur die Behandlung mit den Zytostatika Docetaxel und Cabazitaxel werden 30.000 Zellen
pro Vertiefung auf 24-Lochplatten ausgesat. 24 Stunden spater (TO) wird das Medium
gewechselt und 6 verschiedene Konzentrationen pro Substanz zu den Zellen gegeben
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(Tab. 27). Jeweils vier Vertiefungen werden pro Konzentration angesetzt. Da alle
Inhibitoren in DMSO gel6st sind, aber durch die unterschiedlichen Konzentrationen
unterschiedlich viel Inhibitor pro Vertiefung hinzugegeben wird, werden sowohl die
Kontrollen als auch die Vertiefungen mit gering konzentriertem Inhibitor entsprechend
zusatzlich mit DMSO ausgeglichen. Da somit der DMSO-Gehalt pro Vertiefung stets
gleich ist, kann eine konzentrationsabhangige Auswirkung des DMSOs auf

humanzellulare Prozesse (Verheijen et al., 2019) ausgeschlossen werden.

Tab. 27: Konzentrationen der Zytostatika

Cabazitaxel 1nM 5nM 10 nM 25 nM 50 nM 100 nM
Docetaxel 0,1 nM 1nM 5nM 10 nM 25 nM 50 nM

Funf Tage nach Zytostatikazugabe wird das Zellwachstum gestoppt und die Zellzahl
mithilfe der Kiristallviolett Farbemethode bestimmt. Die absorbanzbasierten
Proliferationsdaten werden in Excel aufbereitet und zur Bestimmung der IC50-Werte mit
GraphPad Prism analysiert. Die Regressionsanalyse erfolgte nach dem Modell "[Inhibitor]
vs. normalized response — Variable slope (four parameters)”, wodurch eine prazise
Anpassung der Dosis-Wirkungskurven und die Ermittlung halbmaximal wirksamer

Konzentrationen ermdglicht wird.

2.2.3 Proteinbiochemische Methoden
2.2.3.1 Proteinextraktion und Proteinaufbereitung, RIPA-Lyse

Alle Schritte der Zelllyse werden auf Eis durchgefuhrt, um die Proteinintegritat zu erhalten.
Die Zellen werden zweimal mit kalter Phosphatgepufferter Salzlésung gewaschen, um
nicht gebundene Substanzen zu entfernen. AnschlieRend wird RIPA-Lysepuffer, erganzt
mit cOmplete Proteaseinhibitor-Cocktail und Halt-Protease- und Phosphatase-Inhibitoren,
zugegeben. Die Zellen werden mit einem Zellschaber abgelost und in ein 1,5 mL-
Reaktionsgefal3 uberfuhrt. Nach einer 30-mindtigen Inkubation auf Eis folgt eine
Zentrifugation bei 20.000 g und 4 °C fur 15 Minuten. Der Uberstand, welcher die gelésten
Proteine enthalt, wird in ein frisches Gefal3 uberfuhrt und entweder direkt weiterverwendet

oder bei —20 °C fir spatere Analysen gelagert.
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2.2.3.2 Bestimmung der Proteinkonzentration mittels BCA-Assay

Zur Quantifizierung der gesamten Proteinkonzentration in den Proben wird das Pierce
BCA Protein Assay Kit verwendet. Die Messung basiert auf der Farbentwicklung in
Anwesenheit von Kupferionen und Bicinchoninsaure (BCA), wobei die Absorption

proportional zur Proteinkonzentration ist.

Tab. 28: Konzentrationen der BSA-Standardreihe des BCA-Assays
A B C D E F G

BSA 0 0,06 0,125 0,25 0,5 1 2
[mg/mL]

Zunachst wird eine Standardreihe mit bovinem Serumalbumin (BSA) und autoklaviertem
bidestilliertem Wasser (ddH,O) hergestellt (Tab. 28). Die Proben werden im Verhaltnis
1:10 mit ddH,O verdinnt. Anschliel3end werden jeweils 10 pL der Standards sowie der
verdinnten Proben in Triplikaten auf eine 96-well-Platte pipettiert. Fir die Farbreaktion
werden Reagenz A und Reagenz B des Kits im Verhéltnis 1:50 gemischt, und je 200 uL
der Mischung werden in jede Vertiefung der Platte gegeben. Die Platte wird fiir 30 Minuten
bei 37 °C in einem Inkubator deponiert. Nach der Inkubation erfolgt die photometrische
Messung der Absorption bei 562 nm mit dem SpectraMax iD3 Multiplatten-Reader.
Anhand einer Kalibrierungskurve, die aus den Werten der Standardreihe berechnet wird,

kénnen die jeweiligen Proteinkonzentrationen der Proben bestimmt werden.

2.2.3.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese nach Laemmli

Die denaturierende Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)
wird zur Auftrennung von Proteinen anhand ihrer molekularen Masse durchgefuhrt. Dabei
kommt das diskontinuierliche SDS-PAGE-System nach Laemmli (1970) zum Einsatz,
welches aus einem gro3porigen Sammelgel und einem kleinporigen Trenngel besteht.
Diese Methode ermdglicht eine prézise Trennung der Proteine anhand ihrer Molektilgré3e

und sorgt fur scharfe Banden.
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Tab. 29: Zusammensetzung der Gele fur SDS-PAGE

Trenngel (8 %) Sammelgel (6 %)
Aqua bidest. 9,3 mL Aqua bidest. 4,1 mL
Acrylamid (30%) 5,2 mL Acrylamid (30%) 1 mL
Tris-HCIl, pH 8,8 5 mL Tris-HCI, pH 6,8 0,75 mL
SDS 10% 0,2 mL SDS 10% 60 pL
APS 10%, 0,2 mL APS 10%, 60 pL
TEMED 12 yL TEMED 6 uL

Fur die Gelelektrophorese werden 8 %-Polyacrylamid-Gele mit einer Dicke von 1,5 mm
verwendet. Die Zusammensetzung ist in Tab. 29 dargestellt und ausreichend fur jeweils
2 Gelkammern. Die Herstellung der Gele erfolgt in zwei Schritten. Zunachst wird das
Trenngel angesetzt, indem alle bendétigten Losungen gemischt und zuletzt TEMED zur
Initierung der Polymerisation hinzugefiigt und wieder gemischt werden. Das Gel wird
anschlieBend mit Isopropanol Uberschichtet und fir 30 Minuten polymerisiert. Ein
Restansatz dient als Polymerisationskontrolle. Nach dieser Zeit wird das Isopropanol
entfernt, bevor das Sammelgel gegossen und der Kamm eingesetzt wird. Nach einer

weiteren Polymerisationszeit von 30 Minuten ist das Gel einsatzbereit.

Es wird mit Probenmengen von 20 pg an Gesamtprotein gearbeitet. Die Proteinproben
werden mit bidestilliertem Wasser auf ein einheitliches Volumen eingestellt, bevor 5 uL
6x Lammli-Antragspuffer pro Probe hinzugegeben wird. Zur Denaturierung erfolgt eine
Erhitzung der Proben bei 95 °C fur 5 Minuten, gefolgt von einer kurzen Zentrifugation. Als
Referenz dient der Proteinmarker ,PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder® mit

Molekiilmassen zwischen 10 kDa und 250 kDa.

Die Elektrophorese wird in SDS-Laufpuffer durchgefihrt. Um eine gleichmallige
Auftrennung im Sammelgel zu gewéhrleisten, wird die Spannung zunéchst fur 30 Minuten
auf 100 V eingestellt. Anschlieend wird sie auf 150V erhoht, um eine effiziente

Separation der Proteine im Trenngel zu erméglichen.
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2.2.3.4 Halbtrockener Membran-Transfer, Western Blot

Die Ubertragung, der in der SDS-PAGE aufgetrennten Proteine auf eine
Polyvinylidenfluorid-Membran (PVDF-Membran), erfolgt mittels Western Blot. Zunachst
wird das Gel fur 10 Minuten in Transfer-Puffer gelagert, wahrend die PVDF-Membran in
Methanol aktiviert wird. In der Western Blot Kammer wird von der Anode ausgehend auf
drei Lagen Filterpapier die PVDF-Membran, darauf das Polyacrylamidgel und drei weitere
Lagen Filterpapier geschichtet und diese jeweils in Transfer-Puffer getrankt. Der Transfer
der Proteine auf die Membran wird Uber einen Zeitraum von 90 Minuten bei einer

Stromstarke von 1 mA/cm? durchgefihrt.

Anhand des Proteinmarkers wird die Membran nach erfolgtem Transfer zwischen 70 kDa
und 55 kDa in zwei Teile geschnitten. Oberhalb der 70 kDa befinden sich die Banden fur
das PSMA (apparentes Molekulargewicht von 100-120 kDa) und unterhalb der 55 kDa die
Banden fir B-Aktin (Molekulargewicht von 42 kDa). B-Aktin wird hier als Ladekontrolle
verwendet, da es ein ubiquitar und konstant exprimiertes Strukturprotein ist. Unterschiede
in der Proteinbeladung zwischen verschiedenen Proben kénnen dadurch bericksichtigt

werden.

Zur Blockierung unspezifischer Bindungsstellen werden die Membranen eine Stunde lang
in 5 %-Magermilchpulver-TBS inkubiert. Anschliel3end erfolgt eine Inkubation Gber Nacht
bei 4 °C in einem rotierenden 50-mL-Gefald mit dem priméren Antikérper. Die beiden
primaren Antikdrper gegen B-Aktin und PSMA werden dazu in 5 %-Magermilchpulver-
TBS verdunnt und zur jeweiligen Membranhélfte gegeben. Am néchsten Tag werden die
Membranen drei Mal fur jeweils 10 Minuten mit TBS-T gewaschen, um nicht spezifisch
gebundene Antikorper zu entfernen. Daraufhin werden sie mit dem sekundéren
Antikorper, geldst in einer 5 %-Magermilchpulver-TBS Lo6sung, fur eine Stunde bei
Raumtemperatur unter Rotation inkubiert. Nach weiteren Waschschritten — drei Mal fur
10 Minuten mit TBS-T und einmal fir 10 Minuten mit TBS — ist die Membran fur die

nachfolgende Detektion bereit.
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2.2.3.5 Immunologischer Antigen Nachweis mittels Chemilumineszenz

Zur Immundetektion der Proteinsignale wird das Pierce™ ECL Western Blotting Substrate
fur starke Signale verwendet. Schwachere Signale konnen durch den Einsatz des
SuperSignal™ West Dura Extended Duration Substrate sichtbar gemacht werden. Die in
den jeweiligen Kits enthaltenen Reagenzien werden im Verhéltnis 1:1 gemischt, und pro
Membran wurden 500 puL der Mischung aufgetragen. Die Detektion der Signale erfolgt
tber Chemilumineszenz, wobei das Gerat Fusion Solo 7S in Kombination mit der
Software Evolution Capture zum Einsatz kommt. Die Erkennung der mitgeblotteten
Proteinbanden des Proteinmarkers dient zur Abschatzung des Molekulargewichts der von
den Antikorpern Uber Chemiluminiszenz detektierten Antigenbanden (PMSA und 3-Aktin).
Bei &hnlicher Signalstarke fur p-Aktin in den aufgetragenen Proben kann die relative

Starke der PSMA-Expression in den einzelnen Proben abgeschatzt werden.

2.2.3.6 RNA-Isolation

Die RNA-Isolation aus Zellen wird unter Verwendung des RNeasy® Mini Kits durchgefiihrt.
Folgend genannte Puffer stammen aus diesem Kit. Die auf Eis gelagerten Zellen werden
zwei Mal mit kaltem PBS gewaschen. Nach Zugabe von 350 pL RLT-Puffer, der mit 0,1 %
B-Mercaptoethanol versetzt ist, und unter Zuhilfenahme eines Zellschabers werden die
Zellen abgel6st und in ein 1,5 mL-Reaktionsgefald tberfihrt. Um die RNA-Bindung an die
Membran der Filterséule zu erméglichen, wird die Probe mit 350 pL Ethanol versetzt und
durch mehrfaches Auf- und Abpipettieren homogenisiert. Die so vorbereitete Probe wird
auf eine Saule des RNeasy® Mini Kits gegeben und fir 30 Sekunden bei 10.000 g
zentrifugiert. Der Durchfluss wird jeweils verworfen. Anschlie3end erfolgt ein Waschschritt
mit 350 uyL RW1-Puffer, gefolgt von einer erneuten Zentrifugation. Zur Entfernung
genomischer DNA wird die Membran mit 10 uL DNase | (RNase-frei) behandelt, die zuvor
mit 70 uL RDD-Puffer vermischt wird (RNase-Free DNase Set). Diese Mischung wird
direkt auf die Mitte der Membran gegeben und fur 15 Minuten bei Raumtemperatur
inkubiert. Nach der DNase-Behandlung wird die Membran der Saule erneut mit 350 L
RW1-Puffer gewaschen und zentrifugiert. Anschlielend folgen zwei weitere
Waschschritte mit 500 pL RPE-Puffer, wobei die Probe jeweils 30 Sekunden bzw.

2 Minuten lang zentrifugiert wird. Mit 30 L RNA-freiem Wasser wird die RNA in ein neues
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1,5 mL-Reaktionsgefal3 eluiert. Die RNA-Konzentration wird mittels Spektrophotometrie

bestimmt. RNA-Proben werden bei -80 °C gelagert.

2.2.3.7 cDNA-Synthese

Fur die Transkription von RNA in cDNA wird pro Probe ein Mastermix gemaf
Herstellerprotokoll des RevertAid H Minus First Strand cDNA Synthesis Kits hergestellt.
Dieser setzt sich pro Probe aus 0,5 puL RiboLock RNase Inhibitor (40 U/uL), 4 uL
Reaktionspuffer, 1 uyL Random Hexamer Primer (100 puM), 2 pL dNTP-Mix (jeweils
10 mM), 1 uL RevertAid H Minus Reverse Transkriptase (200 U/uL) und 0,5 pL nuklease-
freiem Wasser zusammen. Jeweils 1 ug Gesamt-RNA wird mit nuklease-freiem Wasser
auf 11 pL verdunnt, mit 9 uL Mastermix durch kurze Zentrifugation vermischt. Die cDNA-
Synthese erfolgt in drei Schritten im Thermocycler. Inkubiert wird fir 10 Minuten bei 25 °C
fur die Primerbindung, dann 60 Minuten bei 42 °C fir die cDNA Synthese und zuletzt
10 Minuten bei 70 °C zur Inaktivierung der reversen Transkriptase. Die Lagerung erfolgt
bei -20 °C.

2.2.3.8 Quantitative Echtzeit-PCR

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) wird zur Amplifikation von spezifischen DNA-
Sequenzen in vitro genutzt. FUr die quantitative Echtzeit-PCR (QRT-PCR) wird die zuvor
synthetisierte cDNA im Verhaltnis 1:20 mit nukleasefreiem Wasser verdinnt. Auf einer
96-well PCR-Platte werden pro Vertiefung 2 L, entspricht 10 ng, der mit nukleasefreiem
Wasser verdinnten cDNA (5 ng/uL) mit 8 pL eines spezifischen Mastermixes vermischt.
Dieser besteht aus 5 yL Maxima SYBR Green Mix, 0,25 pL Forward Primer (10 uM),
0,25 uL Reverse Primer (10 uM) und 2,5 pL nukleasefreiem Wasser. Pro cDNA-Probe

werden jeweils Triplikate angesetzt.

Zur Normalisierung der Expressionswerte wird Peptidylprolylisomerase A (PPIA) als
Referenzgen verwendet, da es als Haushaltsgen eine stabile Expression in den
untersuchten Proben aufweist. Die spezifischen Zyklustemperaturen fur die gPCR sind

Tab. 30 zu entnehmen.
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Tab. 30: Zyklusablaufe der gRT-PCR

Die Tabelle zeigt den Ablauf einer quantitativen Real-Time-PCR (qRT-PCR). Nach einer
initialen Inkubationsphase (Schritt 1) und Aktivierungs-/Denaturierungsphase (Schritt 2)
folgen die zyklischen Amplifikationsschritte (Schritt 3) mit Denaturierung, Annealing und
Elongation. In Schritt 4 wird eine Schmelzkurvenanalyse zur Uberprifung der
Produktspezifitdt durchgefuhrt, wobei die Temperatur schrittweise erhoht wird. Der
Anstieg entspricht einer langsamen Temperaturerhéhung in kleinen 1 % Schritten zur
genauen Bestimmung der Schmelztemperatur. AbschlieRend erfolgt eine kurze
Kihlphase (Schritt 5).

Schritt Temperatur [°C] Dauer Zyklen Anzahl
1 50 2 min 1
2 95 10 min 1
3 95 15s 40
63 2s
60 1 min
4 95 15s 1
60 1 min 1 % Anstieg
95 30s
5 60 15s 1

Die RT-gPCR wird mit dem TagMan® PCR 7500 Fast System durchgefiihrt. Die Analyse
der Daten erfolgt mithilfe der 7500 Real-Time PCR System Software von Applied

Biosystems.

Zur Berechnung der mRNA-Expression wird die AACt-Methode angewendet (Ct = cycle
threshold). Dabei wird zunéchst der Ct-Wert des Zielgens mit dem des Haushaltsgens

normalisiert;

ACTProbe = CTAnalyt - CTHaushaltsgen
Anschlie3end wird die Differenz zwischen der Probe und einer Referenzprobe berechnet:

AACT = ACTProbe - ACTReferenz

Die relative mRNA-Expression wird schlie3lich mit folgender Formel bestimmit:

relative mRNA — Expression = 2724¢r
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Diese Methode ermdglicht eine vergleichende Quantifizierung der mMRNA-Expression im
Verhaltnis zur Referenzprobe und erlaubt eine relative Expressionsanalyse unabhangig

von der Ausgangsmenge der cDNA.

2.2.4 Statistische Auswertung

Die deskriptive Statistik erfolgt anhand von Mittelwerten und deren Standardabweichung
(SD). Fur den Vergleich von zwei unabhangigen Gruppen wird ein zweiseitiger t-Test fur
unabhangige Stichproben mittels Microsoft® Excel verwendet. Bei Experimenten mit mehr
als zwei Gruppen wird eine einfaktorielle Varianzanalyse (one-way ANOVA) durchgefinhrt,
um Unterschiede zwischen den Gruppenmittelwerten zu identifizieren. Als statistisch
signifikant werden p-Werte von 0,05 definiert. Es gilt die folgende Einteilung der
Signifikanzniveaus (Tab. 31). Zur statistischen Auswertung und Darstellung wird mit

Microsoft® Excel und GraphPad Prism 8 gearbeitet.

Tab. 31: Signifikanzniveaus

p-Wert Symbol
p <0,05 *
p<0,01 x*

p < 0,001 il
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3. Ergebnisse

Ziel dieser Arbeit ist die Generierung einer PSMA-exprimierenden Prostatakarzinom-
Zelllinie, basierend auf den Bioware Brite PC3 Red-FLuc-GFP (PC3*) Zellen, sowie die
Charakterisierung der Zellklone.

3.1 Nachweis von PSMA nach transienter Expression in HEK293FT Zellen mit pCMV6-
FOLH1-Vektoren

Die transiente Transfektion mit pPCMV6-FOLH1-Vektoren erfolgte, um die Expression des
Zielgens vor der genetischen Integration zu prifen. Hierfur wurden HEK293FT Zellen
mittels Effectene mit pCMV6-FOLH1-Isol, pCMV6-FOLH1-Iso2, pCMV6-FOLH1-Iso4
oder pCMV6-Empty Vektoren transfiziert. Fir den Nachweis der Expression von PSMA-
Protein in den transfizierten HEK293FT-FOLH1 Zellen wurden Western Blots angefertigt.
Nach der Proteinextraktion aus den Zelllysaten folgte eine SDS-PAGE und Ubertragung
auf eine PVDF-Membran mit anschlieBender Chemilumineszenzdetektion Uber einen

PSMA-spezifischen und einen daran bindenden sekundaren chemiluminseszierenden

Antikdrper.
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Abb. 1: Immundetektion von FOLH1-Isoformen in transient transfizierten HEK293FT
Zellen

Der dargestellte Immunblot zeigt die Expression von FOLH1-lsoformen (PSMA) in

Lysaten (jeweils 20 pug) nach Mock-Transfektion (Spalte 1) oder nach Transfektion mit den

pCMV6-FOLH1-Isoformen 1, 2 und 4 (Spalten 2-6). Endogen FOLH1-exprimierende

LNCaP Zellen dienten als Positivkontrolle (Spalte 7), B-Aktin als Ladekontrolle (Aktin).
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Die Western Blot Analyse der Zelllysate ergab eine schwache PSMA-Expression fur die
FOLH1-Isoformen 1 und 2, wahrend fur die FOLH1-Isoform 4 keine detektierbare PSMA-
Bande nachgewiesen werden konnte. In den Lysaten der FOLH1-Isoform 1 waren zwei
Banden im Bereich von ca. 120 kDa und 125 kDa sichtbar, wahrend bei FOLH1-Isoform 2
eine einzelne Bande knapp unterhalb der 120 kDa-Bande der LNCaP Zellen erschien. Die
Ergebnisse sind konsistent mit friheren Studien, die PSMA-Banden mit dem gleichen
PSMA-Antikorper in LNCaP Zelllysaten zwischen 100 und 120 kDa nachweisen konnten
(Gorges et al., 2016).

Da in den Zelllysaten der FOLH1-Isoform 4 kein PSMA nachweisbar ist, wurde das
Zellkulturmedium, entsprechend dem Uberstand, auf das Vorhandensein von PSMA
untersucht. Die Western-Blot-Analyse zeigt jedoch keine detektierbaren PSMA-Banden
fiir alle getesteten Isoformen in den Uberstanden, was darauf hinweist, dass keine der

PSMA-Isoformen in das Zellmedium sezerniert wird (Abb. 2).
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Abb. 2: Immundetektion von FOLH1-Isoformen in Uberstanden von transient
transfizierten HEK293FT Zellen

Der dargestellte Immunblot zeigt die Expression von FOLH1-lIsoformen (PSMA) in
Uberstanden (Zellkulturmedium) von HEK293FT Zellen. In Spalte 1 sind Uberstande nach
Mock-Transfektion aufgetragen, also mit dem Leervektor pCMV6-empty transfizierte
HEK293FT Zellen; Spalte 2 und 3 nach Transfektion mit pCMV6-FOLH1-Isoform-1-
Vektor; Spalte 4 und 5 nach Transfektion pCMV6-FOLH1-Isoform-2-Vektor und Spalte 6
nach Transfektion mit pCMV6-FOLH1-Isoform-4-Vektor. Die (-Aktin (Aktin) Kontrolle
wurde durchgefiihrt, um zu zeigen, dass PSMA in den Proben aus dem Uberstand nicht
durch zellulare Uberreste als sezerniert vorgetauscht wird; das Signal in Spalte 2 ist am
ehesten auf eine Verunreinigung zurtickzufuhren.

3.2 Bestimmung der letalen Geneticin-Konzentration fur PC3* Zellen (kill curve)

Die Transfektionsvektoren enthalten das FOLH1-Gen, welches fir die PSMA-Expression
verantwortlich ist, und das Neomycin Phosphotransferase Il Gen, welches die Resistenz
gegen G418-Sulfat vermittelt. Bei erfolgreicher Transfektion sind entsprechend beide
Gene in das Zellgenom integriert und PSMA-exprimierende Klone kdnnen Uber die
Inkubation mit G418-haltigem Medium selektiert werden. Zellen, die den
Klonierungsvektor nicht aufgenommen haben, gehen durch das Antibiotikum Gber die

Hemmung der Proteinsynthese zugrunde (Bar-Nun et al., 1983).

Um fir die Selektion die ausreichende Konzentration an G418 zu bestimmen, wurde das
Zellwachstum der nicht resistenten PC3* Mutterzellen unter Anwesenheit von G418 in 6

verschiedenen Konzentrationen beobachtet und kill curves erstellt (siehe Anhang 2).
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Basierend auf den hier erhobenen Daten ist eine Konzentration ab 500 pug/mL
ausreichend fur die effiziente Abtétung untransfizierter Zellen mit G418. Fir die Selektion
wurde eine Konzentration von 750 -1.000 pg/mL verwendet, welche sich an
vergleichbaren Studien (Pathak et al., 2010), Herstellerangaben von G418 und der
Zellkulturdatenbank von TOKU-E  (http://cell-lines.toku-e.com/Antibiotics_14.html)

orientiert.

3.3 Kein Nachweis von PSMA nach stabiler Transfektion mit pCMV6-FOLH1-Vektoren

Die Vektoren pCMV6-FOLH1-Isoform1 und -Isoform2 wurden zur dauerhaften Integration
in das Genom der PC3* Zellen nach Linearisierung mittels Effectene transfiziert. Es
konnten nach Inkubation mit G418-haltigem Medium 12 Klone selektiert werden. Kein
Klon zeigte jedoch eine stabile PSMA-Expression in den durchgefuhrten Western Blots
(exemplarisch Abb. 3). Die Transfektion mit pCMV6-FOLH1-Vektoren war demnach nicht

erfolgreich.
pPCMV6- pPCMV6-
FOLH1-Iso1 FOLH1-Iso2 PCMV6-Empty  LNCaP
I I 1
Klon ’3I 4 5 6 11 2 3 4 9" "2 3 9 10 | «pa
| | | | | | | | | | | 1
L 130

PSMA =
—100

At W -

Abb. 3: Immundetektion von PSMA-Isoformen in stabil transfizierten PC3* Zellen mit
pCMV6-FOLH1-Vektoren

Der dargestellte Immunblot zeigt die Expression von FOLH1-lsoformen (PSMA) in

Lysaten (jeweils 20 pug) nach Transfektion mit den pCMV6-FOLH1-Isoformen 1, 2 (Spalten

1-9) oder nach Mock-Transfektion (Spalte 10 - 13). Endogen FOLH1-exprimierende

LNCaP Zellen dienten als Positivkontrolle (Spalte 14), B-Aktin als Ladekontrolle (Aktin).

3.4 Herstellung und Verifizierung des Expressionsvektors pEF1a-FOLH1

Aufgrund von in der Literatur beschriebenem gehauften Auftreten einer Silenzierung des

CMV-immediate/early-Promotors entschlossen wir uns zu einem Wechsel der


http://cell-lines.toku-e.com/Antibiotics_14.html)
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Expressionskassette zum menschlichen Elongationsfaktor-lalpha-Promotor (EF1a-

Promotor).

Fur die Erstellung des Vektors pEF1a-FOLH1-Isoforml1 und -Isoform2 lagen die folgenden
Ausgansvektoren vor: pEF1a-Entry-Vektor, pCMV6-FOLH1-Isoforml und pCMV6-
FOLH1-Isoform2. Ziel war es, die Inserts der zwei Isoformen des FOLH1-Gens in den

pEF1a-Entry-Vektor, der den EF1a-Promotor beinhaltet, zu transferieren.

Gearbeitet wurde mit Restriktionsendonukleasen SfaAl und Notl, die die Vektoren an den
multiplen Klonierungsstellen schneiden. Die einzelnen Restriktionsverdaue wurden

jeweils Uber analytische Agarosegele kontrolliert und fotodokumentiert.

FOLH1-Inserts fur die Isoformen 1 und 2 wurden unter Verwendung der
Restriktionsenzyme SfaAl und Notl aus den pCMV6-Ursprungsvektoren isoliert, der
Zielvektor pEF1a-Empty auf die gleiche Weise behandelt. Nach Auftrennung der
Fragmente Uber Agarose-Gelelektrophorese wurden die passenden Fragmente exzidiert

und aus den Gelstuicken isoliert (Abb. 4).
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a) pCMV6- PCMV6-
pEF1a-Entry FOLH1-Iso1 FOLH1-lso2 kb
v o e -
-5
e " M
b) pCMV6- PCMV6-
pEF1a-Entry FOLH1-Iso1 FOLH1-Is02

, : ) " » kb

B = 10
s R gy
Q{‘ : \

5

|2/’---- 3

Abb. 4: Praparatives Gel zur Isolation des Vektors und der Inserts vor (a) und nach (b)
der Exzision

Die dargestellten Agarosegele zeigen den zu isolierenden Vektor pEF1a-Entry in den

Spalten 1 bis 5, markiert mit V (7 kb), und die beiden Inserts (3 kb), welche mit |11 (FOLH1-

Isoform1 in Spalten 6 bis 9) und 12 (FOLH1-Isoform2 in Spalten 10 bis 13) markiert sind.

Die zugeordneten Spalten zu jeweils dem Vektor oder den Inserts beinhalten das gleiche

Ausgangsprodukt (Replikate).

Die isolierten Inserts FOLH1-Isol und FOLH1-Iso2 wurden dann mit jeweils dem
Leervektor pEF1a-Empty ligiert. Parallel wurde in einem Ansatz der Vektor ohne Insert
religiert. Es wurden entsprechend drei Ligationen durchgefihrt. Die Endprodukte waren
die Vektoren pEF1a-FOLH1-Iso1, pEF1a-FOLH1-Iso2 und pEF1a-Empty.

Chemisch kompetente E.coli TOP10 Bakterien wurden mit Insert-haltigen und insertfreien
Ligationsansatzen unter Kanamycin-Selektion transformiert. Inserthaltige Klone wurden
Uber minipraparierte DNA Extraktion identifiziert. Die Darstellung transfektionsfahiger
DNA erfolgte Gber MIDI-Praparation und anschlie3ender Verifizierung der Integritat der
Inserts mittels Sanger-Sequenzierung. Kodierende Sequenzen entsprechen den NCBI
Referenzsequenzen mit Accession Nr. NM_004476.3 (Isoform 1) und NM_001014986.3
(Isoform 2).
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Die FOLH1 Isoform 2 unterscheidet sich von der FOLH1 Isoform 1 durch eine deletierte

Sequenz zwischen dem 1971 und 2063 bp, welches dem Exon 18 entspricht:

c.1971_2063del(CCCAATAGTATTAAGAATGATGAATGATCAACTCATGTTTCTGGAAAGAG
CATTTATTGATCCATTAGGGTTACCAGACAGGCCTTTTTATAG) = AExon18

Auf Proteinebene entspricht dies einer Deletion der Aminosauresequenz zwischen den
Aminosauren 657 und 688, sowie einem Aminosauretausch an Stelle 689 von Arginin (R)
zu Lysin (K) (Abb. 5):

p.del657_688(NPIVLRMMNDQLMFLERAFIDPLGLPDRPFYR)insK

Die Deletion betrifft eine Anderung im extrazellularen Anteil des PSMA

Transmembranproteins.
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Abb. 5: Sanger-sequenzierte DNA der FOLH1-Isoform1l Sequenz im pEF1a-FOLH1-
Vektor und Vergleich der PSMA Aminosauresequenzen der Isoformen 1 und 2
Abgebildet ist die Sanger-sequenzierte DNA des FOLH1-Isoforml Gens im pEF1a-

FOLH1-Vektor aus einer

Midi-Praparation

sowie die abgeleiteten

Proteinsequenzen der Isoformen 1 und 2. Das Alignment wurde mit BLASTp durchgefuhrt.
Schwarz fett markiert die kodierende Sequenz fir die FOLH1 Isoform 1. markiert die
SfaAl Restriktionsschnittstelle. Hell blau markiert die Notl Restriktionsschnittstelle, rot die
Proteinsequenz der FOLH1 Isoform 1 im Einbuchstabencode, blau die Proteinsequenz
der FOLH1 Isoform 2 im Einbuchstabencode, gelb die Deletion des Exon 18 der FOLH1
Isoform 2 und zeigt sich als fehlende Aminosauresequenz zwischen AS 657 und 688 der
Isoform 2 und ein Aminosauren-Austausch an Stelle 689 von Arginin (R) zu Lysin (K) im
Vergleich zur Isoform 1. Die restlichen Abschnitte sind identisch.

PSMA
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FOLH1-1s02 Referenz
FOLH1-1solReferenz
FOLHI-lsol mini prap

FOLH1-1so1 midi prap
FOLHI-1so2 mini prap

FOLH1-1502 midi prap
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tggaaagagcatttattgatcocattagggttaccagacaggecctttttataggecatgtocatct
TEEAARGAGCATTTATTGATCCATTAGEG TTACCAGACAGGCCTTTTTATAGGCATGTCATCT

FOLHI-1sol mini prap

FOLH1-1solmidiprap
FOLH1-1s02 mini prap

FOLH1-1so2 midi prap

Abb. 6: Sequenzunterschied zwischen FOLH1 Isoform 1 und 2 auf DNA-Ebene
Ausschnitt aus den Chromatogrammen der Sanger-Sequenzierungen beider Insert-
Sequenzen von pEFla-FOLH1-Isol und -I1so2 (Mini- bzw. Midi-Praparation) im Vergleich
zu den Referenzsequenzen von NCBI Gene beider FOLH1 Isoformen. Dargestellt ist das
deletierte Exon 18 in Isoform 2 im Vergleich zur Isoform 1.

Die Transfektionsvektoren pEF1a-FOLH1-Iso1 und pEF1a-FOLH1-Iso2 sind somit
Uberpruft und validiert. Sie wurden fir die transiente und stabile Transfektion der PC3*

Zellen eingesetzt.

3.5 Nachweis von PSMA nach transienter Expression in PC3* Zellen mit pEF1a-FOLH1-
Vektoren

Die transiente Transfektion mit pEF1a-FOLH1 Vektoren erfolgte, um die Expression des
Zielgens vor der genetischen Integration mittels Western Blot zu priufen. Hierfir wurden
PC3* Zellen mittels Attractene mit pEF1a-FOLH1-Isol, pEF1a-FOLH1-1so2 oder pEF1a-
FOLH1-Empty Vektoren transfiziert. Der Nachweis der PSMA-Proteinexpression erfolgte
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Uber Western Blots. Die Proteinaufbereitung und PSMA-Darstellung erfolgte analog zu

oben beschriebenen Western Blots.

N
\&° \‘.ooq' ’Q}(\Q
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Abb. 7: Immundetektion von PSMA-Isoformen in transient transfizierten PC3* Zellen mit
pEF1a-FOLH1 und pEF1a-Empty-Vektoren

Der dargestellte Immunblot zeigt die Expression von FOLH1-lsoformen (PSMA) in

Lysaten (jeweils 20 ug) nach Transfektion mit den pEF1a-FOLH1-Isoformen 1, 2 (Spalten

1 - 4) oder nach Mock-Transfektion (Spalte 5) oder nicht transfizierter Negativkontrolle

(Spalte 6). Endogen FOLH1-exprimierende LNCaP Zellen dienen als Positivkontrolle

(Spalten 7 und 8), B-Aktin als Ladekontrolle (Aktin).

PC3* Zellen exprimieren PSMA nach der transienten Transfektion mit den pEF1a-FOLH1
Vektoren der Isoform 1, nicht aber der Isoform 2. Das Bandenmuster ist vergleichbar mit
dem Western Blot nach der transienten Transfektion mit dem pCMV6-
FOLH1-Isol-Vektor. Generell erkennt man eine im Vergleich zur transienten Transfektion
unter dem CMV-immediate/early-Promotor verringerte Expression unter dem pEF1a-
Promoter in PC3* Zellen (vgl. Abb. 1). Somit wurde trotz mangelnder Detektion von der
FOLH1 Isoform 2 in der transienten Transfektion die Untersuchung dieser Isoform nach

stabiler Transfektion fortgeftuhrt.

3.6 Nachweis von PSMA nach stabiler Expression mit pEF1a-FOLH1-Vektoren

Vor der stabilen Transfektion wurden die pEF1a-FOLH1-Vektoren mit dem
Restriktionsenzym ApalLl linearisiert, anschlieend aufgereinigt und der Erfolg der
Linearisierung gelelektrophoretisch bestatigt. Die stabile Transfektion der PC3* Zellen mit
dem pEF1a-FOLH1-Isol oder -Iso2 Vektor erfolgte mittels Attractene. Nach 4 Wochen
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Inkubation unter Selektionsdruck mit G418 wurden die vorhandenen Klone auf die PSMA

Proteinexpression untersucht (Abb. 8).
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Abb. 8:

pEF1a-FOLH1- und pEF1a-Empty-Vektoren

Die dargestellten Immunblots zeigen die Expression von FOLH1-Isoformen (PSMA) in
Lysaten (jeweils 20 ug) nach Transfektion mit den pEF1a-FOLH1-Isoformen 1 (a) oder 2
(b und c) oder pEF1a-FOLH1-Empty-Vektoren (b). In a) sind PSMA Banden der Klone 4
und 6 der pEF1a-FOLH1-1sol Transfektion dargestellt. In b) wie zu erwarten keine PSMA-
Bande der pEF1a-Empty Transfektion und eine PSMA Bande beim Klon 3 der pEF1a-
FOLH1-Iso2 Transfektion. In c) ist eine schwache PSMA Bande bei Klon 5 der pEF1a-
FOLH1-Iso2 Transfektion zu erkennen. Endogen FOLH1-exprimierende LNCaP Zellen

dienen als Positivkontrolle (Spalte 7), B-Aktin als Ladekontrolle (Aktin).

Immundetektion von PSMA-Isoformen in stabil transfizierten PC3* Zellen mit
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Im Western Blot zeigen 2 von 8 Klonen eine PSMA Expression der Isoform 1 und 2 von 6
Klonen der Isoform 2. Bei der Transfektion mit dem pEF1a-FOLH1-Isol Vektor sind die
Klone 11.4 und 11.6 erfolgreich auf PSMA getestet und bei der Transfektion mit pEF1a-
FOLH1-Iso2 sind bei den Klonen 12.3 und 12.5 zunachst ebenfalls PSMA Banden
detektierbar. Zusatzlich konnten 6 Klone mit transfiziertem pEF 1a-Empty-Vektor selektiert
werden, welche wie erwartet keine PSMA Expression aufweisen. Von diesen 10 Klonen
wurden umfassende Kryostocks angelegt. Um die PSMA-Expression im Langzeitverlauf
zu bestatigen, wurden vor Versuchen und vor Kryokonservierungen, sowie nach dem
Auftauen von kryokonservierten Zellen Western Blots angefertigt. Abb. 9 zeigt einen
Western Blot 2 Monate nach der stabilen Transfektion, bevor ein Teil der Zellen
kryokonserviert wurde. Deutlich zu erkennen sind die PSMA Banden der Klone 11.4 und
11.6, wahrend kein PSMA mehr bei Klon 12.3 detektiert werden konnte.

FOLH1-s01 T OH1-ls02

4 6 ' 3 LNCaP

| I I

|
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o~

Klon
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At }.--.’L 2

Abb. 9: Immundetektion von PSMA in den Klonen 1.4, 11.6 und 12.3 zur
Langzeitiiberprufung

Der dargestellte Immunblot zeigt die Expression von PSMA in Lysaten (jeweils 20 ug) der

Klone 11.4 (Spalte 1), 11.6 (Spalte 2) und 12.3 (Spalte 3) zwei Monate nach Transfektion.

LNCaP Zellen dienen als Positivkontrolle (Spalte 4), B-Aktin als Ladekontrolle (Aktin).

Folglich wurde mit den Klonen 11.4 und 11.6 weitergearbeitet. Diese Klone zeigen sich in

allen durchgefiihrten Western Blots wiederholt PSMA positiv.
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3.6.1 Nachweis der FOLH1-Expression auf mMRNA-Ebene

Fur die Uberprifung der PSMA-Expression auf mMRNA Ebene wurde die RNA aus den
Klonen 11.4, 11.6 und 12.3 isoliert, mittels reverser Transkriptase in cDNA umgeschrieben
und mit der qRT-PCR amplifiziert (Tab. 32).

Die Cr-Werte wurden auf das Haushaltsgen PPIA normalisiert. Der Klon 11.6 dient hier als
Referenzprobe der mRNA-Expression (Auswertung mittels der AAC,-Methode) fiir Klon
11.4 und Klon 12.3.

Tab. 32: qRT-PCR Auswertung

Zelllinie ¢; MW C; MW PPIA ACy AACT relative mRNA-Expression
11.6 19,462 19,175 0,287098 O 1 + 0,987
11.4 19,743 20,439 -0,69614 -0,98324 1,977 + 0,938
2.3 34,979 19,715 15,26375  14,97665 3E-05 + 0,398

FOLH1 mRNA-Expression

3,0
2,5
2,0

1,5

relative Genexpression

1,0

0,5

1.6 1.4 2.3
Zellinie

Abb. 10: mRNA-Expression von PSMA in [1.6, 11.4 und 12.3 Klonen

Dargestellt ist die relative PSMA-Genexpression der transfizierten Zellklone, 11.6, 11.4 und
12.3. Dafur wurde die mRNA aus den jeweiligen Zellklonen in cDNA umgeschrieben,
mittels gRT-PCR analysiert und mithilfe der AAC;-Methode ausgewertet. Der Klon 11.6
dient dabei als Kontrollzelllinie. Die Ergebnisse sind als MW + SD dargestellt.

In den Klonen 11.4 und 11.6 konnten ahnlich hohe FOLH1l-cDNA Konzentrationen

nachgewiesen werden. Der Klon 12.3 weist mit einem Ct-Wert von 35 und im Vergleich
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zum Haushaltsgen mit einem AC; von 15,3 eine sehr geringe Ausgangskonzentration der
FOLH1-spezifischen Nukleinsaure auf, was sich auch im Vergleich zum Klon 11.6
niederschlagt. Dieses Ergebnis deckt sich mit dem Western Blot (Abb. 9), zwei Monate
nach der Transfektion, in dem keine PSMA-Expression des 12.3 Klons mehr nachweisbar
ist. Die qRT-PCR beweist die Transkription des FOLH1-Isol Gens in mRNA in den beiden
Klonen 11.4 und 11.6.

3.6.2 Nachweis des PSMA-Rezeptors an der Zelloberflache der transfizierten Klone

mittels Lindmo-Assay

Um die Lokalisation des PSMA-Rezeptors an der Zelloberflache-lebender Transfektanten
nachzuweisen, wurde ein Lindmo-Assay durchgefihrt. Ziel des Lindmo-Assays ist es, die
immunreaktive Fraktion (IRF) zu bestimmen. Diese gibt an, welcher Anteil des markierten
Antikdrpers in der Lage ist, spezifisch an das Zielantigen zu binden. Obwohl die IRF primar
die Qualitat des radiomarkierten Antikorpers beschreibt, kann sie indirekt auch
Informationen Uber den Rezeptor liefern, insbesondere tber dessen Zuganglichkeit und
Bindungseigenschaften. Tab. 33 zeigt die IRF der Klone 1.4 und 11.6 im Vergleich zu dem
LNCaP Zellen als Positivkontrolle und den nativen PC3* Zellen als Negativkontrolle. Die
Abb. 11 und Abb. 12 zeigen die Bindungs- und Lindmo-Plots der vier Zelllinien, welche
den Zusammenhang zwischen Antigenkonzentration und Bindungsverhalten

veranschaulichen.

Tab. 33: Immunreaktive Fraktion der Zelllinien

Zelllinie Nanobody IRF [%]
LNCaP (Positivkontrolle) | Nb37 68,6
Nb13 60,3
Klon 11.4 Nb37 90,2
Klon 11.6 Nb13 61,7

PC3* (Negativkontrolle) Nb37 1,1
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Abb. 11: Bindungs- und Lindmo-Plot von LNCaP mit Nb37 (a) und Nb13 (b)

Dargestellt sind die Bindungs- und Lindmo-Plots der LNCaP Zellen mit den Nanobodies
Nb37 und Nb13 des Lindmo-Assays. Der Bindungsplot definiert den Zusammenhang
zwischen der Nanobody-Konzentration und der Bindung einer konstanten Menge
radioaktiv markierter Nanokorper. Die X-Achse stellt die Anzahl der Antigen-
prasentierenden Zellen dar, und die Y-Achse stellt die Menge der gebundenen radioaktiv
markierten Nanokorper dar. Die Anzahl der verfugbaren Bindungsstellen ist bei niedrigen
Antigenkonzentrationen begrenzt, was einer geringen Bindung fuhrt. Mit steigender
Antigenkonzentration binden immer mehr Nanokdorpermolekiile, bis ein Sattigungspunkt
erreicht ist, was die Spezifitat und Sattigbarkeit der Wechselwirkung bestatigt.
Beim Lindmo-Plot, welcher aus den Bindungsdaten abgeleitet wird, stellt die X-Achse den
Kehrwert der Zellkonzentration (1/[Antigen-prasentierende Zellen]) dar, wahrend die Y-
Achse das Verhaltnis von gebundenem zu freiem Nanokdrper (gebunden/frei) zeigt. Es
wird eine lineare Regression angewendet, wobei der y-Achsenabschnitt die IRF
reprasentiert.
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a) Klon 1.6 mit Nb13
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Abb. 12: Bindungs- und Lindmo-Plot von Klon 11.6 mit Nb13 (a), Klon 1.4 mit Nb37 (b)
und PC3* mit Nb37 (c)

Dargestellt sind Bindungs- und Lindmo-Plots der Klone 11.6 (a), 11.4 (b) und der PC3*

Zellen (c) mit den angegebenen Nanobodies Nb13 oder Nb37.
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Die IRF der LNCaP Zellen von 68,6 % mit Nb37 bzw. 60,3 % mit Nb13 zeigt eine hohe
Bindungsspezifitdt und Affinitat der Nanobodies an PSMA. Die transfizierten Klone 11.6
und 11.4 zeigen ebenfalls eine hohe IRF (61,7 % und 90,2 %), was den erfolgreichen
Transport von rekombinantem PSMA an die Zelloberflache belegt. Die wie erwartet sehr
niedrige IRF von nur 1,1 % im Versuch mit nativen PC3* Zellen verdeutlicht, dass sie kein
oder nur minimal PSMA exprimieren, da der Nanobody kaum spezifisch binden kann; das

gemessene Signal ist somit auf unspezifische Bindung zurtickzufiihren.

3.6.3 Nachweis der [*"7Lu]Lu-PSMA-I&T-Ligandenbindung an den PSMA-Rezeptor auf

transfizierten Klonen mittels Scatchard-Assay

Fur den Scatchard-Assay wurden zunachst die IC50-Werte fiir den [1/7Lu]Lu-PSMA-I&T-
Liganden bestimmt. Die Mittelwerte der IC50 und Standardabweichungen bei n =3

Versuchen sind in Tab. 34 dargestellt.

Tab. 34: IC50-Werte des [Y"’Lu]Lu-PSMA-I&T-Liganden

11.4 1.6 LNCaP
IC50 [nM] 2,09 1,95 6,47
SD 0,39 0,48 2,45

Uber den Scatchard-Assay-Vergleich der zwei transfizierten Klone mit der Positivkontrolle
(LNCaP) konnte die Funktionalitat von transgen exprimierten PSMA-Proteinen in PC3* im
Vergleich zu endogenem PSMA in LNCaP Zellen Uberprift werden. Dabei wurde der
radioaktiv markierte Ligand, [*"’Lu]Lu-PSMA-I&T, verwendet, um die Bindung an den
PSMA-Rezeptor zu quantifizieren. Besonders relevant war die Bestimmung der. Tab. 35
und Abb. 13 zeigen die Bmax-und Kp-Werte im Vergleich zwischen den Zelllinien bei einer

Versuchsanzahl von n = 3.

Tab. 35: Bmax- und Kp-Werte der Zelllinien

LNCaP (11.4 11.6 LNCaP [I1.4 11.6
Bmax [NM] | 2,83 0,13 0,34 Kb [nM] | 13,87 10,64 5,20
SD 0,43 0,04 0,27 SD 5,70 6,27 1,29
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Abb. 13: Bmax- und Kp-Werte der Zelllinien im Vergleich

Dargestellt sind die Bmax- (a) und Kp-Werte (b) in nM = die Standardabweichung der drei
Zelllinien, PC3*, 11.4 und 11.6, aus den Scatchard-Assays. Die Versuchsanzahl betragt
n = 3 pro Zelllinie.

Die Ergebnisse zeigen deutliche Unterschiede zwischen den Zelllinien in Bezug auf ihre
PSMA-Expression und die Affinitat zum Liganden. LNCaP Zellen weisen die héchste
maximale Bindungskapazitat (B.x = 2,826 nM) auf, was auf eine starke PSMA-
Expression, bzw. hohe Rezeptordichte an der Zelloberflache, hindeutet. Klon 11.4 weist
mit einer Bmax von 0,126 nM die niedrigste Expression auf, was eine um den Faktor 22
geringere Bindungskapazitat im Vergleich zu LNCaP bedeutet. Klon 11.6 zeigt mit einer
Bmax von 0,330 nM eine etwas htéhere Expression als Klon 11.4, jedoch immer noch eine

um den Faktor 8 geringere Expression als die LNCaP Zellen.

Bezliglich der Dissoziationskonstanten, die die Affinitat des ['Y"/Lu]Lu-PSMA-I&T-
Liganden zu PSMA widerspiegeln, zeigt sich ein umgekehrter Trend. LNCaP hat mit einer
Ko von 13,87 nM die geringste Bindungsstarke. Klon 11.4 zeigt eine etwas starkere
Bindung mit einer Kp von 10,64 nM, was eine um den Faktor 1,3 starkere Bindung im
Vergleich zu LNCaP bedeutet. Klon 11.6 weist mit einer Kp von 5,20 nM die hdchste
Affinitat auf, was bedeutet, dass der Ligand in diesem Klon am starksten an PSMA bindet,

und zwar um den Faktor 2,7 starker als bei LNCaP.
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Zusammenfassend lasst sich sagen, dass LNCaP am meisten PSMA exprimiert und damit
die hochste Rezeptordichte besitzt, aber die Bindung zum Liganden vergleichsweise
schwécher ist. Klon 11.6 hingegen exprimiert weniger PSMA als LNCaP, bindet den
Liganden jedoch mit der hochsten Affinitat. Klon 11.4 stellt den PSMA-schwécheren Klon
dar, da sowohl die PSMA-Expression als auch die Bindungsstarke geringer als bei Klon
11.6 sind.

3.6.4 Vergleichbares Proliferationsverhalten der Transfektanten 11.4 und 11.6 und der
Mutterzellen

Um einen moglichen negativen Effekt der Transfektion und/oder transgener PSMA-
Expression auf die Zelleigenschaften von PC3* Zellen festzustellen bzw. diesen
auszuschliel3en, wurde das Wachstum der Transfektanten und das der parentalen Zellen
mittels MTS-Assay quantifiziert und verglichen. Um den potentiellen Effekt der PSMA-
Expression von einem allgemeinen Effekt der Transfektion auf das Zellwachstum
unterscheiden zu koénnen, wurde zusatzlich das Wachstum von PC3* Zellen mit
transfiziertem Leervektor analysiert. Das Wachstum der Zelllinien wurde Uber einen

Zeitraum von 84 Stunden zu 3 Zeitpunkten (12, 60 und 84 Stunden) gemessen.

Die Graphen (Abb. 14 und Abb. 15) zeigen die exponentielle Entwicklung der Zellzahl in
Prozent auf einer logarithmisch skalierten y-Achse gegen die Zeit in Stunden. Dargestellt
sind Wachstumskurven jeweils eines FOLH1-transfizierten Klons im Vergleich zu der
parenteralen Mutterzelllinie PC3* und einem mit Leervektor transfizierten Klon (E3 oder
E2). In Tab. 36 sind die Verdopplungszeiten und Wachstumsraten der Zelllinien

dargestellt.
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Abb. 14: Wachstumskurven der Klone 11.4 (a) und 11.6 (b)

Relative Zellzahlen wurden zu den Zeitpunkten 36, 60 und 84 Stunden nach Aussaat
bestimmt. Die Zellzahl zum Zeitpunkt t = 36 ist die Ausgangszellzahl und entspricht
100 %. Die Punkte mit Fehlerbalken stellen die Mittelwerte der relativen Zellzahlen aus
drei Versuchen mit der Standardabweichung (MW + SD) dar. Die gestrichelte Linie
visualisiert die Regressionsgerade und die schraffierte Flache markiert den Bereich
zwischen Regression + einem Standardfehler und veranschaulicht so die Unsicherheit der
Regression. Parentale PC3* Zellen sind blau; der PSMA-exprimierende Klon 11.4 (a) bzw.
11.6 (b) ist rot und die Leervektorkontrolle E3 ist grin dargestellt.
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Abb. 15: Wachstumskurven der Klone 12.3 (a) und 12.5 (b)

Relative Zellzahlen wurden zu den Zeitpunkten 36, 60 und 84 Stunden nach Aussaat
bestimmt. Die Zellzahl zum Zeitpunkt t = 36 ist die Ausgangszellzahl und entspricht
100 %. Die Punkte mit Fehlerbalken stellen die Mittelwerte der relativen Zellzahlen aus
drei Versuchen mit der Standardabweichung (MW x SD) dar. Die gestrichelte Linie
visualisiert die Regressionsgerade und die schraffierte Flache markiert den Bereich
zwischen Regression + einem Standardfehler und veranschaulicht so die Unsicherheit der
Regression. Parentale PC3* Zellen sind blau; der PSMA-exprimierende Klon 12.3 (a) bzw.
12.5 (b) ist rot und die Leervektorkontrolle E3 (a) oder E2 (b) ist griin dargestellt.
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Tab. 36: Wachstumsparameter der Zellklone und der Mutterzelllinie

Dargestellt sind die Wachstumsrate # mit Standardfehler SE () und Verdopplungszeit T,
[h] mit Standardfehler SE(T,) unter Annahme eines exponentiellen Zellwachstums
innerhalb von 48 Stunden pro Zelllinie.

Zelllinie Wachstumsrate SE(7) Verdopplungszeit T, + SE(T,)
PC3* 0,0198 0,0012 350 £+ 21
1.4 0,0201 0,0012 346 + 21
11.6 0,0196 0,0011 353 = 20
El 0,0204 0,0012 340 = 20
E2 0,0145 0,0003 478 = 1,0
E3 0,0186 0,0011 372 + 23
E4 0,0197 0,0015 351 = 26
E5 0,0194 0,0013 357 + 24
E6 0,0201 0,0016 345 + 27
2.3 0,0148 0,0011 469 = 34
2.5 0,0142 0,0039 48,8 + 134

Hier zeigen die PC3* Zellen eine Verdopplungszeit von 35 + 2,1 Stunden. Die beiden
Klone 11.4 und 11.6 haben é&hnliche Verdopplungszeiten von 34,6 +2,1 und
35,3 + 2 Stunden. Alle Klone, die mit dem pEF1a-Leervektor transfiziert wurden, zeigen
ebenfalls, bis auf Klon E2, Verdopplungszeiten von ungefahr 35 Stunden. Es besteht kein
statistisch signifikanter Unterschied zwischen den Wachstumsraten aller Zelllinien bei

einer Signifikanzschwelle von a = 0,05.

Aufgrund der langsamen Proliferation bei der Anzucht und negativen Testung auf PSMA
im Verlauf wurde nur ein Versuch fur die Klone 12.3 und 12.5 durchgefuhrt. Das
Wachstumsverhalten der Klone 12.3 und 12.5 erwies sich in dem Proliferations-Assay mit
einer mehr als 10 Stunden langeren Verdopplungszeit im Vergleich zu den parentalen
PC3* Zellen deutlich verlangsamt. Entsprechend wurden die Klonen 12.3 und 12.5

verworfen.
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3.7 Vergleichbares Proliferationsverhalten der Transfektanten und parentaler PC3*

Zellen unter Behandlung mit Taxanen

Die Klone 11.4, 11.6 sowie die PC3* Mutterzellen wurden mit den Zytostatika Cabazitaxel
und Docetaxel fur eine Dauer von funf Tagen in unterschiedlichen Konzentrationen
zwischen 0 nM und 50 nM behandelt. Bei Docetaxel und Cabazitaxel handeln es sich um
Zytostatika aus der Gruppe der Taxane, die stabil an den Mikrotubuli-Apparat binden

(Spindelgift) und auf diese Weise die Mitose blockieren.

Ziel unserer Untersuchung war es, die Auswirkung der PSMA Expression auf die
Zytotoxizitdt der beiden Substanzen zu analysieren, indem die IC50 Werte der

verschiedenen Zelllinien bestimmt und verglichen werden.

Die Abb. 16 und Abb. 17 zeigen exemplarisch jeweils eine Dosis-Wirkungskurve fur
Docetaxel und Cabazitaxel fur die ausgewéhlten Klone 11.4 und 11.6 sowie fur parentale
PC3* Zellen. Die erhaltenen Kurven verdeutlichen die vergleichbare Dosisabhangigkeit

der Wirkung der Substanzen auf die Proliferation der Zelllinien.
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Abb. 16: Dosis-Wirkungskurven unter Docetaxel

Aufgetragen ist die Zellpopulation in Prozent der drei Zelllinien PC3* (a), 11.4 (b) und 11.6
(c), berechnet aus der Absorption, gegen die Docetaxel Konzentration [nM]. Die Zellen
wurden funf Tage lang mit Docetaxel behandelt und anschlieRend wurde die relative
Zellzahl pro Docetaxel-Konzentration bestimmt. Dargestellt ist exemplarisch einer von vier
Versuchen pro Zelllinie.
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Abb. 17: Dosis-Wirkungskurven unter Cabazitaxel

Aufgetragen ist die Zellpopulation in Prozent der drei Zelllinien PC3* (a), 11.4 (b) und 11.6
(c), berechnet aus der Absorption, gegen die Cabazitaxel Konzentration [nM]. Die Zellen
wurden funf Tage lang mit Cabazitaxel behandelt und anschlieend wurde die relative
Zellzahl pro Cabazitaxel-Konzentration bestimmt. Dargestellt ist exemplarisch einer von
vier Versuchen pro Zelllinie.

Die berechneten Mittelwerte der IC50 aus jeweils 3 Versuchen mit Standardabweichung

fur die verschiedenen Zelllinien sind in Tab. 37 und Abb. 18 zusammengefasst.
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Tab. 37: I1C50 unter Docetaxel oder Cabazitaxel
Dargestellt sind die Mittelwerte der IC50 und deren Standardabweichung mit n = 4 pro

Zelllinie.
Docetaxel PC3* 1.4 1.6
IC50 [nM] 1,35 1,34 1,46
SD 1,07 0,94 0,77
Cabazitaxel PC3* 11.4 11.6
IC50 [nM] 0,78 1,48 1,13
SD 0,34 0,58 0,53
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Abb. 18: IC50 unter Inkubation mit a) Docetaxel und b) Cabazitaxel der Zelllinien PC3*,

1.4 und 11.6
Dargestellt sind die Mittelwerte der IC50 [nM] und deren Standardabweichung von
Docetaxel (a) und Cabazitaxel (b) der drei Zelllinien PC3*, 11.4 und I1.6. Die Zellen wurden
fur funf Tage mit Docetaxel oder Cabazitaxel behandelt, anschlie3end wurde die relative
Zellzahl bestimmt und dartber die IC50 berechnet. Die Versuchsanzahl betragt n = 4 pro
Zelllinie. Es zeigt sich kein signifikanter Unterschied zwischen den Zelllinien.

Die IC50 Werte der Zelllinien von beiden Chemotherapeutika unterscheiden sich nicht

signifikant voneinander. Es kann davon ausgegangen werden, dass die rekombinante

Expression des PSMA-Rezeptors keinen Einfluss auf die Wirkung von Docetaxel und

Cabazitaxel hat.
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3.8 Zunahme der Proliferationshemmung der Transfektanten unter Behandlung mit
[*"’Lu]Lu-PSMA-I&T

Zur Untersuchung der PSMA-abhangigen Sensitivitat gegentber [Y/Lu]Lu-PSMA-I&T
wurden die PSMA-transfizierten PC3* Zellklone 11.4 und 11.6, die parentalen PC3* Zellen
sowie die endogen PSMA exprimierenden LNCaP Zellen in einem 24-Stunden-
Inkubationsansatz mit unterschiedlichen Aktivitatskonzentrationen des Radioliganden
behandelt. Nach Entfernung des Radioliganden erfolgte eine Nachinkubation der Zellen
fur dreizehn Tage, woraufhin die Zellproliferation mittels Kristallviolett-Farbung

guantifiziert wurde.

Abb. 19 stellt exemplarisch die durch nichtlineare Regressionsanalyse ermittelten Dosis-
Wirkungskurven der Zelllinien PC3*, 11.4, 11.6 und LNCaP dar und veranschaulicht die
unterschiedlichen Sensitivitaten auf [*/’Lu]Lu-PSMA-I&T.
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Abb. 19: Dosis-Wirkungskurven der Zelllinien nach Behandlung mit [*"’Lu]Lu-PSMA-I&T
Die relative Zellzahl von PC3*, 11.4, 11.6 und LNCaP Zellen wurde nach 24-stindiger
Inkubation mit dem Radioliganden und 13-tagiger Nachkultur ermittelt. Aufgetragen ist die
Zellpopulation in Prozent der drei Zelllinien PC3* (a), LNCaP (b), 11.4 (c) und 11.6 (d),
berechnet aus der Absorption, gegen die [*”’Lu]Lu-PSMA-I&T Konzentration [MBg/mL].
Dargestellt ist exemplarisch einer von drei Versuchen pro Zelllinie. Die IC50-Werte aus
den dargestellten Regressionskurven betragen: PC3* 3,884 MBg/mL, 11.4 1,694 MBg/mL,
11.6 1,782 MBqg/mL und LNCaP 0,452 MBg/mL.

Zur besseren Vergleichbarkeit der experimentellen Ergebnisse sind die zugehdrigen
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IC50-Werte der Zelllinien in Abb. 20 und Tab. 38 zusammenfassend dargestellt.
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Abb. 20: [Y"/Lu]Lu-PSMA-I&T IC50-Werte der Zelllinien PC3*, 11.4, 11.6 und LNCaP
Dargestellt sind die Mittelwerte der IC50 [MBg/mL] und deren Standardabweichung von
[Y""Lu]Lu-PSMA-I&T der vier Zelllinien PC3*, 11.4, 11.6 und LNCaP. Nach 24-stundiger
Inkubation mit dem Radioliganden und 13-tdgiger Nachkultur wurden die relativen
Zellzahlen ermittelt und dartber mittels Regression die IC50 bestimmt. Die Signifikanzen
sind auf die PC3* Zellen bezogen.

Tab. 38: [Y"7Lu]Lu-PSMA-I&T IC50-Werte der Zelllinien PC3*, 11.4, 11.6 und LNCaP
Abgebildet sind die IC50-Werte pro Versuch und die Mittelwerte (MW) mit
Standardabweichung (SD) bei einer Versuchsanzahl n pro Zelllinie.

PC3* 1.4 11.6 LNCaP
IC50 3,76 1,97 1,67 0,18
SD 0,31 0,20 0,07 0,04
n 3 3 3 4

Die PSMA-negative PC3* Zelllinie zeigte mit 3,76 + 0,31 MBg/mL die héchste IC50 und
somit die geringste Sensitivitdt gegeniber [Y"7Lu]Lu-PSMA-I&T. Die beiden PSMA-
transfizierten Klone 11.4 (1,97 £ 0,20 MBg/mL) und 11.6 (1,67 = 0,07 MBg/mL) reagierten

signifikant sensitiver (p < 0,01), wobei kein signifikanter Unterschied zwischen den beiden
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Klonen festgestellt wurde. Am empfindlichsten reagierten die LNCaP Zellen (0,18 £+ 0,04
MBg/mL), deren IC50-Wert etwa 21-fach niedriger lag als der von PC3*, und rund 9- bis
11-fach niedriger als der der transfizierten Klone. Diese Unterschiede waren
hochsignifikant (p < 0,01).
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4. Diskussion

4.1 Erfolgreiche Etablierung der Klone 11.4 und 11.6

In dieser Arbeit konnte erfolgreich eine PSMA-exprimierende Zelllinie auf Basis der
Bioware Brite PC3 Red-FLuc-GFP Zellen etabliert werden und im Vergleich mit den
Mutterzellen und LNCaP Zellen hinsichtlich Wachstum, Rezeptoreigenschaften und
Verhalten unter Chemotherapie oder Bestrahlung mit [*/’Lu]Lu-PSMA charakterisiert
werden. Somit steht nun eine Zelllinie zur Verfigung, die die Tumorigenitat und
Androgenresistenz der PC3 Red-FLuc-GFP Zellen und die PSMA-Expression der LNCaP
Zellen in sich vereinigt, so dass sie sowohl fir In-vitro-Studien, als auch In-vivo-
Mausstudien zur Untersuchung von PSMA-exprimierenden Prostatakarzinomtumoren

verwendet werden kann.

Es wurden zwei stabile Klone mit pEF1a-FOLH1-Vektoren, 11.4 und 11.6, generiert, die
sich — abgesehen von der funktionellen Expression des PSMA-Rezeptors — nicht
signifikant von den Mutterzellen unterscheiden. Bindungsstudien mit [*’7Lu]Lu-PSMA-I&T
zeigen, dass die Affinitdt des rekombinant exprimierten PSMA in den PC3*-FOLH1 Zellen
mindestens vergleichbar mit jener der endogenen PSMA-Expression in LNCaP Zellen ist.
Lediglich Unterschiede in der maximalen Bindungskapazitat deuten auf eine geringere

absolute PSMA-Expression in den transfizierten Klonen hin.

Der erste Transfektionsansatz wurde mit pCMV6-FOLH1 Vektoren durchgefiihrt. Dabei
konnten die FOLH1 Isoformen 1 und 2 erfolgreich transient transfiziert werden und die
Funktionalitat dieser Vektoren bestétigt werden. Zu finden ist das PSMA in Zelllysaten,
nicht aber in Uberstanden. Das PSMA wird, als Transmembranprotein, wie erwartet nicht
sezerniert. Die FOLH1 Isoform 4 cDNA wurde aus LNCaP Zellen Gber die mRNA als
maoglicher Kandidat fur das PSM’, eine Splei3variante des PSMA, isoliert, zeigte jedoch
in dieser Arbeit ein abweichendes Verhalten und wurde daher verworfen. Bei der stabilen
Transfektion mit den pCMV6-FOLH1-Vektoren konnten Kkeine stabil PSMA

exprimierenden PC3* Zellen kloniert werden.
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4.2 Einordnung in bisherige Forschung und Anwendungsmoglichkeiten der etablierten

Zelllinie

Klinische Studien belegen die Relevanz der PSMA-Expressionsdichte fur Diagnostik und
Therapie des Prostatakarzinoms. Die Zwischenergebnisse der prospektiven,
randomisierten, multizentrischen Phase-llI-Studie DEPROMP (Krausewitz et al., 2023;
2024) zeigen, dass die PSMA-PET-gestlitzte Biopsie insbesondere bei hoch-PSMA-
exprimierenden Lasionen die Detektionsrate klinisch signifikanter Karzinome steigert und
in einzelnen Fallen zu einer Hochstufung des klinischen Stadiums fuhrt. Erganzend
demonstrierten Buttner et al. (2024), dass Patienten mit klinisch signifikantem
Prostatakarzinom signifikant hoéhere maximale SUV-Werte in PSMA-PET/CT-
Untersuchungen aufweisen. Diese Befunde unterstreichen die Bedeutung der PSMA-
Expressionsdichte nicht nur flr die diagnostische Sensitivitat und Spezifitat, sondern auch

fur die Effektivitat theranostischer Ansatze wie der [1’Lu]Lu-PSMA-Therapie.

Die in dieser Arbeit etablierte PSMA-positive PC3 Zelllinie bietet ein préaklinisches In-vitro-
Modell, um solche PSMA-abhangigen Mechanismen, darunter Bindungskapazitat,
Internalisierungseffizienz und maogliche Signalverstarkung, unter kontrollierten
Bedingungen zu analysieren. Damit lassen sich die in DEPROMP beobachteten
klinischen Korrelationen zwischen PSMA-Dichte und Detektions- bzw. Therapieerfolg auf

molekularer Ebene untersuchen.

In der praklinischen Forschung zur PSMA-Radioligandentherapie kommen tberwiegend
Xenograft-Modelle mit humanen PSMA-positiven Zelllinien wie LNCaP, 22Rv1l oder
genetisch PSMA-transduzierten PC3 Zellen (PC3-PIP Zellen) zum Einsatz (Meyer et al.,
2023; Arbuznikova et al., 2024; Peng et al., 2025; Tschan et al., 2022). Auch syngene
Mausmodelle mit humanem PSMA — etwa durch Transduktion muriner
Prostatakarzinomzellen wie RM1 (Fendler et al., 2017b) — werden genutzt, um
Wirkmechanismen, Biodistribution und Therapieeffekte von [17/Lu]Lu-PSMA-Liganden zu
evaluieren (Fendler et al., 2017a). Solche Modelle sind notwendig, da das murine FOLH1,
das funktionelle Homolog des humanen PSMA, sich sowohl in der Aminosauresequenz
als auch im Expressionsmuster unterscheidet: Es wird bei der Maus Uberwiegend in
Gehirn und Niere exprimiert und spielt in der Prostata eine untergeordnete Rolle (Bacich
et al., 2001; Schmittgen et al., 2003).
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Jungere Arbeiten wie die von Peng et al. (2025) demonstrieren das Potenzial von
[1"’Lu]Lu-PSMA-617 in orthotopen Modellen der Knochenmetastasierung, bei denen
Luciferase-exprimierende LNCaP Zellen in die Tibia implantiert wurden. Die Kombination
aus Biolumineszenz-Bildgebung, SPECT/CT und exakter Tracer-Quantifizierung belegte
eine hohe Affinitdt, Selektivitdt und Wirksamkeit der Therapie unter nahezu
physiologischen Bedingungen. Die hier erzeugten PC3-FOLH1-RedFLuc-GFP-FOLH1
Zellen ertffnen vergleichbare Mdglichkeiten, da sie sowohl PSMA exprimieren als auch
Biolumineszenz fur hochsensitive, longitudinale Tumorverfolgung bieten. Diese Methode
ermdglicht den Nachweis kleinster Tumorzellpopulationen bei gleichzeitig minimalem
Hintergrundsignal, verzichtet auf Strahlenbelastung und erlaubt wiederholte Messungen
am selben Tier. PET/CT oder SPECT/CT liefern hingegen klinisch standardisierte
guantitative Parameter, sind jedoch kosten- und zeitintensiver und kdnnen durch

unspezifische Organaufnahme limitiert sein.

Weitere Studien (Arbuznikova et al., 2024; Tschan et al., 2022) verdeutlichen, dass
Tumormaodell, Ligandenmenge und PSMA-Dichte entscheidend far
Radioligandenaufnahme und Therapieerfolg sind. Current et al. (2020) zeigen, dass eine
niedrige oder heterogene PSMA-Expression einen relevanten Resistenzmechanismus
darstellt. Daruber hinaus spielen induzierbare bzw. epigenetische
Downregulationsmechanismen eine Rolle: Sayar et al. (2023) identifizieren reversible
epigenetische PSMA-Silenzierungs-Prozesse, unter anderem vermittelt Gber Histon-
Deacetylasen (HDAC), die in vitro und in vivo (LNCaP-Modelle) zu verminderter
Ligandenaufnahme fihren. Eine HDAC-Inhibition konnte die PSMA-Expression und
Ligandenbindung wiederherstellen, was diesen Mechanismus als potenziellen Ansatz zur

Re-Sensitivierung ausweist.

In einer umfassenden Ubersicht beschreiben Stuparu et al. (2021) mehrere
Resistenzachsen auf Basis praklinischer Daten, darunter PSMA-Verlust oder
neuroendokrine Transdifferenzierung, Hochregulation der DNA-Schadensantwort,
Veranderungen im p53-Signalweg, hypoxiebedingte Internalisierungs- und Trafficking-
Defekte sowie Interferenzen mit dem Androgenrezeptor-Signalweg. Mehrere praklinische
Studien (Hope et al., 2017; Soeda et al., 2019) belegen zudem, dass der AR-Signalweg
die PSMA-Expression moduliert: Eine pharmakologische Blockade des AR (z. B. durch
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ADT) kann PSMA hochregulieren und dadurch die Aufnahme von PSMA-Tracern und -
Liganden steigern. Dies wurde sowohl im [®8Ga]Ga-PSMA-PET als auch mit [*®F]F-
markierten Liganden in LNCaP-Xenografts nachgewiesen, teilweise auch nach Langzeit-
ADT. Pharmakologische Hochregulation der PSMA-Expression vor einer
Radioligandentherapie (RLT) wurde in Mausmodellen erfolgreich mit epigenetischen
Modulatoren (z. B. 5-Azacytidin oder HDAC-Inhibitoren) getestet, um PSMA-niedrige oder
-heterogene Tumoren gezielt empfanglicher fur eine Radioligandentherapie zu machen
(van der Gaag et al., 2022).

Wahrend bisherige praklinische Radioligandenforschung tberwiegend LNCaP Zellen
einsetzt, eroffnet die nun verfligbare PSMA-positive PC3* Zelllinie die Mdbglichkeit,
vergleichbare und weiterfuhrende  Experimente in  einem  aggressiveren,
kastrationsresistenten Prostatakarzinommodell durchzufuhren, die der PSMA-Therapie
zuganglich ist. Dartber hinaus kénnen diese Zellen auch fir die Optimierung von PSMA-
Liganden (Stenberg et al., 2022) und die Testung von PSMA-Nanobodies (Busch,

Veroffentlichung ausstehend) oder anderen theranostischen Anséatzen genutzt werden.

4.3 Silenzierung CMV-immediate/early-Promotor und Umstieg auf den EF1a-Promotor

Obwohl viele Berichte die erfolgreiche Transfektion mit dem CMV-immediate/early-
Promotor belegen, gibt es Falle, in denen es nicht gelingt, Zelllinien mit konstitutiver
Expression der eingebrachten cDNA zu etablieren. Das spontane Erléschen der CMV-
Promotoraktivitat in Zellen wurde zeitlich und zelltypabhangig beobachtet (Gopalkrishnan
et al, 1999). Hierbei kommt es im Verlauf der Zellpassagen zur Akkumulation
epigenetischer Modifikationen, wie der Methylierung von CpG-Inseln im Promotorbereich
oder zur Histondeacetylierung, die die Transkription des Zielgens unterdriicken (Mutskov
und Felsenfeld, 2004). Besonders Promotoren viralen Ursprungs, wie der haufig
eingesetzte CMV-Promotor, sind bekannt daftir, im eukaryotischen Kontext anfallig fur
eine solche Inaktivierung zu sein (Brooks et al., 2004). Der Silenzierungsprozess erfolgt
oft schrittweise und manifestiert sich erst nach mehreren Zellteilungen, sodass die
Genexpression initial stabil erscheint, aber nach einigen Wochen signifikant abnimmt. Die

Silenzierung des CMV6-Promotos konnte ein Faktor sein, der dazu beigetragen hat, dass
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es im ersten Transfektionsansatz nicht gelungen ist, dauerhaft PSMA exprimierende
Klone mit den pCMV6-FOLH1-Vektoren zu etablieren.

Eine Expressionskassette mit dem menschlichen Elongationsfaktor-1a-Promotor fuhrte
bereits in anderen Studien zur erfolgreichen Etablierung mehrerer induzierbarer Zelllinien
aus verschiedenen menschlichen Tumorgeweben (Gopalkrishnan et al., 1999;
Teschendorf et al., 2002), weshalb ein zweiter Transfektionsansatz mit pEF1a-FOLH1-
Vektoren durchgefuhrt wurde. Die in dieser Arbeit hergestellten pEF1a-FOLH1-Vektoren
mit den Isoformen 1 und 2 des FOLH1-Gens und dem EF1a-Promotor wurden vollstandig

sequenziert und stimmen mit der Referenzsequenz lberein.

Bei der stabilen Transfektion mit pEF1a-FOLH1-Vektoren konnten zwei stabil PSMA
exprimierende Klone 11.4 und 11.6 der Isoform 1 generiert werden, sowie sechs Klone mit
dem pEF1a-Leervektor.

4.3.1 Verlust der PSMA-Expression

In dieser Arbeit wurde beobachtet, dass der mit dem pEF1a-FOLH1-Vektor stabil
transfizierte Klon 12.3 nach mehreren Wochen Kultivierung einen Verlust der
Zielgenexpression aufwies. Auffallig war dabei, dass dieser Verlust insbesondere bei dem
Klon auftrat, dessen Wachstum bereits von Beginn an im Vergleich zu nicht transfizierten
Kontrollzellen oder anderen Klonen beeintrachtigt erschien. Ein solcher
Wachstumsnachteil deutet darauf hin, dass die Expression des eingefiihrten Gens oder
die genetische Integration selbst fir die Zellen eine Belastung darstellte, die
mdoglicherweise selektiv das Uberleben von Zellen mit reduziertem oder verlorenem
Zielgen begunstigte. Dieses Phanomen ist in der Literatur gut beschrieben und kann auf
verschiedene molekulare Mechanismen zuriickgefiihrt werden. Neben der bereits oben
genannten epigenetischen Silenzierung des eingefuhrten Gens gibt es den sogenannten
Positionseffekt, der sich aus der zufalligen Insertionsstelle des Transgens im Genom
ergibt. Wird das Zielgen in genomische Regionen mit inaktivem oder sich verdichtendem
Chromatin integriert (z. B. Heterochromatin), kann dies im Verlauf der Zellkultur zu einer
schrittweisen Inaktivierung fihren (Giraldo und Montoliu, 2001). Auch strukturelle
Veranderungen des Genoms, wie sie insbesondere in tumorigenen und genomisch

instabilen Zelllinien (z. B. PC3 oder LNCaP) haufig auftreten, tragen dazu bei. Hier kdnnen
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Deletionen, Amplifikationen oder Chromosomenumlagerungen den Insertionslokus
beeintrachtigen oder das Zielgen komplett eliminieren (van Bokhoven et al., 2003). Der
Klon 12.3 konnte durch die hier durchgefihrten Untersuchungen als nicht stabil PSMA

exprimierend identifiziert und entsprechend friihzeitig aussortiert werden.

4.4 Einordnung und Beschreibung der PSMA-Rezeptor-Funktionalitat

Die Expression des rekombinanten PSMA-Rezeptors wurde auf Proteinebene im Western
Blot und auf mRNA Ebene mittels qRT-PCR bestatigt, sowie die Lokalisation an der

Zelloberflache mittels Lindmo- und Scatchard-Assay bewiesen.

In dieser Arbeit zeigt sich, dass die im Western Blot detektierten PSMA-Banden in
transfizierten PC3* Zellen sowie in LNCaP Zellen deutlich héhere apparente
Molekulargewichte (ca. 100 — 125 kDa) aufweisen, als die aus der Aminosauresequenz

berechneten theoretischen Werte der FOLH1-Isoformen (79 — 84 kDa, siehe

Tab. 15). Die Banden des rekombinierten PSMAs aus PC3* Zellen zeigen aufRerdem
leichte Grolenabweichungen zu den LNCaP Zellen (Abb. 8, Abb. 9).

Es ist allgemein anerkannt, dass die posttranslationale Anlagerung von Glykandomanen
eine zentrale Rolle bei der Vermittlung der Proteinstabilitat, -funktion und -struktur spielen
kann (Roth, 2002). Das PSMA-Protein enthélt zehn potenzielle N-Glykosylierungsstellen,
wobei die Glykane etwa 20-25 % des Gesamtmolekulargewichts des Glykoproteins
ausmachen (Holmes et al., 1996). Die Glykosylierung von PSMA kann in verschiedenen
Geweben sowie Zelllinien sehr unterschiedlich ausfallen. In friheren Untersuchungen
konnte gezeigt werden, dass die Glykosylierung von PSMA in humanem Samenplasma
besonders heterogen und polymorph ist, insbesondere an exponierten Sequons, was
auch fur die Entwicklung von Biomarkern von diagnostischem Interesse sein konnte
(Mackay et al., 2024). Mackay et al. (2022) konnten mittels Western-Blot-Analysen zeigen,
dass sich die PSMA-Expressionsmuster zwischen verschiedenen Prostatakarzinom-
Zelllinien  mit  unterschiedlichen  Malignitdtsphéanotypen in  charakteristischen
Bandenprofilen unterscheiden. In ihrer Studie wurden beispielsweise signifikante
Unterschiede in der Expression mehrerer Glykane zwischen den Zelllinien LNCaP und
MDAPCaZ2b nachgewiesen, die unterschiedliche biologische und maligne Eigenschaften
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aufweisen. Massenspektrometrische Analysen durch Yuan et al. (2022) bestétigen, dass
PSMA in LNCaP Zellen im Vergleich zu rekombinant exprimiertem PSMA in HEK293T17
Zellen einen hoheren Anteil an High-Mannose-Strukturen, jedoch kaum Sialylierungen
aufweist. PSMA im humanen Prostatagewebe zeigt bespielsweise ein dem LNCaP-Profil
ahnliches Glykanmuster, jedoch mit deutlich erhdhter Sialylierung an mehreren
exponierten Glykosylierungsstellen. Funktionell spielt die Glykosylierung von PSMA eine
wesentliche Rolle fur die Proteinstruktur, -stabilitit und enzymatische Aktivitat.
Insbesondere extrazellulare Glykosylierungspositionen kbnnen eine entscheidende Rolle
bei der Aufrechterhaltung der enzymatischen Funktion von PSMA spielen (Barinka et al.,
2004; Davis et al, 2005). Einige enzymatische oder mutationsbedingte
Deglykosylierungen kdonnen sogar zum vollstandigen Verlust der Enzymaktivitat fuhren
(Ghosh und Heston, 2003).

Die Unterschiede im apparenten Molekulargewicht stehen im Einklang mit friheren
Arbeiten, die signifikante Unterschiede in den Glykosylierungsmustern zwischen LNCaP
und PC3 Zellen beschrieben haben (Shah et al., 2015; Holmes et al., 1996; Gao et al.,
2012). LNCaP Zellen weisen demnach komplexere und starker verzweigte
Glykanstrukturen auf, wahrend PC3 Zellen tUberwiegend weniger komplexe Glykane
exprimieren. Vor diesem Hintergrund kann davon ausgegangen werden, dass die in
dieser Arbeit beobachteten hohen apparenten Molekulargewichte sowie die
unterschiedliche Bandenhthe zwischen PC3* und LNCaP Zellen das Ergebnis
unterschiedlicher posttranslationaler Modifikationen, insbesondere N-Glykosylierungen,
sowie mogliche Protein-Protein-Interaktionen darstellen, die zelltypspezifisch variieren
und potenziell funktionelle Auswirkungen auf Bindungsaffinitat, Internalisierung und
Stabilitdt des PSMA-Proteins haben kdnnen.

Aufféllig ist aulRerdem das Auftreten einer zusatzlichen Bande bei ca. 100 kDa in LNCaP
Zellen, welche in transfizierten PC3* Zellen fehlt. Diese ist am ehesten der Spleivariante
PSM' zuzuordnen (Grauer et al., 1998). Vergleichbare Western-Blot-Profile von LNCaP
Zellen fur PSMA-Banden zwischen 100 und 120 kDa wurden auch von Gorges et al.

(2016) unter Verwendung desselben Antikdrpers beschrieben.

Der durchgefiuihrte Scatchard-Assay gibt Auskunft Giber die PSMA-Rezeptordichte und die
Rezeptoraffinitat zum [Y“Lu]Lu-PSMA-I&T-Liganden. LNCaP Zellen weisen hohere
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Rezeptordichten als die Klone 11.6 und 11.4 auf, jedoch ist die Bindung zum Liganden
vergleichsweise schwacher. Die Hochregulation von PSMA unterliegt aber auch beim
Menschen erheblichen Schwankungen (Gorges et al., 2016), so dass es zur weiteren
Erforschung des Prostatakarzinoms und der [*7/Lu]Lu-PSMA-Therapie vorteilhaft ist, Gber
Zelllinien mit unterschiedlich hoher PSMA-Expression zu verfligen. Beispielsweise variiert
die PSMA-Expressionsstarke zwischen zirkulierenden Tumorzellen (CTCs) desselben
Patienten sowie zwischen CTCs und dem primaren Tumor stark — diese Heterogenitét
konnte fur die Therapieselektion und -tberwachung relevant sein (Gorges et al., 2016).
Die geringere Affinitdit der LNCaP Zellen kdnnte, wie bereits oben erwahnt, durch
unterschiedliche Glykosylierungsmuster und die Splei3variante PSM‘ der LNCaPs erklart
werden. PSM’ hat eine deutlich geringere Affinitat zu den PSMA-Liganden. Das liegt
daran, dass PSM’ durch das alternative Splei3en eine verkirzte extrazellulare Domane
besitzt; der groldte Teil der ligandbindenden Region fehlt (Grauer et al., 1998; Ghosh und
Heston, 2004). Wie sich die Bindungseigenschaften genau auf eine mdgliche
Internalisierung auswirken, ist Bestand weiterer Forschung und wurde in dieser Arbeit

nicht untersucht.

4.5 Keine Auswirkung der PSMA Expression auf die Zellproliferation der Transfektanten

Die Wachstumsrate von Klonen kann als indirekter Viabilitatsindikator herangezogen
werden, da sie die Fahigkeit der Zellen widerspiegelt, unter gegebenen Bedingungen zu
proliferieren und funktionell aktiv zu bleiben. Entsprechend ist ein verlangsamtes
Wachstum haufig ein Hinweis auf eingeschrankte Viabilitat oder zytotoxische Effekte,
etwa infolge von DNA-Schéaden, Stoffwechselstress oder toxischen Einflissen. (Riss et
al., 2013).

Die Verdopplungszeiten in der Literatur der nativen PC3 Zellen reichen von 24 bis
50 Stunden. Beispielsweise beschreibt Liu et al. (2020) eine Verdopplungszeit von
25,34 = 0,02 Stunden, Kaighn et al. (1979) eine von 33 Stunden; die Datenbank des NCI-
DTP nennt 27,1 Stunden; Cytion (Nr. 300312) gibt eine Verdopplungszeit von
40 £ 10 Stunden an und laut DSMZ (Nr. ACC-465) betragt diese 50 Stunden. Der
Hersteller PerkinElmer gibt die mittlere Verdopplungszeit der PC3* Zellen mit 24 Stunden
an. Die in dieser Arbeit bestimmten Verdopplungszeiten von ungefahr 35 Stunden liegen
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somit im Mittelfeld. Die Wachstumsgeschwindigkeit hangt von der Beobachtungsdauer,
der Zellkonfluenz beziehungsweise der Kontaktinhibierung und den
Kultivierungsbedingungen ab, sodass etwaige Abweichungen zu unterschiedlichen

Wachstumsgeschwindigkeiten fihren konnen.

Die Wachstumsgeschwindigkeit der transfizierten Klone 11.4 und 11.6 und der sechs
Empty-Klone unterscheidet sich im Vergleich zur Mutterzelllinie PC3* nicht signifikant
voneinander. Dies weist darauf hin, dass weder die Einfihrung des Vektors, noch die des
FOLH1-Gens oder die Expression des PSMA-Rezeptors einen Einfluss auf die
Proliferation dieser Transfektanten hat. Diese Versuche zeigen, dass bei weiteren
Versuchen auf Proliferationsbasis mit diesen Zellklonen nicht klonspezifische Effekte,

sondern Medikationseffekte nachweisbar gemacht werden kénnen.

4.6 Keine Auswirkung der PSMA-Expression auf die Zellproliferation der Transfektanten
bei Behandlung mit Taxanen

Fortgeschrittener Prostatakrebs wird fast immer mit einer Androgendeprivationstherapie
(ADT) behandelt, die initial zu einer Ruckbildung fuhrt. In jingster Zeit werden nach der
ADT Taxan-Medikamente wie Docetaxel, Paclitaxel oder Cabazitaxel eingesetzt (Gan et
al., 2009). Es hat sich gezeigt, dass Prostatakrebspatienten, die zusatzlich zur Standard-
ADT eine Chemotherapie mit Docetaxel erhielten, signifikant [anger lebten als Patienten,
die nur eine Hormontherapie erhielten (Kyriakopoulos et al., 2018). Cabazitaxel ist das
jungste von der FDA zugelassene Taxan fur Prostatakrebs und hat sich bei Patienten,
deren Erkrankung nach einer Behandlung mit Docetaxel fortschreitet, als wirksam

erwiesen (Al Nakouzi et al., 2015).

Bei der Behandlung fir 5 Tage mit Docetaxel und Cabazitaxel der Klone und der PC3*
Mutterzellen konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass die IC50 Werte sich nicht
signifikant ~ voneinander unterscheiden, also die Taxane eine A&hnliche
proliferationshemmende Wirkung auf die beiden Zelllinien hat. Es kann dementsprechend
davon ausgegangen werden, dass die rekombinante Expression des PSMA-Rezeptors
keinen Einfluss auf die Wirkung von Docetaxel und Cabazitaxel hat. PSMA erscheint in
diesem Kontext kein Modulator der Chemosensitivitat zu sein. Anzumerken sind die

hohen Standardabweichungen in den IC50-Werten, die auf eine erhebliche Variabilitat
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innerhalb der Versuche hinweisen und die Einschatzung zu tatsachlichen Unterschieden
erschweren.  Weiterfuhrende  Untersuchungen  mit  einer  differenzierteren
Konzentrationswahl der Chemotherapeutika nahe der hier errechneten 1C50,
beispielsweise zwischen 0 und 0,5 nM, sind hier sinnvoll, um genauere Ergebnisse zu

erhalten.

Bei einer Versuchsdauer von nur 24 Stunden stellen sich bei Cevik et al. (2020) etwas
héhere IC50 Werte bei PC3 Zellen unter Cabazitaxel und Docetaxel von 6,1 + 2,3 nM und
23,1 + 3,4 nM heraus. Cabazitaxel weist hinsichtlich der Induktion des Zelltods und der
Verringerung der Koloniebildungsfahigkeit im Vergleich zu Docetaxel oder Paclitaxel in
androgenunabhangigen Zellen eine hohere Wirksamkeit auf. Eine Uberlegenheit
gegenuber Docetaxel oder Paclitaxel konnte auch in anderen préklinischen Studien
bestatigt werden (Nelius et al., 2016; Sobue et al., 2016). In dieser vorliegenden Arbeit
weisen zumindest PC3* und I11.6 Zellen leicht niedrigere IC50 Werte fir Cabazitaxel auf,
was die genannten Befunde stitzt. In klinischen Studien hingegen zeigte sich hinsichtlich
des Gesamtiuberlebens kein signifikanter Unterschied (FIRSTANA-Studie (Oudard et al.,
2017), CABADOC-Studie (Baciarello et al., 2022)), nur hinsichtlich des

Nebenwirkungsprofils.

Gegeniber der [Y"’Lu]Lu-PSMA-617-Therapie wurde Cabazitaxel klinisch in der TheraP
Studie (Hofman et al., 2021) getestet: ['’Lu]Lu-PSMA-617 erzielte hohere PSA-
Ansprechraten und ein guinstigeres Nebenwirkungsprofil als Cabazitaxel bei mCRPC
nach ARSI/Docetaxel; Effektstarken hingen jedoch von der PSMA-PET-Selektion (hohe
Aufnahme, Ausschluss FDG-dominanter L&sionen) ab. Die klinische Konkurrenz-
/Komplementardatenlage (TheraP: [*/’Lu]Lu-PSMA-617 vs. Cabazitaxel; VISION (Rohith,
2021): post-Taxan-Wirksamkeit) spricht dafir, beides als alternative oder sequenzielle
Strategien zu betrachten: Taxane, wenn PSMA-Dichte/-Homogenitat limitiert ist; PSMA-
RLT, wenn hohe/gleichmé&Rige PSMA-Expression vorliegt. Beim metastasierten hormon-
sensitiven Prostatakarzinom verbessert die Kombination aus [*"’Lu]Lu-PSMA-617 plus
Docetaxel die friilhe Krankheitskontrolle im Vergleich zu Docetaxel allein (UpFrontPSMA-
Studie, (Azad et al., 2024)), was Sequenz-/Kombinationsstrategien mit Taxanen auch
jenseits des mMCRPC motiviert. Die in dieser Arbeit generierten Zellen eignen sich daher
auch zur Untersuchung von chemotherapeutischen Therapiestrategien, denn die
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rekombinante PSMA-Expression hat offenbar keine Auswirkung auf die Sensitivitat der

PC3* Zellen gegeniuber Taxanen.

4.7 [Y7Lu]Lu-PSMA-I&T-Wirkung in Zusammenhang mit Funktionalitat und Bedeutung
des PSMA-Rezeptors

Das prostataspezifische Membranantigen ist ein wichtiger, an der Zelloberflache
gelegener Biomarker fur die Bildgebung und therapeutisches Ziel beim Prostatakrebs.
Das [68Ga]Ga-PSMA-PET/CT hat sich in den letzten Jahren als hochsensitiver und
spezifischer bildgebender Standard in der Diagnostik des Prostatakarzinoms etabliert,
insbesondere bei der Priméardiagnostik von Hochrisikopatienten und im Rezidivfall bei
biochemischem Progress. Mehrere prospektive Studien, wie die randomisierte proPSMA-
Studie von Hofman et al. (2020), zeigten eine signifikant hohere Detektionsrate und
diagnostische Genauigkeit im Vergleich zu konventioneller Bildgebung (CT und
Knochenszintigrafie). Das Verfahren erlaubt eine prazisere Stadieneinteilung, was direkte
Auswirkungen auf die Therapieplanung hat. Parallel dazu hat sich die [*"’Lu]Lu-PSMA-
Radioligandentherapie als vielversprechende Option in der Behandlung des mCRPC
entwickelt. Im Jahr 2022 genehmigte die FDA das PSMA-gerichtete Theranostikum
[Y"Lu]Lu-PSMA-617 fur Patienten mit PSMA-PET-positivem mCRPC nach Fortschreiten
der Erkrankung unter mindestens einem AR-Signalweg-Inhibitor und einem Taxan. Die
Zulassung basiert maf3geblich auf der Phase-llI-VISION-Studie (Sartor et al., 2021), in
der [Y7Lu]Lu-PSMA-617-Therapie bei mCRPC-Patienten nach Androgenrezeptor-
gerichteter Therapie und Taxan-Chemotherapie zu einem signifikant verlangerten
radiografisch progressionsfreien Uberleben und Gesamtiiberleben im Vergleich zur
Standardtherapie fuhrte. In Europa wurde die Therapie im Oktober 2022 von der
Européischen Arzneimittel-Agentur genehmigt. Das vergleichbare [Y/7Lu]Lu-PSMA-I&T
befindet sich aktuell in der klinischen Prifphase Il. Die Kombination beider Verfahren
unterstreicht den theranostischen Ansatz, bei dem bildgebende Diagnostik und
zielgerichtete Radionuklidtherapie auf denselben molekularen Zielstrukturen basieren und
so eine personalisierte Behandlung des Prostatakarzinoms ermdglichen. Eine hohe
PSMA-Rezeptorexpression, zumeist gemessen durch den maximalen Standard Uptake
Value (SUV) im [®8Ga]Ga-PSMA-PET/CT, ist ein konsistenter Pradiktor fur ein besseres

PSA-Ansprechen sowie langere Progressionsfreiheit- und langeres Gesamtiberleben



104

nach [Y’Lu]Lu-PSMA-Therapie (Widjaja et al., 2021; Vlachostergios et al., 2021). Dariber
hinaus kdnnten neben der PSMA-Expression auch eine Vielzahl anderer Faktoren fir das
Ansprechen und die Resistenz gegenuber einer PSMA-RLT-Behandlung verantwortlich
sein. Darunter sind die Mechanismen der PSMA-Radioligandenaufnahme auf zellularer
Ebene, die PSMA-Radioligandenaufnahme durch tumorale Gefal3strukturen und die

Strahlenresistenz des Tumors aufzuzahlen (Bakht und Beltran, 2025).

In dieser Arbeit weisen PSMA-positive Zellen (LNCaP und PC3*FOLH1) eine erhdhte
Sensibilitat gegentber der [Y7Lu]Lu-PSMA-I&T-Behandlung auf, mit entsprechend
niedrigeren IC50-Werten, im Vergleich zu den nativen PC3* Zellen. Des Weiteren zeigen
LNCaP Zellen eine geringere Proliferation als die PSMA-positiven PC3*-Klone, bzw. eine
hohere Sensibilitat auf [*7’Lu]Lu-PSMA-I&T.

Ein moglicher Erklarungsansatz fur die niedrigeren IC50-Werte unter [Y’Lu]Lu-PSMA-
I&T-Behandlung und die damit gesteigerte Sensibilitat PSMA-positiver Zellen gegentuber
PSMA-negativen Zellen liegt in der PSMA-vermittelten Bindung und Internalisierung des
Radioliganden. Dadurch verbleibt der B~-emittierende Radionuklid langer intrazellular,
was zu einer erhohten Strahlenbelastung und damit zu einer starkeren antiproliferativen
Wirkung fuhren kann. In PSMA-negativen Zellen hingegen fehlt diese spezifische
Aufnahme, sodass der Radioligand nach dem Mediumwechsel weitgehend entfernt wird,
was zu einer deutlich reduzierten zytotoxischen bzw. antiproliferativen Wirkung nach der

Inkubation fuhrt.

Da sowohl die Inkubationsdauer als auch die Radioligandenkonzentration in allen
Versuchsansétzen identisch gehalten wurden, sind die beobachteten Unterschiede in den
IC50-Werten der PSMA-positiven Zelllinien (LNCaP und den PC3* Klonen)
voraussichtlich auf zwei  Hauptfaktoren zurickzufihren: Zum einen auf
zelllinienspezifische Unterschiede in der intrinsischen Strahlenempfindlichkeit, zum
anderen auf Unterschiede in der PSMA-vermittelten Bindung und Internalisierung des
Radioliganden, die die Dauer und Intensitat der intra- und extrazellularen

Strahlenexposition beeinflussen kénnen.

Frihere Studien zeigen, dass PSMA-negative PC3 Zellen unter direkter Lu-177-
Bestrahlung ohne Linker (also ohne Bindungs- und Internalisierungméglichkeit)
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strahlensensibler sind als LNCaP Zellen (Elgqvist et al., 2016; Beissel, 2024). Dennoch
zeigten LNCaP Zellen in den vorliegenden Experimenten eine deutlich niedrigere IC50,
was darauf hinweist, dass die PSMA-vermittelte Bindung und Internalisierung eine
entscheidende Rolle fir die zellulare Radionuklidaufnahme und damit fir die

antiproliferative Wirkung spielen kann.

Es ist anzunehmen, dass qualitative Unterschiede zwischen dem endogen exprimierten
PSMA der LNCaP Zellen und dem rekombinant eingefiihrten PSMA in PC3* Zellen
bestehen. Obwohl die Bindungseigenschaften im Lindmo-Assay eine vergleichbare
immunreaktive Fraktion aufweisen und im Scatchard-Assay sogar eine hohere Affinitat
der PC3*-FOLH1 Zellen zum [*7Lu]Lu-PSMA-I&T-Liganden erkennbar wurde, kdnnen
dennoch funktionelle Unterschiede (z. B. aufgrund unterschiedlicher
Glykosylierungsmuster) bestehen — insbesondere im Hinblick auf die Effizienz der

Internalisierung des Liganden nach Rezeptorbindung.

Ebenso kdnnte das unterschiedliche Expressionsniveau des PSMA-Rezeptors zwischen
den Zelllinien die Effektivitat und die Quantitat der Ligandenbindung und -aufnahme
beeinflussen. Die beobachtete IC50-Reihenfolge — PC3* > 11.4 = 11.6 > LNCaP — spiegelt
die Ergebnisse der zuvor durchgeflihrten Lindmo-Assays wider und korreliert mit der
maximalen Bindungskapazitat, also dem Expressionsniveau der jeweiligen Zelllinie.
Daraus ergibt sich, dass nicht nur die allgemeine Strahlenempfindlichkeit, sondern vor
allem das Ausmall der Fahigkeit zur PSMA-abhangigen Internalisierung den
Therapieeffekt bestimmt. Dies deckt sich mit den oben beschriebenen klinischen Studien,
wonach die PSMA-Rezeptordichte ein wesentlicher positiver Pradiktor fur den

Therapieerfolg der Radioligandentherapie ist.

Fir einen direkten Vergleich der beiden Zelllinien misste man zuerst PSMA in LNCaP
deletieren, wie zum Beispiel in Experimenten von Hong et al. (2022). Weiterfiihrende
Versuche hinsichtlich der quantitativen Analyse von internalisiertem Liganden zur
Differenzierung zwischen allgemeiner Sensibilitdt und Effekt einer Internalisierung ist
bestand genauerer Untersuchungen. Mathy et al. (2021) fuhrten Internalisierungsassays
in vitro mit [8Ga]Ga-PSMA-11 durch und zeigten, dass Zellen mit hoherer PSMA-
Expression eine deutlich erhohte Aufnahme des Radioliganden aufwiesen. Ein

vergleichbares experimentelles Vorgehen lieRe sich auch fur [Y’Lu]Lu-PSMA anwenden,
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um zu gquantifizieren, welcher Anteil des gebundenen Liganden tatsachlich in die Zelle

internalisiert wird.
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5. Zusammenfassung

Das Prostatakarzinom ist das haufigste Malignom und zugleich die zweithaufigste
Krebstodesursache des Mannes. Angesichts dieser hohen Inzidenz und Mortalitat kommt
der Erforschung neuer diagnostischer und therapeutischer Ansatze eine wachsende
Bedeutung zu. Die Radioligandentherapie mit [*’Lu]Lu-PSMA gilt hierbei als
vielversprechender Therapieansatz fir das metastasierte kastrationsresistente
Prostatakarzinom (MmCRPC). Sie ist fur Patienten zugelassen, die nach einer
Androgenrezeptor-gerichteten Therapie und einer taxanbasierten Chemotherapie einen
Tumorprogress zeigen. Hohere Tumorstadien, hthere Gleason-Scores und das Vorliegen
einer Hormonrefraktaritat sind typischerweise mit einer gesteigerten PSMA-Expression
assoziiert, was die Grundlage fur den therapeutischen Einsatz von PSMA-gerichteten
Radioliganden bildet. Da jedoch ein erheblicher Anteil der Patienten trotz hoher PSMA-
Expression nicht auf die Therapie anspricht, ist die Untersuchung zellularer Mechanismen
und moglicher Resistenzfaktoren von zentraler Bedeutung, um die Wirksamkeit und

Selektivitat dieser Behandlungsstrategie besser zu verstehen und zu optimieren.

Ziel dieser Arbeit war die Etablierung einer androgenunabhéngigen, PSMA-
exprimierenden Prostatakarzinom-Zelllinie, die die Eigenschaften eines mCRPC-Modells
abbildet. Hierzu wurde das FOLH1-Gen, das aus der mRNA PSMA-positiver LNCaP
Zellen isoliert und in cDNA umgeschrieben wurde, uber pEF1a-FOLH1-Isoform1l-
Expressionsvektoren stabil in Bioware Brite PC3 Red-FLuc-GFP Zellen (PC3%)
transfiziert. Diese genetisch modifizierte PC3-Variante zeichnet sich durch
Androgenunabhangigkeit, hohe Tumorigenitat und eine Luciferase-Aktivitat aus, die eine
biolumineszente Bildgebung und damit die quantitative Erfassung des Tumorwachstums

in vivo ermoglicht.

Im Rahmen dieser Arbeit konnten erfolgreich zwei stabil PSMA-exprimierende PC3*-
FOLH1-Klone, 11.4 und 11.6, generiert werden, die sich mit Ausnahme der funktionellen
PSMA-Expression nicht signifikant von den nicht transfizierten PC3* Mutterzellen
unterscheiden. In Proliferations-Assays (MTS) zeigten die transfizierten Klone keine
Beeintrachtigung des Wachstumsverhaltens. Lindmo- und Scatchard-Analysen
bestatigten die Oberflachenlokalisation und funktionelle Aktivitat der PSMA-Rezeptoren:
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Sowohl die spezifische Bindung der PSMA-gerichteten Nanobodies Nb13 und Nb37 als
auch des Radioliganden [*"7Lu]Lu-PSMA -I&T konnte eindeutig nachgewiesen werden. In
anschlieRenden Proliferations-Assays unter Behandlung mit [1"/Lu]Lu-PSMA -1&T zeigten
die PSMA-positiven Klone im Vergleich zu den PSMA-negativen Mutterzellen eine
erhohte Sensitivitdt gegenlber dem Radioliganden, was auf eine PSMA-vermittelte
Bindung und Internalisierung mit konsekutiv gesteigerter Strahlenexposition hinweist. Die
Expression von rekombinantem PSMA hatte hingegen keinen messbaren Einfluss auf die

antiproliferative Wirkung der Chemotherapeutika Docetaxel und Cabazitaxel.

Die Verfugbarkeit sowohl von biolumineszierenden PSMA-negativen PC3 Zellen als auch
von genetisch modifizierten PC3* Zellen mit stabiler PSMA-Expression bietet
experimentell ein gut vergleichbares und definiertes Modellsystem. Da beide Zelllinien
denselben genetischen Hintergrund besitzen, ermdglichen sie einen direkten Vergleich
der Wirkung PSMA-gerichteter Therapien — etwa von Radioliganden oder
Antikorperkonjugaten — unter identischen zellularen Bedingungen. Dadurch lasst sich
gezielt untersuchen, inwieweit die Prasenz des PSMA-Rezeptors das zellulare
Therapieansprechen beeinflusst, ohne dass andere Variablen, wie z. B. Unterschiede in
Wachstumsverhalten, Signalkaskaden oder genetischer Ausstattung, die Interpretation

verzerren.

Die hier beschriebenen modifizierten, PSMA exprimierenden PC3* Zellklone erweitern die
bestehenden experimentellen Mdoglichkeiten wesentlich: Sie bieten nicht nur ein neues
Modellsystem fir die Untersuchung von Resistenzmechanismen in vitro und in vivo,
sondern erlauben auch die funktionelle Analyse therapeutischer Interventionen wie z. B.
die Behandlung mit [*"’Lu]Lu-PSMA-I&T oder Zytostatika.
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Anhang 1: Vektorkarten pCMV6-FOLH1 (a) und pEF1a-FOLH1 (b)
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Anhang 2: G418 kill-curve

Gezeigt ist die Entwicklung der Zellzahl gegen die Zeit. Es wurden fiir 6 verschiedene
Konzentrationen an G418 nach 0, 72, 160 und 216 Stunden die absoluten Zellzahlen
bestimmt und auf die Ausgangszellzahl bei t = 0 (100 %) normiert. Das Zellwachstum ist

logarithmisch dargestellt. Die einzelnen Datenpunkte sind als Mittelwert

Standardabweichung angegeben (n = 3).

mit
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